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d e f o n d s p o t e n t i e l s d a n s l a p r o m o t i o n d e s a c t i v i t e s d u G r o u p e . L a p u b l i c a t i o n

c o m p r e n d e g a l e m e n t l e s c o m m u n i c a t i o n s f a i s a n t l e p o i n t d u s t a t u t d e l a m a l a d i e e n

C h i n e , e n I n d o n e s i e , e n M a l a i s i e , a u x P h i l i p p i n e s , e n T h a i l a n d e e t a u V i e t N a m .

Resumen



Groundnut Bacterial Wilt
in Asia

Proceedings of the
Third Working Group Meeting

4-5 Jul 1994
O i l Crops Research Institute,
Wuhan, China

Edited by 

V K Mehan and D McDonald

International Crops Research Institute for the Semi-Arid Tropics
Patancheru 502 324, Andhra Pradesh, India

1994



Chinese A c a d e m y of Agr icu l tu ra l Sciences (CAAS), C h i n a

Peanut Col laborat ive Research Suppor t Program (Peanut CRSP),

USA

International Crops Research Institute for the Semi-Arid Tropics

( ICRISAT), I n d i a

Organizing Committee 

D M c D o n a l d , V K M e h a n , a n d C L L G o w d a ( I C R I S A T A s i a C e n t e r , I n d i a )

G u o Q i n g y u a n , B S L i a o , a n d Z h a n X i a n h e ( O i l C r o p s R e s e a r c h I n s t i t u t e ,

C h i n a )

A C H a y w a r d ( U n i v e r s i t y o f Q u e e n s l a n d , A u s t r a l i a )

T h e o p i n i o n s i n t h i s p u b l i c a t i o n a r e t h o s e o f t h e a u t h o r s a n d n o t n e c e s s a r i l y

t h o s e o f I C R I S A T , T h e d e s i g n a t i o n s e m p l o y e d a n d t h e p r e s e n t a t i o n o f t h e

m a t e r i a l i n t h i s p u b l i c a t i o n d o n o t i m p l y t h e e x p r e s s i o n o f a n y o p i n i o n

w h a t s o e v e r o n t h e p a r t o f I C R I S A T c o n c e r n i n g t h e l e g a l s t a t u s o f a n y c o u n t r y ,

t e r r i t o r y , c i t y , o r a r e a , o r o f i t s a u t h o r i t i e s , o r c o n c e r n i n g t h e d e l i m i t a t i o n o f i t s

f r o n t i e r s o r b o u n d a r i e s . W h e r e t r a d e n a m e s a r e u s e d t h i s d o e s n o t c o n s t i t u t e

e n d o r s e m e n t o f o r d i s c r i m i n a t i o n a g a i n s t a n y p r o d u c t b y t h e I n s t i t u t e .

Co- sponsors



Contents

P r e f a c e V K M e h a n a n d D M c D o n a l d V

I n a u g u r a l S e s s i o n

W e l c o m e a d d r e s s L i a n g K e y o n g 3

W e l c o m e f r o m F A O C Y S h e n 5

O b j e c t i v e s o f t h e M e e t i n g Y L N e n e 7

I n a u g u r a l a d d r e s s J G R y a n 9

I d e n t i f i c a t i o n a n d d i a g n o s t i c m e t h o d s f o r Pseudomonas s o l a n a c e a r u m

A n i n t e g r a t e d s y s t e m f o r

i d e n t i f i c a t i o n a n d c h a r a c t e r i z a t i o n

o f p l a n t p a t h o g e n i c b a c t e r i a w i t h

s p e c i a l r e f e r e n c e t o Pseudomonas 

solanacearutn

R B l a c k a n d K Y L u m 1 5

D N A - b a s e d d i a g n o s t i c t e c h n i q u e s

f o r Pseudomonas solanacearum w i t h

e m p h a s i s o n b i o v a r s 3 a n d 4 

S S e a l 2 7

S e r o l o g i c a l a n d m o l e c u l a r d i a g n o s t i c t e c h n i q u e s

P o l y c l o n a l a n d m o n o c l o n a l

a n t i b o d y - b a s e d e n z y m e - l i n k e d

i m m u n o s o r b e n t a s s a y s f o r

P s e u d o m o n a s s o l a n a c e a r u m

A R o b i n s o n - S m i t h 3 7

P h e n o t y p i c a n d m o l e c u l a r

a p p r o a c h e s t o s t r a i n

d i f f e r e n t i a t i o n i n Pseudomonas 

solanacearum

M T a g h v i , M F e g a n ,

a n d A C H a y w a r d

4 9

F a c t o r s i n v o l v e d i n v i r u l e n c e a n d

p a t h o g e n i c i t y o f Pseudomonas 

solanacearum a n d t h e i r r o l e i n

p a t h o g e n e s i s

Y W K a n g , G Z M a o ,

a n d L Y H e

5 3

I s o l a t i o n o f T n 5 - i n d u c e d

e x o p o l y s a c c h a r i d e ( E P S ) - d e f i c i e n t

a n d m o t i l e m u t a n t E 1 o f

Pseudomonas solanacearum 

G Z M a o , Y W K a n g ,

a n d L Y H e

6 3



G r o u n d n u t b a c t e r i a l w i l t : p a s t , p r e s e n t , a n d f u t u r e

G r o u n d n u t b a c t e r i a l w i l t : p a s t , V K M e h a n a n d B S L i a o 6 7

p r e s e n t , a n d f u t u r e

H o s t - p l a n t r e s i s t a n c e a n d c u l t u r a l c o n t r o l

H o s t - p l a n t r e s i s t a n c e t o g r o u n d n u t

b a c t e r i a l w i l t g e n e t i c d i v e r s i t y

a n d e n h a n c e m e n t

B S L i a o , N X D u a n , Y Y W a n g ,

D R S u n , a n d V K M e h a n

9 1

G e n e t i c e v a l u a t i o n o f r e s i s t a n c e o f

b a c t e r i a l w i l t i n C h i n e s e ' d r a g o n '

H F J i a n g , N X D u a n , Y J T a n ,

a n d B S L i a o

9 7

g r o u n d n u t a c c e s s i o n s

A p r e l i m i n a r y s t u d y o f g r o u n d n u t

b a c t e r i a l w i l t r e s i s t a n c e

Z H S h a n a n d Y J T a n 9 9

m e c h a n i s m s

P r e l i m i n a r y s t u d i e s o n t h e

b i o c h e m i c a l m e c h a n i s m s o f

r e s i s t a n c e t o Pseudomonas 

N X D u a n , Z P e n g , Y J T a n ,

a n d H F J i a n g

1 0 1

solanacearum i n g r o u n d n u t

R e s e a r c h o n g r o u n d n u t b a c t e r i a l

w i l t i n G u a n g d o n g p r o v i n c e , C h i n a

G R Z h e n g , X Y L i , W L Y e h ,

X Q L i a n g , a n d Y H L i

1 0 3

C o u n t r y r e p o r t s o n t h e s t a t u s o f g r o u n d n u t b a c t e r i a l w i l t r e s e a r c h

C h i n a Y J T a n , N X D u a n , B S L i a o ,

Z Y X u , L Y H e , a n d G R Z h e n g

1 0 7

I n d o n e s i a M M a c h m u d a n d S A R a i s 1 1 5

M a l a y s i a K Y L u m a n d S H a m i d a h 1 2 1

P h i l i p p i n e s M P N a t u r a l 1 2 5

T h a i l a n d W B u t r a n u , S Y i n a s a w a p u n ,

a n d W S r i t h o n g c h a i

1 2 9

V i e t n a m N X H o n g , V K M e h a n , N T L y ,

a n d M T V i n h

1 3 5

R e c o m m e n d a t i o n s 1 4 5

P a r t i c i p a n t s 1 4 9



T h e t h i r d m e e t i n g o f t h e G r o u n d n u t B a c t e r i a l W i l t W o r k i n g G r o u p w a s h e l d i n

W u h a n , C h i n a , f r o m 4 t o 5 J u l 1 9 9 4 . T h e m e e t i n g , a n d a n a s s o c i a t e d s h o r t

t r a i n i n g c o u r s e ( T e c h n i q u e s for the diagnosis and identification of the bacterial wilt 

pathogen, Pseudomonas solanacearum, and for resistance screening against 

groundnut bacterial wilt), w e r e c o - s p o n s o r e d b y t h e C h i n e s e A c a d e m y o f

A g r i c u l t u r a l S c i e n c e s ( C A A S ) , C e r e a l s a n d L e g u m e s A s i a N e t w o r k ( C L A N ) /

I C R I S A T , a n d t h e P e a n u t C o l l a b o r a t i v e R e s e a r c h S u p p o r t P r o g r a m ( P e a n u t

C R S P ) .

S c i e n t i s t s f r o m e i g h t c o u n t r i e s a n d t h r e e i n t e r n a t i o n a l r e s e a r c h

o r g a n i z a t i o n s p a r t i c i p a t e d i n t h e m e e t i n g . R e c e n t l y d e v e l o p e d p r o c e d u r e s f o r

i d e n t i f i c a t i o n o f s p e c i f i c b i o v a r s a n d s t r a i n s o f t h e p a t h o g e n w e r e d i s c u s s e d ,

a n d a c c o u n t s o f c u r r e n t r e s e a r c h o n t h e b a c t e r i a l w i l t d i s e a s e i n c o o p e r a t i n g

i n s t i t u t i o n s w e r e p r e s e n t e d . G o o d p r o g r e s s h a s b e e n m a d e , a n d p r o s p e c t s o f

c o n t i n u e d c o l l a b o r a t i v e r e s e a r c h i n t o t h e m a n a g e m e n t o f t h i s i m p o r t a n t

d i s e a s e a r e e x c e l l e n t .

W e h o p e t h i s v o l u m e w i l l p r o v i d e a u s e f u l g u i d e t o t h e p r e s e n t s t a t u s o f

g r o u n d n u t b a c t e r i a l w i l t i n A s i a a n d s t i m u l a t e m o r e c o o r d i n a t e d w o r k o n t h i s

s e r i o u s d i s e a s e .

Preface

V K M e h a n

D M c D o n a l d





Inaugural Session





Welcome address

Liang Keyong
1

R e s p e c t e d C h a i r m a n [ D r G u o Q i n g y u a n ] , D r R y a n , D r N e n e , M r Z h e ,

d i s t i n g u i s h e d a d m i n i s t r a t o r s , a n d p a r t i c i p a n t s ,

F i r s t o f a l l , p l e a s e a l l o w m e , o n b e h a l f o f P r e s i d e n t W a n g L i a n z h e n g a n d t h e

C h i n e s e A c a d e m y o f A g r i c u l t u r a l S c i e n c e s ( C A A S ) , t o e x p r e s s o u r w a r m

w e l c o m e t o D r R y a n ; D r N e n e ; t h e e x p e r t s f r o m A u s t r a l i a , I n d o n e s i a ,

M a l a y s i a , t h e P h i l i p p i n e s , T h a i l a n d , U K , a n d V i e t n a m , a n d f r o m I C R I S A T ;

o f f i c i a l s f r o m F A O a n d t h e I n t e r n a t i o n a l P l a n t G e n e t i c R e s o u r c e s I n s t i t u t e

( I P G R I ) ; a n d s c i e n t i s t s f r o m C h i n a f o r y o u r a t t e n d a n c e a t t h i s m e e t i n g . I w o u l d

l i k e t o t a k e t h i s o p p o r t u n i t y t o h i g h l i g h t t h e c o o p e r a t i o n b e t w e e n I C R I S A T a n d

t h e C h i n e s e i n s t i t u t i o n s .

T h e c o o p e r a t i o n b e t w e e n I C R I S A T a n d C A A S b e g a n i n t h e 1 9 8 0 s , w h e n , i n

1 9 8 8 , w e s i g n e d t h e f i r s t c o o p e r a t i v e a g r e e m e n t . S i n c e t h e n w e h a v e e x e c u t e d

t w o w o r k p l a n s . O n 2 J u l 1 9 9 4 , w e d i s c u s s e d a n d s i g n e d t h e w o r k p l a n f o r

1 9 9 5 - 1 9 9 7 . I n t h e p a s t y e a r s , t h r o u g h t r a i n i n g c o u r s e s , c o l l a b o r a t i v e r e s e a r c h ,

m u t u a l v i s i t s , w o r k s h o p s , a n d g e r m p l a s m e x c h a n g e , o u r c o l l a b o r a t i o n i n

r e s e a r c h o n s o r g h u m , p e a r l m i l l e t , c h i c k p e a , p i g e o n p e a , a n d g r o u n d n u t h a s

b e e n v e r y s u c c e s s f u l . T h e n u m b e r o f i n s t i t u t i o n s a s w e l l a s s c i e n t i s t s t h a t

c o o p e r a t e w i t h I C R I S A T i s i n c r e a s i n g . W e h a v e n e w c o o p e r a t o r s f r o m s e v e r a l

i n s t i t u t i o n s i n S h a n d o n g , G u a n g d o n g , Q i n g h a i , a n d H e n a n f o r c o l l a b o r a t i v e

r e s e a r c h . A s a r e s u l t o f c o o p e r a t i o n , y o u n g s c i e n t i s t s w e r e t r a i n e d , r e s e a r c h

w o r k i m p r o v e d , a n d s o m e r e s u l t s f r o m t h i s r e s e a r c h w e r e u s e d i n c r o p

p r o d u c t i o n . A l s o , t h e c o o p e r a t i o n h a s s t r e n g t h e n e d t h e f r i e n d s h i p b e t w e e n

I C R I S A T a n d C A A S . O f c o u r s e , t h e r e a r e s t i l l s o m e a s p e c t s , e . g . , e x c h a n g e o f c r o p

g e r m p l a s m , t h a t n e e d t o b e i m p r o v e d . W e s h a l l d o o u r b e s t t o i m p r o v e t h i s

a s p e c t . W e h o p e t o e n h a n c e o u r c o o p e r a t i o n t o a n e w s t a g e .

G r o u n d n u t b a c t e r i a l w i l t h a s b e e n r e p o r t e d t o b e a s e r i o u s p r o b l e m i n

s e v e r a l c o u n t r i e s i n A s i a , a n d i t i s a l s o a p o t e n t i a l t h r e a t t o g r o u n d n u t

p r o d u c t i o n i n o t h e r h u m i d t r o p i c a l r e g i o n s . T h e r e f o r e , i t h a s d r a w n m u c h

a t t e n t i o n i n m a n y c o u n t r i e s a n d i n t e r n a t i o n a l i n s t i t u t i o n s . W e g r e a t l y
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F o o d a n d A g r i c u l t u r e O r g a n i z a t i o n o f t h e U n i t e d N a t i o n s , a n d o n m y o w n

b e h a l f , t o w a r m l y w e l c o m e a l l o f y o u t o a t t e n d t h i s i m p o r t a n t m e e t i n g a n d t o

s i n c e r e l y w i s h t h e m e e t i n g a g r e a t s u c c e s s .

D u r i n g t h i s 2 - d a y W o r k i n g G r o u p m e e t i n g , t h e e x p e r t s f r o m d i f f e r e n t

c o u n t r i e s w i l l r e v i e w t h e p r o g r e s s o f r e s e a r c h i n r e c e n t y e a r s i n d i a g n o s i s ,

b i o l o g y , a n d e c o l o g y o f t h e w i l t p a t h o g e n ; d i s c u s s i n t e g r a t e d c o n t r o l o f

g r o u n d n u t b a c t e r i a l w i l t ; a n d e s t a b l i s h p r i o r i t i e s f o r f u t u r e r e s e a r c h a n d

c o l l a b o r a t i o n . I s i n c e r e l y h o p e t h a t t h i s m e e t i n g w i l l b e a m i l e s t o n e i n t h e

p r o g r e s s o f t h e G r o u n d n u t B a c t e r i a l W i l t W o r k i n g G r o u p ( G B W W G ) . F A O

R e g i o n a l O f f i c e f o r A s i a a n d t h e P a c i f i c ( R A P A ) c o n s i d e r s t h e a c t i v i t i e s o f t h e

G B W W G t o b e v e r y i m p o r t a n t i n A s i a , a n d h a s j o i n e d t h e A s i a P a c i f i c A s s o c i a 

t i o n o f A g r i c u l t u r a l R e s e a r c h I n s t i t u t i o n s ( A P A A R I ) a s a n A s s o c i a t e M e m b e r

f r o m 1 J a n 1 9 9 4 . I a m p l e a s e d t h a t C h i n a i s o n e o f t h e m e m b e r c o u n t r i e s o f

A P A A R I , w i t h w h i c h w e h a v e a v e r y c l o s e r e l a t i o n s h i p .

F i n a l l y , I s h o u l d l i k e t o e x t e n d m y d e e p a p p r e c i a t i o n t o o u r m o s t g e n e r o u s

h o s t s f o r t h e i r e x c e l l e n t a r r a n g e m e n t s f o r t h e m e e t i n g , t h e i r w a r m h o s p i t a l i t y ,

a n d t h e t r e m e n d o u s w o r k t h a t t h e y h a v e p u t i n b o t h b e f o r e a n d d u r i n g t h e

m e e t i n g .

I w i s h t h e m e e t i n g a l l s u c c e s s .

1. FAO Regional Off ice for Asia and the Pacific, Bangkok 10200, Thai land.
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Object ives of the M e e t i n g

Y L Nene
1

P r o f e s s o r G u o Q i n g y u a n , P r o f e s s o r L i a n g K e y o n g , D r J G R y a n , d i s t i n g u i s h e d

p a r t i c i p a n t s f r o m t h e C h i n e s e A c a d e m y o f A g r i c u l t u r a l S c i e n c e s ( C A A S ) a n d

f r o m v a r i o u s c o u n t r i e s , a n d m y c o l l e a g u e s f r o m I C R I S A T ,

L e t m e a d d m y o w n w e l c o m e t o y o u t o t h i s 2 - d a y G r o u n d n u t B a c t e r i a l W i l t

W o r k i n g G r o u p M e e t i n g . I a m p a r t i c u l a r l y h a p p y t o p a r t i c i p a t e i n t h i s m e e t i n g

b e c a u s e I h a v e s p e n t m o r e t h a n 2 5 y e a r s o f m y p r o f e s s i o n a l l i f e w o r k i n g o n

d i s e a s e s o f g r a i n l e g u m e s , p a r t i c u l a r l y t h e g r a i n l e g u m e s k n o w n a s p u l s e s ,

s u c h a s m u n g b e a n , p i g e o n p e a , a n d c h i c k p e a .

T h e C e r e a l s a n d L e g u m e s A s i a N e t w o r k ( C L A N ) , w h i c h s t a r t e d o f f i n 1 9 8 6 a s

t h e A s i a n G r a i n L e g u m e N e t w o r k ( A G L N ) , w i t h I C R I S A T p r o v i d i n g a C o o r d i n a 

t i n g U n i t , h a s s u c c e s s f u l l y s u p p o r t e d m a n y c o l l a b o r a t i v e a c t i v i t i e s i n r e s e a r c h

o n I C R I S A T ' s m a n d a t e c r o p s , n a m e l y s o r g h u m , p e a r l m i l l e t , c h i c k p e a ,

p i g e o n p e a , a n d g r o u n d n u t . T h e m e c h a n i s m o f c o n s t i t u t i n g " W o r k i n g G r o u p s ' ,

t o c o n d u c t c o l l a b o r a t i v e r e s e a r c h o n t h e c h a l l e n g i n g r e g i o n a l p r o b l e m s , h a s

b e e n e f f e c t i v e i n a c h i e v i n g q u i c k p r o g r e s s . T h e r e i s a l a r g e n u m b e r o f s u c h

i n t e r n a t i o n a l w o r k i n g g r o u p s f o c u s i n g a t t e n t i o n o n n a r r o w t o p i c s — o n e s u c h

w o r k i n g g r o u p i s m e e t i n g h e r e t o d a y .

T h e G r o u n d n u t B a c t e r i a l W i l t W o r k i n g G r o u p w a s f o r m e d i n 1 9 9 0 a f t e r a 

p l a n n i n g m e e t i n g h e l d i n M a l a y s i a . T h i s t h i r d m e e t i n g o f t h e G r o u p i s b e i n g

h e l d j o i n t l y u n d e r t h e a u s p i c e s o f C A A S a n d I C R I S A T . I t i s p a r t i c u l a r l y g r a t i f y 

i n g t h a t t h i s m e e t i n g i s b e i n g h e l d a t o n e o f t h e l e a d i n g i n s t i t u t i o n s , t h e O i l

C r o p s R e s e a r c h I n s t i t u t e a t W u h a n .

T h e o b j e c t i v e s o f t h e m e e t i n g a r e a s f o l l o w s .

• T o b r i n g t o g e t h e r a c t i v e r e s e a r c h e r s t o e x c h a n g e t h e l a t e s t i n f o r m a t i o n o n

t h e b a c t e r i a l w i l t o f g r o u n d n u t .

• T o e v a l u a t e t h e s t a t u s o f r e s e a r c h o n t h e d i s e a s e i n d i f f e r e n t c o u n t r i e s a n d

r e g i o n s .

• T o r e c o m m e n d p r i o r i t i e s f o r c o l l a b o r a t i v e r e s e a r c h a t n a t i o n a l a n d i n t e r 

n a t i o n a l l e v e l s .

• T o a s s i g n , w h e r e v e r p o s s i b l e , r e s e a r c h m o d u l e s t o i n d i v i d u a l s o r g r o u p s .

• T o i d e n t i f y s p e c i f i c t r a i n i n g n e e d s a s w e l l a s o r g a n i z a t i o n s t h a t c a n o f f e r

t r a i n i n g .

• T o d e t e r m i n e t h e r e s o u r c e s n e e d e d a n d t o p r e p a r e r e s e a r c h p r o p o s a l s f o r

f u n d i n g .

1. Internat ional Crops Research Inst i tute for the Semi-Ar id Tropics, Patancheru 502 324, Andh ra Pradesh, Ind ia .
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T h i s m e e t i n g i s b e i n g a t t e n d e d b y o v e r 4 0 s c i e n t i s t s a n d a d m i n i s t r a t o r s f r o m

8 c o u n t r i e s . P a r t i c i p a n t s a l s o i n c l u d e r e p r e s e n t a t i v e s o f s e v e r a l i n t e r n a t i o n a l

o r g a n i z a t i o n s . T h e a b s t r a c t s o f p a p e r s t o b e p r e s e n t e d c l e a r l y i n d i c a t e t h e

p r o g r e s s b e i n g m a d e t o w a r d s s o l v i n g t h e p r o b l e m t h r o u g h b a s i c a s w e l l a s

a p p l i e d r e s e a r c h .

W e s h o u l d a l l f e e l h a p p y t h a t t h i s 2 - d a y m e e t i n g i s b e i n g f o l l o w e d b y a 

4 - d a y t r a i n i n g c o u r s e t o p r o v i d e o p p o r t u n i t i e s t o y o u n g s c i e n t i s t s t o g a i n

p r a c t i c a l e x p e r i e n c e i n t h e d i a g n o s i s o f t h e w i l t p a t h o g e n , Pseudomonas 

solanacearum, u s i n g a d v a n c e d t e c h n i q u e s , a s w e l l a s t o o b t a i n i n f o r m a t i o n o n

t h e d i s e a s e m a n a g e m e n t . T h e F a c u l t y f o r t h i s c o u r s e h a s b e e n d r a w n f r o m

A u s t r a l i a , C h i n a , M a l a y s i a , a n d t h e U n i t e d K i n g d o m , a n d f r o m I C R I S A T .

I a m c o n f i d e n t t h a t t h i s m e e t i n g a n d t h e t r a i n i n g p r o g r a m w i l l p r o v e u s e f u l

i n f i n d i n g p r a c t i c a l s o l u t i o n s t o t h i s v e r y s e r i o u s d i s e a s e p r o b l e m o f g r o u n d -

n u t .
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Inaugural address

J G Ryan
1

D r L i a n g K e y o n g , D r G u o Q i n g y u a n , d i s t i n g u i s h e d p a r t i c i p a n t s f r o m C h i n a

a n d o t h e r c o u n t r i e s , a n d m y c o l l e a g u e s f r o m I C R I S A T ,

L e t m e a d d m y o w n w e l c o m e t o y o u t o t h i s 2 - d a y W o r k i n g G r o u p M e e t i n g

o n G r o u n d n u t B a c t e r i a l W i l t . I a m v e r y h a p p y t o p a r t i c i p a t e i n t h i s m e e t i n g

b e i n g h e l d a t o n e o f t h e l e a d i n g i n s t i t u t i o n s , t h e O i l C r o p s R e s e a r c h I n s t i t u t e a t

W u h a n . T h e c h o i c e o f C h i n a a n d W u h a n i n p a r t i c u l a r f o r t h i s m e e t i n g w a s

i n f l u e n c e d b y t h e i n t e r e s t o f W o r k i n g G r o u p m e m b e r s i n b e i n g a b l e t o i n t e r a c t

w i t h m a n y C h i n e s e s c i e n t i s t s w h o h a v e m a d e s u c h n o t a b l e c o n t r i b u t i o n s t o t h e

c o l l a b o r a t i v e r e s e a r c h o n g r o u n d n u t b a c t e r i a l w i l t .

I a m p l e a s e d t o t a k e t h i s o p p o r t u n i t y t o s p e l l o u t c e r t a i n a s p e c t s o f

c o o p e r a t i o n b e t w e e n I C R I S A T a n d C h i n e s e i n s t i t u t i o n s . T h e f i r s t I C R I S A T

m i s s i o n t o C h i n a , h e a d e d b y t h e t h e n D i r e c t o r G e n e r a l , D r L D S w i n d a l e , w a s

i n 1 9 7 9 . A f t e r t h i s , I C R I S A T s c i e n t i s t s h a v e m a d e m o r e t h a n 1 0 v i s i t s t o C h i n a .

T h e f o r m a l M e m o r a n d u m o f U n d e r s t a n d i n g ( M O U ) w i t h t h e C h i n e s e A c a d e m y

o f A g r i c u l t u r a l S c i e n c e s ( C A A S ) w a s s i g n e d i n M a y 1 9 8 8 . W e h a v e h a d t h r e e

c o l l a b o r a t i v e w o r k p l a n s w i t h C h i n a , t h e m o s t r e c e n t b e i n g s i g n e d o n 2 J u l 1 9 9 4

i n B e i j i n g . M o r e t h a n 6 7 C h i n e s e s c i e n t i s t s a n d t e c h n i c i a n s h a v e p a r t i c i p a t e d i n

v a r i o u s t r a i n i n g p r o g r a m s a t I C R I S A T . G e r m p l a s m e x c h a n g e h a s b e e n a m a j o r

a c t i v i t y I C R I S A T h a s s u p p l i e d 5 4 2 0 g e r m p l a s m a c c e s s i o n s a n d 3 2 8 0 b r e e d i n g

l i n e s / m a t e r i a l s o f i t s f i v e m a n d a t e c r o p s . H o w e v e r , o n l y 5 8 5 C h i n e s e

g e r m p l a s m a c c e s s i o n s ( i n c l u d i n g 2 1 7 o f g r o u n d n u t ) a r e c u r r e n t l y a v a i l a b l e i n

t h e I C R I S A T g e n e b a n k . T h i s r e p r e s e n t s o n l y a m i n o r p r o p o r t i o n o f t h e

g e r m p l a s m a v a i l a b l e i n C h i n a . W e h o p e t h a t w e c a n w o r k o u t a w a y b y w h i c h

t h e a v a i l a b l e C h i n e s e g e r m p l a s m l i n e s c a n b e e x c h a n g e d w i t h I C R I S A T a n d t h e

o u t s i d e w o r l d .

C o l l a b o r a t i o n w i t h C h i n e s e i n s t i t u t e s , e s p e c i a l l y o n b a c t e r i a l w i l t a n d

g r o u n d n u t v i r u s d i s e a s e s , h a s b e e n v e r y g o o d . W e a t I C R I S A T a r e n o t a b l e t o

c o n d u c t r e s e a r c h o n b a c t e r i a l w i l t o f g r o u n d n u t , a n d h e n c e d e p e n d o n t h e

c o m p a r a t i v e a d v a n t a g e a n d e x p e r t i s e o f C h i n e s e g r o u n d n u t s c i e n t i s t s t o a s s i s t

u s a n d o t h e r n e t w o r k m e m b e r c o u n t r i e s i n t h e m a n a g e m e n t o f t h i s d i s e a s e .

B a c t e r i a l w i l t i s a n i m p o r t a n t d i s e a s e o f g r o u n d n u t , p a r t i c u l a r l y i n t h e

c o u n t r i e s o f E a s t a n d S o u t h e a s t A s i a a n d t h e S o u t h P a c i f i c . T h e d i s e a s e i s

r e c o g n i z e d a s s e r i o u s i n C h i n a a n d I n d o n e s i a , a n d i s b e c o m i n g i n c r e a s i n g l y

i m p o r t a n t i n M a l a y s i a , t h e P h i l i p p i n e s , T h a i l a n d , a n d V i e t n a m . B a c t e r i a l w i l t i s

a l s o a p r o b l e m i n s o m e a r e a s o f A f r i c a . N o t w i t h s t a n d i n g i t s i m p o r t a n c e ,

1. Internat ional Crops Research Inst i tute for the Semi -Ar id Tropics, Patancheru 502 324, Andhra Pradesh, India.
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r e l i a b l e e s t i m a t e s o f y i e l d l o s s e s f r o m b a c t e r i a l w i l t a r e n o t g e n e r a l l y a v a i l a b l e .

I n C h i n a , o v e r 2 0 0 0 0 0 h a a r e a f f e c t e d b y t h e d i s e a s e . Y i e l d l o s s e s o f 1 0 - 3 0 % a r e

c o m m o n i n t h e c e n t r a l a n d s o u t h e r n p r o v i n c e s , a n d c a n r e a c h u p t o 6 0 % i n

i n d i v i d u a l f i e l d s . I n I n d o n e s i a , y i e l d l o s s e s a r e e s t i m a t e d a t 5 0 0 0 0 t o 1 5 0 0 0 0 t 

a n n u a l l y .

B a s i c r e s e a r c h o n t h e w i l t p a t h o g e n , Pseudomonas solanacearum, h a s b e e n

c a r r i e d o u t i n a d v a n c e d l a b o r a t o r i e s i n s e v e r a l c o u n t r i e s , a s P . solanacearum 

a t t a c k s m a n y o t h e r i m p o r t a n t f o o d c r o p s t h r o u g h o u t t h e w o r l d . C h i n a a n d

I n d o n e s i a h a v e a l o n g h i s t o r y o f r e s e a r c h o n g r o u n d n u t b a c t e r i a l w i l t , a n d

w i l t - r e s i s t a n t g r o u n d n u t c u l t i v a r s h a v e b e e n d e v e l o p e d i n b o t h t h e c o u n t r i e s .

T h e v a r i e t y S c h w a r z 2 1 w a s r e l e a s e d i n I n d o n e s i a i n 1 9 2 7 , t h e e a r l i e s t r e c o r d o f

a d i s e a s e - r e s i s t a n t g r o u n d n u t b e i n g d e v e l o p e d . P r o g r e s s h a s a l s o b e e n m a d e

i n b o t h t h e c o u n t r i e s i n c u l t u r a l c o n t r o l o f b a c t e r i a l w i l t . H o w e v e r , m u c h

r e m a i n s t o b e d o n e . T h e r e i s a n e e d f o r b r e e d i n g w i l t - r e s i s t a n t g r o u n d n u t

v a r i e t i e s w i t h h i g h y i e l d p o t e n t i a l a n d g o o d a g r o n o m i c c h a r a c t e r s , a n d t o

c o m b i n e r e s i s t a n c e t o o t h e r d i s e a s e s a n d p e s t s . T h e s e c a n b e u s e d w i t h

a p p r o p r i a t e c u l t u r a l c o n t r o l p r a c t i c e s t o d e v e l o p i n t e g r a t e d d i s e a s e m a n a g e 

m e n t p r a c t i c e s f o r p a r t i c u l a r s i t u a t i o n s .

A l t h o u g h g o o d p r o g r e s s h a s b e e n m a d e i n t h e p a s t , p r o g r e s s c o u l d b e m u c h

m o r e r a p i d i f d i f f e r e n t g r o u p s c o u l d c o o p e r a t e m o r e e f f e c t i v e l y i n s t e a d o f

w o r k i n g i n i s o l a t i o n . A t t h e A s i a n R e g i o n G r o u n d n u t S c i e n t i s t s ' M e e t i n g i n

M a l a n g , I n d o n e s i a i n 1 9 8 8 , t h e p a r t i c i p a n t s r e c o m m e n d e d s u c h c o o p e r a t i o n

a m o n g n a t i o n a l , r e g i o n a l , a n d i n t e r n a t i o n a l g r o u p s . T h e A u s t r a l i a n C e n t r e f o r

I n t e r n a t i o n a l A g r i c u l t u r a l R e s e a r c h ( A C I A R ) a n d I C R I S A T t o o k t h e i n i t i a t i v e a n d

o r g a n i z e d a p l a n n i n g m e e t i n g i n M a r c h 1 9 9 0 i n M a l a y s i a , a s a s a t e l l i t e m e e t i n g

t o t h e 3 r d I n t e r n a t i o n a l C o n f e r e n c e o n P l a n t P r o t e c t i o n i n t h e T r o p i c s . T h e

I n t e r n a t i o n a l G r o u n d n u t B a c t e r i a l W i l t W o r k i n g G r o u p w a s s e t u p a s a r e s u l t

o f a r e c o m m e n d a t i o n f r o m t h i s m e e t i n g . D r A C H a y w a r d , U n i v e r s i t y o f

Q u e e n s l a n d , A u s t r a l i a , w a s d e s i g n a t e d a s T e c h n i c a l C o o r d i n a t o r . T h e A s i a n

G r a i n L e g u m e s N e t w o r k ( A G L N ) w a s r e q u e s t e d t o p r o v i d e a d m i n i s t r a t i v e a n d

l o g i s t i c s u p p o r t t o t h e W o r k i n g G r o u p . T h e s e c o n d m e e t i n g o f t h e W o r k i n g

G r o u p ( s p o n s o r e d b y A G L N / I C R I S A T ) w a s o r g a n i z e d i n N o v e m b e r 1 9 9 2 a s a 

s a t e l l i t e m e e t i n g t o t h e I n t e r n a t i o n a l S y m p o s i u m o n B a c t e r i a l W i l t h e l d i n

T a i w a n . U n f o r t u n a t e l y , n o t a l l t h e W o r k i n g G r o u p m e m b e r s c o u l d a t t e n d t h a t

m e e t i n g . I a m h a p p y t o s e e t h a t t h e G r o u p i s i n i t s f u l l s t r e n g t h t o d a y .

I n 1 9 9 3 , t h e c o o r d i n a t i o n o f t h e W o r k i n g G r o u p b e c a m e t h e r e s p o n s i b i l i t y o f

D r V K M e h a n o f I C R I S A T , a n d h e a n d D r C L L G o w d a , C o o r d i n a t o r o f t h e

C e r e a l s a n d L e g u m e s A s i a N e t w o r k ( C L A N ) , h a v e o r g a n i z e d t h e p r e s e n t

m e e t i n g i n c o o p e r a t i o n w i t h t h e O i l C r o p s R e s e a r c h I n s t i t u t e , W u h a n , a n d

C A A S , B e i j i n g .

T h e G r o u n d n u t G r o u p b a s e d a t I C R I S A T A s i a C e n t e r h a s r e s p o n s i b i l i t y f o r

w o r k i n g j o i n t l y w i t h A s i a n N A R S s c i e n t i s t s t o a d d r e s s t h e c o n s t r a i n t s t o

g r o u n d n u t p r o d u c t i o n i n d i f f e r e n t p r o d u c t i o n s y s t e m s i n A s i a . T h i s f u n c t i o n i s

f a c i l i t a t e d b y C L A N ( f o r m e r l y A G L N ) .
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I C R I S A T A s i a C e n t e r s c i e n t i s t s a r e n o t d i r e c t l y i n v o l v e d i n r e s e a r c h o n t h e

d i s e a s e a s g r o u n d n u t b a c t e r i a l w i l t i s n o t p r e v a l e n t i n I n d i a . H e n c e , r e s e a r c h

h a s t o b e t h r o u g h o u r N A R S p a r t n e r s . H o w e v e r , w e d o a s s i s t w i t h e x c h a n g e o f

g e r m p l a s m a n d i n f o r m a t i o n , a n d p r o v i d e t r a i n i n g . A l s o , a s I C R I S A T i s a n

i n t e r n a t i o n a l o r g a n i z a t i o n , w e c a n h e l p w i t h c o o r d i n a t i o n o f r e s e a r c h a n d

n e t w o r k i n g w i t h m e m b e r s o f t h e W o r k i n g G r o u p .

G r o u n d n u t b a c t e r i a l w i l t i s o b v i o u s l y a v e r y s e r i o u s p r o b l e m i n g r o u n d n u t

p r o d u c t i o n s y s t e m s i n E a s t a n d S o u t h e a s t A s i a a n d i n s i m i l a r s y s t e m s i n o t h e r

p a r t s o f t h e w o r l d . T h e d i s e a s e c o u l d s p r e a d a n d c a u s e s u b s t a n t i a l l o s s e s i n

n e w a r e a s w h e r e i r r i g a t i o n a n d m u l t i p l e c r o p p i n g a r e b e i n g i n t r o d u c e d . G i v e n

t h e n e c e s s a r y s u p p o r t a n d f u n d i n g , t h e e f f o r t s o f t h e W o r k i n g G r o u p s h o u l d b e

a b l e t o e n s u r e t h a t i n t e g r a t e d d i s e a s e m a n a g e m e n t t e c h n o l o g y i s a v a i l a b l e t o

m e e t s u c h a c h a l l e n g e .

I h o p e t h a t t h e r e c o m m e n d a t i o n s t h a t e v o l v e f r o m t h i s m e e t i n g w i l l p r o v i d e

a s o u n d b a s i s f o r c o n t i n u e d i n t e r n a t i o n a l c o o p e r a t i v e r e s e a r c h t o p r o v i d e

s o l u t i o n s t o m a n a g e t h i s s e r i o u s d i s e a s e t h a t c o n s t r a i n s p r o d u c t i o n o f

g r o u n d n u t i n m a n y r e g i o n s o f t h e w o r l d .

11





Identification and diagnostic methods

for Pseudomonas solanacearum





An integrated system for identification and

characterization of plant pathogenic bacteria with

special reference to Pseudomonas solanacearum 

R Black
1
 and K Y Lum

2

Abstract

Methods for preliminary identification of bacteria (BACT1D) and metabolic profiling 

using Biolog are described and presented as an integrated system for the identification 

and characterization of Pseudomonas solanacearum. The BACTID system helps in 

quickly eliminating saprophytes and other nontarget organisms. It is recommended as 

a cost-effective step before metabolic profiling is used to identify P. solanacearum 

positively and to characterize subspecific isolates. Progress in the development of 

metabolic profiling of P. solanacearum and related bacteria using user-defined 

databases, alternative software, and cluster analysis is discussed. Reference is made to 

isolates of R solanacearum from Malaysia. 

I n t roduct ion

T h e B i o l o g s y s t e m f o r i d e n t i f y i n g b a c t e r i a b y t h e i r m e t a b o l i c p r o f i l e s h a s b e e n

e v a l u a t e d a n d a d a p t e d f o r u s e i n s m a l l p l a n t p a t h o l o g y l a b o r a t o r i e s i n

d e v e l o p i n g c o u n t r i e s . S p e c i a l e m p h a s i s h a s b e e n p u t o n Pseudomonas 

solanacearum a n d r e l a t e d b a c t e r i a ( B l a c k a n d S w e e t m o r e 1 9 9 4 ) . O n e

d i s a d v a n t a g e o f t h e s y s t e m i s t h e h i g h c o s t o f p l a t e s f o r r o u t i n e d i a g n o s t i c u s e .

T o a v o i d u n p r o d u c t i v e u s e o f B i o l o g p l a t e s o n s a p r o p h y t i c o r o t h e r n o n t a r g e t

b a c t e r i a , t h e u s e o f t h e B A C T I D s y s t e m f o r p r e l i m i n a r y i d e n t i f i c a t i o n i s

s u g g e s t e d i n c o n j u n c t i o n w i t h B i o l o g . T h i s p a p e r d e s c r i b e s t h e f e a t u r e s o f

1, Na tu ra l Resources Inst i tute, Centra l Avenue, Chatham Mar i t ime , Kent ME4 4TB, Un i ted K i n g d o m

2. Malays ian Agr i cu l tu ra l Research and Development Inst i tute, PO Box 12301,50774 Kuala Lumpur , Malaysia.

B lack , R., and L u m , K. Y. 1994. An integrated system for ident i f icat ion and characterization of p lant pathogenic bacteria

w i t h special reference to Pseudomonas solanacearum. Pages 15-26 in G roundnu t bacterial w i l t in Asia: proceedings of the

T h i r d Work i ng G r o u p meet ing, 4 - 5 Jul 1994, O i l Crops Research Inst i tute, Wuhan , China (Mehan, V. K. and McDona ld ,

D., eds.). Patancheru 502 324, Andh ra Pradesh, Ind ia : Internat ional Crops Research Inst i tute for the Semi-Ar id Tropics.
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B A C T I D a n d d i s c u s s e s t h e u s e o f t h e B i o l o g m e t h o d t o t h e b e s t a d v a n t a g e o f

i d e n t i f i c a t i o n a n d c h a r a c t e r i z a t i o n o f P . solanacearum. 

BACTID system

Scheme for pre l iminary identif ication

B a c t e r i o l o g y i s g e n e r a l l y n e g l e c t e d i n s m a l l p l a n t p a t h o l o g y l a b o r a t o r i e s

e n g a g e d i n r o u t i n e d i a g n o s i s . O n e p r o b l e m i s t h e w i d e r a n g e o f m e d i a a n d

r e a g e n t s r e q u i r e d f o r c o m p l e t e i d e n t i f i c a t i o n o f t h e f u l l r a n g e o f b a c t e r i a t h a t

a r e l i k e l y t o b e e n c o u n t e r e d ( B l a c k a n d S w e e t m o r e 1 9 9 4 ) . A s c h e m e w a s

d e v i s e d t o m a k e i d e n t i f i c a t i o n o f p l a n t p a t h o g e n s m o r e a c c e s s i b l e t o s u c h

l a b o r a t o r i e s . T h e b a s i c m o t i v a t i o n w a s t o d e v e l o p a s c h e m e t h a t w o u l d

p r o v i d e s u f f i c i e n t i n f o r m a t i o n f o r d i a g n o s t i c p u r p o s e s w i t h o u t n e c e s s a r i l y

r e s o r t i n g t o c o m p l e t e i d e n t i f i c a t i o n . O r i g i n a l l y c o n c e i v e d b y t h e s e n i o r a u t h o r

a n d J K o l k o w s k y a t t h e I n t e r n a t i o n a l M y c o l o g i c a l I n s t i t u t e , a n d b a s e d o n

B r a d b u r y ' s k e y ( B r a d b u r y 1 9 7 0 ) , t h e f l o w c h a r t f o r t h e s c h e m e i s g i v e n i n

F i g u r e 1 . A n i m p o r t a n t f e a t u r e o f t h e s c h e m e i s t h e r a p i d e l i m i n a t i o n o f

s a p r o p h y t e s s o t h a t f u r t h e r w o r k c a n b e c o n c e n t r a t e d o n i m p o r t a n t o r g a n i s m s .

T h i s m a k e s t h e s c h e m e s u i t a b l e f o r u s e a s a p r e c u r s o r t o t h e d e f i n i t i v e

i d e n t i f i c a t i o n o f P . solanacearum b y m o r e e x p e n s i v e m e t h o d s s u c h a s m e t a b o l i c

p r o f i l i n g a n d f a t t y a c i d p r o f i l i n g .

T h e f l o w c h a r t i n F i g u r e 1 s h o w s t h e s c h e m e w i t h m e d i a i n c o n v e n t i o n a l

f o r m a t . T h e u s e o f s u c h t e s t s t r i p s a s O x i d a s e T o u c h S t i c k s ( U n i p a t h ) a n d

n i t r a t e / n i t r i t e s t r i p s ( M e r c k ) i s a l s o r e c o m m e n d e d .

B A C T I D p l a t e s

A t t e n t i o n w a s g i v e n t o d e v e l o p i n g a s c h e m e i n a c o m p r e h e n s i v e a n d

c o n v e n i e n t k i t f o r m . H a y w a r d e t a l . ( 1 9 9 0 a ) d e s c r i b e d t h e u s e o f m i c r o t i t e r

p l a t e s f o r t h e p h e n o t y p i c c h a r a c t e r i z a t i o n o f p l a n t p a t h o g e n i c s p e c i e s o f

Pseudomonas, w i t h t h e w e l l s a c t i n g a s m i n i a t u r e p e t r i d i s h e s . S o m e o f t h e

r e q u i r e d t e s t s i n v o l v e d t h e u s e o f s o l i d m e d i a w h i l e o t h e r s r e q u i r e d l i q u i d

m e d i a . O t h e r t e s t s ( s u c h a s n i t r a t e r e d u c t i o n a n d t h o s e t h a t r e q u i r e a n a e r o b i c

c o n d i t i o n s ) c o u l d n o t b e d o n e i n t h i s f o r m a t . I n t h e B A C T I D k i t , e i g h t t e s t s a r e

i n c l u d e d i n a m i c r o t i t e r p l a t e - b a s e d k i t i n s o l i d f o r m f o r p r e l i m i n a r y

i d e n t i f i c a t i o n o f b a c t e r i a f o l l o w i n g t h e B A C T I D s c h e m e . A n i n n o v a t i v e f e a t u r e

o f t h e m e t h o d i s t h e u s e o f f r e e z e - d r i e d p l u g s o f p o t a t o f o r t h e p o t a t o r o t t e s t .

G e l a t i n l i q u e f a c t i o n a n d o x i d a t i o n / f e r m e n t a t i o n t e s t s a r e d o n e i n 7 - m L s t e r i l e

d i s p o s a b l e B i j o u b o t t l e s . A s l o p e o f n u t r i e n t a g a r i s a l s o p r o v i d e d f o r G r a m

a n d o x i d a s e t e s t s . D e t a i l s o f t h e s e t e s t s a r e g i v e n i n T a b l e 1 .

I n s m a l l p l a n t p a t h o l o g y l a b o r a t o r i e s , o n e o b s t a c l e t o m o r e e x t e n s i v e

b a c t e r i o l o g y w o r k i s t h a t m e d i a a r e o f t e n n o t r e a d i l y a v a i l a b l e . T h e r e w i l l b e

s o m e d e l a y w h i l e m e d i a a r e p r e p a r e d , o r o b t a i n e d f r o m s u p p l i e r s . O n e f e a t u r e

o f t h i s s y s t e m i s t h a t k i t s m a y b e p r e p a r e d i n a d v a n c e a n d s t o r e d i n a 

r e f r i g e r a t o r f o r s e v e r a l m o n t h s . W i t h t h e a d d i t i o n o f s t e r i l e d i s p o s a b l e l o o p s

a n d s i m i l a r i t e m s , t h e c o m p o n e n t s m a k e a p o r t a b l e k i t .
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T a b l e 1 . Tests f o r bac te r ia l iden t i f i ca t ion i n c l u d e d i n t h e BACTID k i t

M e d i u m / T e s t P u r p o s e

M i c r o t i t e r p l a t e
1

N u t r i e n t a g a r Ca ta lase test : A d d a d r o p o f 3 % h y d r o g e n p e r o x i d e .

B u b b l i n g i n d i c a t e s a p o s i t i v e r e a c t i o n .

T e t r a z o l i u m sa l t

( 0 . 1 , 0 .02%)

B r i g h t r e d s m e a r i n d i c a t e s t o l e rance t o t e t r a z o l i u m c h l o r i d e .

K i n g ' s m e d i u m B T h e r e w i l l b e b l u e - g r e e n f l u o r e s c e n c e u n d e r U V l i g h t (o r i n

b r i g h t s u n l i g h t ) . W i t h a U V v i e w e r , i t i s n o t necessary t o

r e m o v e t h e l i d f r o m p las t i c m i c r o t i t e r p la tes .

Suc rose n u t r i e n t a g a r T h i c k , c reamy , m u c i l a g i n o u s g r o w t h i n d i c a t e s l e v a n - p o s i t i v e

s t r a i n . (P rac t i ce i s r e q u i r e d to r e c o g n i z e a p o s i t i v e resu l t ) .

N i t r a t e r e d u c t i o n tes t O n e d r o p o f each o f t h e n i t r a t e test reagen ts s h o u l d b e a d d e d

i n t h e u s u a l w a y . See L e l l i o t t a n d Stead (1987) f o r

i n t e r p r e t a t i o n o f resu l t s .

S o l u b l e s t a r c h a g a r A d d i o d i n e f o r s t a r c h h y d r o l y s i s test. C l e a r zones i n t h e b l u e

i o d i n e r e a c t i o n i n d i c a t e s t a r ch h y d r o l y s i s .

P o t a t o r o t tes t P o s i t i v e s t r a i ns w i l l b r e a k d o w n t h e p l u g o f f r e e z e - d r i e d

p o t a t o
2
.

Separa te tubes

N u t r i e n t a g a r ( N A ) f o r :

C o l o r / G r a m r e a c t i o n

O b s e r v e c o l o r o n t h e N A s l o p e . U s e a l o o p t o r e m o v e c u l t u r e

f r o m t h e s l o p e f o r t h e G r a m r e a c t i o n . ( T h e 3 % K O H s o l u b i l i t y

test i s r e c o m m e n d e d . See L e l l i o t t a n d Stead 1987.)

O x i d a s e tes t U s e O x i d a s e T o u c h S t i cks o n N A s lope . A d e e p p u r p l e c o l o r

w i t h i n 30 seconds i n d i c a t e s a p o s i t i v e resu l t .

G e l a t i n G e l a t i n - p o s i t i v e s t r a i ns w i l l l i q u e f y t h e m e d i u m . C o m p a r e

w i t h n o n i n o c u l a t e d c o n t r o l a n d / o r a k n o w n p o s i t i v e .

O x i d a t i o n / f e r m e n t a t i o n

test

A f t e r s tab i n o c u l a t i o n , c lose t h e anae rob i c t u b e t i g h t l y . ( N o

sea lan t i s r e q u i r e d . ) Y e l l o w c o l o r i n d i c a t e s ac i d p r o d u c t i o n

f r o m m e t a b o l i s m o f g l ucose .

1. At least one c o l u m n shou ld be a noninoculated control . I f a l l 12 columns of the plates are se ldom used, mu l t iwe l l

s t r ips can be used instead of the fu l l 96-wel l microt i ter plates.

2. I f a freeze d r ie r is no t avai lable for the potato p lugs, the p lugs may be stored separately in the deep freeze, or they

m a y be freshly prepared immedia te ly before use.

BACTID software

A c o m p u t e r e x p e r t s y s t e m h a s b e e n d e v e l o p e d t o p r o v i d e i d e n t i f i c a t i o n o f

b a c t e r i a f r o m t h e t e s t r e s u l t s i n t h e B A C T I D s c h e m e . T h e s o f t w a r e w a s w r i t t e n

o n t h e K n o w l e d g e P r o s h e l l ( K n o w l e d g e G a r d e n I n c . ) , b u t t h e r u n - t i m e v e r s i o n

i s i n t h e p u b l i c d o m a i n . A n i n t e r i m r e l e a s e o f B A C T I D i s a v a i l a b l e f o r

e v a l u a t i o n . B A C T I D m a y b e u s e d i n s e v e r a l w a y s :

• F o l l o w i n g t h e f l o w c h a r t f o r t h e s e q u e n c e o f t e s t s . T h i s i s p a r t i c u l a r l y u s e f u l

w h e n n o p a r t i c u l a r b a c t e r i a l g r o u p i s s u s p e c t e d .
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• P e r f o r m i n g s e l e c t e d t e s t s i n a n y d e s i r e d s e q u e n c e . T h i s i s u s e f u l w h e n a 

p a r t i c u l a r g r o u p i s s u s p e c t e d ( e . g . , Xanthomonas).

• P e r f o r m i n g a l l n e c e s s a r y t e s t s a t o n e t i m e . B A C T I D s h o u l d b e u s e d t h i s w a y

w i t h t h e B A C T I D p l a t e k i t , w h i c h p r o v i d e s t e s t s i n a c o n v e n i e n t , p o r t a b l e

f o r m a t .

T h e h y p e r t e x t i n t h e e x p e r t s y s t e m a l l o w s t h e u s e r t o a c c e s s b a c k g r o u n d

i n f o r m a t i o n o n t h e b a c t e r i a a n d t h e t e s t s . I n a d d i t i o n , f u l l d e t a i l s o f m e d i a ,

r e a g e n t s , t e s t m e t h o d s , a n d l a b o r a t o r y s a f e t y p r a c t i c e s a r e i n c l u d e d , p r o v i d i n g

a c o m p r e h e n s i v e l a b o r a t o r y m a n u a l . T h e b a s i c s o u r c e f o r m o s t o f t h e m e t h o d s

i s L e l l i o t t a n d S t e a d ( 1 9 8 7 ) . B A C T I D m a y a l s o b e u s e d i n c o n j u n c t i o n w i t h t h e

P l a n t C l i n i c t r a i n i n g s y s t e m f o r d e c i s i o n - m a k i n g a n d r e s o u r c e m a n a g e m e n t i n

d i a g n o s i s ( B l a c k , S w e e t m o r e , a n d H o l t 1 9 9 4 , i n p r e s s ) .

Use of the B io log system for ident i f icat ion and

characterizat ion of Pseudomonas solanacearum

Biolog methods

M e t h o d s t h a t a d a p t t h e B i o l o g m e t h o d f o r P . s o l a n a c e a r u m a n d r e l a t e d b a c t e r i a

w e r e d e s c r i b e d b y B l a c k a n d S w e e t m o r e ( 1 9 9 3 ) . A l i q u i d p r e - i n c u b a t i o n

m e d i u m ( n u t r i e n t b r o t h ) i s u s e d a n d t h e c u l t u r e s a r e w a s h e d b y c e n t r i f u g i n g .

T h i s d e p a r t u r e f r o m s t a n d a r d B i o l o g m e t h o d s i s d i s c u s s e d b y B l a c k a n d

S w e e t m o r e ( 1 9 9 4 ) .

S o f t w a r e f o r r e a d i n g p l a t e s a n d i n t e r p r e t i n g m e t a b o l i c p r o f i l e s

T h e c o l o r r e a c t i o n i n t h e w e l l s o f t h e B i o l o g m i c r o l i t e r p l a t e m u s t b e

i n t e r p r e t e d a s a s u b s t r a t e r e a c t i o n ( p o s i t i v e , n e g a t i v e , o r b o r d e r l i n e ) . T h e

c o m p l e t e s e t o f s u b s t r a t e r e a c t i o n s p r o v i d e s t h e m e t a b o l i c p r o f i l e ( f i n g e r p r i n t )

o f t h e b a c t e r i u m . T h i s p r o f i l e h a s t o b e m a t c h e d w i t h a d a t a b a s e ( l i b r a r y ) o f

p r o f i l e s o f k n o w n t a x a o f b a c t e r i a . S e v e r a l o p t i o n s a r e a v a i l a b l e t o r e a d B i o l o g

p l a t e s , i n t e r p r e t t h e w e l l - r e a d i n g s , a n d m a t c h t h e m t o t h e d a t a b a s e ( F i g u r e 2 ) .

T h e B i o l o g G N d a t a b a s e f o r G r a m - n e g a t i v e b a c t e r i a m a y b e u s e d w i t h a n y

v e r s i o n o f B i o l o g ' s M i c r o L o g s o f t w a r e t o i d e n t i f y a t l e a s t 9 0 % o f i s o l a t e s o f P .

solanacearum. F o r i d e n t i f y i n g a w i d e r r a n g e o f b a c t e r i a , i t i s n e c e s s a r y t o

a c q u i r e d a t a b a s e s c o m p i l e d f r o m p r o f i l e s i n c l u d i n g a w i d e r r a n g e o f i s o l a t e s

f o r e a c h t a x a , p a r t i c u l a r l y t h o s e f r o m t h e u s e r ' s o w n l o c a l i t y . I f s u c h a d a t a b a s e

i s u s e d , c o n f i g u r i n g t h e B a c t e r i a l I d e n t i f i e r p r o g r a m ( B l a c k w e l l S c i e n t i f i c

S o f t w a r e ) f o r t h e B i o l o g s y s t e m i s r e c o m m e n d e d i n a d d i t i o n t o , o r a s a n

a l t e r n a t i v e t o , M i c r o L o g ( B l a c k a n d S w e e t m o r e 1 9 9 4 ) .

H i g h b a c k g r o u n d r e a d i n g s m a y c a u s e p r o b l e m s i f a b s o r b a n c e r e a d i n g s i n

t h e p l a t e r e a d e r a r e c o n v e r t e d t o s u b s t r a t e r e a c t i o n s b y i n t e r n a l o r e x t e r n a l

s o f t w a r e w i t h t h e s t a n d a r d B i o l o g t h r e s h o l d s . T h e r e c o m m e n d e d s o l u t i o n i s t o

u s e f i x e d t h r e s h o l d s ( B l a c k a n d S w e e t m o r e 1 9 9 3 ) . H o w e v e r , r e c e n t v e r s i o n s o f

M i c r o L o g t h a t a c c e p t a b s o r b a n c e d a t a f i l e s , o r c o n t r o l a n d r e a d t h e p l a t e r e a d e r

d i r e c t l y , c a n i n t e r p r e t p o o r p l a t e s s a t i s f a c t o r i l y i n m o s t c a s e s .
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Sub-specific characterization

B i o v a r s

I n a d a p t i n g B i o l o g f o r s m a l l p l a n t p a t h o l o g y l a b o r a t o r i e s f o r r o u t i n e d i a g n o s i s ,

t w o d a t a b a s e s w e r e c o m p i l e d f o r u s e w i t h b o t h M i c r o L o g s o f t w a r e a n d

B a c t e r i a l I d e n t i f i e r . T h e g e n e r a l d a t a b a s e i n c l u d e s r e p r e s e n t a t i v e t r o p i c a l

b a c t e r i a l p l a n t p a t h o g e n s , s o m e s p e c i e s n o t i n c l u d e d i n t h e G N d a t a b a s e , a 

r a n g e o f s a p r o p h y t e s a n d n o n p a t h o g e n s , a n d m a n y t y p e s p e c i m e n s . T h e r e i s

a l s o a d a t a b a s e c o m p r i s i n g a l l t h e b i o v a r s o f P . solanacearum ( H a y w a r d e t a l .

1 9 9 0 b ) t o g e t h e r w i t h P . syzygii, a n d t h e b l o o d d i s e a s e b a c t e r i u m ( E d e n - G r e e n

1 9 9 3 ) . A s r e p o r t e d p r e v i o u s l y , m e t a b o l i s m o f d i s a c c h a r i d e s u s e d i n b i o v a r t e s t s

c a n n o t b e t e s t e d r e l i a b l y w i t h t h e G N p l a t e s ( B l a c k a n d S w e e t m o r e 1 9 9 3 ) .

H o w e v e r , u s i n g t h e c u r r e n t b i o v a r d a t a b a s e w i t h B a c t e r i a l I d e n t i f i e r , b i o v a r s 1 

a n d 2 c a n b e d i s t i n g u i s h e d f r o m b i o v a r s 3 a n d 4 . T h i s p a r t i a l d i s c r i m i n a t i o n i s

i n a c c o r d a n c e w i t h t h e g r o u p i n g s b a s e d o n n u c l e i c a c i d c h a r a c t e r i s t i c s ( S e a l

1 9 9 4 , t h e s e p r o c e e d i n g s ) , s u g g e s t i n g s o m e g e n e t i c b a s i s f o r t h e g r o u p i n g s

r a t h e r t h a n t h e B i o l o g s y s t e m ' s l i m i t a t i o n s .

H o w e v e r , m i s l e a d i n g r e s u l t s m a y b e o b t a i n e d w i t h w e a k l y m e t a b o l i z i n g

i s o l a t e s o f b i o v a r 3 a s h a s b e e n f o u n d i n M a l a y s i a . I f t h e r e i s a n y d o u b t , t h e

r e s p o n s e o f t h e b i o v a r t o s u g a r a l c o h o l s ( m a n n i t o l , s o r b i t o l ) i n t h e B i o l o g

p l a t e s s h o u l d b e c h e c k e d . A r a b i t o l w a s f o u n d t o b e m e t a b o l i z e d b y b i o v a r s 3 

a n d 4 o n l y ( B l a c k a n d S w e e t m o r e 1 9 9 3 ) . R e s u l t s f r o m t h e a n a l y s i s o f

m e t a b o l i s m o f M a l a y s i a n i s o l a t e s w i l l b e u s e d t o i m p r o v e t h e b i o v a r d a t a b a s e .

C l u s t e r a n a l y s i s

T h e u s e o f m e t a b o l i c p r o f i l i n g i n c l u s t e r a n a l y s i s a n d o t h e r t y p e s o f

m u l t i v a r i a t e a n a l y s i s h a s a l s o b e e n d e s c r i b e d ( B l a c k a n d S w e e t m o r e 1 9 9 3 , L i

a n d H a y w a r d 1 9 9 3 ) . I n M a l a y s i a , p r o f i l e s w e r e o b t a i n e d f r o m i s o l a t e s f r o m

s e v e r a l h o s t s a n d l o c a l i t i e s . A l l t h e i s o l a t e s e x a m i n e d w e r e c o n f i r m e d a s P .

solanacearum b y m e t a b o l i c p r o f i l i n g , p a t h o g e n i c i t y , o r o t h e r m e a n s . T h e d a t a

w e r e a n a l y z e d , u s i n g s u b s t r a t e s t h a t w e r e d i f f e r e n t i a l ( i . e . e l i m i n a t i n g t h o s e

s u b s t r a t e s w h e r e a l l o r n e a r l y a l l t h e i s o l a t e s a r e p o s i t i v e o r n e g a t i v e ) . T h e

r e s u l t s f r o m o n e c l u s t e r a n a l y s i s a r e s h o w n i n F i g u r e 3 ( u s i n g t h e s u b s t r a t e s i n

T a b l e 2 ) . B i o v a r s u b s t r a t e s w e r e n o t i n c l u d e d i n t h i s a n a l y s i s a s a l l i s o l a t e s

w e r e f o u n d t o b e l o n g t o b i o v a r 3 u s i n g s t a n d a r d t e s t s ( H a y w a r d 1 9 6 4 ) ,

a l t h o u g h s o m e o t h e r i s o l a t e s f r o m h i g h l a n d - g r o w n p o t a t o e s w e r e f o u n d t o b e

o f b i o v a r 2 . A s s h o w n i n T a b l e 2 , m a j o r g r o u p i n g s a r e s e p a r a t e d a t a h i g h l e v e l

o f s i m i l a r i t y a c c o r d i n g t o t h e o v e r a l l v e r s a t i l i t y o f m e t a b o l i s m : t h r e e g r o u p s

w i t h b r o a d v e r s a t i l i t y ( i n c l u d i n g B R 1 , w h i c h c o n s i s t e n t l y c l u s t e r e d o n i t s o w n )

a n d t w o g r o u p s w i t h m o r e r e s t r i c t e d v e r s a t i l i t y . T h e r e a c t i o n s t o l e u c i n e a n d

l a c t i c a c i d f u r t h e r d i f f e r e n t i a t e t h e s e g r o u p s . T h e a b i l i t y t o m e t a b o l i z e s o m e

s u b s t r a t e s r e q u i r e s i n d u c t i o n b y p r e - i n c u b a t i o n , b u t t h e s e r e s u l t s w e r e

o b t a i n e d u n d e r s t a n d a r d c o n d i t i o n s . H e n c e , t h e s e r e s u l t s r e p r e s e n t r e a l

d i f f e r e n c e s b e t w e e n i s o l a t e s . T h e o r i g i n o f t h e i s o l a t e s h a d n o a p p a r e n t

c o n n e c t i o n w i t h t h e g r o u p s , b u t m o s t o f t h e i s o l a t e s f r o m a s i n g l e h o s t f e l l i n t o
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T a b l e 2 . M e t a b o l i s m o f B i o l o g substrates by isolates o f Pseudomonas solanacearum f r o m M a l a y s i a

g r o u p e d a c c o r d i n g to c luster ana lys is (see F i g u r e 3 ) .

T a b l e 2 . M e t a b o l i s m o f B i o l o g substrates by isolates o f Pseudomonas solanacearum f r o m M a l a y s i a

g r o u p e d a c c o r d i n g to c luster ana lys is (see F i g u r e 3 ) .

Metabolism of substrates
1
 (Biolog wel l position indicated)

hydroxy -keto L-pyro

D- butyric butyr ic D,L-lactic glutamic

Isolate galactose acid acid acid L-leucine acid D-serine Inosine Glycerol

code
2 Or ig in (B4) (D10) (E3) (E6) (G3) (G7) (G8) (H2) (H9)

BR1 Seberang Perak, Perak 2 0 0 2 2 2 2 2 2

BR2 Pulau Gading, Melaka 0 1 0 .2 0 2 0 2 1

BR3 Bachok, Kelantan 0 0 0 2 0 2 0 2 2

R1 Rhu Tapai, Terengganu 0 0 0 2 0 2 0 2 2

BR4 Bachok, Kelantan 0 2 0 2 0 2 0 2 2

P23 Kelang, Selangor 0 1 0 2 0 1 0 2 2

CW3 Serdang, Serdang 0 0 2 2 0 0 0 2 2

P28 Kelang, Selangor 0 1 1 2 0 1 0 2 2

MG4 Shah A lam, Selangor 1 0 0 2 0 0 0 2 2

MG5 Shah A l a m , Selangor 1 0 0 2 0 0 1 1 2

G N 4 Serdang, Serdang 0 2 2 2 0 0 0 2 2

P18 Kelang, Selangor 0 2 1 2 0 1 1 2 1

CW1 Kelang, Selangor 0 0 0 0 0 0 0 2 0

P1 Kelang, Selangor 0 0 0 0 0 0 0 0 0

P20 Kelang, Selangor 0 0 0 0 0 0 0 0 0

T10 Jelang, Selangor 0 0 0 0 0 0 0 0 0

GN5 Buki t Tangga, Kedah 0 0 0 0 0 2 0 0 0

CW2 Seberang Perak, Perak 0 0 0 2 0 0 0 0 0

P25 Kelang, Selangor 0 0 0 2 0 0 0 0 0

T2 Broga, Selangor 0 0 0 2 0 0 0 0 0

T3 Kelang, Selangor 0 0 0 2 0 0 0 0 0

T4 Kelang, Selangor 0 0 0 2 0 0 0 0 0

T5 Kelang, Selangor 0 0 0 2 0 0 0 0 0

POT3 Cameron Highlands,

Pahang

0 0 2 2 0 0 0 0 0

P22 Kelang, Selangor 0 0 0 2 0 1 0 0 2

T1 Serdang, Selangor 2 0 0 2 0 0 0 0 1

M G 1 Cameron Highlands,

Pahang

0 2 2 2 2 2 2 1 0

P31 Kelang, Selangor 0 2 1 2 2 2 1 1 0

MG2 Shah A l a m , Selangor 0 2 2 2 2 2 0 0 2

P26 Kelang, Selangor 0 2 1 2 2 1 1 1 2

P27 Kelang, Selangor 0 2 0 2 2 1 0 1 2

P29 Kelang, Selangor 0 2 1 2 2 0 0 2 2

P30 Kelang, Selangor 0 2 2 2 2 1 1 2 1

P16 Kelang, Selangor 0 0 0 2 2 0 0 1 1

POT1 Cameron Highlands,

Selangor

0 1 1 2 2 1 1 0 1

POT8 Cameron Highlands,

Selangor

0 0 0 2 2 1 2 0 1

T8 Kelang, Selangor 0 0 0 2 2 2 0 0 0

1. Substrate metabolism. 0: negative; 1: borderline; 2: positive.

2. Host codes. BR: eggplant, CW: chi l i , G N : g roundnu t M G : Tagetes, P: sweet pepper, P O T potato, R: Hibiscus sabdariffa, T: tomato.

1. Substrate metabolism. 0: negative; 1: borderline; 2: positive.

2. Host codes. BR: eggplant, CW: chi l i , G N : g roundnu t M G : Tagetes, P: sweet pepper, P O T potato, R: Hibiscus sabdariffa, T: tomato.
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B R 1

B R 2

B R 3

R1
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P 2 3

C W 3

P 2 8

M G 4

M G 5

G N 4

P 1 8

C W 1

P1

P 2 0

T 1 0

G N 5

C W 2

P 2 5

T 2

T 3

T 4

T 5

P O T 3

P 2 2

T1

M G 1

P 3 1

M G 2

P 2 6

P 2 7

P 2 9

P 3 0

P 1 6

P O T 1

P O T 8

T 8

F i g u r e 3 . C l u s t e r a n a l y s i s o f s u b s t r a t e u s e b y i s o l a t e s o f Pseudomonas 

solanacearum f r o m M a l a y s i a . D e n d r o g r a m p r o d u c e d b y U G P M A f r o m

E u c l i d e a n c o e f f i c i e n t s . ( D e t a i l s o f i s o l a t e s a n d s u b s t r a t e s a r e g i v e n i n

T a b l e 2 . ) .
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a p a r t i c u l a r g r o u p . T h i s s u g g e s t s s o m e h o s t s p e c i f i c i t y f o r m e t a b o l i c t y p e ,

w h i c h h a s i m p l i c a t i o n s f o r b r e e d i n g f o r r e s i s t a n c e , a n d f o r b i o l o g i c a l c o n t r o l

b y u s i n g a v i r u l e n t i s o l a t e s .

S u b s t r a t e a n a l y s i s

T h e B i o l o g s y s t e m m a y b e f u r t h e r e x p l o i t e d b y a n a l y z i n g m e t a b o l i c p r o f i l e s s o

a s t o s e l e c t s u b s t r a t e s f o r d i f f e r e n t i a l m e d i a i n a g a r f o r m a t , e i t h e r f o r s p e c i e s o r

f o r s u b - s p e c i f i c t a x a . T h i s i s b e i n g e x p l o r e d a t p r e s e n t . F o r a g i v e n t a r g e t

b a c t e r i a l s p e c i e s , t h i s c o u l d b e a c o s t - e f f e c t i v e m e a n s o f d i f f e r e n t i a t i o n ,

p a r t i c u l a r l y i f t h e m e d i a w e r e i n c o r p o r a t e d i n t o a k i t . I t w i l l b e i n t e r e s t i n g t o

c o m p a r e r e s u l t s f o r P . solanacearum w i t h t h o s e o f H a r r i s ( 1 9 7 2 ) , w h o f o u n d t h a t

b i o c h e m i c a l t e s t s c o u l d d i f f e r e n t i a t e s t r a i n s f r o m d i f f e r e n t h o s t s w i t h i n b i o v a r 1 .

C o n c l u s i o n s

T h e B i o l o g s y s t e m i s a r o b u s t a n d c o m p a c t s y s t e m , w h i c h c a n b e u s e d w i t h

c o n f i d e n c e f o r t h e i d e n t i f i c a t i o n a n d c h a r a c t e r i z a t i o n o f P . solanacearum. 

D e p e n d i n g o n t h e l a b o r a t o r y a n d c o m p u t i n g f a c i l i t i e s a v a i l a b l e , t h e u s e r c a n

c h o o s e t h e l e v e l o f s o p h i s t i c a t i o n o f d a t a c o l l e c t i o n , e n t r y , a n d p r o c e s s i n g

( F i g u r e 2 ) . M e t a b o l i c p r o f i l e d a t a a r e a m e n a b l e t o a n a l y s i s b y m u l t i v a r i a t e

s t a t i s t i c a l m e t h o d s . B y c o m b i n i n g B i o l o g a n d B A C T I D s y s t e m s f o r p r e l i m i n a r y

i d e n t i f i c a t i o n , t h e c o s t - e f f e c t i v e n e s s o f m e t a b o l i c p r o f i l i n g c a n b e i m p r o v e d .

A c k n o w l e d g m e n t s

T h i s w o r k w a s f u n d e d b y t h e U K O v e r s e a s D e v e l o p m e n t A d m i n i s t r a t i o n

u n d e r t h e A d a p t i v e R e s e a r c h P r o g r a m m e m a n a g e d b y t h e N a t u r a l R e s o u r c e s

I n s t i t u t e ( P r o j e c t F 0 0 2 0 ) . L a b o r a t o r y w o r k i n U K w a s c a r r i e d o u t u n d e r t h e

P l a n t H e a l t h L i c e n c e 1 1 7 2 A / 6 1 9 / 6 3 f r o m t h e M i n i s t r y o f A g r i c u l t u r e , F i s h e r i e s

a n d F o o d .

R e f e r e n c e s

B l a c k , R . , a n d S w e e t m o r e , A . 1 9 9 3 . I d e n t i f i c a t i o n a n d c h a r a c t e r i z a t i o n o f

Pseudomonas solanacearum u s i n g m e t a b o l i c p r o f i l e s . P a g e s 3 2 - 4 4 i n B a c t e r i a l

w i l t : p r o c e e d i n g s o f a n I n t e r n a t i o n a l C o n f e r e n c e , 2 8 - 3 1 O c t 1 9 9 2 , K a o h s i u n g ,

T a i w a n ( H a r t m a n , G . L . a n d H a y w a r d , A . C , e d s . ) . A C I A R P r o c e e d i n g s n o . 4 5 .

C a n b e r r a , A u s t r a l i a : A u s t r a l i a n C e n t r e f o r I n t e r n a t i o n a l A g r i c u l t u r a l R e s e a r c h .

B l a c k , R . , a n d S w e e t m o r e , A . 1 9 9 4 . A p p r o p r i a t e b a c t e r i a l i d e n t i f i c a t i o n

s y s t e m s f o r s m a l l p l a n t - p a t h o l o g y l a b o r a t o r i e s o v e r s e a s i n c o r p o r a t i n g t h e

B i o l o g m e t h o d . P l a n t P a t h o l o g y 4 3 : 4 3 8 - 4 4 1 .

B l a c k , R . , S w e e t m o r e , A . , a n d H o l t , J . 1 9 9 4 ( I n P r e s s ) . P l a n t C l i n i c : A t r a i n i n g

s y s t e m f o r d e c i s i o n m a k i n g a n d r e s o u r c e m a n a g e m e n t i n p l a n t d i s e a s e

d i a g n o s i s . C h a t h a m M a r i t i m e , K e n t , U K : N a t u r a l R e s o u r c e s I n s t i t u t e .
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B r a d b u r y , J . E 1 9 7 0 . I s o l a t i o n a n d p r e l i m i n a r y s t u d y o f b a c t e r i a f r o m p l a n t s .

R e v i e w o f P l a n t P a t h o l o g y 4 9 : 2 1 3 - 2 1 8 .

E d e n - G r e e n , S . J . 1 9 9 3 . D i v e r s i t y o f Pseudomonas solanacearum a n d r e l a t e d

b a c t e r i a i n S o u t h e a s t A s i a . P a g e s 2 8 - 3 1 i n B a c t e r i a l w i l t : p r o c e e d i n g s o f a n

I n t e r n a t i o n a l C o n f e r e n c e , 2 8 - 3 1 O c t 1 9 9 2 , K a o h s i u n g , T a i w a n ( H a r t m a n , G . L .

a n d H a y w a r d , A . C , e d s . ) . A C I A R P r o c e e d i n g s n o . 4 5 . C a n b e r r a , A u s t r a l i a :

A u s t r a l i a n C e n t r e f o r I n t e r n a t i o n a l A g r i c u l t u r a l R e s e a r c h .

H a r r i s , D . C . 1 9 7 2 . I n t r a - s p e c i f i c v a r i a t i o n i n Pseudomonas solanacearum. P a g e s

2 8 9 - 2 9 2 i n P r o c e e d i n g s o f t h e T h i r d I n t e r n a t i o n a l C o n f e r e n c e o n P l a n t

P a t h o g e n i c B a c t e r i a ( M a a s G e e s t e r a n u s , H . P . , e d . ) . W a g e n i n g e n , N e t h e r l a n d s ,

1 4 - 2 1 A p r 1 9 7 1 . W a g e n i n g e n , N e t h e r l a n d s : P U D O C ( C e n t r e f o r A g r i c u l t u r a l

P u b l i s h i n g a n d D o c u m e n t a t i o n ) .

H a y w a r d , A . C . 1 9 6 4 . C h a r a c t e r i s t i c s o f Pseudomonas s o l a n a c e a r u m . J o u r n a l o f

A p p l i e d B a c t e r i o l o g y 2 7 : 2 6 5 - 2 7 7 .

H a y w a r d , A . C . , E l - N a s h a a r , H . M , D e L i n d o , L . , a n d N y d e g g e r , U . 1 9 9 0 a . T h e

u s e o f m i c r o t i t e r p l a t e s i n t h e p h e n o t y p i c c h a r a c t e r i z a t i o n o f p h y t o p a t h o g e n i c

P s e u d o m o n a d s . P a g e s 5 9 3 - 5 9 8 i n P l a n t p a t h o g e n i c b a c t e r i a : p r o c e e d i n g s o f t h e

S e v e n t h I n t e r n a t i o n a l C o n f e r e n c e o n P l a n t P a t h o g e n i c B a c t e r i a , 1 1 - 1 6 J u n 1 9 8 9 ,

B u d a p e s t , H u n g a r y ( K l e m e n t , Z . , e d . ) . B u d a p e s t , H u n g a r y : A k a d e m i a i K i a d o .

H a y w a r d , A . C . , E l - N a s h a a r , H . M . , N y d e g g e r , U . , a n d D e L i n d o , L . 1 9 9 0 b .

V a r i a t i o n i n n i t r a t e m e t a b o l i s m i n b i o v a r s o f Pseudomonas solanacearum. J o u r n a l

o f A p p l i e d B a c t e r i o l o g y 6 9 : 2 6 9 - 2 8 0 .

L e l l i o t t , R . A . , a n d S t e a d , D . E . 1 9 8 7 . M e t h o d s f o r t h e d i a g n o s i s o f b a c t e r i a l

d i s e a s e s o f p l a n t s . O x f o r d : B l a c k w e l l S c i e n t i f i c . 2 1 6 p p .

L i , X . , a n d H a y w a r d , A . C . 1 9 9 3 . T h e u s e o f t h e B i o l o g i d e n t i f i c a t i o n s y s t e m f o r

t h e r a p i d i d e n t i f i c a t i o n o f p l a n t p a t h o g e n i c P s e u d o m o n a d s . P a g e s 4 5 - 4 8 i n

B a c t e r i a l w i l t : p r o c e e d i n g s o f a n I n t e r n a t i o n a l C o n f e r e n c e , 2 8 - 3 1 O c t 1 9 9 2 ,

K a o h s i u n g , T a i w a n ( H a r t m a n , G . L . a n d H a y w a r d , A . C , e d s . ) . A C I A R

P r o c e e d i n g s n o . 4 5 . C a n b e r r a , A u s t r a l i a : A u s t r a l i a n C e n t r e f o r I n t e r n a t i o n a l

A g r i c u l t u r a l R e s e a r c h .

S e a l , S . 1 9 9 4 . D N A - b a s e d d i a g n o s t i c t e c h n i q u e s f o r Pseudomonas solanacearum 

w i t h e m p h a s i s o n b i o v a r s 3 a n d 4 . P a g e s 2 7 - 3 4 i n G r o u n d n u t b a c t e r i a l w i l t i n

A s i a : p r o c e e d i n g s o f t h e T h i r d W o r k i n g G r o u p m e e t i n g , 4 - 5 J u l 1 9 9 4 , O i l

C r o p s R e s e a r c h I n s t i t u t e , W u h a n , C h i n a ( M e h a n , V . K . a n d M c D o n a l d , D . ,

e d s . ) . P a t a n c h e r u 5 0 2 3 2 4 , A n d h r a P r a d e s h , I n d i a : I n t e r n a t i o n a l C r o p s

R e s e a r c h I n s t i t u t e f o r t h e S e m i - A r i d T r o p i c s .

D i s c u s s i o n

V K M e h a n T h e B A C T I D s y s t e m c a n e l i m i n a t e s a p r o p h y t e s i n t h e f i r s t s t e p . I s i t

a l s o p o s s i b l e t o e l i m i n a t e a v i r u l e n t c o l o n i e s o f Pseudomonas solanacearum? 
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R B l a c k Y e s , i f i t i s p o s s i b l e t o f i n d s o m e s u b s t r a t e s o r t e s t s t h a t d i s t i n g u i s h

b e t w e e n v i r u l e n t a n d a v i r u l e n t i s o l a t e s . T h i s i s c e r t a i n l y w o r t h l o o k i n g a t .

S N N i g a m W h a t p a r a m e t e r s d o y o u u s e f o r m u l t i v a r i a t e a n a l y s i s f o r

d i f f e r e n t i a t i o n o f s t r a i n s ?

R B l a c k T h e s t r a i n s a r e d i f f e r e n t i a t e d b a s e d o n s u b s t r a t e u t i l i z a t i o n ( p o s i t i v e

o r n e g a t i v e ) .

M P N a t u r a l H o w m u c h d o t h e B i o l o g k i t a n d t h e B A C T I D k i t c o s t ?

R B l a c k B i o l o g p l a t e s c o s t U S $ 3 . 5 - 5 . 0 a p l a t e , d e p e n d i n g o n t h e q u a n t i t y

b o u g h t . T h e a d v a n t a g e o f t h e s y s t e m i s t h a t i t s a v e s t i m e , l a b o r , a n d e x p e n s e o f

m a k i n g m a n y d i f f e r e n t m e d i a . T h e B A C T I D k i t i s a d o - i t - y o u r s e l f k i t . A s t e r i l e

E L I S A p l a t e c o s t s a b o u t U S $ 3 b u t t h i s w i l l d o u p t o 1 2 i s o l a t e s . B r e a k i n g t h e k i t

d o w n t o i n d i v i d u a l t u b e s ( e . g . , E p p e n d o r f ) t h a t a r e r e u s a b l e w o u l d r e d u c e t h e

c o s t f u r t h e r .
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DNA-based diagnostic techniques for Pseudomonas 

solanacearum w i t h emphasis on biovars 3 and 4 

S Seal
1

Sensitive and specific detection tests are required to identify latent bacterial wilt 

infections in planting material, to test soil prior to planting, and for epidemiological 

studies. Pseudomonas solanacearum-specific DNA sequences were identified by 16S 

rRNA sequencing and genomic subtraction experiments. Oligonucleotide primers were 

constructed for those regions that helped in detecting single cells by polymerase chain 

reaction (PCR) amplification. These PCR tests have been adapted for use in less 

sophisticated laboratories in Asia and Africa. Results from trials in Burundi, 

Malaysia, and Mauritius are presented. 

Pseudomonas solanacearum subgroup identification tests are often needed for 

quarantine and epidemiological investigations. The use of a rapid identification test for 

biovars 3, 4, and 5 based on PCR amplification with primers to the 16S rRNA gene is 

described. Strains are differentiated within biovars 3 and 4, using RFLP probes, and the 

relevance of these subgroups discussed. The DNA-based tests and traditional diagnostic 

techniques are compared for their suitability for laboratories in tropical countries. 

Abstract

1. Na tu ra l Resources Inst i tute, Centra l Avenue, Chatham Mar i t ime , Kent ME4 4TB, Un i ted K i n g d o m .

Seal, S. 1994. DNA-based diagnost ic techniques for Pseudomonas solanacearum w i t h emphasis on biovars 3 and 4.

Pages 27-34 in G roundnu t bacterial w i l t in Asia: proceedings o f the Th i r d Work ing G roup meet ing, 4 - 5 Jul 1994, O i l

Crops Research Inst i tute, W u h a n , China (Mehan, V. K. and McDona ld , D., eds.). Patancheru 502 324, Andh ra

Pradesh, Ind ia : Internat ional Crops Research Inst i tute for the Semi -Ar id Tropics.
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I n t roduc t ion

I n t h e l a s t d e c a d e , u s e o f n u c l e i c - a c i d - b a s e d t e c h n i q u e s f o r t h e d e t e c t i o n o f

m i c r o o r g a n i s m s h a s i n c r e a s e d d r a m a t i c a l l y , m a i n l y b e c a u s e o f t h e i r a b i l i t y t o

a c h i e v e g r e a t e r s p e c i f i c i t y a n d s e n s i t i v i t y m o r e r a p i d l y t h a n o t h e r d i a g n o s t i c

t e c h n i q u e s . T h i s p a p e r d e s c r i b e s t h e d e v e l o p m e n t a n d a p p l i c a t i o n o f D N A

p r o b e a n d p o l y m e r a s e c h a i n r e a c t i o n ( P C R ) t e s t s f o r d e t e c t i o n a n d s u b s p e c i e s

d i v i s i o n o f Pseudomonas solanacearum ( S m i t h ) S m i t h . T h e b a c k g r o u n d t o t h e s e

t e c h n o l o g i e s h a s b e e n c o v e r e d i n d e t a i l b y S e a l a n d E l p h i n s t o n e ( 1 9 9 4 ) .

D N A - b a s e d tests f o r d e t e c t i o n of Pseudomonas solanacearum: 

use o f m e t h o d s i n less d e v e l o p e d c o u n t r i e s

T h e d e v e l o p m e n t o f a P . solanacearum-speciiic D N A p r o b e a n d m o r e s e n s i t i v e

P C R d e t e c t i o n t e s t s h a v e b e e n d e s c r i b e d b y S e a l e t a l . ( 1 9 9 2 a , 1 9 9 3 a , 1 9 9 3 b ) .

T h e s e t e s t s w e r e u s e d t o s c r e e n p o t a t o t u b e r s i n B u r u n d i f o r l a t e n t b a c t e r i a l

w i l t i n f e c t i o n ( S e a l e t a l . 1 9 9 3 a , S k o g l u n d e t a l 1 9 9 3 ) . F o l l o w i n g t h e s u c c e s s o f

t h e s e t r i a l s , f u n d i n g w a s o b t a i n e d b y t h e N a t u r a l R e s o u r c e s I n s t i t u t e ( N R I ) t o

a d a p t t h e P C R t e s t s f o r u s e i n l e s s s o p h i s t i c a t e d l a b o r a t o r i e s i n t r o p i c a l

c o u n t r i e s . E q u i p m e n t h a s b e e n s e t u p i n M a l a y s i a , M a u r i t i u s , a n d Z i m b a b w e

w h e r e t r a i n i n g h a s b e e n g i v e n i n P C R t e c h n o l o g y a n d m e t h o d o l o g y . A l t h o u g h

P C R t e c h n o l o g y i s y e t t o b e c o m e c o m m o n i n d i a g n o s t i c l a b o r a t o r i e s o f l e s s

d e v e l o p e d c o u n t r i e s , o u r e x p e r i e n c e i n s u c h l a b o r a t o r i e s h a s s h o w n t h a t i t i s a 

r o b u s t t e c h n o l o g y t h a t c o u l d , i n t i m e , b e c o m e a s w i d e l y u s e d a s E L I S A

t e c h n o l o g y . O n e o f t h e a d v a n t a g e s o f P C R t e c h n o l o g y f o r t r o p i c a l c o u n t r i e s i s

t h e t h e r m o s t a b i l i t y o f a l l t h e r e a g e n t s i n v o l v e d , r e d u c i n g t h e d e g r a d a t i o n o f

t h e c o m p o n e n t s d u r i n g p o w e r f a i l u r e s a n d d e l a y s i n c u s t o m s c l e a r a n c e .

T h e c o s t o f i n s t a l l i n g t h e e q u i p m e n t r e q u i r e d f o r P C R i s a p p r o x i m a t e l y U S

$ 6 0 0 0 . T h i s s u m w o u l d c o v e r a n e l e c t r o p h o r e s i s t a n k a n d p o w e r p a c k ,

m i c r o p i p e t t e r s , a s m a l l f r e e z e r , a U V t r a n s i l l u m i n a t o r , a p o l a r o i d c a m e r a , a n d a 

b a s i c P C R m a c h i n e . I t i s p o s s i b l e t o c a r r y o u t P C R w i t h o u t a P C R m a c h i n e b y

m a n u a l l y t r a n s f e r r i n g t h e P C R r e a c t i o n m i x t u r e s f r o m o n e w a t e r b a t h t o

a n o t h e r , a l l o f w h i c h a r e m a i n t a i n e d a t p r e - s e t t e m p e r a t u r e s . T h i s w o u l d

r e d u c e t h e s e t - u p c o s t b y h a l f a n d c o u l d b e w o r t h w h i l e f o r c o u n t r i e s w h e r e

l a b o r i s r e l a t i v e l y i n e x p e n s i v e . T h e c o s t s o f t h e P C R , g e l e l e c t r o p h o r e s i s , a n d

o t h e r a c c e s s o r i e s w i l l g e n e r a l l y l i e b e t w e e n U S $ 0 . 5 a n d 1.5 f o r e a c h P C R ,

d e p e n d i n g o n t h e n u m b e r o f s a m p l e s p r o c e s s e d a t a t i m e . A l l o w i n g f o r a 

m i n i m u m o f t w o r e p l i c a t e s f o r e a c h s a m p l e , t h i s i s s t i l l c o m p e t i t i v e w i t h s u c h

t e c h n i q u e s o f c o m p a r a b l e s e n s i t i v i t y a s s e l e c t i v e p l a t i n g , f o l l o w e d b y o t h e r

i d e n t i f i c a t i o n m e t h o d s .

D e v e l o p m e n t of DNA-based tests for detect ion a n d

ident i f icat ion of strains of b iovars 3 a n d 4 

R e s t r i c t i o n f r a g m e n t l e n g t h p o l y m o r p h i s m ( R F L P ) a n a l y s i s i s u s e f u l i n

d i s t i n g u i s h i n g a m o n g b i o v a r s o f P . solanacearum ( C o o k e t a l , 1 9 9 1 ) . F i n g e r p r i n t s
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g e n e r a t e d f r o m r e s t r i c t e d t o t a l g e n o m i c D N A a r e a l s o u s e f u l f o r t h e

i d e n t i f i c a t i o n o f b i o v a r s ( G i l l i n g s a n d F a h y 1 9 9 3 ) . T h e s e m e t h o d s , a l t h o u g h

h i g h l y d i s c r i m i n a t o r y , a r e t i m e - c o n s u m i n g a s g e n o m i c D N A h a s t o b e e x t r a c t e d

a n d p u r i f i e d f r o m a p u r e c u l t u r e o f t h e b a c t e r i u m . T h e r e f o r e , t h e y a r e n o t

s u i t a b l e f o r r a p i d s c r e e n i n g o f i s o l a t e s . A s i m p l e r a n d q u i c k e r m e t h o d h a s b e e n

d e v e l o p e d b a s e d o n P C R a m p l i f i c a t i o n w i t h t R N A c o n s e n s u s p r i m e r s ( S e a l e t a l .

1 9 9 2 b , 1 9 9 3 a ) . T h i s m e t h o d g r o u p s P . solanacearum i n t o t h r e e d i v i s i o n s , o n e o f

w h i c h r e p r e s e n t s a l l t h e s t r a i n s w i t h i n b i o v a r s 3 , 4 , a n d 5 . U s i n g t h i s t e s t , i t i s

p o s s i b l e t o d e t e r m i n e i f a p u r i f i e d s t r a i n b e l o n g s t o D i v i s i o n I I ( b i o v a r s 3 , 4 ,

a n d 5 ) i n l e s s t h a n 5 h .

R e c e n t l y , a P C R t e s t h a s b e e n d e s i g n e d a t N R I t h a t c a n d e t e r m i n e w h e t h e r a 

P . solanacearum i s o l a t e b e l o n g s t o R F L P D i v i s i o n I ( b i o v a r s 1 a n d 2 ) o r D i v i s i o n I I

( b i o v a r s 3 , 4 , a n d 5 ) d i r e c t l y f r o m c r u d e e x t r a c t s o f i n f e c t e d p l a n t s . T h i s P C R

t e s t w i l l a l s o d e t e r m i n e , a t t h e s a m e t i m e , i f t h e m a t e r i a l i s i n f e c t e d w i t h P .

solanacearum. T h e t e s t i s b a s e d o n P C R a m p l i f i c a t i o n u s i n g t h r e e p r i m e r s t o 1 6 S

r D N A s e q u e n c e s . T w o o f t h e t h r e e p r i m e r s a r e ' O L I 1 ' a n d ' Y 2 ' t h a t a m p l i f y a l l P .

solanacearum s t r a i n s ( S e a l e t a l . 1 9 9 3 a ) . T h e t h i r d p r i m e r , ' B V 4 ' , w a s d e s i g n e d t o

d i s c r i m i n a t e b e t w e e n D i v i s i o n I a n d I I s t r a i n s b a s e d o n t h e b a s e p a i r

d i f f e r e n c e s a r o u n d p o s i t i o n s 4 5 8 - 4 7 0 r e p o r t e d b y L i e t a l . ( 1 9 9 3 ) . U s e o f a l l

t h r e e p r i m e r s i n P C R r e a c t i o n s r e s u l t e d i n o n e b a n d f o r D i v i s i o n J s t r a i n s , a n d

t w o b a n d s f o r D i v i s i o n I I s t r a i n s , a f t e r o p t i m i z a t i o n o f t h e r a t i o o f p r i m e r

c o n c e n t r a t i o n s ( F i g u r e 1 ) .

DNA-based tests for examin ing the var iab i l i ty a m o n g strains

of b iovars 3 a n d 4 

T o d a t e , t h e f i n g e r p r i n t i n g t e c h n i q u e s r e p o r t e d f o r e x a m i n i n g t h e v a r i a b i l i t y

a m o n g s t r a i n s o f b i o v a r s 3 a n d 4 r e q u i r e p u r i f i c a t i o n a n d e n z y m i c r e s t r i c t i o n

o f D N A . T h e s e m e t h o d s h a v e b e e n d e s c r i b e d b y C o o k e t a l . ( 1 9 9 1 ) a n d b y

G i l l i n g s a n d F a h y ( 1 9 9 3 ) .

A s i n g l e p r o b e t h a t d i v i d e s P . solanacearum i n t o o v e r 4 0 R F L P g r o u p s w a s

g e n e r a t e d b y s u b t r a c t i o n h y b r i d i z a t i o n e x p e r i m e n t s . T h i s p r o b e , 5 a 6 7 , h a s b e e n

f o u n d u s e f u l f o r d i f f e r e n t i a t i n g s t r a i n s w i t h s i m i l a r b i o c h e m i c a l p r o p e r t i e s

( F i g u r e 2 ) . S t r a i n s i s o l a t e d f r o m a r a n g e o f h o s t s i n M a u r i t i u s w e r e a l l f o u n d t o

b e l o n g t o b i o v a r 3 a n d h a d s i m i l a r p h e n o t y p i c p r o p e r t i e s . H o w e v e r , R F L P

a n a l y s i s w i t h p r o b e 5 a 6 7 r e v e a l e d f o u r f i n g e r p r i n t t y p e s . B i o v a r 3 a n d 4 s t r a i n s

i s o l a t e d f r o m M a l a y s i a c o u l d a l s o b e d i v i d e d i n t o f o u r f i n g e r p r i n t g r o u p s . T h e

s i g n i f i c a n c e o f t h e s e g r o u p s i s n o t k n o w n , b u t i t i s c l e a r t h a t t h e p a t t e r n s a r e n o t

r e l a t e d t o t h e h o s t f r o m w h i c h t h e s t r a i n s w e r e i s o l a t e d .

I n f e c t e d p e p p e r p l a n t s f r o m o n e f i e l d i n M a l a y s i a h a v e b e e n s h o w n b y

r e s e a r c h e r s i n D r K Y L u m ' s l a b o r a t o r y a t t h e M a l a y s i a n A g r i c u l t u r a l R e s e a r c h

a n d D e v e l o p m e n t I n s t i t u t e ( M A R D I ) t o c o n t a i n P . solanacearum i s o l a t e s

b e l o n g i n g t o a t l e a s t t w o 5 a 6 7 R F L P g r o u p s . E x p e r i m e n t s a r e i n p r o g r e s s t o

d e t e r m i n e h o w m a n y 5 a 6 7 R F L P g r o u p s a r e p r e s e n t i n t h e s o i l f r o m t h a t f i e l d ,

a n d w h e t h e r a l l t h e t y p e s a r e e q u a l l y a g g r e s s i v e i n a t t a c k i n g p e p p e r . A l t h o u g h

t h e n a t u r e o f t h e m u l t i c o p y s e q u e n c e t a r g e t e d b y p r o b e 5 a 6 7 r e m a i n s
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u n k n o w n , t h e p r o b e p r o v i d e s a m e t h o d f o r d i f f e r e n t i a t i n g s t r a i n s t h a t a p p e a r

b i o c h e m i c a l l y s i m i l a r . T h i s s h o u l d b e u s e f u l f o r e p i d e m i o l o g i c a l s t u d i e s , a n d

t o e n s u r e t h a t b r e e d i n g p r o g r a m s t e s t h o s t l i n e s a g a i n s t s t r a i n s t h a t a r e

g e n e t i c a l l y d i f f e r e n t a n d r e p r e s e n t a t i v e o f t h o s e p r e s e n t i n t h e g e o g r a p h i c a l

r e g i o n o f i n t e r e s t .

C o m p a r i s o n of DNA-based techniques w i t h serological tests

W h i l s t D N A - b a s e d m e t h o d s o f f e r h i g h l y s p e c i f i c a n d s e n s i t i v e m e a n s t o d e t e c t

P . solanacearum, t h e y a r e , a t p r e s e n t , m o r e e x p e n s i v e t h a n s e r o l o g i c a l
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F i g u r e 1 . F i n g e r p r i n t s o f Pseudomonas solanacearum s t r a i n s p r o d u c e d

b y P C R a m p l i f i c a t i o n w i t h p r i m e r s O L I 1 , Y 2 , a n d B V 4 . B i o v a r 1 a n d 2 s t r a i n s

p r o d u c e t w o m a i n b a n d s w h e r e a s b i o v a r 3 , 4 , a n d 5 s t r a i n s p r o d u c e t h r e e

m a i n b a n d s . L a n e s C , M , a n d 1 t o 8 ( r a c e / b i o v a r o f s t r a i n i s i n d i c a t e d i n

p a r e n t h e s e s ) : C , n o D N A ( c o n t r o l ) ; M , 1 k b m o l e c u l a r w e i g h t m a r k e r ( G i b c o

B R L ) ; 1 , U W 2 6 ( 1 / 1 ) ; 2 , U W 3 6 9 ( 1 / 4 ) ; 3 , U W 1 4 1 ( 1 / 4 ) ; 4 , U W 1 9 ( 3 / 2 ) ; 5 , U W 1 6 0

( 2 / 1 ) ; 6 , U W 3 0 ( 1 / 1 ) ; 7 , U W 3 6 0 ( 1 / 4 ) ; a n d 8 , U W 3 7 8 ( 1 / 4 ) .
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F i g u r e 2 . S o u t h e r n t r a n s f e r o f 5 g o f E c o R I - r e s t r i c t e d D N A o f

Pseudomonas solanacearum s t r a i n s p r o b e d w i t h ' 5 a 6 7 ' . P r o b e 5 a 6 7 w a s

l a b e l e d w i t h d i g o x i g e n i n - 1 1 - U T P a n d d e t e c t e d b y c h e m i l u m i n e s c e n c e

a c c o r d i n g t o t h e m a n u f a c t u r e r ' s ( B o e h r i n g e r M a n n h e i m ) i n s t r u c t i o n s .

L a n e s 1 t o 8 ( r a c e / b i o v a r o f s t r a i n i s i n d i c a t e d i n p a r e n t h e s e s ) : 1 , S 9 ( 1 / 3 ) ;

2 , T 4 5 6 ( 1 / 3 ) ; 3 , T 4 9 4 ( 1 / 3 ) ; 4 , R 3 9 ( 3 / 2 ) ; 5 , R 1 3 2 ( 1 / 3 ) ; 6 , R 1 6 1 ( 2 / 1 ) ; 7 , R 5 8 9

( 2 / 1 ) ; a n d 8 , R 6 0 4 ( b l o o d d i s e a s e b a c t e r i u m ) . D i g o x i g e n i n - 1 1 - d U T P l a b e l e d

l a m b d a H i n d l l l ( M t r a c k ) w a s r u n a s a m o l e c u l a r w e i g h t s i z e m a r k e r .

t e c h n i q u e s . F o r a r a p i d a n d r e a s o n a b l y s e n s i t i v e a s s a y o f t o t a l b a c t e r i a l

n u m b e r s , i m m u n o a s s a y s w o u l d t h e r e f o r e g e n e r a l l y r e m a i n t h e m e t h o d o f

c h o i c e . T h e i n c r e a s e d c o s t o f D N A t e s t s i s j u s t i f i e d o n l y w h e n t h e r e q u i r e d

s e n s i t i v i t y m u s t b e h i g h e r t h a n t h a t p o s s i b l e w i t h E L I S A t e c h n i q u e s ( 1 0
4
 c f u

m L
- 1

) o r i f c l o s e l y r e l a t e d b a c t e r i a ( e . g . , P . syzygii, P . pickettii, a n d P . cepacia) t h a t

c r o s s - r e a c t w i t h t h e a n t i s e r a a r e l i k e l y t o b e p r e s e n t i n t h e s a m p l e o f i n t e r e s t .
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F o r d e t e c t i o n o f s m a l l g e n e t i c d i f f e r e n c e s b e t w e e n c l o s e l y r e l a t e d s t r a i n s o r

s u b d i v i s i o n s o f P . solanacearum, D N A p r o b e s a n d f i n g e r p r i n t i n g m e t h o d s a r e a t

p r e s e n t t h e m o s t r e l i a b l e d i s c r i m i n a t o r y m e t h o d s . S m a l l d i f f e r e n c e s b e t w e e n

i s o l a t e s o f t h e s a m e s p e c i e s a r e g e n e r a l l y n o t r e f l e c t e d i n s u r f a c e p r o p e r t i e s ,

a n d h e n c e i m m u n o a s s a y s a r e n o t s u i t a b l e .

Future prospects

A l i m i t a t i o n o f t h e P G R t e c h n o l o g y i s t h e i n h i b i t i o n o f t h e r m o s t a b l e D N A

p o l y m e r a s e e n z y m e s b y c o m p o u n d s p r e s e n t i n m a n y p l a n t e x t r a c t s , l e a d i n g t o

f a l s e n e g a t i v e s o r l o w d e t e c t i o n s e n s i t i v i t i e s . A l t h o u g h t h e i d e n t i t i e s o f s o m e

o f t h e i n h i b i t o r y c o m p o u n d s a r e k n o w n ( e . g . , p h e n o l i c s a n d o x i d a s e s ) , m a n y

r e m a i n u n c h a r a c t e r i z e d . A s e r i e s o f r e s i n s a n d c o l u m n s i s a v a i l a b l e

c o m m e r c i a l l y f o r p u r i f i c a t i o n o f n u c l e i c a c i d s f r o m m a n y o f t h e s e

c o n t a m i n a t i n g s u b s t a n c e s . H o w e v e r , s u c h s a m p l e s w i t h h i g h P C R - i n h i b i t o r y

a c t i v i t y a s s o i l a n d e x t r a c t s o f g i n g e r o r b a n a n a h a v e t o b e t r e a t e d w i t h t h e s e

r e s i n s m o r e t h a n o n c e t o e n s u r e a d e q u a t e r e m o v a l o f t h e i n h i b i t o r s . T h i s m a k e s

t h e m e t h o d s p r o h i b i t i v e l y e x p e n s i v e f o r r o u t i n e d i a g n o s t i c u s e i n m a n y

l a b o r a t o r i e s .

A n a l t e r n a t i v e a n d l e s s e x p e n s i v e t e c h n o l o g y , t e r m e d ' i m m u n o c a p t u r e P C R ' ,

a p p e a r s t o b e a p r o m i s i n g w a y f o r w a r d . T h e p r i n c i p l e o f I m m u n o c a p t u r e P C R '

i s t o c o a t P C R t u b e s ( o r m i c r o t i t e r p l a t e w e l l s ) w i t h a n a n t i b o d y t h a t i s s p e c i f i c ,

o r s e l e c t i v e , f o r t h e p l a n t p a t h o g e n o f i n t e r e s t . S o i l o r p l a n t e x t r a c t s c a n t h e n b e

i n c u b a t e d w i t h i n t h e t u b e t o a l l o w t h e a n t i b o d y t o b i n d t o t h e p a t h o g e n .

C o m p o u n d s t h a t i n h i b i t D N A - p o l y m e r a s e a c t i v i t y a r e s u b s e q u e n t l y r e m o v e d

o r d i l u t e d b y w a s h i n g ; P C R r e a g e n t s a r e a d d e d ; a n d n u c l e i c a c i d r e l e a s e d b y

s u c h s u i t a b l e m e t h o d s a s b o i l i n g .

A n i m m u n o c a p t u r e P C R t e s t f o r P . solanacearum i s b e i n g d e v e l o p e d i n

c o l l a b o r a t i o n w i t h D r J E l p h i n s t o n e ( C e n t r a l S c i e n c e L a b o r a t o r y , H a r p e n d e n ,

U K ) a n d D r A D o o k u n ( M a u r i t i u s S u g a r I n d u s t r y R e s e a r c h I n s t i t u t e ) . I n i t i a l

r e s u l t s h a v e s h o w n t h a t P C R - i n h i b i t o r y c o m p o u n d s f o u n d i n s o i l a r e r e m o v e d

b y a f e w p h o s p h a t e b u f f e r w a s h e s b u t d e t e c t i o n s e n s i t i v i t i e s i n s o i l a r e l o w .

T h e t e c h n i q u e h a s b e e n a d a p t e d r e c e n t l y t o a m a g n e t i c b e a d f o r m a t t o i m p r o v e

a c c e s s o f t h e a n t i b o d y t o t h e b a c t e r i a . M a g n e t i c f o r c e i s a l s o t h o u g h t t o p r o v i d e

a g e n t l e r m e t h o d f o r r e m o v i n g t h e b a c t e r i a - a n t i b o d y c o m p l e x e s f r o m t h e

s a m p l e , w h i c h c o n s e q u e n t l y i s l e s s d i s r u p t i v e t o t h e w e a k b o n d b e t w e e n

a n t i b o d y a n d b a c t e r i u m . P r e l i m i n a r y r e s u l t s w i t h t h e m a g n e t i c b e a d f o r m a t

h a v e g i v e n h i g h d e t e c t i o n s e n s i t i v i t i e s f o r b a c t e r i a l s u s p e n s i o n s i n w a t e r ( 1 0 0

c f u m L
- 1

) a n d e n c o u r a g i n g r e s u l t s w i t h s o i l s u s p e n s i o n s G O
4
 c f u g

- 1
 s o i l ) .

Conclus ions

S e n s i t i v e P C R a n d D N A - p r o b e d i a g n o s t i c t e s t s f o r d e t e c t i o n a n d d i f f e r e n t i a t i o n

o f t h e s t r a i n s o f b i o v a r s 3 a n d 4 o f P . solanacearum h a v e b e e n d e v e l o p e d . T o

e n s u r e t h e w i d e s p r e a d u s e o f t h e P C R t e s t s , s i m p l e a n d i n e x p e n s i v e m e t h o d s o f

p r e p a r i n g s a m p l e s f r e e o f P C R - i n h i b i t o r y s u b s t a n c e s a r e b e i n g d e v i s e d .
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I m m u n o m a g n e t i c s e p a r a t i o n o f t h e b a c t e r i u m f r o m t h e s a m p l e a p p e a r s t h e

m o s t p r o m i s i n g w a y t o m e e t t h e s e c r i t e r i a - M o r e o v e r , s u c h a n e x t r a c t i o n

p r o c e d u r e w o u l d b e n e f i t f r o m a l l o w i n g g r e a t e r s a m p l e v o l u m e s t o b e t e s t e d ,

a n d s h o u l d o v e r c o m e f a l s e p o s i t i v e r e s u l t s a r i s i n g f r o m t h e f r e e D N A r e l e a s e d

f r o m d e a d b a c t e r i a i n t o t h e s a m p l e . I t i s h o p e d t h a t a b e t t e r u n d e r s t a n d i n g o f

t h e e p i d e m i o l o g y o f b a c t e r i a l w i l t d i s e a s e w i l l r e s u l t f r o m u s e o f t h e s e

d e t e c t i o n a n d t y p i n g t e c h n i q u e s f o r r e s e a r c h , w h i c h i n t h e p a s t h a s b e e n

r e s t r i c t e d b y t h e l a c k o f s u i t a b l e m e t h o d s .

A c k n o w l e d g m e n t s

T h i s w o r k w a s c o m m i s s i o n e d b y t h e O v e r s e a s D e v e l o p m e n t A d m i n i s t r a t i o n

a n d t h e N a t u r a l R e s o u r c e s I n s t i t u t e , C h a t h a m M a r i t i m e , U K .

R e f e r e n c e s

C o o k , D . , B a r l o w , E . , a n d S e q u e i r a , L . 1 9 9 1 . D N A p r o b e s a s t o o l s f o r t h e s t u d y

o f h o s t - p a t h o g e n e v o l u t i o n : t h e e x a m p l e o f Pseudomonas solanacearum. P a g e s

1 0 3 - 1 0 8 i n A d v a n c e s i n m o l e c u l a r g e n e t i c s o f p l a n t - m i c r o b e i n t e r a c t i o n s , v o l . 1 

( H e n n e c k e , H . a n d V e r m a , D . P., e d s . ) . D o r d r e c h t , T h e N e t h e r l a n d s : K l u w e r .

G i l l i n g s , M . , a n d F a h y , P . 1 9 9 3 . G e n o m i c f i n g e r p r i n t i n g a n d P C R a n a l y s i s :

r a p i d , s e n s i t i v e a n d i n e x p e n s i v e m e a n s o f d i f f e r e n t i a t i n g s t r a i n s o f

Pseudomonas solanacearum. P a g e s 8 5 - 9 3 i n B a c t e r i a l w i l t : p r o c e e d i n g s o f a n

I n t e r n a t i o n a l C o n f e r e n c e , 2 8 - 3 1 O c t 1 9 9 2 , K a o h s i u n g , T a i w a n ( H a r t m a n , G . L .

a n d H a y w a r d , A . C , e d s . ) . A C I A R P r o c e e d i n g s n o . 4 5 . C a n b e r r a , A u s t r a l i a :

A u s t r a l i a n C e n t r e f o r I n t e r n a t i o n a l A g r i c u l t u r a l R e s e a r c h ,

L i , X . , D o r s c h , M . , D e l D o t , X , S l y , L . I . , S t a c k e b r a n d t , E . , a n d H a y w a r d , A . C .

1 9 9 3 . P h y l o g e n e t i c s t u d i e s o f t h e r R N A g r o u p I I p s e u d o m o n a d s b a s e d o n 1 6 S

r R N A g e n e s e q u e n c e s . J o u r n a l o f A p p l i e d B a c t e r i o l o g y 7 4 : 3 2 4 - 3 2 9 .

S e a l , S . E . , a n d E l p h i n s t o n e , J . G . 1 9 9 4 . A d v a n c e s i n i d e n t i f i c a t i o n a n d

d e t e c t i o n o f Pseudomonas solanacearum. P a g e s 3 5 - 5 7 i n B a c t e r i a l w i l t : t h e

d i s e a s e a n d i t s c a u s a t i v e a g e n t , Pseudomonas solanacearum ( H a y w a r d , A . C a n d

H a r t m a n , G . L . , e d s . ) . W a l l i n g f o r d , U K : C A B I n t e r n a t i o n a l . 2 5 9 p p .

S e a l , S . E . , J a c k s o n , L . A . , a n d D a n i e l s , M . J . 1 9 9 2 a . I s o l a t i o n o f a Pseudomonas 

solanacearum-specific D N A p r o b e b y s u b t r a c t i o n h y b r i d i z a t i o n a n d

c o n s t r u c t i o n o f s p e c i e s - s p e c i f i c o l i g o n u c l e o t i d e p r i m e r s f o r s e n s i t i v e d e t e c t i o n

b y t h e p o l y m e r a s e c h a i n r e a c t i o n . A p p l i e d a n d E n v i r o n m e n t a l M i c r o b i o l o g y

5 8 : 3 7 5 1 - 3 7 5 8 .

S e a l , S . E . , J a c k s o n , L . A . , a n d D a n i e l s , M . J . 1 9 9 2 b . U s e o f t R N A c o n s e n s u s

p r i m e r s t o i n d i c a t e s u b g r o u p s o f Pseudomonas solanacearum b y p o l y m e r a s e

c h a i n r e a c t i o n a m p l i f i c a t i o n . A p p l i e d a n d E n v i r o n m e n t a l M i c r o b i o l o g y 5 8 :

3 7 5 9 - 3 7 6 1 .

S e a l , S . E . , J a c k s o n , L . A . , a n d D a n i e l s , M . J . 1 9 9 3 a . D e v e l o p m e n t o f m o l e c u l a r

d i a g n o s t i c t e c h n i q u e s f o r d e t e c t i o n o f Pseudomonas solanacearum a n d
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i d e n t i f i c a t i o n o f s u b g r o u p s w i t h i n t h i s s p e c i e s . P a g e s 9 7 - 1 0 5 i n B a c t e r i a l w i l t :

p r o c e e d i n g s o f a n I n t e r n a t i o n a l C o n f e r e n c e , 2 8 - 3 1 O c t 1 9 9 2 , K a o h s i u n g ,

T a i w a n ( H a r t m a n , G . L . a n d H a y w a r d , A . C . , e d s . ) . A C I A R P r o c e e d i n g s n o . 4 5 .

C a n b e r r a , A u s t r a l i a : A u s t r a l i a n C e n t r e f o r I n t e r n a t i o n a l A g r i c u l t u r a l R e s e a r c h .

S e a l , S . E . , J a c k s o n , L . A . , Y o u n g , J . P . W . , a n d D a n i e l s , M . J . 1 9 9 3 b .

D i f f e r e n t i a t i o n of Pseudomonas solanacearum, Pseudomonas syzygii, Pseudomonas 

p i c k e t t i i a n d t h e b l o o d d i s e a s e b a c t e r i u m b y p a r t i a l 1 6 S r R N A s e q u e n c i n g :

c o n s t r u c t i o n o f o l i g o n u c l e o t i d e p r i m e r s f o r s e n s i t i v e d e t e c t i o n b y p o l y m e r a s e

c h a i n r e a c t i o n . J o u r n a l o f G e n e r a l M i c r o b i o l o g y 1 3 9 : 1 5 8 7 - 1 5 9 4 .

S k o g l u n d , L . G . , S e a l , S . , E l p h i n s t o n e , J . G . , a n d B e r r i o s , D . E . 1 9 9 3 . S t u d y o f

l a t e n t i n f e c t i o n o f p o t a t o t u b e r s b y Pseudomonas solanacearum i n B u r u n d i . P a g e s

1 0 6 - 1 1 0 i n B a c t e r i a l w i l t : p r o c e e d i n g s o f a n I n t e r n a t i o n a l C o n f e r e n c e , 2 8 - 3 1

O c t 1 9 9 2 , K a o h s i u n g , T a i w a n ( H a r t m a n , G . L . a n d H a y w a r d , A . C . , e d s . ) . A C I A R

P r o c e e d i n g s n o . 4 5 . C a n b e r r a , A u s t r a l i a : A u s t r a l i a n C e n t r e f o r I n t e r n a t i o n a l

A g r i c u l t u r a l R e s e a r c h .

Discussion

Y W K a n g H o w l a r g e w a s t h e p r i m e r t h a t y o u u s e d i n t h e P C R t o d e t e c t

Pseudomonas solanacearum? 

S S e a l T o d e t e c t 1 6 S r D N A g e n e , t h e p r i m e r s a r e 2 1 - m e r a n d 2 4 - m e r . O t h e r s e t i s

o f 2 6 - m e r a n d 2 8 - m e r p r i m e r s . T h e p r i m e r s a r e d e s c r i b e d i n t w o p a p e r s :

J o u r n a l o f G e n e r a l M i c r o b i o l o g y ( 1 9 9 3 ) , 1 3 9 : 1 5 8 7 - 1 5 9 4 a n d A p p l i e d a n d

E n v i r o n m e n t a l M i c r o b i o l o g y ( 1 9 9 2 ) , 5 8 : 3 7 5 1 - 3 7 5 8 .

Z Y X u H a v e y o u u s e d t h e P C R t e c h n i q u e t o d i s t i n g u i s h b e t w e e n p a t h o t y p e s o r

s t r a i n s o f Pseudomonas solanacearum? 

S S e a l T h e t R N A c o n s e n s u s p r i m e r P C R t e c h n i q u e c a n d i s t i n g u i s h t h r e e b r o a d

f i n g e r p r i n t t y p e s ( w i t h m a n y f a i n t b a n d s g i v i n g r i s e t o m a n y m o r e f i n g e r p r i n t

t y p e s ) . A n R F L P p r o b e c a n d i f f e r e n t i a t e o v e r 4 0 g r o u p s w i t h i n Pseudomonas 

solanacearum. T o d a t e , I h a v e n o t d e s i g n e d a f i n e r P C R f i n g e r p r i n t i n g m e t h o d

f o r d i f f e r e n t i a t i n g P . solanacearum s t r a i n s .
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Serological and molecular

diagnostic techniques





Both monoclonal and polyclonal antibodies have been produced against the 

glutaraldehyde-fixed whole cells of the bacterial wilt pathogen, P s e u d o m o n a s

s o l a n a c e a r u m . When used in an indirect enzyme-linked immunosorbent assay 

(ELISA), the polyclonals detected as few as 1 x 10
2
 bacterial cells mL

-1
in pure culture, 

and 1 x 10
4
 cells mL

-1
 in infected tissues. They could not, however, distinguish 

between P . s o l a n a c e a r u m , P. c e l e b e n s i s , P. s y z y g i i , and P . p i c k e t t i i . These 

antibodies will be useful for the rapid detection of P. s o l a n a c e a r u m directly from 

infected tissue, provided the cross-reacting bacteria are not present. The monoclonals 

developed were used in an identical assay, but they too cross-reacted with P. c e l e b e n s i s

and P. s y z y g i i , and could detect only 1 x 10
6
 cells mL

-1
. However, monoclonals that 

were produced using more selective immunization schedules did not show any cross-

reaction. Although they were less sensitive (1 x 10
6
 cells mL

-1
) than the polyclonals (1 

x 10
4
 cells mL

-1
), they should be useful in assays that require differentiation of R 

s o l a n a c e a r u m from the cross-reacting bacteria. 

1. Inst i tu te of Arab le Crops Research, Rothamsted Exper imental Stat ion, Harpenden , Herts , A L 5 2JQ, Un i ted

K i n g d o m .

Robinson-Smith, A. 1994. Polyclonal and monoclonal ant ibody-based enzyme- l inked immunosorbent assays for

Pseudomonas solanacearum. Pages 37-47 in G roundnu t bacterial w i l t in Asia: proceedings of the T h i r d Work ing G r o u p

meet ing , 4-5 Jul 1994, O i l Crops Research Inst i tute, W u h a n , China (Mehan, V. K. and McDona ld , D., eds.). Patancheru

502 324, A n d h r a Pradesh, India: Internat ional Crops Research Inst i tute for the Semi -Ar id Tropics.
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I n t r o d u c t i o n

B a c t e r i a l d i s e a s e s o f p l a n t s a r e g e n e r a l l y d i a g n o s e d o n t h e b a s i s o f s y m p t o m s

a n d s u b s e q u e n t i s o l a t i o n a n d c h a r a c t e r i z a t i o n o f t h e p a t h o g e n b y t h e c l a s s i c a l

m o r p h o l o g i c a l a n d n u t r i t i o n a l t e s t s . T h e s e t e s t s a r e t e d i o u s a n d t i m e -

c o n s u m i n g . I n r e c e n t y e a r s , t h e r e h a s b e e n m u c h i n t e r e s t i n f i n d i n g q u i c k e r

m e t h o d s o f d i a g n o s i s .

S e v e r a l n e w t e s t s f o r d e t e c t i n g t h e b a c t e r i u m Pseudomonas solanacearum a r e

c u r r e n t l y b e i n g d e v e l o p e d , a n d h a v e b e e n r e v i e w e d b y S e a l a n d E l p h i n s t o n e

( 1 9 9 4 ) . O f t h e s e , s e r o l o g i c a l t e c h n i q u e s a r e a g o o d c o m p r o m i s e b e t w e e n t h e

s e n s i t i v i t y a n d s p e c i f i c i t y o f d e t e c t i o n a n d t h e e a s e a n d e x p e n s e o f a p p l i c a t i o n .

S e r o l o g i c a l t e c h n i q u e s h a v e b e e n u s e d f o r t h e d e t e c t i o n o f p l a n t v i r u s e s f o r

m a n y y e a r s , b u t i t w a s o n l y i n 1 9 7 8 t h a t t h e f i r s t s e r o l o g i c a l a s s a y s w e r e u s e d

f o r p l a n t p a t h o g e n i c b a c t e r i a ( C a m b r a a n d L 6 p e z 1 9 7 8 , V r u g g i n k 1 9 7 8 ) .

a n t i b o d i e s ( P A b s ) , f o r d e t e c t i n g P . solanacearum, i n c l u d i n g l a t e x a g g l u t i n a t i o n

( N a k a s h i m a a n d N y d e g g e r 1 9 8 6 ) , e n z y m e - l i n k e d i m m u n o s o r b e n t a s s a y s

( E L I S A s ) ( B e l l s t e d t a n d v a n d e r M e r w e 1 9 8 9 ) , a n d i m m u n o f l u o r e s c e n c e

a n t i b o d y s t a i n i n g ( J a n s e 1 9 8 8 ) . B e c a u s e o f n o n - s p e c i f i c r e a c t i o n s o f P A b s , t h e

i m m u n o f l u o r e s c e n c e t e c h n i q u e h a s b e e n t h e m o s t w i d e l y u s e d t h o u g h i t i s

l a b o r i o u s a n d r e l a t i v e l y c o s t l y .

V e r y f e w m e t h o d s h a v e b e e n d e s c r i b e d s o f a r t h a t u s e m o n o c l o n a l

a n t i b o d i e s ( M A b s ) t o d e t e c t P . s o l a n a c e a r u m , b u t t h e i r u s e s h o u l d e l i m i n a t e

m a n y o f t h e p r o b l e m s a s s o c i a t e d w i t h P A b s .

T h i s p a p e r d e s c r i b e s t h e p r o d u c t i o n o f M A b s a n d P A b s a g a i n s t P .

solanacearum, c o m p a r e s t h e i r s e n s i t i v i t y a n d s p e c i f i c i t y , a n d d i s c u s s e s t h e i r

u s e f u l n e s s f o r t h e r a p i d d e t e c t i o n o f P . solanacearum. 

M a t e r i a l s a n d methods

B a c t e r i a l iso la tes a n d a n t i g e n p r e p a r a t i o n

A l l b a c t e r i a l i s o l a t e s w e r e c u l t u r e d i n 9 - c m p l a s t i c p e t r i d i s h e s o n t e t r a z o l i u m

c h l o r i d e ( T Z C ) m e d i u m ( K e l m a n 1 9 5 4 ) , b u t w i t h o u t t e t r a z o l i u m , a t 2 8 ° C f o r

2 4 - 4 8 h , w i t h t h e e x c e p t i o n o f P . syzygii a n d P . celebensis, w h i c h w e r e c u l t u r e d

o n P W b a s a l m e d i u m ( D a v i s e t a l . 1 9 8 1 ) . T h e c e l l s w e r e h a r v e s t e d i n s t e r i l e

d i s t i l l e d w a t e r ( S D W ) , c e n t r i f u g e d f o r 1 0 m i n a t 1 0 0 0 0 g a n d w a s h e d t h r e e

t i m e s i n S D W . F i n a l l y , t h e y w e r e r e - s u s p e n d e d i n 5 m L S D W , a n d t h e i r n u m b e r

e s t i m a t e d b y m e a s u r i n g t h e O D 6 5 0 ( a n O D 6 5 0 o f 0 . 1 i s e q u i v a l e n t t o 1 x 1 0
8
 c e l l s

m L
- 1

) .

F o r E L I S A , t h e c e l l s w e r e a d j u s t e d t o 2 x 1 0
9
 c e l l s m L

- 1
 i n S D W , f i x e d w i t h

0 . 1 % f o r m a l d e h y d e ( f i n a l c o n c e n t r a t i o n ) , a n d s t o r e d a t 4 ° C . F o r i m m u n i z a 

t i o n s ( w i t h t h e e x c e p t i o n o f s c h e d u l e C i n M A b s p r o d u c t i o n ) , t h e c e l l s w e r e

a d j u s t e d t o 1 x 1 0
9
 c e l l s m L

- 1
 i n 0 . 8 5 % s t e r i l e s a l i n e , a n d f i x e d w i t h

g l u t a r a l d e h y d e , f o l l o w i n g t h e m e t h o d o f A l l a n a n d K e l m a n ( 1 9 7 7 ) ; 0 . 5 m L

a l i q u o t s w e r e t h e n p r e p a r e d a n d s t o r e d a t - 2 0 ° C u n t i l r e q u i r e d .
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F o r M A b s p r o d u c t i o n b y s c h e d u l e C , s u r f a c e w a s h i n g s i n s t e a d o f w h o l e

b a c t e r i a l c e l l s w e r e u s e d a s a n i m m u n o g e n . C e l l - f r e e w a s h i n g s f r o m a k n o w n

n u m b e r o f c e l l s w e r e o b t a i n e d a s d e s c r i b e d e a r l i e r , a n d p a s s e d t h r o u g h a n

A m i c o n
®
 u l t r a f i l t r a t i o n c e l l c o n t a i n i n g a D i a f l o m e m b r a n e , Y M 3 0 . T h e l o w

m o l e c u l a r w e i g h t f r a c t i o n w a s c o l l e c t e d a n d f r e e z e - d r i e d i n a l i q u o t s ( e a c h

c o n t a i n i n g w a s h i n g s f r o m a p p r o x i m a t e l y 2 x 1 0
9
 c e l l s ) , w h i c h w e r e r e -

d i s s o l v e d i n 1 m L s t e r i l e s a l i n e a s r e q u i r e d .

P o l y c l o n a l a n t i b o d y p r o d u c t i o n

F e m a l e D u t c h x L o p r a b b i t s w e r e i n j e c t e d i n t r a m u s c u l a r l y a t t w o s i t e s , w i t h a 

t o t a l o f 5 x 1 0
8
 g l u t a r a l d e h y d e - f i x e d w h o l e b a c t e r i a l c e l l s i n 0 . 5 m L s t e r i l e

s a l i n e , e m u l s i f i e d i n a n e q u a l v o l u m e o f F r e u n d ' s c o m p l e t e a d j u v a n t ( D i f c o ) .

F o u r w e e k s l a t e r , t h e r a b b i t s w e r e i n j e c t e d w i t h t h e i m m u n o g e n , b u t i n

F r e u n d ' s i n c o m p l e t e a d j u v a n t . B l o o d w a s c o l l e c t e d f r o m t h e l a t e r a l e a r v e i n a t

2 - t o 3 - w e e k i n t e r v a l s u p t o a m a x i m u m o f t e n t i m e s . T h e b l o o d w a s a l l o w e d t o

c l o t a t r o o m t e m p e r a t u r e , s e p a r a t e d b y c e n t r i f u g i n g ( 1 5 0 0 g f o r 1 5 m i n ) , a n d

t h e s e r u m f r a c t i o n c o l l e c t e d . A n t i b o d y l e v e l s i n t h e s e r u m w e r e d e t e r m i n e d b y

E L I S A .

M o n o c l o n a l a n t i b o d y p r o d u c t i o n

I m m u n i z a t i o n schedule A 

F e m a l e B a l b / c m i c e w e r e i n j e c t e d i n t r a p e r i t o n e a l l y w i t h 1 x 1 0
8

g l u t a r a l d e h y d e - f i x e d w h o l e b a c t e r i a l c e l l s i n 0 . 4 m L s t e r i l e s a l i n e , t w i c e , a t

4 - w e e k i n t e r v a l s . T w o t o f o u r w e e k s l a t e r , t h e m i c e w e r e b l e d f r o m t h e t a i l

v e i n , a n d a n t i b o d y t i t e r s m e a s u r e d b y E L I S A . I f t i t e r s w e r e g r e a t e r t h a n 1 : 2 0 0 0 ,

a f i n a l b o o s t w a s g i v e n , a s d e s c r i b e d e a r l i e r . O t h e r w i s e , i m m u n i z a t i o n s w e r e

c o n t i n u e d a t 4 - w e e k i n t e r v a l s u n t i l t h i s t i t e r w a s a c h i e v e d .

I m m u n i z a t i o n schedule B 

T w o f e m a l e B a l b / c m i c e w e r e i n j e c t e d i n t r a p e r i t o n e a l l y w i t h a m i x t u r e o f 1 x 

1 0
8
 g l u t a r a l d e h y d e - f i x e d P . syzygii a n d P . celebensis c e l l s ( t h e c r o s s - r e a c t i n g

b a c t e r i a ) i n 0 . 4 m L s t e r i l e s a l i n e . T w o d a y s l a t e r , o n e o f t h e t w o m i c e w a s

i n j e c t e d w i t h 2 0 m g k g
- 1

 c y c l o p h o s p h a m i d e ( S i g m a C h e m i c a l C o . ) i n s t e r i l e

s a l i n e ( 0 . 4 m L ) . T h e s e c o n d m o u s e s e r v e d a s a c o n t r o l . T h i s e n t i r e p r o c e d u r e

w a s r e p e a t e d t h r e e t i m e s , a t w e e k l y i n t e r v a l s . T e s t b l e e d s w e r e t a k e n d u r i n g

t h e i n t e r v e n i n g w e e k s a n d a n t i b o d y t i t e r s c o m p a r e d . A f t e r a 3 - w e e k r e s t , t h e

c y c l o p h o s p h a m i d e - t r e a t e d m o u s e w a s i n j e c t e d w i t h a m i x t u r e o f 5 x 1 0
8
 P .

solanacearum s t r a i n s ( g l u t a r a l d e h y d e - f i x e d w h o l e c e l l s ) i n 0 . 4 m L s t e r i l e s a l i n e ,

f o l l o w e d b y a f i n a l i d e n t i c a l b o o s t a w e e k l a t e r .

I m m u n i z a t i o n schedule C 

F e m a l e B a l b / c m i c e w e r e i m m u n i z e d i n t r a p e r i t o n e a l l y w i t h l o w - m o l e c u l a r -

w e i g h t w a s h i n g s f r o m 5 x 1 0
8
 t o 1 x 1 0

9
 c e l l s i n 0 . 5 m L s t e r i l e s a l i n e , t w i c e , a t
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4 - w e e k i n t e r v a l s . T w o t o f o u r w e e k s l a t e r , t h e m i c e w e r e b l e d f r o m t h e t a i l

v e i n , a n d a n t i b o d y t i t e r s m e a s u r e d b y E L B A . I f t i t e r s w e r e g r e a t e r t h a n 1 : 2 0 0 0 ,

a f i n a l b o o s t w a s g i v e n . O t h e r w i s e , i m m u n i z a t i o n s w e r e c o n t i n u e d a t 4 - w e e k

i n t e r v a l s u n t i l t h i s t i t e r w a s a c h i e v e d .

C e l l fus ion

T h r e e d a y s a f t e r t h e f i n a l b o o s t s , t h e m i c e w e r e k i l l e d a n d t h e i r s p l e e n s

r e m o v e d . T h e s p l e e n c e l l s w e r e f u s e d w i t h t h e m y e l o m a c e l l l i n e N S O

( E u r o p e a n C o l l e c t i o n o f A n i m a l C e l l c u l t u r e s , n o . 8 5 1 1 0 5 0 3 ) , b y s p i n n i n g b o t h

o f t h e m t o g e t h e r i n t h e p r e s e n c e o f 5 0 % p o l y e t h y l e n e g l y c o l ( m o l . w t 1 5 0 0 ,

B o e h r i n g e r M a n n h e i m ) a n d 1 0 % d i m e t h y l s u l f o x i d e ( f i l t e r - s t e r i l i z e d , 9 9 . 5 %

p u r e , S i g m a ) , u s i n g t h e m e t h o d o f K e n n e t e t a l . ( 1 9 7 8 ) . G r o w t h o f t h e f u s e d

c e l l s ( h y b r i d o m a s ) w a s a i d e d b y s u p p l e m e n t i n g t h e r o u t i n e c e l l c u l t u r e m e d i a

[ D u l b e c c o ' s M o d i f i c a t i o n o f E a g l e ' s M e d i u m ( F l o w L a b s ) c o n t a i n i n g 2 0 % f e t a l

c a l f s e r u m ( I m p e r i a l L a b s ) ] w i t h p e r i t o n e a l m a c r o p h a g e s f r o m y o u n g m i c e

( C a m p b e l l 1 9 8 6 ) .

H y b r i d o m a product ion

F u s e d c e l l s w e r e p l a c e d i n 9 6 - w e l l p l a t e s a t 3 7 ° C w i t h 8 % C O 2 . A f t e r 7 t o 1 0

d a y s , w h e n g r o w t h o f t h e h y b r i d o m a s w a s a l m o s t c o n f l u e n t , c u l t u r e

s u p e r n a t a n t s w e r e s c r e e n e d b y E L I S A . C l o n e s t h a t p r o d u c e d a n t i b o d i e s

r e a c t i n g w i t h P . solanacearum w e r e b u l k e d t o 2 4 - w e l l p l a t e s a n d s u b s e q u e n t l y

c l o n e d , t w i c e , b y l i m i t i n g d i l u t i o n ( H a r l o w a n d L a n e 1 9 8 8 ) . S u b c l o n e s w e r e

t h e n b u l k e d t o 2 5 - c m
3
 t i s s u e c u l t u r e f l a s k s a n d s u p e r n a t a n t s d r a w n f o r

s c r e e n i n g w h e n g r o w t h w a s c o n f l u e n t a n d t h e m e d i a w e r e b e g i n n i n g t o s h o w

s i g n s o f a c i d p r o d u c t i o n ( i . e . t u r n i n g y e l l o w ) . A l l s u b c l o n e s o f i n t e r e s t w e r e

f r o z e n i n a m i x t u r e o f 9 0 % f e t a l c a l f s e r u m a n d 1 0 % D M S O a t - 7 0 ° C i n a c r y o

f r e e z i n g b o x ( N a l g e ) f o r 2 4 - 4 8 h , a n d t h e n t r a n s f e r r e d t o l i q u i d n i t r o g e n .

A n t i b o d y s c r e e n i n g b y ELISA

M i c r o l i t e r p l a t e s ( N u n c , p o l y s o r p ) w e r e c o a t e d w i t h a s u s p e n s i o n o f w h o l e

b a c t e r i a l c e l l s ( 1 0 0 u L p e r w e l l ) , d i l u t e d f r o m 1 x 1 0
2
 t o 1 x 1 0

8
 c e l l s m L

- 1
 i n 0 . 0 5

M s o d i u m c a r b o n a t e c o a t i n g b u f f e r , p H 9 . 6 . A f t e r c o a t i n g f o r 1 h a t 3 7 ° C , t h e

b a c t e r i a l s u s p e n s i o n s w e r e d e c a n t e d f r o m t h e w e l l s , a n d t h e p l a t e s w a s h e d

t h r e e t i m e s i n p h o s p h a t e b u f f e r e d s a l i n e p l u s 0 . 0 5 % v / v T w e e n 2 0 (P B S -T ) . T h i s

w a s h i n g w a s r e p e a t e d a f t e r e a c h o f t h e s u b s e q u e n t s t e p s . C u l t u r e s u p e m a t a n t s

d i l u t e d 1 : 1 , o r p o l y c l o n a l a n t i s e r a d i l u t e d 1 : 1 0 0 0 t o 1 :100 0 0 0 i n b l o c k i n g b u f f e r

[ 0 . 0 5 % v / v T w e e n 2 0 , 2 % w / v p o l y v i n y l p y r r o l i d i n e ( P V P , m o l . w t 4 4 0 0 0 ) , a n d

0 . 5 % w / v N I D O f u l l - c r e a m m i l k p o w d e r ( N e s t l e ) i n P B S ] , w e r e t h e n a d d e d t o

t h e w e l l s ( 1 0 0 u L ) , a n d i n c u b a t e d a g a i n f o r 1 h a t 3 7 ° C . A f t e r w a s h i n g , a 

h o r s e r a d i s h p e r o x i d a s e c o n j u g a t e d r a b b i t a n t i - m o u s e a n t i b o d y d i l u t e d 1 : 2 0 0 0

( f o r c u l t u r e s u p e r n a t a n t s ) o r g o a t a n t i - r a b b i t a n t i b o d y d i l u t e d 1 : 5 0 0 0 ( f o r

p o l y c l o n a l a n t i s e r a ) ( S i g m a ) , i n b l o c k i n g b u f f e r , w a s a d d e d a n d i n c u b a t e d a t

3 7 ° C f o r 1 h . F i n a l l y , 1 0 0 u L o f 3 , 3 ' , 5 , 5 ' t e t r a m e t h y l b e n z i d i n e ( T M B ) s u b s t r a t e

4 0



[ 1 m g m L
- 1

 T M B ( S i g m a ) , 0 . 1 % v / v h y d r o g e n p e r o x i d e , a n d 1 0 % v / v s o d i u m

a c e t a t e , p H 5 . 8 , i n d i s t i l l e d w a t e r ] w a s a d d e d t o e a c h w e l l , a n d i n c u b a t e d a t

r o o m t e m p e r a t u r e u n t i l s u f f i c i e n t c o l o r d e v e l o p e d . T h e r e a c t i o n w a s s t o p p e d

b y a d d i n g 3 M s u l f u r i c a c i d ( 2 5 u L p e r w e l l ) . T h e a b s o r b a n c e a t 4 5 0 n m w a s

m e a s u r e d o n a Titertek M u l t i s c a n m i c r o t i t e r p l a t e r e a d e r ( I C N F l o w ) . A 

p o s i t i v e r e a d i n g w a s t a k e n a s b e i n g t h r e e t i m e s t h e m e a n o f t h e n e g a t i v e

c o n t r o l s .

Results

P o l y c l o n a l a n t i b o d i e s

F o u r P A b s a g a i n s t P . solanacearum ( R o t h a m s t e d C u l t u r e C o l l e c t i o n a c c e s s i o n s

R 2 8 3 , R 3 0 3 , R 6 0 8 , a n d R 7 1 0 ) , a n d o n e a g a i n s t P . ce l ebens i s [ b l o o d d i s e a s e

b a c t e r i u m ( B D B ) , R 2 3 0 ] w e r e p r o d u c e d ( E d e n - G r e e n a n d R o b i n s o n - S m i t h ,

u n p u b l i s h e d ) . A l l P . solanacearum P A b s h a d h i g h t i t e r s , a n d r e a c t e d w i t h a l l t h e

i s o l a t e s o f P . solanacearum a t 1 x 1 0
8
 c e l l s m L

- 1
, b u t t h e y a l s o c r o s s - r e a c t e d w i t h

P. syzygii, P . celebensis, P . pickettii, a n d P . cepacia. T h e r e w a s no d e t e c t a b l e

d i f f e r e n c e b e t w e e n t h e P A b s a g a i n s t P . celebensis a n d t h o s e p r o d u c e d a g a i n s t P .

T a b l e 1 . D e t e c t i o n of Pseudomonas solanacearum a n d re la ted bacter ia by p o l y c l o n a l

a n t i b o d i e s .

T a b l e 1 . D e t e c t i o n of Pseudomonas solanacearum a n d re la ted bacter ia by p o l y c l o n a l

a n t i b o d i e s .

Bac te r i a l

B i o v a r Race

P o l y c l o n a l
1
 (IACR-PS-)

i s o l a t e B i o v a r Race 2 7 7 278 291 290 322

R232 1 1 + + + + +

R638 1 2 , m o k o + + + + +

R 6 5 1 1 2, b u g t o k + + + + +

R710 2 3 + + + + +

R 3 6 1 N 2 ? + + + + +

R799 3 1 + + + + +

R812 3 4? + + + + +

R277 4 4? + + + + +

R 4 7 1 4 1 + + + + +

R292 5 5 + + + + +

R044 P. cepacia + / - + / - + / - + + / -

R 0 0 1 P. syzygii + + + + +

R 0 0 2 P. syzygii + + + + +

R 0 1 1 B. subtilis - • - - -

R 0 3 6 X. campestris - - - * -

R111 E. coli - - - - -

R137 A. tumefaciens - - - • -

R226 P. celebensis + + + + +

R 2 2 8 P. celebensis + + + + +

R 7 0 7 P. pickettii + + + / - + / - +/-

H o m o l o g o u s t i t e r a s f o u n d b y

ELISA w i t h 1 x 10
8
 ce l l s 1:25 600 1:300 000 1:12 800 1:25 600 1:409 600

1. IACR-PS-277 was produced against the isolate R283; 278, against R303; 291, against R608; 290, against R230; a n d

322, against R710.

1. IACR-PS-277 was produced against the isolate R283; 278, against R303; 291, against R608; 290, against R230; a n d

322, against R710.
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solanacearum ( T a b l e 1 ) . t h e l o w e s t c o n c e n t r a t i o n o f b a c t e r i a r o u t i n e l y d e t e c t a b l e

b y t h e P A b s w a s 1 x 1 0
4
 c e l l s m L

- 1
, a l t h o u g h s e v e r a l i s o l a t e s w e r e d e t e c t a b l e a t

1 x 1 0
2
 c e l l s m L

- 1
 i n p u r e c u l t u r e .

M o n o c l o n a l a n t i b o d i e s

I m m u n i z a t i o n schedule A 

I n g e n e r a l , s e r u m w i t h a t i t e r i n e x c e s s o f 1 : 2 0 0 0 w a s o b t a i n e d a f t e r t w o

i m m u n i z a t i o n s , s o f u s i o n s w e r e d o n e a f t e r t h e t h i r d b o o s t . A w i d e r a n g e o f

M A b s w e r e o b t a i n e d f r o m t h e f u s i o n , b u t n o n e w a s a b l e t o d e t e c t a l l i s o l a t e s o f

P. solanacearum. T h e y a l l c r o s s - r e a c t e d w i t h i s o l a t e s o f P . syzygii, P . celebensis, 

a n d P . p i c k e t t i i T h e r e w a s n o c o r r e l a t i o n b e t w e e n t h e r e a c t i o n s o f t h e s e M A b s

a n d t h e g r o u p i n g s y s t e m s u s e d t o c l a s s i f y P . solanacearum, i . e . b i o v a r s o r r a c e s

( T a b l e 2 ) . T h e l o w e s t c o n c e n t r a t i o n o f b a c t e r i a d e t e c t a b l e b y t h e M A b s w a s 1 x 

1 0
6
 c e l l s m L

- 1
 i n p u r e c u l t u r e .

I m m u n i z a t i o n schedule B 

W h e n t h e s e r u m t i t e r s o f t h e c y c l o p h o s p h a m i d e - t r e a t e d m o u s e a n d o f t h e

c o n t r o l m o u s e w e r e c o m p a r e d , i t w a s f o u n d t h a t t h e c y c l o p h o s p h a m i d e h a d

r e m o v e d a l l h o m o l o g o u s a n d h e t e r o l o g o u s r e a c t i o n s f r o m t h e t r e a t e d m o u s e

( T a b l e 3 ) . A l l M A b s p r o d u c e d a f t e r c e l l f u s i o n w e r e a l m o s t i d e n t i c a l , s h o w i n g

n o c r o s s - r e a c t i o n s t o r e l a t e d b a c t e r i a (P. syzygii, P . celebensis, a n d P pickettii), b u t

g i v i n g a s i m i l a r s p e c t r u m o f r e a c t i o n s t o P . solanacearum i s o l a t e s a s t h o s e

o b t a i n e d b y t h e i m m u n i z a t i o n s c h e d u l e A ( T a b l e 2 ) . T h e l o w e s t c o n c e n t r a t i o n

o f b a c t e r i a d e t e c t a b l e b y t h e M A b s w a s 1 x 1 0
6
 c e l l s m L

- 1
 i n p u r e c u l t u r e .

I m m u n i z a t i o n schedule C 

I n i t i a l l y , t h e m i c e i m m u n i z e d w i t h c e l l s u r f a c e w a s h i n g s d i e d . I t w a s f o u n d

t h a t t h e w a s h i n g s o b t a i n e d f r o m b a c t e r i a t h a t h a d b e e n g r o w n f o r l o n g e r t h a n

4 8 h w e r e t o x i c . P r e p a r a t i o n s f r o m 4 8 - h - o l d b a c t e r i a w e r e , h o w e v e r , t o l e r a t e d

b y t h e m i c e . A s w i t h t h e i m m u n i z a t i o n s c h e d u l e A , a w i d e r a n g e o f M A b s

w e r e o b t a i n e d f r o m t h e f u s i o n , b u t i n s t e a d o f s h o w i n g g r e a t e r s p e c i f i c i t y , a s

e x p e c t e d , m o s t o f t h e M A b s s h o w e d a g r e a t e r r a n g e o f a c t i v i t y t h a n a n y o f t h e

M A b s p r o d u c e d b y t h e o t h e r s c h e d u l e . I n f a c t , s e v e r a l r e a c t e d w i t h a l m o s t a l l

i s o l a t e s o f P . solanacearum ( > 2 6 0 ) . T h e r e w e r e , h o w e v e r , s o m e c r o s s - r e a c t i o n s

w i t h r e l a t e d b a c t e r i a , a l t h o u g h o n e M A b ( I A C R - P S - 1 4 4 ) o n l y c r o s s - r e a c t e d w i t h

a s i n g l e i s o l a t e o f P s y z y g i i ( T a b l e 2 ) . T h e s e M A b s c o u l d a l s o d e t e c t o n l y

1 x 1 0
6
 c e l l s m L

- 1
 i n p u r e c u l t u r e .

D e t e c t i o n of Pseudomonas solanacearum in p l a n t s a m p l e s

U s i n g t h e E L I S A , P . solanacearum w a s d e t e c t a b l e i n b o t h a r t i f i c i a l l y i n o c u l a t e d

a n d n a t u r a l l y i n f e c t e d t o m a t o a n d p o t a t o p l a n t s . W i t h t h e a r t i f i c i a l l y

i n o c u l a t e d p l a n t s , P . solanacearum w a s d e t e c t a b l e e v e n b e f o r e w i l t i n g w a s

a p p a r e n t .
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D i s c u s s i o n

T h e P A b s , w h e n u s e d i n t h e d e t a i l e d E U S A , d e t e c t e d a l l i s o l a t e s o f P .

solanacearum r o u t i n e l y a t c o n c e n t r a t i o n s a s l o w a s 1 x 1 0
4
 c e l l s m L

- 1
, b u t w e r e

u n a b l e t o d i s c r i m i n a t e b e t w e e n P . solanacearum a n d P . syzygii, P . celebensis, P .

pickettii, o r P . cepacia. W h i l e t h e s e c r o s s - r e a c t i o n s a r e p r o b a b l y o f l i t t l e p r a c t i c a l

s i g n i f i c a n c e w h e n t e s t i n g i n f e c t e d p l a n t t i s s u e s ( a s t h e c r o s s - r e a c t i n g b a c t e r i a

a r e u n l i k e l y t o b e p r e s e n t ) , t h e y m a y c a u s e p r o b l e m s w h e n t e s t i n g s o i l s a m p l e s

w h e r e P . pickettii a n d P . cepacia c a n b e p r e s e n t i n l a r g e n u m b e r s . A l s o , i n s u c h

c o u n t r i e s a s I n d o n e s i a , b o t h P . syzygii a n d P . solanacearum a r e f o u n d t o g e t h e r i n

c l o v e t r e e s ( S y z y g i u m aromaticum), a n d b o t h P . celebensis a n d P . solanacearum i n

b a n a n a s .

4 3

T a b l e 2 . D e t e c t i o n o f Pseudomonas solanacearum a n d re la ted bacter ia by m o n o c l o n a l

a n t i b o d i e s .

T a b l e 2 . D e t e c t i o n o f Pseudomonas solanacearum a n d re la ted bacter ia by m o n o c l o n a l

a n t i b o d i e s .

B a c t e r i a l

B i o v a r

M o n o c l o n a l
1
 (IACR-PS-)

i s o l a t e B i o v a r Race
-

0 5 4 089 117 124 144

R232 - - - . +

R296 1 - + / - - - +

R702 1 + + + + +

R 2 8 1 1 + + + + +

R638 2 , m o k o - - - - +

R 6 5 1 2 , b u g t o k +/- + / - - - +

R128 2 3 - - - - +

R710 2 3 - - - - +

R568 N 2 ? - + + + +

R573 N 2 ? + + + + +

R 3 6 1 N 2 ? - + + + +

R143 3 1 - - - - + / -

R304 3 1 - - - - +

R799 3 1 - + / - + + +

R 8 1 1 3 4? + + + + +

R812 3 4? + / - + + + +

R 2 7 7 4 4? - + / - + / - - +

R289 4 1 - - - - +

R300 4 1 - - + + +

R 4 7 1 4 1 + + + + +

R293 4 1 - + / - + + +

R288 5 5 - + - - +

R 2 9 2 5 5 + + - - +

R 0 0 1 P. syzygi i + + - - -

R 0 0 2 P. syzygii + + - - +

R036 X. campestris - - - - -

R O M P. cepacia - - - - -

R 2 2 7 P. celebensis + + - - -

R229 P. celebensis + + - - -

R707 P. pickettii - + - - -

1. IACR-PS-054 and 089 were produced by schedule A, 117 and 124 by schedule B, and 144 by schedule C.



T a b l e 3 . E L I S A r e a d i n g s s h o w i n g t h e i m m u n e responses o f a c y c l o p h o s p h a m i d e -

t rea ted m o u s e a n d a cont ro l m o u s e .

T a b l e 3 . E L I S A r e a d i n g s s h o w i n g t h e i m m u n e responses o f a c y c l o p h o s p h a m i d e -

t rea ted m o u s e a n d a cont ro l m o u s e .

O D 4 5 0

N e g a t i v e M o u s e A
1
 sera M o u s e B

1
 sera

B a c t e r i u m c o n t r o l
2

a t 1:300 a t 1:300

P. soknacearum biovar 1 0.018 0.034 0.254

P. soknacearum biovar 2 0.015 0.027 0.595

P. soknacearum biovar 3 0.017 0.018 0.306

P. soknacearum biovar 4 0.034 0.025 0.491

P. soknacearum biovar 5 0.043 0.025 0.451

P. syzygii 0.017 0.025 0.525

P. syzygii 0.022 0.022 0.687

P. celebensis 0.022 0.030 0.568

P. celebensis 0.020 0.028 0.511

P. pickettii 0.016 0.027 0.714

P. cepacia 0.011 0.026 0.257

1. Cyclophosphamide-treated

2. Control

T h e r e f o r e , M A b s w e r e p r o d u c e d t o i m p r o v e s p e c i f i c i t y , i n i t i a l l y b y i n j e c t i n g

t h e m i c e w i t h g l u t a r a l d e h y d e - f i x e d w h o l e c e l l s ( i m m u n i z a t i o n s c h e d u l e A ) .

T h e u s e o f t h e s e M A b s n o t o n l y r e m o v e d t h e c r o s s - r e a c t i o n s w i t h P . c e p a c i a b u t

a l s o t h e r e a c t i o n s t o s e v e r a l i s o l a t e s o f P . soknacearum ( T a b l e 2 ) . H e n c e ,

r e p l a c e m e n t o f P A b s w i t h t h e s e M A b s i n E L I S A w a s n o t u s e f u l . T h e r e w a s n o

c o r r e l a t i o n b e t w e e n t h e s p e c t r u m o f r e a c t i o n o f t h e s e M A b s a n d b i o v a r s o r

r a c e s o f t h e w i l t p a t h o g e n . S i m i l a r r e s u l t s h a v e b e e n o b t a i n e d i n o t h e r

l a b o r a t o r i e s ( A A l v a r e z , p e r s o n a l c o m m u n i c a t i o n ) .

T o i m p r o v e t h e s p e c i f i c i t y o f M A b s , a n a t t e m p t w a s m a d e t o m a n i p u l a t e t h e

r e s p o n s e o f t h e i m m u n e s y s t e m o f t h e m i c e , s o t h a t t h e p r o d u c t i o n o f

a n t i b o d i e s t o t h e s h a r e d e p i t o p e s o f P . solanacearum a n d t h e c r o s s - r e a c t i n g

b a c t e r i a w a s s u p p r e s s e d ( i m m u n i z a t i o n s c h e d u l e B ) . W h e n a n i m m u n e

r e s p o n s e i s e l i c i t e d , B a n d T l y m p h o c y t e s p r o l i f e r a t e . T h e s e d i v i d i n g c e l l s c a n

b e k i l l e d b y t h e c y t o t o x i c d r u g , c y c l o p h o s p h a m i d e , g i v i n g r i s e t o ' t e m p o r a r y

t o l e r a n c e ' , a n d p e r m i t t i n g m a n i p u l a t i o n o f t h e i m m u n e r e s p o n s e s u c h t h a t

a n t i b o d i e s t o a d i f f e r e n t s e t o f e p i t o p e s c a n b e g e n e r a t e d . C y c l o p h o s p h a m i d e

w a s , t h e r e f o r e , a d m i n i s t e r e d t w o d a y s a f t e r i m m u n i z i n g t h e m o u s e w i t h t h e

c r o s s - r e a c t i n g b a c t e r i a . T h e a n t i b o d y t i t e r s o f t h i s m o u s e , a n d o f t h e m o u s e

t h a t h a d r e c e i v e d o n l y t h e c r o s s - r e a c t i n g b a c t e r i a ( c o n t r o l m o u s e ) , w e r e

c o m p a r e d . T i t e r s o f t h e m o u s e t h a t h a d b e e n g i v e n c y c l o p h o s p h a m i d e w e r e f a r

l o w e r t h a n t h o s e o f t h e c o n t r o l m o u s e , i n d i c a t i n g t h a t c y c l o p h o s p h a m i d e w a s

d e s t r o y i n g t h e p r o l i f e r a t i n g B a n d T c e l l s . T h e i n j e c t i o n s w e r e c o n t i n u e d u n t i l

n o a n t i b o d y p r o d u c t i o n w a s d e t e c t e d , w i t h a t o t a l o f f o u r b e i n g r e q u i r e d . T a b l e

3 s h o w s t h a t c y c l o p h o s p h a m i d e k n o c k e d o u t t h e a n t i b o d i e s t o n o t o n l y t h e

c r o s s - r e a c t i n g b a c t e r i a b u t a l s o t o P . solanacearum. O n c e t h e m o u s e h a d b e e n r e -

i m m u n i z e d w i t h a m i x t u r e o f s t r a i n s o f P . solanacearum, a n t i b o d i e s t h a t r e a c t e d
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w i t h P . solanacearum w e r e p r o d u c e d . M A b s r e s u l t i n g f r o m t h i s i m m u n i z a t i o n

s c h e d u l e d i d n o t c r o s s - r e a c t , b u t c o u l d n o t d e t e c t a l l i s o l a t e s o f P . solanacearum. 

O n c e a g a i n , t h e s p e c t r u m o f r e a c t i o n s o f t h e M A b s b o r e n o c o r r e l a t i o n t o t h e

b i o v a r s o r r a c e s o f P . solanacearum, a l t h o u g h t h e y d i d d i f f e r e n t i a t e b e t w e e n

b i o v a r s 2 a n d N 2 , b y r e c o g n i z i n g o n l y t h e N 2 i s o l a t e s . T h e s e M A b s w e r e t o o

s p e c i f i c ( r e a c t i n g w i t h o n l y s e l e c t e d i s o l a t e s o f P . solanacearum), a n d w e r e o f

l i t t l e u s e a s r e p l a c e m e n t s o f t h e P A b s i n E L I S A .

I t w a s i n t e r e s t i n g t o n o t e t h a t t h e s e M A b s d i d n o t c r o s s - r e a c t w i t h a n y

r e l a t e d b a c t e r i a l s p e c i e s . I t s h o w e d t h a t c y c l o p h o s p h a m i d e c o u l d b e u s e d , t o

s o m e e x t e n t , t o m a n i p u l a t e t h e i m m u n e r e s p o n s e a n d t h a t , b y u s i n g d i f f e r e n t

i m m u n i z a t i o n s c h e d u l e s , M A b s o f d e s i r e d s p e c i f i c i t y c o u l d b e o b t a i n e d .

A f i n a l a t t e m p t a t p r o d u c i n g M A b s t h a t c o u l d b e u s e d i n E L I S A w a s m a d e b y

i m m u n i z i n g m i c e w i t h c e l l - s u r f a c e w a s h i n g s i n s t e a d o f w h o l e c e l l s

( i m m u n i z a t i o n s c h e d u l e C ) . T h e r e s u l t i n g M A b s d i f f e r e d m a r k e d l y : s o m e

r e a c t e d w i t h o n l y a f e w i s o l a t e s o f P . solanacearum, w h e r e a s o t h e r s r e a c t e d w i t h

e v e r y i s o l a t e a g a i n s t w h i c h t h e y w e r e s c r e e n e d ( > 2 6 0 ) . C r o s s - r e a c t i o n s w i t h

r e l a t e d s p e c i e s a l s o d i f f e r e d b u t , i n g e n e r a l , t h e y w e r e f o u n d t o b e l e s s c r o s s -

r e a c t i v e , w i t h o n e o f t h e M A b s , I A C R - P S - 1 4 4 , c r o s s - r e a c t i n g o n l y w i t h a s i n g l e

i s o l a t e o f P . syzygii. T h i s M A b b e l o n g e d t o t h e g r o u p o f M A b s t h a t d e t e c t e d a l l

i s o l a t e s o f P . solanacearum. I t w a s f o u n d i d e a l f o r u s e i n E L I S A . U n f o r t u n a t e l y , i t s

l i m i t o f d e t e c t i o n , l i k e a l l o f t h e M A b s , w a s n o t a s g r e a t a s t h a t o f t h e P A b ( i . e .

o n l y 1 x 1 0
6
 c e l l s m l /

1
) . D e s p i t e t h i s , f o r s o i l a s s a y s , a n d f o r u s e i n I n d o n e s i a ,

l a c k o f c r o s s - r e a c t i o n s w i l l b e a d v a n t a g e o u s , e n a b l i n g P . solanacearum t o b e

d i s t i n g u i s h e d f r o m t h e r e l a t e d s p e c i e s , n a m e l y P syzygii, P celebensis, P .

pickettii, a n d P . cepacia. F o r r o u t i n e u s e i n a l l o t h e r s i t u a t i o n s , h o w e v e r , t h e

i n c r e a s e d s e n s i t i v i t y o f t h e P A b s w o u l d p r o b a b l y m e a n t h a t i t w o u l d b e b e s t t o

u s e t h e m i n E L I S A u n t i l f u r t h e r i m p r o v e m e n t s o n t h e s e n s i t i v i t y o f t h e M A b s

c a n b e m a d e .

A c k n o w l e d g m e n t s

T h e a u t h o r g r a t e f u l l y a c k n o w l e d g e s t h e w o r k o f M r S t e p h e n F o r d e a n d D r

J o h n E l p h i n s t o n e i n p r e p a r i n g s o m e o f t h e b a c t e r i a l s t o c k s u s e d i n t h i s w o r k ,

a n d a l s o D r S i m o n E d e n - G r e e n f o r h i s h e l p i n p r o d u c i n g s o m e o f t h e

p o l y c l o n a l a n t i b o d i e s u s e d . T h i s w o r k w a s c o m m i s s i o n e d a n d f u n d e d b y t h e

N a t u r a l R e s o u r c e s I n s t i t u t e , C h a t h a m M a r i t i m e , U K ( p r o j e c t X 0 0 7 1 ) , a n d w a s

c a r r i e d o u t u n d e r t h e M A F F l i c e n s e s P H F 1 3 0 7 A / 7 4 / 2 2 a n d P H F 1 3 0 7 A / 0 2 / 5 1 .

R e f e r e n c e s

A l l a n , E . , a n d K e l m a n , A . 1 9 7 7 . I m m u n o f l u o r e s c e n t s t a i n p r o c e d u r e f o r

d e t e c t i o n a n d i d e n t i f i c a t i o n o f Erwinia carotovora v a r a t r o s e p t i c a .

P h y t o p a t h o l o g y 6 7 : 1 3 0 5 - 1 3 1 6 .

B e l l s t e d t , D . U . , a n d v a n d e r M e r w e , K . J . 1 9 8 9 . T h e d e v e l o p m e n t o f E U S A k i t s

f o r t h e d e t e c t i o n o f Pseudomonas solanacearum b a c t e r i a l w i l t i n p o t a t o e s . P a g e s

45



6 4 - 6 9 i n P r o c e e d i n g s o f t h e p o t a t o r e s e a r c h s y m p o s i u m ( A a r t a p p l e n a v o r -

s i n g s i m p o s i u m ) , 1 - 2 A u g 1 9 8 9 , S o u t h A f r i c a .

C a m b r a , M . , a n d L o p e z , M . M . 1 9 7 8 . T i t r a t i o n o f Agrobacterium radiobacter v a r

tumefaciens a n t i b o d i e s b y u s i n g e n z y m e l a b e l l e d a n t i - r a b b i t r - g l o b u l i n s ( E L I S A

i n d i r e c t m e t h o d ) . P a g e s 3 2 7 - 3 3 1 i n P r o c e e d i n g s o f t h e F o u r t h I n t e r n a t i o n a l

C o n f e r e n c e o n P l a n t P a t h o g e n i c B a c t e r i a . A n g e r s , F r a n c e : I n s t i t u t N a t i o n a l d e

l a R e c h e r c h e A g r o n o m i q u e .

C a m p b e l l A . M . 1 9 8 6 . M o n o c l o n a l a n t i b o d y t e c h n o l o g y : l a b o r a t o r y

t e c h n i q u e s i n b i o c h e m i s t r y a n d m o l e c u l a r b i o l o g y , 1 3 . A m s t e r d a m : E l s e v i e r .

2 6 5 p p .

D a v i s , M . J . , F r e n c h , W . J . , a n d S c h a a d , N . W . 1 9 8 1 . A x e n i c c u l t u r e o f t h e

b a c t e r i a a s s o c i a t e d w i t h p h o n y d i s e a s e o f p e a c h a n d p l u m l e a f s c a l d . C u r r e n t

M i c r o b i o l o g y 6 : 3 0 9 - 3 1 4 .

H a r l o w , E . , a n d L a n e , D . 1 9 8 8 . A n t i b o d i e s : A l a b o r a t o r y m a n u a l . N e w Y o r k ,

U S A : C o l d S p r i n g H a r b o r L a b o r a t o r y . 7 2 6 p p .

J a n s e , J . D . 1 9 8 8 . A d e t e c t i o n m e t h o d f o r Pseudomonas solanacearum i n

s y m p t o m l e s s p o t a t o t u b e r s a n d s o m e d a t a o n i t s s e n s i t i v i t y a n d s p e c i f i c i t y .

E P P O B u l l e t i n 1 8 : 3 4 3 - 3 5 1 .

K e l m a n , A . 1 9 5 4 . T h e r e l a t i o n s h i p o f p a t h o g e n i c i t y i n Pseudomonas 

solanacearum t o c o l o n y a p p e a r a n c e o n a t e t r a z o l i u m m e d i u m . P h y t o p a t h o l o g y

4 4 : 6 9 3 - 6 9 5 .

K e n n e t , R . H . , D a v i s , K . A . , T u n g , A . S . , a n d K i l m a n , N . R . 1 9 7 8 . H y b r i d

p l a s m o c y t a . P r o d u c t i o n : F u s i o n w i t h a d u l t s p l e e n c e l l s , s p l e e n f r a g m e n t s ,

n e o n a t a l s p l e e n c e l l s a n d h u m a n s p l e e n c e l l s . C u r r e n t T o p i c s i n I m m u n o l o g y

8 1 : 7 7 - 9 1 .

N a k a s h i m a , J . , a n d N y d e g g e r , U . 1 9 8 6 . D e t e c t i o n d e Pseudomonas solanacearum 

m e d i a n t e l a s t e c n i c a s s e r o l o g i c a s d e l a t e x y E L I S A . [ D e t e c t i o n o f Pseudomonas 

solanacearum b y s e r o l o g i c a l t e c h n i q u e s o f l a t e x a n d E L I S A ] F i t o p a t o l o g i a 2 1 : 4 6 -

5 1 .

S e a l , S . E . , a n d E l p h i n s t o n e , J . G . 1 9 9 4 . A d v a n c e s i n i d e n t i f i c a t i o n a n d

d e t e c t i o n o f Pseudomonas solanacearum. P a g e s 3 5 - 5 7 i n B a c t e r i a l w i l t : t h e

d i s e a s e a n d i t s c a u s a t i v e a g e n t , Pseudomonas solanacearum ( H a y w a r d , A . C . a n d

H a r t m a n , G . L . , e d s . ) . W a l l i n g f o r d , U K : C A B I n t e r n a t i o n a l . 2 5 9 p p .

V r u g g i n k , H . 1 9 7 8 . E n z y m e - l i n k e d i m m u n o s o r b e n t a s s a y ( E L I S A ) i n t h e

s e r o d i a g n o s i s o f P l a n t P a t h o g e n i c B a c t e r i a . P a g e s 3 0 7 - 3 1 0 i n P r o c e e d i n g s o f

t h e F o u r t h I n t e r n a t i o n a l C o n f e r e n c e o n p l a n t p a t h o g e n i c b a c t e r i a . A n g e r s ,

F r a n c e : I n s t i t u t N a t i o n a l d e l a R e c h e r c h e A g r o n o m i q u e .

D i s c u s s i o n

V K M e h a n W o u l d y o u c a r e t o c o m m e n t o n t h e s e n s i t i v i t y o f m o n o c l o n a l s

( a g a i n s t Pseudomonas solanacearum) p r o d u c e d i n D r A l v a r e z ' s l a b o r a t o r y i n t h e

U S A .
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A R o b i n s o n - S m i t h W e h a v e n o t c o m p a r e d t h e m i n o u r l a b o r a t o r y . T h e y h a v e

b e e n r e p o r t e d t o h a v e s i m i l a r s e n s i t i v i t i e s .

S S e a l H o w m a n y r e p l i c a t e s d o y o u u s u a l l y r u n f o r y o u r E L I S A t e s t s ?

A R o b i n s o n - S m i t h G e n e r a l l y t w o w e l l s f o r e a c h s a m p l e , b u t i t d e p e n d s o n t h e

n u m b e r o f s a m p l e s . I f w e h a v e m a n y s a m p l e s , w e m a y n o t b o t h e r a b o u t

d u p l i c a t e s . I f w e h a v e o n l y a f e w s a m p l e s , w e i n c l u d e s e v e r a l r e p l i c a t e s . I t a l s o

d e p e n d s o n h o w i m p o r t a n t t h e r e s u l t s a r e — i f w e w a n t a b s o l u t e p o s i t i v e /

n e g a t i v e r e s u l t s , w e w i l l p r o b a b l y d o s e v e r a l t e s t s w i t h d i f f e r e n t a n t i b o d i e s .

M M a c h m u d P r o d u c t i o n o f m o n o c l o n a l a n t i b o d i e s i s a n e x p e n s i v e a n d s k i l l e d

o p e r a t i o n . I s i t p o s s i b l e t o g e t s o m e h e l p f r o m y o u r i n s t i t u t i o n i n t h e

p r o d u c t i o n o f m o n o c l o n a l s ?

A R o b i n s o n - S m i t h W e c a n p r o v i d e s m a l l q u a n t i t i e s o f t h e m o n o c l o n a l s a n d

p o l y c l o n a l s a l r e a d y p r o d u c e d i n o u r l a b o r a t o r y f r e e o f c h a r g e . H o w e v e r , w e

c a n c o n s i d e r d e v e l o p i n g n e w m o n o c l o n a l s o n l y i f i t w a s r e l e v a n t t o o u r

r e s e a r c h p r o j e c t s .

M M a c h m u d A p a r t f r o m u s i n g w h o l e c e l l s t o p r o d u c e p o l y c l o n a l a n t i b o d i e s

a g a i n s t Pseudomonas solanacearum, h a v e y o u u s e d o t h e r c o n s t i t u e n t s o f t h e

b a c t e r i u m ( e . g . , f l a g e l l a a n d e x t r a c e l l u l a r p o l y s a c c h a r i d e s ) ?

A R o b i n s o n - S m i t h N o . W e h a v e o n l y u s e d w h o l e c e l l s . O u r p r e v i o u s

e x p e r i e n c e w i t h Pseudomonas syzygii s u g g e s t e d t h a t w h o l e c e l l s a r e l i k e l y t o

g i v e t h e b e s t r e s p o n s e .
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Phenotypic and molecular approaches to strain

di f ferent ia t ion in Pseudomonas solanacearum 

M Taghvi, M Fegan, and A C Hayward
1

Abstract

Several phenotypes (biovars) of Pseudomonas solanacearum are associated with 

groundnut bacterial wilt. Molecular methods including restriction fragment length 

polymorphism (RFLP) analysis and near-total sequencing of nucleotides in the 16S 

rRNA have shown groupings of isolates that are well correlated with these phenotypes. 

Based on 16S rRNA gene sequencing data on 16 strains of P. solanacearum, two sets 

of primers were designed for use in a specific polymerase chain reaction (PCR)-based 

test. One set of primers was designed to detect P. solanacearum strains belonging to 

RFLP Division I (biovars 3 and 4), and the other to detect strains belonging to Division 

II (biovars 1,2, and N2). Eighty strains of P. solanacearum representing all biovars 

isolated from many hosts and locations were tested together with 11 other bacterial 

species to evaluate the specificity of the reactions. Following optimization of the 

conditions for PCR, all strains of P. solanacearum were distributed within the two 

divisions as expected. None of the other bacterial species gave a PCR product with 

either set of primers. Primers are now being applied directly to exudates from infected 

plant material for detection. 

1. The Un ivers i ty of Queensland, St Lucia 4072, Queensland, Austra l ia .

Taghvi, M. , Fegan, ML, and Hayward, A X . 1994. Phenotypic and molecular approaches to strain d i f ferent ia t ion in

Pseudomonas solanacearum. Pages 49-52 in Groundnu t bacterial w i l t in Asia: proceedings of the T h i r d Work ing G r o u p

meet ing, 4 - 5 Jul 1994, O i l Crops Research Inst i tute, Wuhan , China (Mehan, V. K. and McDona ld , D., eds.). Patancheru

502 324, A n d h r a Pradesh, Ind ia : Internat ional Crops Research Inst i tute for the Semi -Ar id Tropics.
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I n t roduc t ion

B a c t e r i a l w i l t , c a u s e d b y Pseudomonas solanacearum ( S m i t h ) S m i t h , i s o n e o f t h e

m o s t s e r i o u s a n d w i d e s p r e a d d i s e a s e s i n t r o p i c a l , s u b t r o p i c a l , a n d s o m e w a r m

t e m p e r a t e r e g i o n s o f t h e w o r l d . T h e d i s e a s e c a n a f f e c t a w i d e r a n g e o f s u c h

p l a n t s a s p o t a t o , t o m a t o , t o b a c c o , g r o u n d n u t , b a n a n a , a n d g i n g e r . Pseudomonas 

solanacearum i s a h e t e r o g e n o u s s p e c i e s t h a t h a s b e e n d i v i d e d i n t o f i v e r a c e s

b a s e d o n h o s t r a n g e , a n d i n t o f i v e b i o v a r s b a s e d o n b i o c h e m i c a l p r o p e r t i e s

( H a y w a r d 1 9 9 1 ) . R a p i d a n d h i g h l y s e n s i t i v e m e t h o d s a r e n e e d e d t o i d e n t i f y

d i f f e r e n t s t r a i n s o f P . solanacearum, e s p e c i a l l y f o r q u a r a n t i n e p u r p o s e s a n d f o r

c e r t i f i c a t i o n o f p l a n t i n g m a t e r i a l , b e c a u s e t h i s p a t h o g e n c a n i n f e c t p o t a t o ,

t o m a t o , g i n g e r , a n d b a n a n a w i t h o u t a n y v i s i b l e s y m p t o m s ( S e a l e t a l . 1 9 9 3 ) .

T h i s p a p e r r e p o r t s t h e c o n s t r u c t i o n o f t w o s e t s o f s p e c i f i c p r i m e r s f o r t h e

d i a g n o s i s o f D i v i s i o n I a n d D i v i s i o n I I o f P . solanacearum b y t h e p o l y m e r a s e

c h a i n r e a c t i o n ( P C R ) .

M a t e r i a l s a n d m e t h o d s

T h e s t r a i n s o f P . solanacearum u s e d i n t h i s s t u d y r e p r e s e n t e d b i o v a r s 1 , 2 , N 2 , 3 ,

a n d 4 f r o m d i f f e r e n t h o s t s a n d c o u n t r i e s . A l l s t r a i n s o f P . solanacearum w e r e

g r o w n o n s u c r o s e p e p t o n e a g a r ( S P A ) a n d w e r e i n c u b a t e d a t 2 8 ° C f o r 4 8 h 

( H a y w a r d 1 9 6 4 ) . T h e o t h e r b a c t e r i a l s p e c i e s w e r e g r o w n o n p e p t o n e y e a s t

e x t r a c t a g a r c o n t a i n i n g 1 % g l u c o s e ( P Y E A - G ) a n d w e r e i n c u b a t e d a t 2 8 ° C f o r

4 8 h .

T h e b a c t e r i a l D N A w a s e x t r a c t e d b y t h e m e t h o d d e s c r i b e d b y M a r m u r a n d

D o t y ( 1 9 6 2 ) w i t h m i n o r m o d i f i c a t i o n s . W h o l e c e l l s o f P . solanacearum w e r e u s e d

t o p r o v i d e a t e m p l a t e f o r P C R a m p l i f i c a t i o n . T h e c u l t u r e s w e r e g r o w n o n

m i n i m a l m e d i u m ( M M ) o r S P A f o r a d e q u a t e l y s i s . A l o o p f u l o f b a c t e r i a l c e l l s

f r o m a c o l o n y w a s r e - s u s p e n d e d i n 1 0 0 u L s t e r i l e d i s t i l l e d w a t e r , a n d l y s e d b y

b o i l i n g t h i s s u s p e n s i o n . A f t e r c o o l i n g t o r o o m t e m p e r a t u r e , 2 u L o f b o i l e d

s u s p e n s i o n w a s u s e d f o r e a c h P C R .

T h e P C R w a s p e r f o r m e d u s i n g a t o t a l v o l u m e o f 1 0 0 u L a s d e s c r i b e d b y

W e i s b u r g e t a l . ( 1 9 9 1 ) , a n d P C R p r o d u c t s w e r e p u r i f i e d b y u s i n g t h e u n i v e r s a l

m e t h o d . T h e T a q D y e D e o x y ™ t e r m i n a t o r c y c l e s e q u e n c i n g k i t ( A p p l i e d

B i o s y s t e m 3 7 3 A , U S A ) w i t h d i f f e r e n t p r i m e r s w a s u s e d t o s e q u e n c e t h e P C R

p r o d u c t s d i r e c t l y . T h e e x t e n s i o n p r o d u c t s w e r e p u r i f i e d b y p h e n o l - c h l o r o f o r m

e x t r a c t i o n , a n d t h e e l e c t r o p h o r e s i s o f p r o d u c t s w a s p e r f o r m e d o n a n A p p l i e d

B i o s y s t e m D N A s e q u e n c e r .

T h e P C R a m p l i f i c a t i o n s w i t h s p e c i f i c p r i m e r s w e r e p e r f o r m e d u s i n g D N A

t h e r m a l c y c l e r s ( P e r k i n E l m e r C e t u s ) . T h e r e a c t i o n v o l u m e w a s 2 5 u L a n d

c o n s i s t e d o f 4 u L 1 0 x P C R b u f f e r [ 5 0 0 m M K C l , 1 5 m M M g C l 2 , a n d 0 . 1 % ( w / v )

g e l a t i n e i n 1 0 0 m M T r i s , p H 8 . 0 ] ; 4 u L d N T P ( 2 m M d A T P , d C T P , d G T P , a n d

d T T P ) ; a n d t h e t e m p l a t e D N A ( e i t h e r 2 5 n g D N A o r 2 u L o f b o i l e d s u s p e n s i o n ) .

T h e s p e c i f i c b v l - 2 ( f o r w a r d a n d r e v e r s e ) a n d b v 3 - 4 ( f o r w a r d a n d r e v e r s e )

p r i m e r s w e r e u s e d a t a c o n c e n t r a t i o n o f 4 0 n g f o r e a c h p r i m e r .
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A w i d e r a n g e o f a n n e a l i n g t e m p e r a t u r e s ( 4 8 , 5 5 , 6 0 , 6 2 , 6 5 , a n d 7 0 ° C ) a n d

n u m b e r o f c y c l e s w e r e t e s t e d t o o p t i m i z e t h e P C R c o n d i t i o n s . A f t e r i n i t i a l

d e n a t u r a t i o n o f t h e r e a c t i o n m i x t u r e a t 9 6 ° C f o r 3 m i n , 0 . 1 u L o f T a q

p o l y m e r a s e w a s a d d e d t o e a c h r e a c t i o n . T h e t h e r m a l p r o f i l e i n c l u d e d 2 5 c y c l e s

a n d e a c h c y c l e c o n s i s t e d o f a n n e a l i n g a t 6 2 ° C f o r 1 m i n , e x t e n s i o n a t 7 2 ° C f o r 2 

m i n , a n d d e n a t u r a t i o n a t 9 3 ° C f o r 1 m i n . T h e f i n a l e x t e n s i o n w a s c a r r i e d o u t a t

6 2 ° C f o r 1 m i n a n d a t 7 2 ° C f o r 5 m i n . T h e P C R p r o d u c t s w e r e e x a m i n e d b y

l o a d i n g 1 0 u L - a l i q u o t s o f e a c h P C R p r o d u c t a n d 5 u L o f m o l e c u l a r w e i g h t

s t a n d a r d o n 1 % a g a r o s e g e l s . B a n d s w e r e r e v e a l e d b y s t a i n i n g w i t h e t h i d i u m

b r o m i d e .

R e s u l t s a n d d i s c u s s i o n

B a s e d o n 1 6 S r R N A g e n e s e q u e n c i n g d a t a f o r 1 6 s t r a i n s o f P . solanacearum, t w o

s e t s o f s p e c i f i c p r i m e r s w e r e d e s i g n e d t o i d e n t i f y s t r a i n s o f t h i s p a t h o g e n u s i n g

t h e P C R . O n e s e t o f p r i m e r s w a s s p e c i f i c a l l y f o r t h e d e t e c t i o n o f s t r a i n s o f P .

solanacearum b e l o n g i n g t o D i v i s i o n I ( b i o v a r s 3 a n d 4 ) a n d t h e o t h e r f o r t h o s e

b e l o n g i n g t o D i v i s i o n I I ( b i o v a r s 1 , 2 , a n d N 2 ) . F o l l o w i n g o p t i m i z a t i o n o f t h e

c o n d i t i o n s o f P C R a t a n a n n e a l i n g t e m p e r a t u r e o f 6 2 ° C a n d 2 5 c y c l e s , 8 0 s t r a i n s

o f P . s o l a n a c e a r u m r e p r e s e n t i n g b i o v a r s 1 , 2 , 3 , 4 , a n d N 2 w e r e t e s t e d t o g e t h e r

w i t h 1 1 s t r a i n s o f o t h e r b a c t e r i a l s p e c i e s u s e d t o t e s t t h e s p e c i f i c i t y o f t h e

r e a c t i o n s . T h i r t y - s e v e n s t r a i n s b e l o n g i n g t o b i o v a r s 1 , 2 , a n d N 2 r e a c t e d w i t h

D i v i s i o n I I p r i m e r s , a n d 4 2 s t r a i n s b e l o n g i n g t o b i o v a r s 3 a n d 4 r e a c t e d w i t h

D i v i s i o n I p r i m e r s . O n e a t y p i c a l s t r a i n ( A C H 0 7 3 2 ) o f b i o v a r 2 i s o l a t e d f r o m

t o m a t o i n A u s t r a l i a r e a c t e d w i t h a D i v i s i o n I p r i m e r . N o n e o f t h e o t h e r

r e p r e s e n t a t i v e s o f t h e g e n u s Pseudomonas, i n c l u d i n g P . cepacia, P . andropogonis, 

P. gladioli, P. pickettii, P. caryophylli, and P. syringae pv syringae, a n d s u c h

u n r e l a t e d b a c t e r i a as Erwinia carotovora, Escherichia coli, a n d Xanthomonas 

campestris p v campestris, r e a c t e d w i t h e i t h e r s e t o f t h e p r i m e r s . T h e s e t w o s e t s

o f s p e c i f i c p r i m e r s , n o w b e i n g u s e d d i r e c t l y o n e x u d a t e s f r o m i n f e c t e d p l a n t

m a t e r i a l s t o d e t e c t t h e p a t h o g e n , w i l l b e u s e f u l t o o l s t o a p p l y i n q u a r a n t i n e

l a b o r a t o r i e s , e s p e c i a l l y i n c o u n t r i e s w h e r e P . solanacearum i s n o t p r e s e n t .

R e f e r e n c e s

H a y w a r d , A . C . 1 9 6 4 . C h a r a c t e r i s t i c s o f Pseudomonas solanacearum. J o u r n a l o f

A p p l i e d B a c t e r i o l o g y 2 7 : 2 6 5 - 2 7 7 .

H a y w a r d , A . C . 1 9 9 1 . B i o l o g y a n d e p i d e m i o l o g y o f b a c t e r i a l w i l t c a u s e d b y

Pseudomonas solanacearum. A n n u a l R e v i e w o f P h y t o p a t h o l o g y 2 9 : 6 5 - 8 7 .

M a r m u r , J . , a n d D o t y , P . 1 9 6 2 . D e t e r m i n a t i o n o f t h e b a s e o f d e o x y r i b o n u c l e i c

a c i d f r o m i t s t h e r m a l d e n a t u r a t i o n t e m p e r a t u r e . J o u r n a l o f M o l e c u l a r B i o l o g y

5 : 1 0 9 - 1 1 8 .

S e a l , S . E . , J a c k s o n , L . A . , Y o u n g , J . P . W . , a n d D a n i e l s , M . J . 1 9 9 3 . D i f f e r e n t i a t i o n

of Pseudomonas solanacearum, Pseudomonas syzygii, Pseudomonas pickettii a n d t h e
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b l o o d d i s e a s e b a c t e r i u m b y p a r t i a l 1 6 S r R N A s e q u e n c i n g : c o n s t r u c t i o n o f

o l i g o n u c l e o t i d e p r i m e r s f o r s e n s i t i v e d e t e c t i o n b y p o l y m e r a s e c h a i n r e a c t i o n .

J o u r n a l o f G e n e r a l M i c r o b i o l o g y 1 3 9 : 1 5 8 7 - 1 5 9 4 .

W e i s b u r g , W . G . , B a r n s , S . M . , P e l l e t i e r , D . A . , a n d L a n e , D . J . 1 9 9 1 . 1 6 S

r i b o s o m a l D N A a m p l i f i c a t i o n f o r p h y l o g e n e t i c s t u d y . J o u r n a l o f B a c t e r i o l o g y

1 7 3 : 6 9 7 - 7 0 3 .

D i s c u s s i o n

V K M e h a n C o u l d y o u p l e a s e c o m m e n t o n t h e v i r u l e n c e o f b i o v a r 1 a s

c o m p a r e d t o b i o v a r s 3 a n d 4 o n g r o u n d n u t .

A C H a y w a r d B i o v a r 1 a p p e a r s t o b e m u c h l e s s v i r u l e n t i n t h e U S A t h a n a r e

b i o v a r s 3 a n d 4 u n d e r A s i a n c o n d i t i o n s . B u t w e d o n o t k n o w w h e t h e r t h i s i s a 

q u e s t i o n o f v i r u l e n c e o f d i f f e r e n t s t r a i n s ( b i o v a r 1 i n U S A v e r s u s b i o v a r s 3 a n d

4 i n I n d o n e s i a a n d C h i n a e t c . ) o r o n e o f e n v i r o n m e n t . I n C h i n a a n d I n d o n e s i a ,

t h e p r e v a i l i n g t e m p e r a t u r e a n d h u m i d i t y m a y b e m u c h m o r e c o n d u c i v e t o

d i s e a s e e x p r e s s i o n . I s u s p e c t t h a t s o m e b i o v a r 3 / 4 s t r a i n s a r e a l s o m o r e

v i r u l e n t . T h e s t r a i n / e n v i r o n m e n t i n t e r a c t i o n ( i n c l u d i n g s o i l t y p e ) i s n o t w e l l

u n d e r s t o o d .

M P N a t u r a l T h e b a n a n a i s o l a t e s i n t h e P h i l i p p i n e s a r e m o s t l y o f b i o v a r 1 .

T h e y a r e h i g h l y v i r u l e n t , j u d g i n g f r o m t h e i n c i d e n c e o f m o k o d i s e a s e i n

b a n a n a s .
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Factors i n v o l v e d in v irulence and pathogenicity

Pseudomonas solanacearum and their role in

pathogenesis

of

Y W Kang, G Z Mao, and L Y He
1

Abstract

Pseudomonas solanacearum is an important wilt-inducing pathogen that infects a 

wide variety of crops throughout the world. Studies using artificial inoculation methods 

suggest that some of its extracellular proteins play a significant, but auxiliary, role in 

causing wilt. Mutants of race 1 and race 3 strains of P. solanacearum with Tn5 

insertions at a single locus (eep) were isolated, the culture supernatants of which lack all 

of its known extracellular enzymes and most other detectable extracellular proteins 

(EXPs). Analysis of subcellular fractions of eep Tn5 mutants showed that they still 

synthesized many of these EXPs, but accumulated them inside the cell, implying that eep 

is involved in protein export. These analyses and others with phoA fusion proteins 

showed that protein export across the inner membrane was not affected by the eep 

mutation, suggesting that the eep locus functions only in protein export across the outer 

membrane. However, neither production nor export of extracellular polysaccharide was 

obviously affected by the eep mutation. Analysis of the in-plasma behavior of eep 

mutants after stem inoculation into tomato plants showed that they had lost the ability 

to cause wilt symptoms or kill the plant, possibly because they colonized plant stems 

much more slowly than wild-type strains. Plants grown in soil inoculated with the 

mutants did not develop any visible disease symptoms over a 20-day period and their 

stems showed no infection by P. solanacearum cells. Under the same conditions, the 

wild-types killed the plants in 14 days, and more than 10
9
 cells were found in their 

stems. These results indicate that an individual EXP or a group of EXPs of P. 

solanacearum are required for infection via the roots, as well as for wilting and killing 

of host plants. 

1. Inst i tu te of Plant Protect ion, Chinese Academy of Agr icu l tu ra l Sciences, Beij ing 100094, China.

Kang, Y . W . , M a o , C.Z., and H e , L.Y. 1994. Factors i nvo lved in v i ru lence and pathogenic i ty of Pseudomonas 

solanacearum and their ro le in pathogenesis. Pages 53-62 in G roundnu t bacterial w i l t in Asia: proceedings of the Th i r d

Work i ng G r o u p meet ing , 4 - 5 Jul 1994, O i l Crops Research Inst i tute, Wuhan , China (Mehan, V. K. and McDona ld , D.,

eds.). Patancheru 502 324, Andh ra Pradesh, India: Internat ional Crops Research Inst i tu te for the Semi -Ar id Tropics.
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I n t r o d u c t i o n

Pseudomonas solanacearum ( S m i t h ) S m i t h m a y e n t e r t h e p l a n t t h r o u g h w o u n d s

o n r o o t s o r s t e m , a n d t h e n r e a c h t h e v a s c u l a r s y s t e m , c a u s i n g t h e p l a n t t o w i l t .

U n d e r f i e l d c o n d i t i o n s , t h e p a t h o g e n c a n a l s o i n f e c t p l a n t s b y p e n e t r a t i n g t h e

g a p s b e t w e e n s e c o n d a r y r o o t c a p s a n d s u r f a c e s o f m a i n r o o t s , a n d t h e n r e a c h

t h e i n t e r c e l l u l a r s p a c e s o f e p i d e r m a l t i s s u e . T h e b a c t e r i a d a m a g e t h e m i d d l e

l a m e l l a e o f c e l l s a n d d e g r a d e t h e c e l l w a l l s . T h i s r e s u l t s i n d e s t r u c t i o n o f x y l e m

t i s s u e s a n d p r o d u c t i o n o f t y l o s e s , w h i c h b l o c k t h e v a s c u l a r s y s t e m a n d c a u s e

t h e p l a n t s t o w i l t ( B u d d e n h a g e n a n d K e l m a n 1 9 6 4 , S c h m i t 1 9 7 8 , W a l l i s a n d

T r u t e r 1 9 7 8 ) . P h y s i o - p a t h o l o g i c a l s t u d i e s s h o w t h a t P . solanacearum p r o d u c e s

l a r g e q u a n t i t i e s o f e x t r a c e l l u l a r p o l y s a c c h a r i d e s (EPS) , w h i c h h i n d e r t h e

m o v e m e n t o f w a t e r i n p l a n t s , e s p e c i a l l y b e t w e e n t h e p e t i o l e s a n d l e a f l a m i n a e

( W a l l i s a n d T r u t e r 1 9 7 8 , H u s s a i n a n d K e l m a n 1 9 5 8 , K e l m a n a n d C o w l i n g 1 9 6 5 ) .

I n a d d i t i o n , t h e b a c t e r i u m c a n s e c r e t e s e v e r a l e x t r a c e l l u l a r e n z y m e s , s u c h a s

p e c t i n a s e a n d c e l l u l a s e , w h i c h m a y p l a y a n i m p o r t a n t r o l e i n d e s t r o y i n g

v a s c u l a r t i s s u e . Pseudomonas solanacearum c a n a l s o p r o d u c e g r o w t h r e g u l a t o r s

s u c h a s i n d o l e a c e t i c a c i d , c y t o k i n i n ( z e a t i n ) , a n d e t h y l e n e . B u t t h e s e a r e

p r o d u c e d o n l y i n s m a l l q u a n t i t i e s , a n d t h e i r r o l e i n p a t h o g e n e s i s i s l e s s

i m p o r t a n t . T h e r e f o r e , s t u d i e s o n p a t h o g e n e s i s o f P . solanacearum h a v e

c o n c e n t r a t e d o n EPS, p e c t i n a s e , a n d c e l l u l a s e . S i n c e t h e m i d d l e o f t h e 1 9 8 0 s ,

r e s e a r c h o n t h e f u n c t i o n i n g o f t h e s e f a c t o r s i n p a t h o g e n e s i s h a s b e e n e x t e n d e d

t o t h e m o l e c u l a r l e v e l . T h e g e n e s r e s p o n s i b l e f o r EPS a n d l i p o - p o l y s a c c h a r i d e s

( e p s A - D a n d o p s A - D ) w e r e c l o n e d i n S e q u e i r a ' s l a b o r a t o r y a t t h e U n i v e r s i t y o f

W i s c o n s i n i n t h e U S A ( K a o a n d S e q u e i r a 1 9 9 1 ) . A phcA g e n e r e l a t e d t o EPS

p h e n o t y p e c o n v e r s i o n w a s a l s o c l o n e d , a n d w a s i d e n t i f i e d a s a g l o b a l

r e g u l a t o r y g e n e i n D e n n y ' s l a b o r a t o r y a t t h e U n i v e r s i t y o f G e o r g i a i n t h e U S A

( B r u m b l e y a n d D e n n y 1 9 9 0 , D e n n y e t a l 1 9 9 0 ) . I n r e c e n t y e a r s , m a n y s t u d i e s

h a v e p r o v e d t h a t c o m p l e x r e g u l a t o r y n e t w o r k s c o n t r o l EPS p r o d u c t i o n ,

r e a c t i o n s t o e n v i r o n m e n t a l f a c t o r s o r s i g n a l s , a n d e x p r e s s i o n s o f s o m e g e n e s

r e s p o n s i b l e f o r s u c h v i r u l e n t f a c t o r s a s c e l l u l a s e , p e c t i n a s e , a n d 2 8 K D a e x p o r t

p r o t e i n i n P . solanacearum. F r o m t h e s e n e t w o r k s , phcB, xpsR, vsrA, a n d vsrB 

g e n e s w e r e c l o n e d a n d s t u d i e d . M o r e o v e r , t h e e p s g e n e c l u s t e r w a s c o n t r o l l e d

b y phcA ( D e n n y e t a l 1 9 9 0 ) . S e v e r a l s t u d i e s s h o w t h a t EPS p l a y a v e r y

i m p o r t a n t r o l e i n p a t h o g e n e s i s o f P . solanacearum, b u t a r e n o t a b s o l u t e l y

n e c e s s a r y E x t r a c e l l u l a r p o l y s a c c h a r i d e s a r e a m a i n f a c t o r i n w i l t i n g o f p l a n t s .

S c h e l l e t a l ( 1 9 8 8 ) a n d A l l e n e t a l . ( 1 9 9 1 ) m a d e d e t a i l e d s t u d i e s o f t h e r o l e o f

p e c t i n a s e s a n d c e l l u l a s e s i n p a t h o g e n e s i s o f P . solanacearum a t t h e m o l e c u l a r
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l e v e l T h e y s u c c e s s f u l l y c l o n e d s t r u c t u r e g e n e s o f p o l y g a l a c t u r o n a s e s P e h A

a n d P e h B g e n e s , o r p g 1 A a n d p g 1 B , a n d t h e e g l g e n e r e s p o n s i b l e f o r

e n d o g l u c a n a s e p r o d u c t i o n . T h e y c o n c l u d e d t h a t a l l t h e s e e x t r a c e l l u l a r

e n z y m e s a r e i n v o l v e d i n p a t h o g e n e s i s , b u t t h e y a r e n o t e s s e n t i a l . P m e g e n e ,

t h e P M E s t r u c t u r e g e n e , h a s a l s o b e e n s u c c e s s f u l l y c l o n e d ( S p o k e e t a l 1 9 9 1 ) ,

b u t i t s r o l e i n p a t h o g e n e s i s i s u n k n o w n . H o w e v e r , r a c e 3 p r o d u c e s l i t t l e P M E .

I n a d d i t i o n , B o u c h e r ' s g r o u p c l o n e d a c l u s t e r o f h r p g e n e s f r o m r a c e 1 ( b i o v a r

4 ) , w h i c h w a s l o c a t e d o n a m e g a p l a s m i d o f a t o m a t o s t r a i n , G M 1 0 0 , o f P .

s o l a n a c e a r u m ( B o u c h e r e t a l . 1 9 8 8 ) . T h e c l u s t e r o f h r p g e n e s i s r e q u i r e d t o i n f e c t

t h e h o s t p l a n t s a n d t o i n d u c e a h y p e r s e n s i t i v e r e s p o n s e ( H R ) i n n o n h o s t p l a n t s .

T h i s g e n e c l u s t e r c a n h y b r i d i z e w i t h s i m i l a r g e n e c l u s t e r s c l o n e d f r o m m a n y

p a t h o v a r s o f Xanthomonas campestris ( G o u g h e t a l . 1 9 9 2 ) . A s e c o n d c l u s t e r o f

hrp g e n e s w a s r e c e n t l y i d e n t i f i e d b y H u a n g e t a l . ( 1 9 9 0 ) , b u t i t w a s n o t

h o m o g e n e o u s w i t h B o u c h e r ' s h r p c l u s t e r . A c c o r d i n g t o r e c e n t r e s e a r c h o n

E r w i n i a a m y l o v o r a , t h e h r p g e n e c l u s t e r e n c o d e d a n e l i c i t o r d e s i g n a t e d a s

h a r p i n , w h i c h w a s a 4 4 K D a p r o t e i n ( W e i e t a l . 1 9 9 2 ) . I n C h i n a , M a e t a l . ( 1 9 8 8 )

c l o n e d a h o s t - s p e c i f i c g e n e f r o m a g r o u n d n u t s t r a i n o f P . solanacearum. A l l o f

t h e a b o v e m e n t i o n e d s t u d i e s i l l u s t r a t e t h a t t h e v i r u l e n c e a n d p a t h o g e n i c i t y o f

P . s o l a n a c e a r u m a r e d e t e r m i n e d b y m u l t i p l e g e n e s . W e a r e s t u d y i n g h o w t h e s e

e x t r a c e l l u l a r e n z y m e s o r o t h e r p r o t e i n s a r e i n v o l v e d i n t h e p a t h o g e n e s i s o f t h e

w i l t p a t h o g e n . T h i s p a p e r r e v i e w s t h e r e s e a r c h o n v i r u l e n c e a n d p a t h o g e n e s i s

o f P . s o l a n a c e a r u m i n C h i n a .

C o n s t r u c t i o n o f m u t a n t s o f P s e u d o m o n a s s o l a n a c e a r u m

O b t a i n i n g m u t a n t s o f P . solanacearum d e f i c i e n t i n m u l t i p l e t r a i t s i s a p r e -

r e q u i s i t e t o s t u d y p a t h o g e n e s i s . I n o r d e r t o g e t m u t a n t s d e f i c i e n t i n p r o d u c i n g

E G , P G , o r EPS, o r i n p a t h o g e n i c i t y o r i n d u c t i o n o f H R , t h e t r a n s p o s o n

m u t a g e n e s i s w a s u s e d . T h e s w e e t p o t a t o s t r a i n B 4 , w h i c h e x i s t s s o l e l y i n

C h i n a , a n d t h e p r e d o m i n a n t r a c e 3 p o t a t o s t r a i n ( P 0 4 1 ) w e r e s e l e c t e d a s

r e c i p i e n t s t r a i n s . Pseudomonas aeruginosa P A O 1 8 2 6 : : P M 0 7 5 : : T n 5 a n d E s c h e r i c h i a

c o l i S 1 7 - l : : p S U P 2 0 2 1 : : T n 5 w e r e s e l e c t e d a s d o n o r s t r a i n s . M a t i n g e x p e r i m e n t s

w i t h f o u r p a i r s s h o w e d t h a t s t a b l e K m
r
 R i f

r
 r e s i s t a n t t r a n s c o n j u g a n t s w e r e

o b t a i n e d o n l y f r o m P 0 4 1 m i x e d w i t h P A O 1 8 2 6 a t a h i g h f r e q u e n c y . S c r e e n i n g

o f 8 0 0 0 t r a n s c o n j u g a n t s l e d t o i s o l a t i o n o f ( a ) 1 9 m u t a n t s t h a t c a n p r o d u c e EPS

b u t c a n n o t e x p o r t E G a n d P G o u t s i d e c e l l s , a n d ( b ) 1 6 m u t a n t s t h a t c a n n o t

p r o d u c e EPS o r p r o d u c e i t o n l y i n v e r y s m a l l q u a n t i t i e s b u t c a n s y n t h e s i z e a n d

e x p o r t E G a n d P G o u t s i d e c e l l s . N o P G T E o r P M T E a c t i v i t i e s w e r e d e t e c t e d i n

P 0 4 1 a n d i t s d e r i v a t i v e m u t a n t s , i n d i c a t i n g t h a t e i t h e r P 0 4 1 i s u n a b l e t o

s y n t h e s i z e t h e s e t w o e n z y m e s , o r t h a t t h e i r a c t i v i t i e s a r e t o o l o w t o b e

d e t e c t e d . S t e m i n o c u l a t i o n o f p o t a t o p l a n t s s h o w e d t h a t 1 6 E P S - d e f i c i e n t

m u t a n t s h a d s i g n i f i c a n t l y l o w v i r u l e n c e . O f 1 9 E G - a n d P G - d e f i c i e n t m u t a n t s ,

1 7 a l s o h a d d e c r e a s e d v i r u l e n c e , w h i l e t h e o t h e r 2 m u t a n t s r e t a i n e d t h e s a m e

v i r u l e n c e a s t h e w i l d - t y p e s t r a i n s . T e s t s f o r H R o n t o b a c c o l e a v e s s h o w e d t h a t

m o s t o f t h e m u t a n t s h a d t h e s a m e c a p a c i t y t o c a u s e H R a s t h e w i l d - t y p e d i d ,

b u t 2 m u t a n t s w e r e s i g n i f i c a n t l y d e f i c i e n t i n c a u s i n g H R , T h e s e m u t a n t s
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d e f i c i e n t i n m u l t i p l e t r a i t s a r e v e r y u s e f u l i n s t u d y i n g p a t h o g e n i c f a c t o r s o f P .

solanacearum. T h e u s e o f a p h o t o b i o t i n - l a b e l e d T n 5 p r o b e t o h y b r i d i z e w i t h

c h r o m o s o m e D N A o f t y p i c a l m u t a n t s D 1 , D 2 , D 3 , D 4 , G 5 , a n d G 7 a n d t h e

S o u t h e r n b l o t a s s a y i n d i c a t e d t h a t a l l m u t a n t s h a d a p o s i t i v e r e a c t i o n , w h i c h

i n d i c a t e d t h a t t h e s e m u t a n t s r e s u l t e d f r o m t r a n s p o s i t i o n o f T n 5 i n t o t h e

c h r o m o s o m e o f s t r a i n P O 4 1 .

C h a r a c t e r i z a t i o n o f t h e d e f e c t i v e m u t a n t i n e x p o r t o f

e x t r a c e l l u l a r e n z y m e s

I n o r d e r t o c o n f i r m t h e a c t i v i t i e s o f P G a n d E G i n t h e E P S ' P G ' E G ' V i r ' m u t a n t s , a 

m o r e a c c u r a t e a n a l y t i c a l m e t h o d w a s u s e d ( H u a n g e t a l . 1 9 9 2 , R o b e r t s e t a l

1 9 8 8 ) . T h e r e s u l t s s h o w e d n e g l i g i b l e q u a n t i t i e s o f b o t h t h e e n z y m e s i n c u l t u r e -

s u p e r n a t a n t s o f t h e s e m u t a n t s . T h i s a g a i n i n d i c a t e d t h a t t h e m u t a n t s h a d l o s t

t h e a b i l i t y t o p r o d u c e t h e t w o e n z y m e s . H o w e v e r , t h e q u e s t i o n , n a m e l y

w h e t h e r t h e m u t a n t s w e r e d e f e c t i v e i n s t r u c t u r e g e n e s o r e x p o r t g e n e s ,

r e m a i n e d t o b e a n s w e r e d . S o w e h a d t o m e a s u r e t h e a c t i v i t i e s o f t h e t w o

e n z y m e s w i t h i n t h e c e l l s . W e f o u n d t h a t t h e c e l l - f r e e e x t r a c t s f r o m e i g h t

m u t a n t s h a d h i g h l e v e l s o f a c t i v i t y o f b o t h t h e e n z y m e s . O n e o f t h e s e m u t a n t s ,

D 4 , w a s a n a l y z e d f u r t h e r .

T o e n s u r e t h a t t h e p h e n o t y p e o f t h e m u t a n t D 4 i s d u e t o a s i n g l e T n 5

i n s e r t i o n , t h e g e n o m i c s e g m e n t w i t h t h e T n 5 i n s e r t i o n ( K m
r
 m a r k e r ) w a s

r e c o m b i n e d , u s i n g t r a n s f o r m a t i o n , i n t o t h e g e n o m e s o f t h e w i l d - t y p e p a r e n t

s t r a i n P 0 4 1 ( r a c e 3 ) a n d t h e m o r e e x t e n s i v e l y c h a r a c t e r i z e d s t r a i n A W ( r a c e 1 ) .

T h e p h e n o t y p e s o f t h e r e s u l t a n t K m
r
 t r a n s f o r m a n t s ( D 4 . 1 a n d A D 4 ) w e r e

i d e n t i c a l t o t h a t o f t h e o r i g i n a l m u t a n t D 4 . I n v i t r o a n a l y s i s s h o w e d t h a t l e v e l s

o f E G a n d P G a c t i v i t y i n t h e t r a n s f o r m a n t s a n d i n t h e w i l d - t y p e w e r e s i m i l a r

b u t t h e t r a n s f o r m a n t s f a i l e d t o e x p o r t t h e e n z y m e s o u t s i d e t h e c e l l s . T h e

a c t i v i t y c o u l d b e d e t e c t e d o n l y w i t h i n t h e c e l l s a n d n o t i n t h e c u l t u r e -

s u p e r n a t a n t s . S i m i l a r a n a l y s e s o f c u l t u r e s u p e r n a t a n t s a n d c e l l - f r e e e x t r a c t s o f

s t r a i n A D 4 f o r a c t i v i t y o f a n o t h e r e x t r a c e l l u l a r e n z y m e , p e c t i n m e t h y l e s t e r a s e

( P M E ) , s h o w e d t h a t i t t o o r e m a i n e d o n l y w i t h i n t h e c e l l . H o w e v e r , i t s p a r e n t

s t r a i n ( w i l d - t y p e A W ) c o u l d p r o d u c e a n d e x p o r t P M E . T h e s e r e s u l t s s u g g e s t

t h a t a s i n g l e T n 5 i n s e r t i o n a t a h o m o l o g o u s l o c u s i n b o t h r a c e 1 a n d r a c e 3 

s t r a i n s o f P . solanacearum b l o c k s t h e e x p o r t o f a t l e a s t t h r e e m a j o r E X P s .

E f f e c t o f m u t a t i o n o n e x p o r t o f o t h e r e x t r a c e l l u l a r p r o t e i n s

T o s t u d y t h e e f f e c t o f e e p : : T n 5 i n s e r t i o n m u t a t i o n o n o t h e r e x t r a c e l l u l a r

p r o t e i n s , t h e c u l t u r e s u p e r n a t a n t s o f a w i l d - t y p e s t r a i n A W ( r a c e 1 ) , P 0 4 1 ( r a c e

3 ) , a n d t h e m u t a n t s ( D 4 , D 4 . 1 , A D 4 ) w e r e c o m p a r e d , u s i n g s o d i u m d o d e c y l

s u l f a t e - p o l y a c r y l a m i d e g e l e l e c t r o p h o r e s i s ( S D S - P A G E ) , f o r e n z y m e a c t i v i t y .

T h e r e s u l t s s h o w e d t h a t t h e w i l d - t y p e s t r a i n s c o n t a i n e d m o r e t h a n s i x m a j o r

t y p e s o f E X P s . T h r e e o f t h e s e E X P s p r e s e n t i n c u l t u r e s u p e r n a t a n t s o f a l l t h e

w i l d - t y p e s t r a i n s a p p e a r e d i d e n t i c a l i n s i z e ( e . g . , 2 8 k D a , 3 5 k D a , a n d 4 3 k D a ) .

O t h e r E X P s w e r e m i s s i n g f r o m t h e s u p e r n a t a n t s o f t h e m u t a n t c u l t u r e s . I n
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c o n t r a s t , t h e p r o f i l e s o f m e m b r a n e - a s s o c i a t e d a n d s o l u b l e p r o t e i n s o f b o t h e e p

m u t a n t s o n S D S - P A G E w e r e v e r y s i m i l a r t o t h o s e o f t h e i r r e s p e c t i v e w i l d - t y p e

p a r e n t s . T h e s e r e s u l t s s u g g e s t t h a t a s i n g l e T n 5 i n s e r t i o n a t a h o m o l o g o u s

l o c u s i n t h e s t r a i n s o f b o t h r a c e 1 a n d r a c e 3 o f P . solanacearum b l o c k s t h e e x p o r t

o f n o t o n l y P G , E G , a n d P M E , b u t a l s o o f o t h e r E X P s . T h i s l o c u s i s d e s i g n a t e d a s

e e p ( e x p o r t o f e x t r a c e l l u l a r p r o t e i n s ) .

L o c a t i o n o f e x t r a c e l l u l a r p r o t e i n s i n e e p m u t a n t s

T h e f u n c t i o n o f e x p o r t o f E X P s i s a s s o c i a t e d w i t h t h e m e m b r a n e o f t h e b a c t e r i a .

G r a m - p o s i t i v e b a c t e r i a h a v e a s i n g l e m e m b r a n e , w h e r e a s G r a m - n e g a t i v e

b a c t e r i a h a v e t w o m e m b r a n e s . Pseudomonas solanacearum i s G r a m - n e g a t i v e a n d

h a s t w o m e m b r a n e s . T h e m e c h a n i s m o f e x p o r t o f e x t r a c e l l u l a r p r o t e i n s i n P .

solanacearum i s m u c h m o r e c o m p l i c a t e d t h a n t h a t i n G r a m - p o s i t i v e b a c t e r i a .

R e c e n t w o r k s u g g e s t s t h a t m o s t w e l l - c h a r a c t e r i z e d e x t r a c e l l u l a r e n z y m e s s u c h

a s P G a n d E G L c a n s y n t h e s i z e p r e c u r s o r s w i t h N - t e r m i n a l s i g n a l s e q u e n c e s f o r

p r o c e s s i n g a n d e x p o r t i n g t h e m a c r o s s t h e i n n e r m e m b r a n e ( M a e t a l . 1 9 8 8 ,

H u a n g a n d S c h e l l 1 9 9 0 a a n d 1 9 9 0 b ) . H o w e v e r , i t i s n o t k n o w n h o w t h e s e

p r o t e i n s a r e e x p o r t e d a c r o s s t h e o u t e r m e m b r a n e . T o e s t a b l i s h t h e s i t e a t w h i c h

t h e e e p m u t a t i o n b l o c k s t h e e x p o r t p a t h w a y o f P . solanacearum, t h e i n t r a c e l l u l a r

l o c a t i o n o f s e v e r a l a c c u m u l a t e d e x t r a c e l l u l a r e n z y m e s w a s d e t e r m i n e d .

A n a l y s i s o f t h e s o l u b l e ( c y t o p l a s m i c + p e r i p l a s m i c ) a n d m e m b r a n e f r a c t i o n s o f

D 4 a n d A D 4 d e m o n s t r a t e d t h a t t h e P G a c t i v i t y w a s n e a r l y e q u a l l y d i v i d e d

b e t w e e n t h e s o l u b l e a n d t h e m e m b r a n e f r a c t i o n s . E G o r P G a c t i v i t y w a s

d e t e c t e d i n b o t h s o l u b l e a n d m e m b r a n e f r a c t i o n s b u t w a s f i v e t i m e s h i g h e r i n

t h e s o l u b l e f r a c t i o n ( T a b l e 1 ) . T h i s r e s u l t w a s f u r t h e r c o n f i r m e d b y a n a l y z i n g

t h e a b i l i t y o f P . solanacearum s t r a i n A D 4 t o e x p o r t t w o p r e v i o u s l y c h a r a c t e r i z e d

phoA h y b r i d s : o n e e n c o d e d o n p J H 1 2 3 a n d c o m p r i s e d t h e s i g n a l s e q u e n c e a n d

T a b l e 1 . D i s t r i b u t i o n o f ext race l lu lar e n z y m e s i n cul tures o f eep: :Tn5 m u t a n t s o f

Pseudomonas solanacearum. 

T a b l e 1 . D i s t r i b u t i o n o f ext race l lu lar e n z y m e s i n cul tures o f eep: :Tn5 m u t a n t s o f

Pseudomonas solanacearum. 

Spec i f i c a c t i v i t y
1

PG EG PME

S t r a i n Sol
2

M e m E x t So l M e m E x t So l M e m E x t

A W u n d
3

u n d 384 u n d u n d 224 u n d u n d 2 5

A D 4 144 192 u n d 24 124 u n d 2.6 0.1 u n d

P 0 4 1 u n d u n d 4 8 u n d u n d 21 u n d u n d u n d

D 4 . 1 16 2 4 u n d 5 23 u n d u n d u n d u n d

1. Ac t i v i t y of polygalacturonase (PG) and endoglucanase (EG) is g iven in n m o l of reduc ing sugar released m i n
- 1

 mg
- 1

tota l cell prote in . Pect in methylesterase (PME) act iv i ty is g i ven in n m o l H
+
 released h

- 1
 m g

- 1
 total cell p ro te in (1

uni t ) .

2. Sol = soluble (cytoplasmic + per iplasmic) f ract ion; M e m = membrane f ract ion (150 000 x g x h pellet);

Ext = extracel lular f ract ion (cul ture supernatant).

3. u n d = undetectable ( for PG and EG <0.10; for PME <0.01).
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1 7 r e s i d u e s o f m a t u r e P g L A f u s e d t o m a t u r e phoA; t h e o t h e r e n c o d e d o n

p J H 1 1 3 a n d c o m p r i s e d t h e s i g n a l s e q u e n c e a n d 6 5 r e s i d u e s o f m a t u r e e g l f u s e d

t o m a t u r e p h o A . I n w i l d - t y p e A W o f P . solanacearum, t h e s e h y b r i d s a r e

p r o c e s s e d a n d e x p o r t e d a c r o s s t h e i n n e r m e m b r a n e b y t h e S e c - e n c o d e d

p a t h w a y g i v i n g l e v e l s o f phoA a c t i v i t y . A D 4 w i t h e i t h e r p g l A - p h o A o r egl-phoA 

f u s i o n g e n e p r o d u c e d t h e s a m e l e v e l o f phoA a c t i v i t y a s i n t h e w i l d - t y p e w i t h

t h e s a m e g e n e s . T h e phoA r e q u i r e s e x p o r t a c r o s s t h e i n n e r m e m b r a n e t o a t t a i n

c a t a l y t i c a c t i v i t y . T h e s e r e s u l t s s u g g e s t t h a t i n t h e e e p m u t a n t s t h e S e c -

d e p e n d a n t p a t h w a y f o r e x p o r t a c r o s s t h e i n n e r m e m b r a n e i s i n t a c t ; e e p

i n a c t i v a t i o n o n l y a f f e c t s t h e e x p o r t a c r o s s t h e o u t e r m e m b r a n e .

V i r u l e n c e o f e e p m u t a n t s

T o d e t e r m i n e i f t h e l o s s o f t h e a b i l i t y t o e x p o r t m o s t m a j o r E X P s a f f e c t s

v i r u l e n c e , w e c o m p a r e d d i s e a s e d e v e l o p m e n t i n t o m a t o p l a n t s t h a t w e r e s t e m -

i n o c u l a t e d w i t h e e p : : T n 5 s t r a i n s o r t h e i r w i l d - t y p e p a r e n t s . T h e e e p m u t a n t s

A D 4 a n d D 4 . 1 l o s t m u c h o f t h e i r v i r u l e n c e , w h i l e t h e w i l d - t y p e s t r a i n s w e r e

h i g h l y v i r u l e n t . P l a n t s i n o c u l a t e d w i t h A D 4 s h o w e d o n l y s u c h m i l d s y m p t o m s

a s m i n o r c h l o r o s i s a n d s t u n t i n g .

W h e n t o m a t o p l a n t s w e r e i n o c u l a t e d w i t h t h e e e p m u t a n t A D 4 v i a t h e r o o t s

u s i n g t h e s o i l - i n o c u l a t i o n m e t h o d , n o d i s e a s e s y m p t o m s w e r e o b s e r v e d e v e n

2 0 d a y s a f t e r i n o c u l a t i o n . U n d e r t h e s a m e c o n d i t i o n s , t h e w i l d - t y p e s t r a i n A W

k i l l e d 8 0 % o f t h e p l a n t s i n l e s s t h a n 1 4 d a y s . A l s o , i n c o n t r a s t t o i t s w i l d - t y p e

p a r e n t , w h e n t e s t e d o n i t s n a t u r a l h o s t ( p o t a t o ) , t h e r a c e 3 e e p m u t a n t D 4 . 1

f a i l e d t o c a u s e a n y s y m p t o m s .

R e s u l t s f r o m t h e s e e x p e r i m e n t s s u g g e s t t h a t E X P s a n d / o r e n z y m e s a r e

r e q u i r e d f o r i n f e c t i o n o f h o s t p l a n t s b y P . solanacearum. 

A b i l i t y o f e e p m u t a n t s t o g r o w , c o l o n i z e , a n d s p r e a d i n

p l a n t s

T o i n v e s t i g a t e i f e e p m u t a n t s l o s e t h e a b i l i t y t o g r o w a n d t o c o l o n i z e t h e i r

h o s t s , w e e x a m i n e d p o p u l a t i o n s o f b a c t e r i a a t c e r t a i n i n t e r v a l s a f t e r

i n o c u l a t i o n s . E x a m i n a t i o n s o f r o o t s o f i n o c u l a t e d p l a n t s 1 0 d a y s a f t e r

i n o c u l a t i o n s h o w e d t h a t r o u g h l y e q u a l n u m b e r s ( 1 0
5
) o f b a c t e r i a o f e e p

m u t a n t s a n d w i l d - t y p e s t r a i n s w e r e a s s o c i a t e d w i t h t h e r o o t s y s t e m .

E x a m i n a t i o n o f 1 - c m - l o n g s t e m p i e c e s ( t a k e n f r o m a p o i n t 2 c m a b o v e t h e s o i l

s u r f a c e ) s h o w e d f e w e r t h a n 1 0
2
 v i a b l e c e l l s i n t h e p l a n t s i n o c u l a t e d w i t h t h e

e p p : : T n 5 m u t a n t A D 4 a n d m o r e t h a n 1 0
9
 i n t h o s e i n o c u l a t e d w i t h w i l d - t y p e

A W . T h e s e r e s u l t s i n d i c a t e d t h a t e e p m u t a n t s c o u l d c o l o n i z e , s p r e a d , a n d

m u l t i p l y i n p l a n t s , b u t t h a t t h e y d i d s o m u c h m o r e s l o w l y t h a n t h e w i l d - t y p e

s t r a i n s . T h i s s u g g e s t s t h a t s o m e E X P s a r e r e q u i r e d f o r i n f e c t i o n t h r o u g h t h e

r o o t s .

C l o n i n g o f e e p g e n e

C l o n i n g o f t h e e e p g e n e c a n h e l p i n a n a l y z i n g t h e r o l e o f E X P s i n p a t h o g e n e s i s

o f P . solanacearum. F o u r c o s m i d s w e r e o b t a i n e d f r o m t h e g e n e b a n k o f r a c e 3 
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s t r a i n P O 4 1 . T h e y c o u l d r e s t o r e E G a n d P G a c t i v i t i e s o f t h e e e p m u t a n t t o t h e

s a m e l e v e l a s t h a t i n w i l d - t y p e P 0 4 1 . T e s t s o f v i r u l e n c e o f t h e s e f o u r

m e r o d i p l o i d s o b t a i n e d b y c o n j u g a t i n g t h e e e p m u t a n t w i t h f o u r c o s m i d s

s h o w e d t h a t t h e y c o u l d c a u s e w i l t i n g o f p l a n t s j u s t a s t h e w i l d - t y p e d i d . T h e

f o u r c o s m i d s w e r e d e s i g n a t e d p O U l , p O U 2 , p O U 3 , a n d p O U 4 .

R e c e n t l y , g e n e s f o r e x p o r t o f E X P s h a v e b e e n c l o n e d f r o m t h r e e o t h e r s p e c i e s

o f b a c t e r i a , n a m e l y x p s g e n e o f Xanthomonas campestris, o u t g e n e o f Erwinia 

chrysanthemi, a n d x e p g e n e o f P . aeruginosa ( D o w e t a l 1 9 8 7 , L i n d b e r g a n d

C o l l m e r 1 9 9 2 , B a l l y e t a l . 1 9 9 2 ) . T o e x a m i n e t h e h o m o l o g y w i t h i n e e p g e n e a n d

o t h e r e x p o r t g e n e s , t h e o u t D E E g e n e s p r o v i d e d b y D r M S c h e l l ( U n i v e r s i t y o f

G e o r g i a ) w e r e l a b e l e d w i t h p h o t o b i o t i n a n d h y b r i d i z e d w i t h p O U 1 , p O U 2 ,

p O U 3 , a n d p O U 4 . T h e r e s u l t s s h o w e d t h a t o u t D E F g e n e o f E . chrysanthemi 

c o u l d s p e c i f i c a l l y h y b r i d i z e w i t h g e n o m i c f r a g m e n t s c l o n e d i n p O U l , p O U 2 ,

a n d p O U 3 . T h i s s u g g e s t s s o m e h o m o l o g y b e t w e e n t h e e e p g e n e a n d t h e o u t

g e n e D E F .

D i s c u s s i o n

S t u d i e s o n t h e m e c h a n i s m s o f p a t h o g e n e s i s o f P . solanacearum h a v e f o c u s e d o n

EPS, p e c t i n a s e , c e l l u l a s e s , a n d l i p o p o l y s a c c h a r i d e s s i n c e t h e 1 9 5 0 s . I n a d d i t i o n ,

r e s e a r c h o n h y p e r s e n s i t i v e r e a c t i o n a n d h o s t s p e c i f i c i t y o f t h e p a t h o g e n h a s

b e e n i n t e n s i v e . T h e E X P - d e f i c i e n t m u t a n t s o f P . solanacearum h a v e b e e n w e l l

c h a r a c t e r i z e d , a n d t h e g e n e s r e s p o n s i b l e f o r e x p o r t a c r o s s t h e o u t e r m e m b r a n e

a l s o h a v e b e e n c l o n e d . I t i s t h o u g h t t h a t E X P s h a v e a g r e a t e r i n f l u e n c e o n t h e

v i r u l e n c e o f P . solanacearum c o m p a r e d t o EPS, P G , o r E G . A l t h o u g h e e p m u t a n t s

r e t a i n e d t h e a b i l i t y t o p r o d u c e EPS i n c u l t u r e a s w e l l a s i n p l a n t s , t h e y l o s t t h e

a b i l i t y t o c a u s e w i l t i n g . T h e f a c t t h a t e e p m u t a n t s p r o l i f e r a t e a n d s p r e a d i n

i n o c u l a t e d s t e m s m u c h m o r e s l o w l y t h a n w i l d - t y p e s d o i n d i c a t e s t h a t E X P s a r e

p r o b a b l y e s s e n t i a l f o r d e g r a d a t i o n o f p l a n t t i s s u e s o r f o r e f f i c i e n t r e l e a s e o f

n u t r i e n t s . I t a l s o s u g g e s t s t h a t E X P s a r e n e c e s s a r y f o r t h e b a c t e r i a t o i n v a d e t h e

r o o t s o f p l a n t s a n d p e n e t r a t e t h e v a s c u l a r t i s s u e . T h e e e p m u t a n t s c a n c o l o n i z e

r o o t s b u t c a n n o t s p r e a d w e l l w i t h i n s t e m s .

A c c o r d i n g t o E X P s p r o f i l e s o b t a i n e d b y S D S - P A G E , P . solanacearum c a n s e c r e t e

m a n y t y p e s o f E X P s . O f t h e s e , a t l e a s t s i x p r o t e i n s a r e p r o d u c e d i n l a r g e

a m o u n t s . H o w e v e r , t h e k i n d s o f p r o t e i n s i n v o l v e d i n t h e p a t h o g e n e s i s r e m a i n

u n k n o w n e x c e p t f o r s o m e c h a r a c t e r i z e d e x t r a c e l l u l a r e n z y m e s .

T h e m o l e c u l a r m e c h a n i s m o f P . solanacearum t o e x p o r t E X P s a c r o s s o u t e r

m e m b r a n e s i s s t i l l n o t c l e a r . N - t e r m i n a l s i g n a l s e q u e n c e s a r e e s s e n t i a l f o r E G

a n d P G o f t h e p a t h o g e n i n e x p o r t a c r o s s t h e i n n e r m e m b r a n e ( H u a n g a n d

S c h e l l 1 9 9 0 a a n d 1 9 9 0 b ) . I t s u g g e s t s t h a t a s p e c i a l a p p a r a t u s e x i s t s i n t h e o u t e r

m e m b r a n e a n d i s i n v o l v e d i n t h e t r a n s p o r t o f t h e s e E X P s a c r o s s t h e o u t e r

m e m b r a n e ( B a l l y e t a l . 1 9 9 2 , H u a n g a n d S c h e l l 1 9 9 0 a ) . W h a t i s t h i s a p p a r a t u s ?

A n d h o w d o e s i t w o r k ? A n s w e r s a r e n e e d e d t o t h e s e q u e s t i o n s . U n d e r -

s t a n d i n g t h e f u n c t i o n i n g o f t h i s a p p a r a t u s s h o u l d p r o v i d e u s w i t h a b a s i s f o r

e f f e c t i v e m a n a g e m e n t o f b a c t e r i a l w i l t .
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Y W K a n g I t h i n k i t w o u l d b e e a s y t o g e t t h e s e m u t a n t s e s t a b l i s h e d i n s o i l

b e c a u s e t h e m u t a n t s c a n c o l o n i z e t h e r o o t s y s t e m s .

S S e a l D u e t o l o c a l i z e d g r o w t h a n d p r o d u c t i o n o f EPS b y t h e b a c t e r i u m , w i l l a n

i n o c u l a t e d p l a n t w i l t a b o v e t h e s i t e o f s t a b i n o c u l a t i o n o n t h e s t e m ?

Y W K a n g O f c o u r s e n o t .

Y D T a n g I s i t d i f f i c u l t t o g e t a n o u t m u t a n t ?

Y W K a n g I w a s l u c k y t o g e t s u c h m u t a n t s . F r o m 8 0 0 0 t r a n s c o n j u g a n t s

s c r e e n e d , 1 9 o u t m u t a n t s w e r e i s o l a t e d . D r S c h e l l ' s g r o u p i n t h e U S A w o r k e d

f o r t w o y e a r s , b u t f a i l e d t o g e t a n o u t m u t a n t .

Z Y X u O u t m u t a n t s o f Pseudomonas solanacearum c o u l d p r o d u c e t h e s a m e

a m o u n t s o f EPS a s p r o d u c e d b y a v i r u l e n t i s o l a t e . W h a t i s t h e r e a s o n f o r

i n a b i l i t y o f t h e o u t m u t a n t s t o m u l t i p l y i n t h e p l a n t a n d t o c a u s e w i l t i n g ?

Y W K a n g E x t r a c e l l u l a r p r o t e i n s a r e v e r y i m p o r t a n t f o r t h e b a c t e r i u m t o

s p r e a d a n d t o m o v e w i t h i n t h e p l a n t s . S o , t h e o u t m u t a n t s c a n n o t s p r e a d v e r y

w e l l i n t h e p l a n t s a n d t h e n m u l t i p l y e n o u g h t o b l o c k w a t e r t r a n s p o r t a t i o n .

A C H a y w a r d I n b i o c o n t r o l o f g r o u n d n u t b a c t e r i a l w i l t , a r e t h e p l a n t s s h o w i n g

t o l e r a n c e t o o u t m u t a n t s ? I s t h e s i t u a t i o n s i m i l a r t o t h a t i n T r i g a l e t ' s m u t a n t s ?

Y W K a n g N o , b e c a u s e t h e o u t m u t a n t s m u l t i p l y o n l y t o a l i m i t e d e x t e n t . T h e y

a r e n o t s i m i l a r t o T r i g a l e t ' s m u t a n t s .

A C H a y w a r d A r e y o u r m u t a n t s t h e s a m e a s t h e T n 5 - i n d u c e d i n v a s i v e

m u t a n t s o f T r i g a l e t ?

Y W K a n g N o , p r o b a b l y n o t , b u t w e h a v e n o t m a d e a d i r e c t c o m p a r i s o n .
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Iso lat ion of Tn5 - induced exopolysaccharide (EPS)-

deficient a n d mot i le mutan t E1 of Pseudomonas 

solanacearum

G Z Mao, Y W Kang, and L Y He
1

When Pseudomonas aeruginosa PAO1826 containing plasmid pMO75 (Tn5, Km
r
)

and Escherichia coli S17-1 containing plasmid pSUP 2021 (Tn5, Km
r
) were each 

mated with six isolates of Pseudomonas solanacearum (Smith) Smith from 

groundnut, potato, and sweet potato, stable Km
r
 Rif transconjugants were obtained 

only from a potato isolate P041 and from a groundnut isolate P8, with frequency of 1 x 

10
6
 for each recipient cell Although the conjugation cell number ratio was changed, 

and the kanamycin concentration was reduced, transconjugants were either not 

obtained at all from the other combinations, or only unstable ones were obtained, which 

became easily susceptible to kanamycin. Screening of 8000 transconjugants led to the 

isolation of one mutant E1, which was EPS-deficient, motile, and moderately virulent. 

Southern blot assay showed that there was only one transposition site in the 

chromosome of E1. Mutant E1 is deficient in motility and pathogenicity compared to 

the butyrous variant type of P041. Cosmids were obtained from a P041 genomic 

library that can totally revert E1 to wild-type status, or revert it to synthesize EPS. The 

relevant genes are being characterized. 

Abstract

1. Inst i tute of Plant Protect ion, Chinese Academy of Agr icu l tu ra l Sciences, Beijing 100094, China.

M a o , G . Z . , Kang, Y . W . , and He , L.Y. 1994. Isolat ion of Tn5- induced exopolysaccharide (EPS)-deficient a n d mot i l e

mutan t E1 of Pseudomonas solanacearum. Page 63 in G roundnu t bacterial w i l t in Asia: proceedings of the T h i r d Work ing

G r o u p meet ing, 4 - 5 Jul 1994, O i l Crops Research Inst i tute, Wuhan , China (Mehan, V. K. and McDona ld , D., eds,).

Patancheru 502 324, A n d h r a Pradesh, Ind ia: Internat ional Crops Research Inst i tute for the Semi -Ar id Tropics.

63





Groundnut bacterial wilt:

past, present, and future





G r o u n d n u t bacterial w i l t : past, present, a n d future

V K Mehan
1
 and B S Liao

2

Groundnut bacterial wilt has been a major constraint to crop production in Indonesia 

and China, and in limited areas of Uganda, for several decades. Many reports of the 

disease occurrence from several countries of South and Southeast Asia and the South 

Pacific in the late 1980s and early 1990s highlight the increasing seriousness of 

groundnut bacterial wilt in the region. The disease is considered a potential threat to 

groundnut production in several other parts of the world, particularly in warm, humid 

areas. The destructiveness of the disease is compounded by the wide host range of the 

wilt pathogen, Pseudomonas solanacearum. Considerable research in Indonesia and 

China provided an excellent understanding of the effects of cultural practices and 

environmental factors on groundnut bacterial wilt and the results have been used to 

formulate recommendations to reduce wilt incidence and severity. Research on genetic 

resistance has been given the highest priority since the early 1920s, and much progress 

has been made in both Indonesia and China in the development of various wilt-

resistant, high-yielding groundnut cultivars. Several of these cultivars are now grown 

in parts of Indonesia, and southern and central China. Despite the reported variation 

in cultivar susceptibility and the interactions of environmental factors with strain 

variation in the pathogen, breeding for wilt resistance is likely to remain the primary 

control measure. Future research into stability and durability of wilt resistance, and 

strategies for incorporating resistance to wilt and other important stress factors into 

high-yielding cultivars are discussed. 

Recent research in China has highlighted the existence of pathotypes in the wilt 

pathogen, and this necessitates critical genetic evaluation of wilt resistance to delineate 

host-pathogen interactions. Future research into the distribution of distinct 

pathotypes in relation to ecology and etiology of groundnut bacterial wilt is needed. 

Basic and strategic research on the wilt pathogen has been carried out in advanced 

laboratories in several countries, as P. solanacearum attacks many other crops 

throughout the world; and the availability of improved diagnostic tools (e.g., 

monoclonal antisera and polymerase chain reaction techniques) is expected to result in 

improved disease control. An integrated approach involving the use of resistant 

cultivars, appropriate cultural practices, and crop sanitation is recommended. 

1. ICRISAT Asia Center, Patancheru 502 324, Andh ra Pradesh, India.
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In the past, research efforts have been scattered, relatively uncoordinated, and 

seldom given enough importance. Recently, many scientists, including pathologists, 

breeders, and geneticists, have accorded high research priority to the disease. The 

increasing collaboration on bacterial wilt research through the Groundnut Bacterial 

Wilt Working Group should be able to provide answers to specific problems, and 

contribute to improved disease c o n t r o l . To increase the effectiveness of research on

genetic resistance, it is imperative to assemble (through collection and exchange) 

various groundnut germplasm/varieties with putative resistance, in countries where 

the disease is severe. 

I n t r o d u c t i o n

B a c t e r i a l w i l t c a u s e d b y Pseudomonas solanacearum ( S m i t h ) S m i t h h a s b e e n a 

s e r i o u s c o n s t r a i n t t o g r o u n d n u t p r o d u c t i o n i n I n d o n e s i a a n d C h i n a f o r s e v e r a l

d e c a d e s . A l t h o u g h t h e d i s e a s e w a s r e p o r t e d f r o m s e v e r a l c o u n t r i e s o f A f r i c a

( E t h i o p i a , L i b y a , M a d a g a s c a r , M a u r i t i u s , S o m a l i a , S o u t h A f r i c a , U g a n d a , a n d

Z i m b a b w e ) i n t h e 1 9 3 0 s a n d 1 9 4 0 s , i t i s n o t c o n s i d e r e d e c o n o m i c a l l y i m p o r t a n t

i n t h e s e c o u n t r i e s w i t h t h e e x c e p t i o n o f U g a n d a ( M e h a n e t a l . 1 9 8 6 , 1 9 9 4 ) .

R e c e n t r e p o r t s o f t h e o c c u r r e n c e o f t h e d i s e a s e f r o m s e v e r a l c o u n t r i e s o f S o u t h

a n d S o u t h e a s t A s i a a n d t h e S o u t h P a c i f i c ( H a y w a r d 1 9 9 0 , M e h a n e t a l . 1 9 9 4 )

h i g h l i g h t i t s i n c r e a s i n g s e r i o u s n e s s i n A s i a . I t i s n o w r e c o g n i z e d a s a s e r i o u s
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p r o b l e m i n m a j o r g r o u n d n u t - g r o w i n g a r e a s o f V i e t n a m ( M e h a n e t a l 1 9 9 3 ,

H o n g e t a l 1 9 9 4 ) .

B a c t e r i a l w i l t p o s e s a t h r e a t t o g r o u n d n u t p r o d u c t i o n i n w a r m , h u m i d a r e a s

o f t h e w o r l d w h e r e g r o u n d n u t c u l t i v a t i o n i s e x p a n d i n g , o r w h e r e c u l t u r a l

p r a c t i c e s a r e c h a n g i n g . I t t a k e s n o g r e a t f o r e s i g h t t o p r e d i c t t h a t t h e w i l t

p r o b l e m w i l l b e m o r e s e r i o u s a s a c o n s e q u e n c e o f p r e d i c t e d g l o b a l w a r m i n g .

T h e d e s t r u c t i v e n e s s o f t h e d i s e a s e i s c o m p o u n d e d b y t h e w i d e h o s t r a n g e o f

t h e w i l t p a t h o g e n . T h u s , i n a r e a s w h e r e i n t e r c r o p p i n g a n d c o n t i n u o u s

c r o p p i n g a r e p r a c t i c e d , t h e s e v e r i t y o f t h e p r o b l e m i n c r e a s e s e a c h y e a r . T h e

p e r s i s t e n c e o f t h e p a t h o g e n i n d i f f e r e n t t y p e s o f s o i l s , a n d i t s w i d e h o s t r a n g e ,

o f t e n h a m p e r t h e e f f e c t i v e n e s s o f c u l t u r a l c o n t r o l p r a c t i c e s . D e s p i t e t h e

v a r i a t i o n i n t h e s u s c e p t i b i l i t y o f c u l t i v a r s a n d t h e v a r i a b i l i t y o f t h e p a t h o g e n ,

b r e e d i n g f o r d i s e a s e r e s i s t a n c e i s l i k e l y t o r e m a i n t h e m o s t w i d e s p r e a d c o n t r o l

m e a s u r e a n d t h e m o s t i m p o r t a n t c o m p o n e n t o f i n t e g r a t e d c o n t r o l s t r a t e g i e s .

T h i s p a p e r p r e s e n t s a b r i e f r e v i e w o f t h e h i s t o r y , d i s t r i b u t i o n , a n d e c o n o m i c

i m p o r t a n c e o f b a c t e r i a l w i l t ; i t s p r e s e n t s t a t u s ; a n d a d v a n c e s i n r e s e a r c h o n

v a r i o u s a s p e c t s o f t h e d i s e a s e w o r l d w i d e . H o s t - p l a n t r e s i s t a n c e a n d c u l t u r a l

c o n t r o l m e a s u r e s a r e c o n s i d e r e d f o r u s e i n i n t e g r a t e d d i s e a s e m a n a g e m e n t

s y s t e m s . F u t u r e r e s e a r c h d i r e c t i o n s a r e i n d i c a t e d .

Ear ly history, current status, a n d economic importance

L i t t l e i s k n o w n a b o u t g r o u n d n u t b a c t e r i a l w i l t p r i o r t o t h e v e r y e a r l y p a r t o f

t h e t w e n t i e t h c e n t u r y , a l t h o u g h b a c t e r i a l w i l t a f f e c t i n g v a r i o u s s o l a n a c e o u s

c r o p s w a s r e c o g n i z e d a s a p r o b l e m i n t h e 1 8 8 0 s i n m a n y a r e a s o f t h e w o r l d .

B a c t e r i a l w i l t o f g r o u n d n u t w a s f i r s t o b s e r v e d i n 1 9 0 5 i n t h e C i r e b o n a r e a o f

W e s t J a v a , I n d o n e s i a ( v a n B r e d a d e H a a n 1 9 0 6 ) . T h e d i s e a s e b e c a m e

w i d e s p r e a d w i t h i n I n d o n e s i a i n t h e n e x t 1 5 y e a r s , a n d i n t h e 1 9 2 0 s i t w a s

r e g a r d e d a s t h e m o s t s e r i o u s d i s e a s e o f g r o u n d n u t i n I n d o n e s i a w h e r e h e a v y

l o s s e s ( 2 5 % ) c o n t i n u e d f o r m a n y y e a r s ( B o l h u i s 1 9 5 5 ) . R e c e n t s u r v e y s i n d i c a t e

t h a t t h e d i s e a s e i s s t i l l w i d e l y d i s t r i b u t e d i n I n d o n e s i a , c a u s i n g s i g n i f i c a n t

y i e l d l o s s e s i n W e s t J a v a , S o u t h S u m a t r a , a n d S o u t h S u l a w e s i , p a r t i c u l a r l y

w h e r e s u s c e p t i b l e c u l t i v a r s a r e g r o w n ( M a c h m u d a n d H a y w a r d 1 9 9 2 ) .

I n t h e U S A , g r o u n d n u t b a c t e r i a l w i l t w a s f i r s t r e p o r t e d i n 1 9 1 2 f r o m

G r a n v i l l e C o u n t y , N o r t h C a r o l i n a , a n a r e a n o t o r i o u s f o r i t s e a r l i e r p r o b l e m s

w i t h b a c t e r i a l w i l t o f t o b a c c o ( F u l t o n a n d W i n s t o n 1 9 1 4 ) , a n d w a s l a t e r

r e p o r t e d t o o c c u r i n m a n y c o u n t i e s o f G e o r g i a a n d N o r t h C a r o l i n a ( M i l l e r a n d

H a r v e y 1 9 3 2 ) , w h e r e i t c a u s e d h e a v y y i e l d l o s s e s i n t h e 1 9 3 0 s . I t i s i n t r i g u i n g

t h a t t h e d i s e a s e i s c u r r e n t l y o f o n l y m i n o r i m p o r t a n c e i n t h e U S A .

I n C h i n a , t h e d i s e a s e w a s f i r s t r e p o r t e d i n t h e l a t e 1 9 3 0 s ( M a a n d G a o 1 9 5 6 ) .

P r i o r t o t h e 1 9 6 0 s , i t w a s l i m i t e d t o a f e w p r o v i n c e s o f s o u t h e r n C h i n a , b u t n o w

t h e d i s e a s e o c c u r s i n 1 6 g r o u n d n u t - g r o w i n g p r o v i n c e s ( M e h a n e t a l 1 9 9 4 ) . I t i s

m o s t s e v e r e i n t h e c e n t r a l a n d s o u t h e r n p r o v i n c e s , w h e r e i t i s e s t i m a t e d t h a t

o v e r 2 0 0 0 0 0 h a o f g r o u n d n u t f i e l d s a r e i n f e s t e d w i t h P . solanacearum. Y i e l d

l o s s e s a r e c o m m o n l y i n t h e r a n g e o f 1 0 t o 3 0 % , b u t c a n e x c e e d 6 0 % i n h e a v i l y
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i n f e s t e d f i e l d s w h e n s u s c e p t i b l e c u l t i v a r s a r e g r o w n ( L i a o e t a l . 1 9 9 0 ) . A n n u a l

l o s s e s i n p o d y i e l d f o r t h e c o u n t r y a r e e s t i m a t e d a t a r o u n d 4 5 0 0 0 t .

I n M a l a y s i a , t h e d i s e a s e w a s f i r s t o b s e r v e d i n 1 9 4 9 a n d i s n o w r e p o r t e d t o b e

w i d e s p r e a d . I t i s s e v e r e i n K e l a n t a n a n d S e r d a n g ( H a m i d a h a n d L u m 1 9 9 3 ) .

I n U g a n d a , b a c t e r i a l w i l t o f g r o u n d n u t w a s f i r s t r e p o r t e d i n 1 9 3 8 a t B u k a l a s a

f a r m n e a r K a m p a l a . H e a v y l o s s e s h a v e b e e n r e p o r t e d i n s o m e l o c a l i t i e s i n t h e

L a k e C r e s c e n t a r e a . T h e d i s e a s e i s n o w e c o n o m i c a l l y i m p o r t a n t i n s o m e c e n t r a l

a n d n o r t h - w e s t e r n r e g i o n s ( S i m b w a - B u n n y a 1 9 7 2 , O p i o a n d B u s o l o - B u l a f u

1 9 9 0 ) .

G r o u n d n u t b a c t e r i a l w i l t w a s r e p o r t e d f r o m s e v e r a l o t h e r c o u n t r i e s o f

A f r i c a — E t h i o p i a , L i b y a , M a d a g a s c a r , M a u r i t i u s , S o m a l i a , S o u t h A f r i c a , a n d

Z i m b a b w e — i n t h e e a r l y 1 9 3 0 s , b u t i n f o r m a t i o n i s s p a r s e a n d t h e p r e s e n t

s t a t u s o f t h e d i s e a s e i n t h e s e c o u n t r i e s i s u n k n o w n . T h e d i s e a s e h a s a l s o b e e n

r e p o r t e d f r o m J a p a n a n d T a i w a n ( H a y w a r d 1 9 9 0 ) .

I n t h e l a t e 1 9 8 0 s , b a c t e r i a l w i l t o f g r o u n d n u t w a s r e p o r t e d f r o m s e v e r a l

c o u n t r i e s o f S o u t h a n d S o u t h e a s t A s i a ( F i j i , I n d i a , P a p u a N e w G u i n e a , t h e

P h i l i p p i n e s , S r i L a n k a , a n d T h a i l a n d ) ( H a y w a r d 1 9 9 0 , M e h a n e t a l . 1 9 9 4 ) ,

w h i c h w e r e p r e v i o u s l y t h o u g h t t o b e f r e e f r o m i t . I n F i j i a n d T h a i l a n d , i t i s

r e p o r t e d t h a t i n s o m e a r e a s g r o u n d n u t i s s e v e r e l y a t t a c k e d b u t t h a t , i n g e n e r a l ,

t h e l o s s e s a r e l o w e r t h a n t h o s e c a u s e d b y P . solanacearum o n o t h e r c r o p s . T h e

d i s e a s e h a s r e c e n t l y b e e n r e p o r t e d a s s e v e r e i n p a r t s o f t h e m a j o r g r o u n d n u t -

g r o w i n g a r e a s o f b o t h n o r t h e r n a n d s o u t h e r n V i e t n a m ( H o n g a n d M e h a n 1 9 9 3 ,

H o n g e t a l . 1 9 9 4 , t h e s e p r o c e e d i n g s ) . I t i s b e c o m i n g i n c r e a s i n g l y s e r i o u s i n

V i e t n a m .

B a c t e r i a l w i l t c a u s e d b y P . solanacearum i s c o m m o n o n m a n y c r o p s

t h r o u g h o u t t h e t r o p i c s a n d s u b t r o p i c s , b u t o n g r o u n d n u t i t s i n c i d e n c e i s

r e l a t i v e l y i s o l a t e d . I t i s n o t k n o w n w h e t h e r t h e s p o r a d i c o c c u r r e n c e o f

g r o u n d n u t w i l t r e f l e c t s t h e r e s t r i c t e d d i s t r i b u t i o n o f s p e c i f i c h i g h l y v i r u l e n t

s t r a i n s o f t h e p a t h o g e n , o r w h e t h e r e n v i r o n m e n t a l f a c t o r s a r e i n v o l v e d . T h e

r e c e n t s p r e a d o f t h e d i s e a s e m a y b e d u e t o c h a n g e s i n c u l t u r a l p r a c t i c e s a n d

v a r i e t i e s , o r d u e t o t h e m o v e m e n t o f i n f e c t e d s e e d . R e c e n t r e p o r t s o f

o c c u r r e n c e o f b a c t e r i a l w i l t o n g r o u n d n u t c o u l d a l s o r e f l e c t g r e a t e r a w a r e n e s s

o f t h e d i s e a s e .

S u r v i v a l o f t h e p a t h o g e n

A l t h o u g h t h e r e a r e m a n y r e p o r t s o f t h e s u r v i v a l o f P . solanacearum i n d i f f e r e n t

s o i l s ( G r a h a m e t a l . 1 9 7 9 , Q u i m i o a n d C h a n 1 9 7 9 a , M o f f e t t e t a l . 1 9 8 1 ) , c r i t i c a l

s t u d i e s o n n a t u r a l c o n d i t i o n s , a n d p h y s i c a l f a c t o r s , a r e l a r g e l y l a c k i n g . T h e

p o p u l a t i o n d y n a m i c s o f t h e w i l t p a t h o g e n i n s o i l a l s o n e e d t o b e s e p a r a t e d

f r o m i t s d y n a m i c s i n s o i l a s s u c h a n d i n w e e d h o s t s . L i t t l e i s k n o w n o f t h e

e f f e c t s o f s o i l p H o n s u r v i v a l . W h a t h a p p e n s t o t h e p a t h o g e n p o p u l a t i o n a s t h e

s o i l g o e s t h r o u g h i t s n o r m a l c y c l e s o f w e t t o d r y a n d d r y t o w e t , a t d i f f e r e n t

s o i l t e m p e r a t u r e s a n d m o i s t u r e c o n d i t i o n s ? W h a t a r e t h e d y n a m i c s o f t h e

p o p u l a t i o n c h a n g e s i f l o c a l h o s t s o r n o n - w i l t i n g h o s t s a r e a d d e d t o t h e

p r o d u c t i o n s y s t e m ? A n s w e r s t o s u c h q u e s t i o n s a r e c r u c i a l t o d e v i s e r a t i o n a l
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d i s e a s e c o n t r o l m e a s u r e s . A p e r s i s t e n t p r o b l e m i n a t t e m p t s t o c o n t r o l b a c t e r i a l

w i l t b y c r o p r o t a t i o n h a s b e e n t h e u n p r e d i c t a b i l i t y o f t h e s u r v i v a l o f

P . solanacearum i n t h e s o i l . T h e e a r l y r e s e a r c h i n I n d o n e s i a p o i n t e d t o t h e n e e d

f o r l o n g p e r i o d s ( u p t o 8 y e a r s ) o f r o t a t i o n w i t h n o n - s u s c e p t i b l e c r o p s t o a l l o w

p l a n t i n g o f t o b a c c o i n c e r t a i n s o i l s , a n d t h e n o n l y f o r a s i n g l e s e a s o n ( K e l m a n

1 9 5 3 ) . T h e e x t e n s i v e e x p e r i m e n t s o f S m i t h ( 1 9 4 4 ) i n N o r t h C a r o l i n a l e d t o t h e

n o t i o n t h a t t h e w i l t p a t h o g e n c o u l d p e r s i s t f o r s e v e r a l y e a r s i n f a l l o w s o i l , e v e n

i n t h e a b s e n c e o f v e g e t a t i o n . H o w e v e r , m a n y i n v e s t i g a t o r s b e l i e v e t h a t

P . solanacearum d o e s n o t s u r v i v e i n t h e s o i l f o r p r o l o n g e d p e r i o d s s i n c e i t i s n o t

a s t r o n g c o m p e t i t o r . T h e b a c t e r i u m s u r v i v e s o n o r i n p l a n t r o o t s ; i t a p p e a r s t o

s u r v i v e b y c o n t i n u a l l y i n f e c t i n g t h e r o o t s o f s u s c e p t i b l e o r c a r r i e r p l a n t s , o r b y

c o l o n i z i n g t h e r h i z o s p h e r e o f n o n h o s t p l a n t s ( Q u i m i o a n d C h a n 1 9 7 9 b ,

G r a n a d a a n d S e q u e i r a 1 9 8 3 ) . T h e m o s t l o g i c a l e x p l a n a t i o n f o r t h e l o n g - t e r m

s u r v i v a l o f t h e p a t h o g e n i s i t s a s s o c i a t i o n w i t h p l a n t r o o t s . R e s e a r c h o n

p o p u l a t i o n d y n a m i c s r e m a i n e d h a m p e r e d a s r e s e a r c h e r s c o u l d n o t m e a s u r e

p o p u l a t i o n s o f t h e b a c t e r i u m b e l o w a c e r t a i n n u m b e r . U n t i l v e r y r e c e n t l y ,

u s i n g e v e n t h e m o s t s e l e c t i v e m e d i a c o u l d n o t p r o v i d e r e l i a b l e i n f o r m a t i o n

b e l o w a c o n c e n t r a t i o n o f 1 0
2
 c e l l s g

- 1
 s o i l ( G r a n a d a a n d S e q u e i r a 1 9 8 3 ) .

I m m u n o l o g i c a l p r o c e d u r e s , e . g . , e n z y m e - l i n k e d i m m u n o s o r b e n t a s s a y s

( E L I S A ) a l s o f a i l t o d e t e c t t h e b a c t e r i u m b e l o w t h e s e p o p u l a t i o n l e v e l s .

T h e r e i s a l s o t h e p o s s i b i l i t y t h a t P . solanacearum e x i s t s a s a l e a f e p i p h y t e

u n d e r s o m e e n v i r o n m e n t s . I n v i e w o f t h e r e p o r t o f t h e w i l t p a t h o g e n c a u s i n g a 

l e a f s p o t d i s e a s e o f c a p s i c u m ( H a y w a r d a n d M o f f e t t 1 9 7 8 ) , i t i s l i k e l y t h a t ,

u n d e r c o n d i t i o n s o f h i g h r e l a t i v e h u m i d i t y , e p i p h y t i c c o l o n i z a t i o n o f t h e h o s t

p l a n t c a n o c c u r a n d , i n f a c t , c a n l e a d t o l e s i o n d e v e l o p m e n t o n t h e l e a v e s

( M o f f e t t e t a l . 1 9 8 1 ) . T h e e p i p h y t i c p h a s e i n t h e l i f e c y c l e o f t h e b a c t e r i u m m a y

b e a n i m p o r t a n t s o u r c e o f i n o c u l u m f o r t h e r e n e w a l o f s o i l p o p u l a t i o n s . F u t u r e

r e s e a r c h s h o u l d f o c u s o n f i e l d s t u d i e s d e s i g n e d t o d e t e r m i n e w h e t h e r s u c h

e p i p h y t i c g r o w t h p l a y s a n i m p o r t a n t r o l e i n t h e e p i d e m i o l o g y .

S u r v i v a l i s a n i s s u e t h a t i s f u n d a m e n t a l t o o u r u n d e r s t a n d i n g o f b o t h t h e

b i o l o g y o f t h e w i l t p a t h o g e n a n d t h e d e s i g n o f c r o p r o t a t i o n f o r e f f e c t i v e

d i s e a s e c o n t r o l .

S e e d t r a n s m i s s i o n

S o m e e a r l y e v i d e n c e f r o m I n d o n e s i a i n d i c a t e d t h a t g r o u n d n u t s e e d c o u l d

s e r v e a s a m e a n s o f d i s p e r s a l o f t h e w i l t p a t h o g e n ( P a l m 1 9 2 2 ) . A l t h o u g h s e e d

t r a n s m i s s i o n i s o f o b v i o u s s i g n i f i c a n c e i n r e l a t i o n t o s a f e i n t e r n a t i o n a l

m o v e m e n t o f s e e d a n d t o i n t e g r a t e d d i s e a s e m a n a g e m e n t , r e s e a r c h o n t h i s

i m p o r t a n t t o p i c w a s n e g l e c t e d f o r s e v e r a l d e c a d e s . O n l y i n t h e l a t e 1 9 8 0 s , a f e w

r e p o r t s f r o m I n d o n e s i a ( M a c h m u d a n d M i d d l e t o n 1 9 9 0 a a n d 1 9 9 0 b ) c o n f i r m e d

s e e d t r a n s m i s s i o n i n g r o u n d n u t . R e c e n t r e s e a r c h i n C h i n a , M a l a y s i a , a n d

V i e t n a m h a s a l s o r e p o r t e d s e e d t r a n s m i s s i o n o f g r o u n d n u t b a c t e r i a l w i l t

( Z h a n g e t a l 1 9 9 3 , H o n g e t a l . 1 9 9 4 , L u m a n d H a m i d a h 1 9 9 4 ) . S e e d

t r a n s m i s s i o n i s r e p o r t e d t o b e a t t h e r a t e o f 4 - 8 % , p a r t i c u l a r l y t h r o u g h f r e s h l y

h a r v e s t e d s e e d . H o w e v e r , t h e r e i s r a p i d l o s s o f v i a b i l i t y o f t h e b a c t e r i u m a s
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s e e d s d r y o u t t o m o i s t u r e c o n t e n t s b e l o w 9 % ( Z h a n g e t a l . 1 9 9 3 ) . T h e p a t h o g e n

i s n o t l i k e l y t o s u r v i v e i n t h e w e l l - d r i e d s e e d s t h a t a r e n o r m a l l y u s e d f o r

s o w i n g . H o w e v e r , a t h i g h s e e d m o i s t u r e c o n t e n t ( 1 0 - 1 2 % ) , s u r v i v a l a n d

t r a n s m i s s i o n a r e p o s s i b l e . I n t h e t r o p i c s a n d s u b t r o p i c s , i n f e c t e d s e e d i s l i k e l y

t o b e t h e p r i m a r y s o u r c e o f i n o c u l u m , p a r t i c u l a r l y i n d i s e a s e - f r e e a r e a s . M o r e

r e s e a r c h i s n e e d e d t o d e t e r m i n e t h e d e g r e e t o w h i c h P . solanacearum c a n b e

t r a n s m i t t e d t h r o u g h s e e d o f v a r y i n g m o i s t u r e c o n t e n t s .

S t r a i n s o f Pseudomonas solanacearum a f f e c t i n g g r o u n d n u t

G r o u n d n u t h a s b e e n f o u n d t o b e a t t a c k e d b y i s o l a t e s o f b i o v a r s 1 , 3 , a n d 4 o f

r a c e 1 ( B u d d e n h a g e n a n d K e l m a n 1 9 6 4 ) . B i o v a r s 2 a n d 5 h a v e n o t b e e n

r e p o r t e d a s p a t h o g e n i c t o g r o u n d n u t . O n l y f e w s y s t e m a t i c s t u d i e s h a v e b e e n

m a d e t o d e t e r m i n e t h e o c c u r r e n c e o f b i o v a r s a n d s t r a i n s , a n d t h e i r v i r u l e n c e t o

g r o u n d n u t . O n l y b i o v a r s 3 a n d 4 h a v e b e e n r e p o r t e d t o c a u s e g r o u n d n u t w i l t

i n m a n y c o u n t r i e s i n A s i a a n d A f r i c a ( H a y w a r d 1 9 9 0 , M e h a n e t a l 1 9 9 4 ) , w h i l e

b i o v a r 1 c a u s e d g r o u n d n u t w i l t i n t h e U S A . I s o l a t e s o f b i o v a r 3 a p p e a r t o b e

p r e d o m i n a n t i n C h i n a , I n d o n e s i a , a n d M a l a y s i a a n d , i n g e n e r a l , m o r e v i r u l e n t

t o g r o u n d n u t t h a n i s o l a t e s o f b i o v a r 4 ( M a c h m u d 1 9 9 3 ) . W i t h t h e e x c e p t i o n o f

s o m e t o m a t o i s o l a t e s , i n g e n e r a l , i s o l a t e s f r o m g r o u n d n u t a r e r e p o r t e d t o b e

m o r e v i r u l e n t o n g r o u n d n u t t h a n i s o l a t e s f r o m o t h e r h o s t c r o p s .

S t r a i n s o f P . solanacearum h a v e b e e n f o u n d t o d i f f e r g r e a t l y i n t h e i r v i r u l e n c e

o n g r o u n d n u t L i m i t e d e f f o r t h a s b e e n m a d e t o d e s c r i b e p a t h o t y p e s o f t h e

b a c t e r i u m p a t h o g e n i c t o g r o u n d n u t i n a r e a s w h e r e b a c t e r i a l w i l t i s a s e r i o u s

p r o b l e m . O n l y o n e s t u d y i n C h i n a d e m o n s t r a t e d t h e e x i s t e n c e o f p a t h o t y p e s ,

a n d r e p o r t e d s e v e n p a t h o t y p e s b a s e d o n t h e i r p a t h o g e n i c i t y / v i r u l e n c e o n s i x

i n d i c a t o r c u l t i v a r s w i t h d i f f e r e n t l e v e l s o f w i l t r e s i s t a n c e ( T a n e t a l . 1 9 9 2 ) . I t i s

h i g h l y d e s i r a b l e t h a t m o r e s y s t e m a t i c r e s e a r c h i s c a r r i e d o u t o n t h i s a s p e c t o f

t h e p a t h o g e n b e c a u s e o f i t s d i r e c t r e l e v a n c e t o b r e e d i n g p r o g r a m s .

D i s e a s e m a n a g e m e n t

C u l t u r a l c o n t r o l m e a s u r e s

T h e u s e o f r o t a t i o n s a s a m e a n s o f r e d u c i n g y i e l d l o s s e s f r o m P . solanacearum-

i n d u c e d w i l t w a s f i r s t s u g g e s t e d b y S m i t h ( 1 8 9 6 ) . E f f e c t i v e c o n t r o l o f b a c t e r i a l

w i l t b y c r o p r o t a t i o n h a s b e e n e x t e n s i v e l y r e p o r t e d s i n c e t h e l a t e 1 9 1 0 s ( G a r n e r

e t a l 1 9 1 7 , S c h w a r z 1 9 2 6 , S m i t h 1 9 4 1 , L i 1 9 5 8 , W a n g a n d H o u 1 9 8 2 , W a n g e t a l .

1 9 8 3 , M a c h m u d 1 9 9 3 ) . T h e s e r e p o r t s i n d i c a t e t h a t s e v e r a l n o n h o s t c r o p s i n

r o t a t i o n w i t h g r o u n d n u t o r s o l a n a c e o u s h o s t c r o p s c a n s i g n i f i c a n t l y r e d u c e t h e

i n c i d e n c e a n d s e v e r i t y o f b a c t e r i a l w i l t .

R o t a t i o n o f g r o u n d n u t w i t h n o n h o s t c r o p s s u c h a s m a i z e , r i c e , a n d

s u g a r c a n e h a s p r o v e d t o b e a n e f f e c t i v e m e a n s o f d i s e a s e c o n t r o l . I t i s p o s s i b l e

t o a c h i e v e n e a r - c o m p l e t e c o n t r o l b y r o t a t i n g g r o u n d n u t w i t h r i c e f o r 4 - 5 y e a r s

( W a n g e t a l 1 9 8 3 , H e 1 9 9 0 ) . G r o u n d n u t - r i c e r o t a t i o n s y s t e m s a r e n o w w i d e l y

a d o p t e d i n i r r i g a t e d a r e a s o f t h e s o u t h e r n p r o v i n c e s o f C h i n a w h e r e t h e
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d i s e a s e i s a c o n s t r a i n t t o p r o d u c t i o n . C r o p r o t a t i o n w i t h r i c e i s f e a s i b l e i n

i r r i g a t e d a r e a s o r r e l a t i v e l y h i g h r a i n f a l l a r e a s o f S o u t h a n d S o u t h e a s t A s i a .

I n G u a n g d o n g p r o v i n c e o f C h i n a , r o t a t i o n o f g r o u n d n u t w i t h s u g a r c a n e f o r

2 - 3 y e a r s h a s b e e n f o u n d t o s i g n i f i c a n t l y r e d u c e b a c t e r i a l w i l t i n c i d e n c e ( O C R I

1 9 7 7 ) . C r o p r o t a t i o n w i t h w h e a t , s o y b e a n , a n d c o t t o n i s a l s o e f f e c t i v e i n t h i s

a r e a .

I n d r y l a n d s , r o t a t i o n o f g r o u n d n u t w i t h m a i z e a n d s o r g h u m f o r l o n g e r

p e r i o d s ( 4 - 5 y e a r s ) i s a u s e f u l w a y t o c o n t a i n t h e d i s e a s e . I n s u c h a r e a s ,

i n t e r c r o p p i n g g r o u n d n u t a n d m a i z e c a n a l s o b e u s e d t o r e d u c e w i l t i n c i d e n c e .

R o t a t i n g o r i n t e r c r o p p i n g g r o u n d n u t w i t h m a i z e i s f e a s i b l e i n m a n y r e g i o n s o f

S o u t h e a s t A s i a w h e r e t h e d i s e a s e i s s e r i o u s .

A l t h o u g h e x p e r i m e n t a l e v i d e n c e i n d i c a t e s t h e v a l u e o f c r o p r o t a t i o n i n

g r e a t l y r e d u c i n g t h e d i s e a s e , t h e l e v e l o f d i s e a s e c o n t r o l a c h i e v e d b y r o t a t i o n

o r f a l l o w i n g i n f a r m e r s ' f i e l d s o f t e n v a r i e s . T h e s e v a r i a b l e r e s u l t s c a n b e

a t t r i b u t e d t o a f a i l u r e t o e l i m i n a t e w e e d h o s t s d u r i n g p e r i o d s o f r o t a t i o n s w i t h

n o n h o s t c r o p s o r i n f a l l o w s , s i n c e m a n y w e e d h o s t s p r o m o t e t h e b a c t e r i a l

s u r v i v a l . T h i s s u r v i v a l c a n a l s o b e d e p e n d e n t o n t h e a b i l i t y o f l o c a l s t r a i n s t o

m a i n t a i n a l o w b u t i n f e c t i v e s o i l p o p u l a t i o n o f t h e w i l t p a t h o g e n i n t h e a b s e n c e

o f a h o s t . S i n c e m a n y w e e d s s e r v e a s a l t e r n a t i v e h o s t s o f P . s o l a n a c e a r u m , w e e d

c o n t r o l i s e s s e n t i a l i f t h e b e n e f i c i a l e f f e c t s o f c r o p r o t a t i o n a r e t o b e f u l l y

r e a l i z e d .

A l t h o u g h r o t a t i n g g r o u n d n u t f o r s h o r t e r p e r i o d s w i t h i m m u n e c r o p s h a s

b e e n e f f e c t i v e i n c o n t a i n i n g t h e d i s e a s e , a g a p o f a t l e a s t 3 - 4 y e a r s b e t w e e n

s u c c e s s i v e c r o p s o f g r o u n d n u t s h o u l d p r o v e m o r e e f f e c t i v e , e s p e c i a l l y i n f i e l d s

t h a t a r e h e a v i l y i n f e s t e d w i t h t h e p a t h o g e n .

V e r y l i t t l e i s k n o w n a s t o h o w t h e s e c r o p p i n g s y s t e m s a f f e c t t h e s u r v i v a l a n d

p o p u l a t i o n s o f t h e w i l t p a t h o g e n . E a r l y r e s e a r c h e r s a t t r i b u t e d t h e c o n t r o l

o b t a i n e d b y r o t a t i o n s t o ' s t a r v i n g o u t ' t h e b a c t e r i u m . H o w e v e r , i t w a s l a t e r

r e a l i z e d t h a t f a c t o r s o t h e r t h a n t h e a b s e n c e o f a s u s c e p t i b l e h o s t w e r e i n v o l v e d

i n t h e d e c l i n e i n w i l t i n c i d e n c e i n g r o u n d n u t c r o p s t h a t f o l l o w e d a n o n h o s t

c r o p i n r o t a t i o n . S o m e n o n h o s t c r o p s ( e . g . , m a i z e , r i c e , a n d s o y b e a n ) h a v e b e e n

r e p o r t e d t o a c t u a l l y r e d u c e t h e p o p u l a t i o n s o f t h e b a c t e r i u m i n t h e s o i l

( Q u i m i o a n d C h a n 1 9 7 9 ) . T h e m a i z e r h i z o s p h e r e a p p e a r s t o p r o m o t e t h e

a c t i v i t y o f s o m e b a c t e r i a ( e . g . , P . c e p a c i a ) a n t a g o n i s t i c t o P . solanacearum 

( E l p h i n s t o n e a n d A l e y 1 9 9 3 ) . I t i s o b v i o u s t h a t m u c h r e m a i n s t o b e k n o w n

a b o u t t h e e f f e c t s o f d i f f e r e n t c r o p p i n g s y s t e m s a n d r o t a t i o n s o n t h e s u r v i v a l o f

P . solanacearum, a n d a b o u t t h e m i c r o b i o l o g i c a l c h a n g e s i n t h e s o i l t h a t m a y

i n f l u e n c e i t s s u r v i v a l .

I t i s a p p r e c i a t e d t h a t l o n g - t e r m c r o p r o t a t i o n i s o b v i o u s l y n o t a p r a c t i c a l

s o l u t i o n f o r s m a l l f a r m e r s , s i n c e l a n d i s s c a r c e a n d t h e y p r e f e r t o g r o w m o r e

p r o f i t a b l e c r o p s .

A n a l t e r n a t i v e i s t o a p p l y c o m p l e m e n t a r y c r o p p r o t e c t i o n m e a s u r e s t o

s u p p r e s s p a t h o g e n p o p u l a t i o n s a s m u c h a s p o s s i b l e / F e r t i l i z e r a p p l i c a t i o n a n d

w e e d c o n t r o l a r e c o m m o n p r a c t i c e s t h a t c a n b e r e a d i l y a d o p t e d i n m o s t

f a r m i n g s y s t e m s .
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S o i l t r e a t m e n t s

I n t h e e a r l y p h a s e s o f w o r k o n c o n t r o l o f b a c t e r i a l w i l t d i s e a s e s o f m a n y c r o p s ,

m a n y w o r k e r s a t t e m p t e d t o m o d i f y s o i l p H . A m o n g t h e f i r s t t o t a k e t h i s

a p p r o a c h t o c o n t r o l w e r e E a r l e a n d O r r ( 1 8 9 8 ) , w h o o b s e r v e d t h a t h e a v y

a p p l i c a t i o n s o f l i m e c o u l d s o m e t i m e s r e d u c e s e v e r i t y o f t o m a t o w i l t . M u c h

r e s e a r c h w a s l a t e r c a r r i e d o u t o n t h e e f f e c t s o f s u l f u r a n d l i m e o n b a c t e r i a l w i l t ,

b u t h e a v y s u l f u r a n d / o r l i m e t r e a t m e n t s w e r e r e p o r t e d t o g i v e e r r a t i c r e s u l t s

( P o o l e 1 9 3 7 , K e l m a n 1 9 5 3 ) . W i t h f e w e x c e p t i o n s , r e s e a r c h e r s d i s c o n t i n u e d s u c h

s t u d i e s , c o n v i n c e d t h a t t h e a p p r o a c h w a s i m p r a c t i c a l T h e c o s t s o f c h a n g i n g

t h e p H w e r e p r o h i b i t i v e f o r s m a l l f a r m e r s i n d e v e l o p i n g c o u n t r i e s .

S o m e s o i l a m e n d m e n t s c o n t a i n i n g u r e a a n d c a l c i u m o x i d e , t o g e t h e r w i t h

o r g a n i c a n d i n o r g a n i c c o m p o n e n t s , h a v e p r o v e d u s e f u l i n r e d u c i n g b a c t e r i a l

w i l t i n c i d e n c e ( C h a n g a n d H s u 1 9 8 8 , H s u a n d C h a n g 1 9 8 9 ) . T h e s e s u b s t a n c e s

p r o b a b l y s t i m u l a t e s o i l m i c r o b i a l a c t i v i t y a g a i n s t t h e w i l t p a t h o g e n . S u c h

c o m p o n e n t s a s u r e a a n d c a l c i u m a r e l i k e l y t o e n h a n c e h o s t r e s i s t a n c e t o

b a c t e r i a l w i l t ( P r i o r a n d B e r a m i s 1 9 9 0 ) , b u t m o r e r e s e a r c h i s r e q u i r e d t o

e l u c i d a t e t h e m e c h a n i s m s o f b a c t e r i a l w i l t c o n t r o l f o l l o w i n g s o i l a m e n d m e n t s .

T h e r o l e o f n i t r o g e n i n b a c t e r i a l w i l t s h o u l d a l s o r e c e i v e m o r e a t t e n t i o n .

I n a r e a s w h e r e g r o u n d n u t i s g r o w n u n d e r i r r i g a t i o n i n t h e d r y s e a s o n , i t

s h o u l d b e p o s s i b l e t o r e d u c e t h e l e v e l o f t h e d i s e a s e c o n s i d e r a b l y b y d r y -

s e a s o n f a l l o w i n g , s i n c e t h e b a c t e r i u m i s h i g h l y s u s c e p t i b l e t o d e s i c c a t i o n . T h e

e f f e c t s o f s u c h f a l l o w s c a n b e e n h a n c e d b y c u l t i v a t i o n t o h a s t e n s o i l d r y i n g a n d

t o r e d u c e w e e d g r o w t h .

M o r e r e s e a r c h i s n e e d e d o n t h e e f f e c t s o f o r g a n i c a m e n d m e n t s i n O x i s o l s ,

a n d o f w a t e r m a n a g e m e n t i n V e r t i s o l s , o n b a c t e r i a l w i l t .

F l o o d i n g

F l o o d i n g g r o u n d n u t f i e l d s f o r 1 5 - 3 0 d a y s b e f o r e s o w i n g h a s b e e n r e p o r t e d t o

e f f e c t i v e l y r e d u c e b a c t e r i a l w i l t i n c i d e n c e ( L i e t a l . 1 9 8 1 , H e 1 9 9 0 ) . I n t h e

P h i l i p p i n e s , b a c t e r i a l w i l t d o e s n o t a p p e a r t o b e a p r o b l e m i n f l o o d e d r i c e

f i e l d s a n d r i v e r f l o o d p l a i n s . T h e r e a r e c o n f l i c t i n g r e p o r t s a b o u t t h e i n f l u e n c e o f

f l o o d i n g o n t h e s u r v i v a l o f P . s o l a n a c e a r u m ( S e n e v i r a n t e 1 9 7 6 ) . I n n o r t h e r n

V i e t n a m , g r o u n d n u t b a c t e r i a l w i l t i s r e p o r t e d t o b e s e r i o u s i n m a n y r i v e r

f l o o d p l a i n s . T h e t y p e a n d f e r t i l i t y s t a t u s o f s o i l c a n i n f l u e n c e t h e r a t e o f d e c l i n e

o f t h e b a c t e r i a l p o p u l a t i o n . T h e m e c h a n i s m b y w h i c h f l o o d i n g r e d u c e s t h e

d i s e a s e , o r c o n t r o l s i t c o m p l e t e l y , i n s o m e e n v i r o n m e n t s m e r i t s c r i t i c a l

i n v e s t i g a t i o n .

B i o l o g i c a l c o n t r o l

B i o l o g i c a l c o n t r o l o f P . solanacearum h a s b e e n e x t e n s i v e l y s t u d i e d o v e r t h e l a s t

t h r e e d e c a d e s ( A v e r r e a n d K e l m a n 1 9 6 4 , A k i e w 1 9 8 5 , M c L a u g h l i n a n d

S e q u e i r a 1 9 8 8 , H e 1 9 9 0 , T r i g a l e t a n d T r i g a l e t - D e m e r y 1 9 9 0 ) . T h e b i o l o g i c a l

a g e n t s u s e d t o c o n t r o l b a c t e r i a l w i l t i n c l u d e s e v e r a l a n t a g o n i s t i c r h i z o b a c t e r i a

(P. cepacia, P . f l uo rescens , P . glumae, a n d Bacillus sp) a n d a v i r u l e n t s t r a i n s o f
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P . solanacearum ( T r i g a l e t e t a l . 1 9 9 4 ) . A l t h o u g h f o u n d p r o m i s i n g u n d e r

l a b o r a t o r y a n d g r e e n h o u s e c o n d i t i o n s , m o s t o f t h e s e r e p o r t e d b i o l o g i c a l

c o n t r o l a g e n t s h a v e n o t p r o v e d h i g h l y e f f e c t i v e a g a i n s t P . solanacearum i n t h e

f i e l d . B i o l o g i c a l c o n t r o l i s b a s e d o n t h e a b i l i t y o f t h e c o n t r o l l i n g a g e n t t o

c o m p e t e i n t h e r h i z o s p h e r e , t o p r o d u c e b a c t e r i o c i n s , o r t o i n d u c e a r e s p o n s e i n

t h e h o s t t h a t f a v o r s g r o w t h o f t h e b i o l o g i c a l c o n t r o l a g e n t a n d / o r i n h i b i t s t h e

g r o w t h P . solanacearum. 

O f c o n s i d e r a b l e i n t e r e s t i s t h e m o r e r e c e n t w o r k i n v o l v i n g s o m e g e n e t i c a l l y

e n g i n e e r e d hrp a v i r u l e n t m u t a n t s o f P . solanacearum ( T r i g a l e t a n d T r i g a l e t -

D e m e r y 1 9 9 0 ) . F l u o r e s c e n t p s e u d o m o n a d s h a v e a l s o b e e n r e p o r t e d t o

s u p p r e s s b a c t e r i a l w i l t ; t h e y c a n b e u s e f u l b i o c o n t r o l a g e n t s a s t h e y c a n

i m p r o v e p l a n t g r o w t h b y c o l o n i z i n g t h e r h i z o s p h e r e a n d f a c i l i t a t i n g r a p i d

u p t a k e o f n u t r i e n t s . I t w o u l d b e u s e f u l t o d e v e l o p s u c h b i o c o n t r o l a g e n t s i n t o

e f f e c t i v e c o m m e r c i a l p r o d u c t s f o r s e e d t r e a t m e n t . H o w e v e r , i t w i l l b e a l o n g

t i m e b e f o r e a p p r o a c h e s t o b i o l o g i c a l c o n t r o l r e a c h t h e s t a g e o f c o m m e r c i a l

a p p l i c a t i o n .

H o s t - p l a n t r e s i s t a n c e

T h e u s e o f r e s i s t a n t c u l t i v a r s i s t h e m o s t e f f e c t i v e a n d p r a c t i c a l w a y t o c o n t r o l

b a c t e r i a l w i l t , e s p e c i a l l y i n c o u n t r i e s w h e r e a g r i c u l t u r e i s n o t h i g h l y d e v e l 

o p e d . R e s i s t a n c e i n g r o u n d n u t c u l t i v a r s h a s b e e n k n o w n s i n c e 1 9 1 0 ( v a n d e r

S t o c k 1 9 1 0 ) . T h e f i r s t s u c c e s s f u l a t t e m p t t o b r e e d o r s e l e c t f o r r e s i s t a n c e a m o n g

t h e i m p o r t a n t c r o p s a t t a c k e d b y P . s o l a n a c e a r u m w a s m a d e w i t h g r o u n d n u t i n

I n d o n e s i a . I n t h e e a r l y 1 9 2 0 s , c o n s i d e r a b l e b r e e d i n g e f f o r t s b y D u t c h s c i e n t i s t s

i n J a v a l e d t o t h e d e v e l o p m e n t o f a h i g h l y r e s i s t a n t c u l t i v a r , S c h w a r z 2 1 , w h i c h

w a s r e l e a s e d f o r c o m m e r c i a l c u l t i v a t i o n i n 1 9 2 7 ( S c h w a r z 1 9 2 6 , S c h w a r z a n d

H a r t l e y 1 9 5 0 ) . T h i s c u l t i v a r h a s s i n c e b e e n w i d e l y g r o w n i n I n d o n e s i a a n d w a s

u s e d i n t h e e a r l y 1 9 5 0 s a s a r e s i s t a n t p a r e n t t o d e v e l o p s u c h i m p r o v e d c u l t i v a r s

a s B a n t e n g , G a j a h , K i d a n g , a n d M a c a n . S i n c e t h e n , s e v e r a l o t h e r w i l t - r e s i s t a n t

c u l t i v a r s , i n c l u d i n g P e l a n d u k , T a p i r , a n d T u p a i , h a v e b e e n b r e d ( A n o n y m o u s

1 9 8 3 , 1 9 8 4 ) .

I n C h i n a a l s o , m u c h e m p h a s i s h a s b e e n p l a c e d o n b r e e d i n g f o r w i l t

r e s i s t a n c e s i n c e t h e e a r l y 1 9 6 0 s . T w o a c t i v e b r e e d i n g p r o g r a m s a t t h e I n d u s t r i a l

C r o p s R e s e a r c h I n s t i t u t e ( I C R I ) , G u a n g z h o u , a n d t h e O i l C r o p s R e s e a r c h

I n s t i t u t e ( O C R I ) , W u h a n , h a v e l e d t o s e v e r a l w i l t - r e s i s t a n t c u l t i v a r s ( G u i y o u 2 8 ,

E l H u a 5 , L u H u a 3 , a n d Z h o n g h u a 2 ) . T h e s e c u l t i v a r s p l a y a n i m p o r t a n t r o l e

i n d i s e a s e c o n t r o l , a n d i n i n c r e a s i n g g r o u n d n u t p r o d u c t i o n , i n h e a v i l y w i l t -

i n f e s t e d a r e a s i n t h e c e n t r a l a n d s o u t h e r n p r o v i n c e s ( L i a o e t a l . 1 9 9 0 , M e h a n e t

a l . 1 9 9 3 , W a n g e t a l . 1 9 9 0 ) .

R e s i s t a n c e t o w i l t h a s b e e n a h i g h - p r i o r i t y o b j e c t i v e t h r o u g h o u t t h e h i s t o r y

o f c r o p i m p r o v e m e n t b o t h i n I n d o n e s i a a n d C h i n a . F r o m e x t e n s i v e s c r e e n i n g

o f s e v e r a l t h o u s a n d g e r m p l a s m a n d b r e e d i n g l i n e s i n w i l t - s i c k p l o t s i n

I n d o n e s i a a n d C h i n a , m a n y l i n e s w i t h v a r y i n g l e v e l s o f r e s i s t a n c e h a v e b e e n

i d e n t i f i e d ( M a c h m u d 1 9 9 3 , S h a r m a a n d S o e k a r n o 1 9 9 2 , D u a n e t a t 1 9 9 3 ,

M e h a n e t a l . 1 9 9 3 , 1 9 9 4 ) . T h e l i n e s / c u l t i v a r s w i t h h i g h l e v e l s o f r e s i s t a n c e
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i n c l u d e G a j a h , S c h w a r z 2 1 , T a i s h a n S a n l i r o u , a n d X i e k a n g q i n g a n d m a n y l i n e s

o f C h i n e s e ' d r a g o n ' t y p e . M a n y l i n e s / c u l t i v a r s r e s i s t a n t t o P . solanacearum 

h a v e a l s o b e e n r e p o r t e d f r o m M a u r i t i u s ( O r i a n 1 9 4 9 ) , t h e P h i l i p p i n e s ( N a t u r a l

e t a l 1 9 8 8 ) , S o u t h A f r i c a ( S e l l s c h o p 1 9 4 7 ) , S r i L a n k a ( J a y a s e n a a n d R a j a p a k s a

1 9 9 0 ) , U g a n d a ( S i m b w a - B u n n y a 1 9 7 2 , B u s o l o - B u l a f u 1 9 9 3 ) , a n d t h e U S A

( J e n k i n s e t a l . 1 9 6 6 ) . R e s i s t a n t g e n o t y p e s h a v e b e e n b r e d o r s e l e c t e d m o s t l y i n

w a r m a n d h u m i d a r e a s o f t h e l o w l a n d t r o p i c s , w h e r e d i s e a s e p r e s s u r e i s t h e

g r e a t e s t ( S u n e t a l , 1 9 8 1 , M e h a n e t a l . 1 9 8 6 ) . T h i s i n d i c a t e s a n e e d f o r e x t e n s i v e

e v a l u a t i o n o f l a n d r a c e s f r o m l o w - l a t i t u d e a r e a s f o r s o u r c e s o f r e s i s t a n c e t o P .

solanacearum. I t a p p e a r s t h a t t h e e x p r e s s i o n o f r e s i s t a n c e t o b a c t e r i a l w i l t i s a 

f u n c t i o n o f a d a p t a t i o n t o h i g h t e m p e r a t u r e .

O n l y a f e w l i n e s h a v e b e e n u s e d e x t e n s i v e l y a s r e s i s t a n c e d o n o r s i n w i l t -

r e s i s t a n c e b r e e d i n g p r o g r a m s . F o r i n s t a n c e , o n l y S c h w a r z 2 1 a n d i t s d e r i v a 

t i v e s h a v e b e e n u s e d a s r e s i s t a n t p a r e n t s i n I n d o n e s i a , w h i l e X i e k a n g q i n g a n d

T a i s h a n S a n l i r o u h a v e b e e n u s e d e x t e n s i v e l y i n C h i n a . T h i s p o i n t s t o t h e

n a r r o w g e n e t i c b a s e o f t h e a v a i l a b l e w i l t - r e s i s t a n t c u l t i v a r s . B r o a d e n i n g t h e

g e n e t i c b a s e f o r r e s i s t a n c e a n d a d a p t a t i o n t o t h e e n v i r o n m e n t , p a r t i c u l a r l y

h e a t t o l e r a n c e , i s o b v i o u s l y i m p o r t a n t i n b r e e d i n g f o r r e s i s t a n c e t o b a c t e r i a l

w i l t .

R e c e n t l y , i m p r o v e d w i l t - r e s i s t a n t C h i n e s e c u l t i v a r s h a v e b e e n h y b r i d i z e d

w i t h o t h e r a c c e s s i o n s , w i t h p a r t i c u l a r e m p h a s i s o n i n c o r p o r a t i n g r e s i s t a n c e t o

r u s t a n d l e a f s p o t d i s e a s e s ( L i a o e t a l . 1 9 9 0 , M e h a n e t a l . 1 9 9 3 ) . S o m e P e r u v i a n

a c c e s s i o n s p o s s e s s c o m b i n e d r e s i s t a n c e t o b a c t e r i a l w i l t , r u s t , a n d l a t e l e a f s p o t

d i s e a s e s ( M e h a n e t a l 1 9 8 6 , Y e h 1 9 9 0 ) . S o m e h i g h - y i e l d i n g b r e e d i n g l i n e s ( e . g . ,

Y u e Y o u 2 0 2 a n d Y u e Y o u 2 6 6 ) r e s i s t a n t t o b o t h r u s t a n d b a c t e r i a l w i l t h a v e

b e e n d e v e l o p e d i n C h i n a ( L i a o e t a l . 1 9 9 0 ) . S u c h r e c e n t l y b r e d w i l t - a n d r u s t -

r e s i s t a n t l i n e s a s Z h o n g h u a 1 1 2 a n d Z h o n g h u a 2 1 2 h a v e c o n s i s t e n t l y s h o w n

s l i g h t l y h i g h e r y i e l d p o t e n t i a l t h a n t h e w i l t - r e s i s t a n t c u l t i v a r Z h o n g h u a 2 .

T h e y a r e n o w i n m u l t i l o c a t i o n a l t r i a l s t o a s s e s s t h e i r w i l t r e s i s t a n c e a n d y i e l d ,

a n d a r e e x p e c t e d t o b e r e l e a s e d i n t h e n e a r f u t u r e . M o s t w i l t - r e s i s t a n t l i n e s a r e

s e n s i t i v e t o d r o u g h t , w h i l e d r o u g h t - t o l e r a n t l i n e s a r e s u s c e p t i b l e t o w i l t ( L i a o

e t a L 1 9 9 0 , H o n g e t a l . 1 9 9 4 ) . I t i s n o t e w o r t h y t h a t t h e w i l t - r e s i s t a n t l i n e

Z h o n g h u a 2 1 2 i s b o t h d r o u g h t - t o l e r a n t a n d a d a p t a b l e t o l o w s o i l f e r t i l i t y .

S i n c e w i l t r e s i s t a n c e i s c o n t r o l l e d b y a d d i t i v e g e n e e f f e c t s , i t i s d e s i r a b l e t o

u s e h i g h l y r e s i s t a n t p a r e n t s t o o b t a i n h i g h l e v e l s o f r e s i s t a n c e i n h y b r i d

p r o g e n i e s . H o w e v e r , m u l t i - d i r e c t i o n a l c r o s s i n g s h o u l d a l s o p r o v e a n e f f e c t i v e

w a y t o u s e m o d e r a t e l y r e s i s t a n t g e n o t y p e s w i t h d e s i r a b l e t r a i t s ( L i a o e t a l .

1 9 9 0 ) .

I n r e c e n t y e a r s , d i f f e r e n t i a l d i s e a s e r e a c t i o n s o f s o m e l i n e s / c u l t i v a r s h a v e

b e e n r e p o r t e d f r o m d i f f e r e n t l o c a t i o n s . F o r i n s t a n c e , t h e l i n e s P I 4 1 4 3 3 2 a n d

N C A c 1 7 1 3 0 , f o u n d r e s i s t a n t i n C h i n a ( Y e h 1 9 9 0 ) , w e r e s u s c e p t i b l e i n

I n d o n e s i a ( M a c h m u d a n d M i d d l e t o n 1 9 9 0 ) , w h i l e s o m e o t h e r c u l t i v a r s

( B a n t e n g , G a j a h , K i d a n g , a n d M a c a n ) r e p o r t e d r e s i s t a n t i n I n d o n e s i a s h o w e d

o n l y m o d e r a t e r e s i s t a n c e i n C h i n a ( Y e h 1 9 9 0 ) . T h e s e d i f f e r e n t i a l r e a c t i o n s c a n

b e a t t r i b u t e d t o c h a n g e s i n t h e p a t h o g e n i c i t y / v i r u l e n c e o f P . solanacearum 
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s t r a i n s a n d / o r t o e n v i r o n m e n t a l v a r i a t i o n s . I n t h e l i g h t o f s o m e r e c e n t r e p o r t s

o f t h e e x i s t e n c e o f h i g h l y v i r u l e n t s t r a i n s o r p a t h o t y p e s ( T a n e t a l . 1 9 9 2 , T a n

Y u j u n , p e r s o n a l c o m m u n i c a t i o n 1 9 9 4 ) , c r i t i c a l g e n e t i c e v a l u a t i o n o f w i l t

r e s i s t a n c e i s e s s e n t i a l t o e l u c i d a t e h o s t - p a t h o g e n i n t e r a c t i o n s . I t w o u l d b e

u s e f u l t o s t u d y t h e s t a b i l i t y o f w i l t r e s i s t a n c e a t v a r i o u s d i s e a s e h o t - s p o t s a n d

i n a r e a s w h e r e d i f f e r e n t s t r a i n s o r p a t h o t y p e s a r e s u s p e c t e d . I t i s a l s o

i m p o r t a n t t o t e s t s e l e c t e d r e s i s t a n t l i n e s , i n c l u d i n g d i f f e r e n t i a l s , f o r t h e i r

r e a c t i o n t o s e v e r a l s t r a i n s o r p a t h o t y p e s o f t h e w i l t p a t h o g e n f r o m d i f f e r e n t

r e g i o n s o f t h e w o r l d .

W i l t r e s i s t a n c e h a s b e e n e x p r e s s e d i n t e r m s o f t h e s u r v i v a l p e r c e n t a g e o f

p l a n t s . M o s t o f t h e r e p o r t e d s o u r c e s o f r e s i s t a n c e h a v e o n l y f i e l d r e s i s t a n c e t o

b a c t e r i a l w i l t ; t h e y s h o w s u b s t a n t i a l w i l t i n c i d e n c e i n g r e e n h o u s e i n o c u l a t i o n

t e s t s . V e r y f e w l i n e s h a v e s h o w n r e s i s t a n c e i n b o t h f i e l d a n d g r e e n h o u s e t e s t s

( M a c h m u d a n d M i d d l e t o n 1 9 9 0 , M e h a n e t a l . 1 9 9 3 ) . F i e l d s c r e e n i n g u n d e r h i g h

d i s e a s e p r e s s u r e i s t h e b e s t w a y t o i d e n t i f y s o u r c e s o f r e s i s t a n c e . I n g r e e n h o u s e

t e s t s , i t i s i m p o r t a n t t o u s e i n o c u l a t i o n t e c h n i q u e s t h a t s i m u l a t e n a t u r a l f i e l d

c o n d i t i o n s , e s p e c i a l l y i n t e r m s o f t h e r o u t e o f i n f e c t i o n .

G e n e t i c s a n d m e c h a n i s m s o f resistance

T h e u n d e r s t a n d i n g o f t h e i n h e r i t a n c e o f w i l t r e s i s t a n c e i n g r o u n d n u t h a s

p r o g r e s s e d s l o w l y a n d v i e w s h a v e o n l y r e c e n t l y c o n v e r g e d . L i m i t e d

i n h e r i t a n c e s t u d i e s ( L i a o e t a l . 1 9 8 6 ) w i t h S p a n i s h g r o u n d n u t s i n d i c a t e p a r t i a l

d o m i n a n c e o f r e s i s t a n c e a n d t h e i n v o l v e m e n t o f t h r e e p a i r s o f m a j o r g e n e s a n d

s o m e m i n o r g e n e s . I n a n o t h e r r e p o r t , W a n g e t a l . ( 1 9 8 5 ) i n d i c a t e d t h a t

r e s i s t a n c e i s a r e c e s s i v e t r a i t . T h e r e a r e a l s o c o n f l i c t i n g r e p o r t s o n i n h e r i t a n c e

o f r e s i s t a n c e t o b a c t e r i a l w i l t i n t o m a t o , w h e r e r e s i s t a n c e h a s b e e n f o u n d t o b e

d o m i n a n t i n s o m e p a r e n t s a n d r e c e s s i v e i n o t h e r s ( S c o t t e t a l . 1 9 8 8 , M e s s i a e n e t

a l . 1 9 9 1 ) . R e c e n t p r e l i m i n a r y r e s u l t s i n d i c a t e t h a t t h e r e s i s t a n c e m e c h a n i s m s

i n v o l v e d a n d t h e i r i n h e r i t a n c e a r e d i f f e r e n t i n d i f f e r e n t b o t a n i c a l t y p e s ( L i a o e t

a l . 1 9 9 4 ) ; c y t o p l a s m i c f a c t o r s f o r r e s i s t a n c e h a v e b e e n o b s e r v e d i n s o m e o f t h e

C h i n e s e d r a g o n t y p e s ( e . g . , F e i l o n g x i a n g ) , w h i l e o n l y n u c l e a r r e s i s t a n c e f a c t o r s

h a v e b e e n f o u n d i n S p a n i s h t y p e s . T h e r e s i s t a n c e l e v e l s i n F 1 h y b r i d s i n f o u r

c r o s s e s w i t h F e i l o n g x i a n g a s t h e f e m a l e p a r e n t w e r e m a r k e d l y h i g h e r t h a n

t h o s e i n t h e i r c o r r e s p o n d i n g r e c i p r o c a l c r o s s e s . T h i s p h e n o m e n o n h a s b e e n

o b s e r v e d u n d e r b o t h a r t i f i c i a l i n o c u l a t i o n a n d n a t u r a l d i s e a s e c o n d i t i o n s .

S i n c e t h e 1 9 6 0 s , r e s e a r c h e m p h a s i s h a s l a r g e l y b e e n o n m e c h a n i s m s

i n v o l v e d i n c o m p a t i b l e h o s t - p a t h o g e n i n t e r a c t i o n s t h a t r e s u l t i n w i l t

( B u d d e n h a g e n a n d K e l m a n 1 9 6 4 , P e t r o l i n i e t a l . 1 9 8 6 ) . T h e r e s i s t a n c e

m e c h a n i s m s t h a t r e s u l t i n a b s e n c e o f o r r e d u c t i o n i n b a c t e r i a l w i l t h a v e n o t

b e e n f u l l y i n v e s t i g a t e d .

R e c e n t r e s e a r c h a t t h e R o t h a m s t e d E x p e r i m e n t a l S t a t i o n , U K , h a s i n d i c a t e d

d i f f e r e n t i a l c o l o n i z a t i o n o f h o s t t i s s u e s i n w i l t - r e s i s t a n t a n d w i l t - s u s c e p t i b l e

c u l t i v a r s / l i n e s ( J o h n E l p h i n s t o n e , p e r s o n a l c o m m u n i c a t i o n 1 9 9 3 ) . S o m e

a c c e s s i o n s o f S c h w a r z 2 1 a n d K i d a n g h a v e s h o w n l i m i t e d o r n o c o l o n i z a t i o n o f

t h e s t e m b y t h e w i l t p a t h o g e n . S e l e c t i o n s f o r r e s i s t a n c e t o b o t h e x p r e s s i o n o f
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s y m p t o m s a n d c o l o n i z a t i o n b y t h e p a t h o g e n i n t h e s t e m s h o u l d p r o v e u s e f u l

i n d e v e l o p i n g s t a b l e a n d d u r a b l e r e s i s t a n c e . S o m e o t h e r g e n o t y p e s ( e . g . , I C G

1 7 0 3 a n d I C G 1 7 0 4 ) r e s i s t a n t t o r u s t a n d l a t e l e a f s p o t a l s o s h o w h i g h l e v e l s o f

w i l t r e s i s t a n c e a n d p a t h o g e n c o l o n i z a t i o n . S i m i l a r r e s u l t s o f d i f f e r e n t i a l

c o l o n i z a t i o n o f t h e s t e m i n r e s i s t a n t a n d s u s c e p t i b l e c u l t i v a r s h a v e b e e n

r e p o r t e d f o r t o m a t o ( P r i o r e t a l . 1 9 9 4 ) . H o w e v e r , s o m e r e s i s t a n t n o n - w i l t e d

c u l t i v a r s s h o w s i g n i f i c a n t b a c t e r i a l c o l o n i z a t i o n o f t h e s t e m . R e s e a r c h s o f a r

h a s b e e n f o c u s e d o n d e t e c t i o n o f t h e p a t h o g e n a t s p e c i f i c s i t e s b u t t h e r a t e s o f

p l a n t r e s p o n s e t o i n f e c t i o n i n s u s c e p t i b l e a n d r e s i s t a n t c u l t i v a r s h a v e n o t b e e n

c o m p a r e d , a n d t h e t i m e - s p a c e r e l a t i o n s h i p i n t h e i n v a s i o n o f s t e m s r e m a i n s t o

b e i n v e s t i g a t e d .

R e s i s t a n c e a p p e a r s t o m a n i f e s t i t s e l f m a i n l y t h r o u g h p h y s i o l o g i c a l d e f e n s e

m e c h a n i s m o f t h e h o s t t o d i s e a s e d e v e l o p m e n t .

C o n c l u s i o n s a n d f u t u r e r e s e a r c h n e e d s

A l t h o u g h b a c t e r i a l w i l t h a s b e e n e x t e n s i v e l y s t u d i e d w o r l d w i d e f o r s e v e r a l

d e c a d e s , e f f i c i e n t a n d c o m p l e t e c o n t r o l m e a s u r e s a r e n o t a v a i l a b l e .

A p p r e c i a b l e p r o g r e s s h a s b e e n m a d e i n t h e d e v e l o p m e n t a n d r e l e a s e o f

r e s i s t a n t c u l t i v a r s , b u t v a r i e t a l r e s i s t a n c e h a s n o t s o l v e d t h e p r o b l e m

c o m p l e t e l y . I t m a y b e q u i t e s o m e t i m e b e f o r e h i g h l y r e s i s t a n t a n d h i g h -

y i e l d i n g c u l t i v a r s , e n d o w e d w i t h o t h e r d e s i r a b l e c h a r a c t e r i s t i c s , a r e a v a i l a b l e

t o f a r m e r s i n r e g i o n s w h e r e t h e d i s e a s e i s a m a j o r c o n s t r a i n t t o c r o p

p r o d u c t i o n . E x t e n s i o n , a n d s u p p l y i n g t h e s e e d o f t h e s e n e w l y d e v e l o p e d

r e s i s t a n t c u l t i v a r s t o f a r m e r s , s h o u l d b e g i v e n h i g h p r i o r i t y . T o i n c r e a s e t h e

e f f e c t i v e n e s s o f r e s e a r c h i n t o g e n e t i c r e s i s t a n c e , i t i s i m p e r a t i v e t o a s s e m b l e

( t h r o u g h c o l l e c t i o n a n d e x c h a n g e ) v a r i o u s g e r m p l a s m a c c e s s i o n s / v a r i e t i e s

w i t h p u t a t i v e r e s i s t a n c e i n c o u n t r i e s w h e r e t h e d i s e a s e i s s e v e r e . I t i s i m p o r t a n t

t o b r o a d e n t h e g e n e t i c b a s e o f w i l t r e s i s t a n c e b y u s i n g d i f f e r e n t p a r e n t s w i t h

h i g h l e v e l s o f s t a b l e r e s i s t a n c e . A s d i f f e r e n t g e n e t i c b a c k g r o u n d s a r e

d i s c e r n i b l e i n s o m e S p a n i s h a n d C h i n e s e d r a g o n - t y p e w i l t - r e s i s t a n t g e n o t y p e s ,

i t w o u l d a l s o b e u s e f u l t o i n t e g r a t e b o t h n u c l e a r a n d c y t o p l a s m i c r e s i s t a n c e

g e n e s i n t o h i g h - y i e l d i n g c u l t i v a r s f o r s t a b l e a n d d u r a b l e w i l t - r e s i s t a n c e .

S o u r c e s o f r e s i s t a n c e f r o m d i f f e r e n t b o t a n i c a l a c c e s s i o n s w i l l b e u s e f u l i n

i n c r e a s i n g t h e d i v e r s i t y a n d s t a b i l i t y o f r e s i s t a n c e . R e s e a r c h e f f o r t s a r e a l s o

n e e d e d t o c h a r a c t e r i z e r e s i s t a n c e g e n e s i n g r o u n d n u t , u s i n g m o l e c u l a r g e n e t i c

m e t h o d s .

H i g h p r i o r i t y s h o u l d b e g i v e n t o e s t a b l i s h i n g a n i n t e r n a t i o n a l g r o u n d n u t

b a c t e r i a l w i l t n u r s e r y t o d e t e r m i n e t h e s t a b i l i t y o f w i l t r e s i s t a n c e t h r o u g h

m u l t i l o c a t i o n a l t e s t i n g . S u c h a n u r s e r y w a s e a r l i e r p r o p o s e d a t t h e S e c o n d

M e e t i n g o f t h e G r o u n d n u t B a c t e r i a l W i l t W o r k i n g G r o u p i n T a i w a n ( M e h a n

a n d H a y w a r d 1 9 9 3 ) , b u t h a s n o t b e e n e s t a b l i s h e d s o f a r d u e t o n o n a v a i l a b i l i t y

o f v a r i o u s e n t r i e s , e s p e c i a l l y t h o s e f r o m C h i n a . S i n c e r e e f f o r t s a r e n e c e s s a r y t o

f o s t e r t h e e x c h a n g e o f w i l t - r e s i s t a n t g e r m p l a s m a n d b r e e d i n g l i n e s . P r i o r i t y

s h o u l d a l s o b e g i v e n t o t e s t i n g s e l e c t e d r e s i s t a n t l i n e s , i n c l u d i n g p o s s i b l e

d i f f e r e n t i a l s , f o r t h e i r r e a c t i o n t o v a r i o u s g r o u n d n u t - a d a p t e d s t r a i n s o r
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p a t h o t y p e s o f t h e w i l t p a t h o g e n f r o m d i f f e r e n t r e g i o n s o f t h e w o r l d . T h i s w o r k

s h o u l d b e d o n e u n d e r c o n t r o l l e d l a b o r a t o r y c o n d i t i o n s , p r e f e r a b l y i n a c o u n t r y

w h e r e g r o u n d n u t i s n o t g r o w n . C o n c e r t e d e f f o r t s a r e a l s o n e e d e d t o e l u c i d a t e

t h e m e c h a n i s m s a n d c o m p o n e n t s o f w i l t r e s i s t a n c e . S u c h s t r a t e g i c r e s e a r c h i s

o b v i o u s l y i m p e r a t i v e t o u t i l i z e t h e a v a i l a b l e r e s i s t a n t g e r m p l a s m m o s t

e f f e c t i v e l y i n b r e e d i n g p r o g r a m s . T o i n c r e a s e t h e e f f e c t i v e n e s s o f r e s e a r c h i n t o

g e n e t i c r e s i s t a n c e , i t i s i m p e r a t i v e t o a s s e m b l e v a r i o u s g r o u n d n u t g e r m p l a s m /

v a r i e t i e s w i t h p u t a t i v e r e s i s t a n c e i n c o u n t r i e s w h e r e t h e d i s e a s e i s s e v e r e .

C o n s i d e r a b l e p r o g r e s s h a s b e e n m a d e i n e l u c i d a t i n g t h e c r o p p i n g s y s t e m s /

c u l t u r a l p r a c t i c e s t h a t s i g n i f i c a n t l y r e d u c e w i l t i n c i d e n c e a n d s e v e r i t y , b u t

m o r e i n f o r m a t i o n i s n e e d e d o n h o w t h e y a f f e c t t h e s u r v i v a l a n d p e r p e t u a t i o n

o f t h e w i l t p a t h o g e n . C r o p r o t a t i o n s w i t h n o n h o s t c r o p s a r e o f t e n n o t

a c c e p t a b l e t o m a n y f a r m e r s , e s p e c i a l l y i f s u c h r o t a t i o n s a r e p r o l o n g e d , a n d t h i s

h i g h l i g h t s t h e n e e d f o r c o m p l e m e n t a r y c o n t r o l m e a s u r e s . A l t h o u g h s o m e

c u l t u r a l p r a c t i c e s , n a m e l y c r o p s a n i t a t i o n , t h e u s e o f s o i l a m e n d m e n t s , a n d

w a t e r - a n d c r o p - r e s i d u e s - m a n a g e m e n t , h a v e b e e n s h o w n t o b e h e l p f u l i n

r e d u c i n g d i s e a s e l e v e l s , o n - f a r m r e s e a r c h i s n e e d e d t o d e m o n s t r a t e t h e i r f u l l

i m p a c t . E m p h a s i s s h o u l d b e p l a c e d o n a n i n t e g r a t e d a p p r o a c h t o m a n a g e t h e

d i s e a s e , i n v o l v i n g w i l t - r e s i s t a n t c u l t i v a r s , r o t a t i o n w i t h n o n h o s t c r o p s , a n d

c r o p s a n i t a t i o n . M o r e r e s e a r c h i s n e e d e d t o d e v i s e a p p r o p r i a t e p a c k a g e s o f

t h e s e s t r a t e g i e s f o r l o c a l d i s e a s e - e n d e m i c a r e a s . I t i s l i k e l y t h a t s t r a t e g i e s

i n v o l v i n g b i o l o g i c a l c o n t r o l w i l l , i n f u t u r e , n e e d l o c a l a d a p t a t i o n s . T h i s

p r o s p e c t w i l l o f f e r a n e w c h a l l e n g e .

I f e f f e c t i v e m e a n s o f c o n t r o l a r e t o b e f o u n d , m o r e e c o l o g i c a l s t u d i e s a r e

n e c e s s a r y , i n d i f f e r e n t a g r o e c o s y s t e m s w h e r e b a c t e r i a l w i l t i s s e r i o u s , t o

e s t a b l i s h t h e e c o l o g y o f t h e d i s e a s e c a u s e d b y a p a r t i c u l a r s t r a i n i n a s p e c i f i c

e n v i r o n m e n t . L i t t l e i s k n o w n o f t h e s t r a i n ( s ) a f f e c t i n g g r o u n d n u t s , o r t h e

a b i l i t y o f t h e s e s t r a i n s t o s u r v i v e i n s o i l o r i n a s s o c i a t i o n w i t h t h e r o o t s o f h o s t

a n d n o n h o s t c r o p s . F o r s u c h s t u d i e s , i t w o u l d b e u s e f u l t o e m p l o y h i g h l y

s p e c i f i c m o n o c l o n a l a n t i s e r a t o p e r m i t t h e i d e n t i f i c a t i o n o f i n d i v i d u a l s t r a i n s /

p a t h o t y p e s o f t h e b a c t e r i u m i n s o i l , i n t h e r h i z o s p h e r e , a n d i n r o o t a n d s e e d

t i s s u e s . T h i s f i e l d s h o u l d b e a n e x c i t i n g o n e , s i n c e i t c a l l s f o r i n n o v a t i v e

r e s e a r c h o n t h e e c o l o g y o f t h i s i m p o r t a n t d i s e a s e i n t h e t r o p i c s a n d s u b t r o p i c s .

I n f o r m a t i o n f r o m r e s e a r c h o n t h e s e l i n e s s h o u l d p r o v i d e a s o u n d e c o l o g i c a l

b a s i s o n w h i c h t o d e v i s e d i s e a s e c o n t r o l m e a s u r e s , i r r e s p e c t i v e o f w h e t h e r t h e y

a r e b a s e d o n t h e d e v e l o p m e n t o f r e s i s t a n t c u l t i v a r s a n d / o r a g r o n o m i c

m a n a g e m e n t p r a c t i c e s .

I n t h e p a s t , r e s e a r c h e f f o r t s h a v e b e e n s c a t t e r e d , r e l a t i v e l y u n c o o r d i n a t e d ,

a n d s e l d o m g i v e n t o p p r i o r i t y . R e c e n t l y , m a n y s c i e n t i s t s , i n c l u d i n g

p a t h o l o g i s t s , b r e e d e r s , a n d g e n e t i c i s t s , h a v e a c c o r d e d a h i g h r e s e a r c h p r i o r i t y

t o t h i s d i s e a s e . T h e i n c r e a s i n g c o l l a b o r a t i o n i n r e s e a r c h o n b a c t e r i a l w i l t

t h r o u g h t h e G r o u n d n u t B a c t e r i a l W i l t W o r k i n g G r o u p s h o u l d b e a b l e t o

p r o v i d e s o l u t i o n s t o s p e c i f i c p r o b l e m s , a n d t o c o n t r i b u t e t o i m p r o v e d d i s e a s e

c o n t r o l .
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M e e t i n g , 1 9 - 2 3 A u g 1 9 9 1 , M a l a n g , I n d o n e s i a ( W r i g h t , G . C . a n d M i d d l e t o n , K .

J . , e d s . ) . A C I A R P r o c e e d i n g s n o . 4 0 . C a n b e r r a , A u s t r a l i a : A u s t r a l i a n C e n t r e f o r

I n t e r n a t i o n a l A g r i c u l t u r a l R e s e a r c h .

M a c h m u d , M . , a n d M i d d l e t o n , K . J . 1 9 9 0 a . S e e d i n f e c t i o n a n d t r a n s m i s s i o n o f

Pseudomonas solanacearum o n g r o u n d n u t . P a g e 5 7 i n B a c t e r i a l w i l t o f

g r o u n d n u t : p r o c e e d i n g s o f a n A C I A R / I C R I S A T c o l l a b o r a t i v e r e s e a r c h p l a n n i n g

m e e t i n g , 1 8 - 1 9 M a r 1 9 9 0 , G e n t i n g H i g h l a n d s , M a l a y s i a ( M i d d l e t o n , K . J . a n d

H a y w a r d , A . C , e d s . ) . A C I A R P r o c e e d i n g s n o . 3 1 . C a n b e r r a , A u s t r a l i a :

A u s t r a l i a n C e n t r e f o r I n t e r n a t i o n a l A g r i c u l t u r a l R e s e a r c h .

M a c h m u d , M . , a n d M i d d l e t o n , K . J . 1 9 9 0 b . P r o g r e s s o f r e s e a r c h o n b a c t e r i a l

w i l t o f p e a n u t i n I n d o n e s i a : 1 9 8 9 - 1 9 9 0 . P r e s e n t e d a t t h e A n n u a l R e v i e w o f t h e

C o l l a b o r a t i v e R e s e a r c h b e t w e e n A C I A R a n d C R I F C o n P e a n u t I m p r o v e m e n t i n

I n d o n e s i a , 2 6 - 2 8 N o v 1 9 9 0 , M a l a n g , I n d o n e s i a .

M c L a u g h l i n , R . J . , a n d S e q u e i r a , L . 1 9 8 8 . E v a l u a t i o n o f a n a v i r u l e n t s t r a i n o f

Pseudomonas solanacearum f o r b i o l o g i c a l c o n t r o l o f b a c t e r i a l w i l t o f p o t a t o .

A m e r i c a n P o t a t o J o u r n a l 6 5 : 2 5 5 - 2 6 8 .

M e h a n , V . K . , a n d H a y w a r d , A . C . ( e d s . ) . 1 9 9 3 . G r o u n d n u t b a c t e r i a l w i l t :

p r o c e e d i n g s o f t h e S e c o n d W o r k i n g G r o u p M e e t i n g , 2 N o v 1 9 9 2 , A s i a n

V e g e t a b l e R e s e a r c h a n d D e v e l o p m e n t C e n t e r , T a i n a n , T a i w a n . ( I n E n .

S u m m a r i e s i n E n , F r , E s . ) P a t a n c h e r u 5 0 2 3 2 4 , A n d h r a P r a d e s h , I n d i a :

I n t e r n a t i o n a l C r o p s R e s e a r c h I n s t i t u t e f o r t h e S e m i - A r i d T r o p i c s . 3 2 p p .

M e h a n , V . K . , L i a o , B . S . , T a n , Y . J . , R o b i n s o n - S m i t h , A . , M c D o n a l d , D . , a n d

H a y w a r d , A . C . 1 9 9 4 . B a c t e r i a l w i l t o f g r o u n d n u t . I n f o r m a t i o n B u l l e t i n n o . 3 5 .

P a t a n c h e r u 5 0 2 3 2 4 , A n d h r a P r a d e s h , I n d i a : I n t e r n a t i o n a l C r o p s R e s e a r c h

I n s t i t u t e f o r t h e S e m i - A r i d T r o p i c s . 2 8 p p .

M e h a n , V . K . , M c D o n a l d , D . , a n d S u b r a h m a n y a m , P . 1 9 8 6 . B a c t e r i a l w i l t o f

g r o u n d n u t : c o n t r o l w i t h e m p h a s i s o n h o s t p l a n t r e s i s t a n c e . P a g e s 1 1 2 - 1 1 9 i n

B a c t e r i a l w i l t d i s e a s e i n A s i a a n d t h e S o u t h P a c i f i c , 8 - 1 0 O c t 1 9 8 5 , L o s B a n o s ,

P h i l i p p i n e s ( P e r s l e y , G . J . , e d . ) . A C I A R P r o c e e d i n g s n o . 1 3 . C a n b e r r a , A u s t r a l i a :

A u s t r a l i a n C e n t r e f o r I n t e r n a t i o n a l A g r i c u l t u r a l R e s e a r c h .

M e h a n , V . K . , N i g a m , S . N . , a n d M c D o n a l d , D . 1 9 9 3 . M a n a g e m e n t o f b a c t e r i a l

w i l t o f g r o u n d n u t w i t h g e n e t i c r e s i s t a n c e a n d c u l t u r a l p r a c t i c e s . P a g e s 2 1 1 - 2 1 8
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i n B a c t e r i a l w i l t : p r o c e e d i n g s o f a n I n t e r n a t i o n a l C o n f e r e n c e , 2 8 - 3 1 O c t 1 9 9 2 ,

K a o h s i u n g , T a i w a n ( H a r t m a n , G . L . a n d H a y w a r d , A . C , e d s . ) . A C I A R

P r o c e e d i n g s n o . 4 5 . C a n b e r r a , A u s t r a l i a : A u s t r a l i a n C e n t r e f o r I n t e r n a t i o n a l

A g r i c u l t u r a l R e s e a r c h .

M e s s i a e n , C . M . , B l a n c a r d , D . , R o u x e l , F . , a n d L a f o n , R . 1 9 9 1 . L e s m a l a d i e s

d e s P l a n t e s M a r a i c h e r e s , 3 r d e d n . , P a r i s , F r a n c e : I n s t i t u t N a t i o n a l d e l a

R e c h e r c h e A g r o n o m i q u e .

M i l l e r , J . H . , a n d H a r v e y , H . W . 1 9 3 2 . P e a n u t w i l t i n G e o r g i a . P h y t o p a t h o l o g y

2 2 : 3 7 1 - 3 8 3 .

M o f f e t t , M . L . , W o o d , B . A . , a n d H a y w a r d , A . C . 1 9 8 1 . S e e d a n d s o i l : s o u r c e s o f

i n o c u l u m f o r t h e c o l o n i z a t i o n o f t h e f o l i a g e o f s o l a n a c e o u s h o s t s b y

Pseudomonas solanacearum. A n n a l s o f A p p l i e d B i o l o g y 9 8 : 4 0 3 - 4 1 1 .

N a t u r a l , M . P. , V a l e n c i a , L . D . , a n d P u a , A . R . 1 9 8 8 . P e a n u t — a n a t u r a l h o s t o f

Pseudomonas solanacearum i n t h e P h i l i p p i n e s . B a c t e r i a l W i l t N e w s l e t t e r 3 : 3 .

O C R I ( O i l C r o p s R e s e a r c h I n s t i t u t e , C h i n e s e A c a d e m y o f A g r i c u l t u r a l

S c i e n c e s ) . 1 9 7 6 . A n e v a l u a t i o n o f p e a n u t s o u r c e s o f r e s i s t a n c e t o b a c t e r i a l w i l t .

S c i e n c e a n d T e c h n o l o g y o f O i l C r o p s 1 : 2 9 - 3 5 .

O p i o , A . E . , a n d B u s o l o - B u l a f u , C . M . 1 9 9 0 . S t a t u s o f b a c t e r i a l w i l t o n

g r o u n d n u t i n U g a n d a . P a g e s 5 4 - 5 5 i n B a c t e r i a l w i l t o f g r o u n d n u t : p r o c e e d i n g s

o f a n A C I A R / I C R I S A T c o l l a b o r a t i v e r e s e a r c h p l a n n i n g m e e t i n g , 1 8 - 1 9 M a r 1 9 9 0 ,

G e n t i n g H i g h l a n d s , M a l a y s i a ( M i d d l e t o n , K . J . a n d H a y w a r d , A . C , e d s . ) .

A C I A R P r o c e e d i n g s N o . 3 1 . C a n b e r r a , A u s t r a l i a : A u s t r a l i a n C e n t r e f o r I n t e r n a -

t i o n a l A g r i c u l t u r a l R e s e a r c h .

O r i a n , G . 1 9 4 9 . D i v i s i o n o f P l a n t P a t h o l o g y , D e p a r t m e n t o f A g r i c u l t u r e ,

M a u r i t i u s , A n n u a l R e p o r t 1 9 4 8 , 6 9 - 7 4 .

P a l m , B . T . 1 9 2 2 . A a n t e e k e n i n g e n o v e r s l i j m z i e k t e i n Arachis hypogaea ( K a t j a n g

t a n a h ) . ( I n N l . S u m m a r y i n E n . ) I n s t i t u u t v o o r P l a n t e n z i e k t e n ( D u t c h E a s t

I n d i e s ) , M e d e d e e l i n g 5 2 .

P e t r o l i n i , B . , Q u a r o n i , S . , a n d S a r a c c h i , M . 1 9 8 6 . S c a n n i n g e l e c t r o n

m i c r o s c o p y i n v e s t i g a t i o n s o n t h e r e l a t i o n s h i p b e t w e e n b a c t e r i a a n d p l a n t

t i s s u e s . I I . I n v e s t i g a t i o n s o n t h e i n i t i a l p r o c e s s o f Pseudomonas solanacearum 

p a t h o g e n e s i s . R i v i s t a d i P a t o l o g i a V e g e t a l e S I V 2 2 : 1 0 0 - 1 1 5 .

P o o l e , R . F . 1 9 3 7 . F u r t h e r s t u d i e s o n t h e e f f e c t s o f s o i l t r e a t m e n t w i t h c h e m i c a l s

f o r t h e c o n t r o l o f Bacterium solanacearum. N o r t h C a r o l i n a A g r i c u l t u r a l

E x p e r i m e n t S t a t i o n A n n u a l R e p o r t 5 9 ( 1 9 3 6 ) ; 3 4 - 3 5 .

P r i o r , P . , a n d B e r a m i s , M . 1 9 9 0 . I n d u c t i o n d e l a r e s i s t a n c e a u f l e t r i s s e m e n t

b a c t e r i e n d u a Pseudomonas solanacearum E .F .S . c h e z u n c u l t i v a r d e t o m a t e

r e p u t e s e n s i b l e . A g r o n o m i e 1 0 : 3 9 1 - 4 0 1 .

P r i o r , P . , G r i m a u l t , V . , a n d S c h m i t , J . 1 9 9 4 . R e s i s t a n c e t o b a c t e r i a l w i l t

( P s e u d o m o n a s solanacearum) i n t o m a t o : p r e s e n t s t a t u s a n d p r o s p e c t s . P a g e s
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2 0 9 - 2 2 3 i n B a c t e r i a l w i l t : T h e d i s e a s e a n d i t s c a u s a t i v e a g e n t , Pseudomonas 

solanacearum ( H a y w a r d , A . C a n d H a r t m a n , G L . , e d s . ) . W a l l i n g f o r d , U K : C A B

I n t e r n a t i o n a l .

Q u i m i o , A . J . , a n d C h a n , H . H . 1 9 7 9 a . S u r v i v a l o f Pseudomonas solanacearum 

u n d e r d i v e r s e a g r o c l i m a t e s i n I n d i a . I n d i a n J o u r n a l o f A g r i c u l t u r a l S c i e n c e s 4 9 :

7 3 5 - 7 3 8 .

Q u i m i o , A . J . , a n d C h a n , H . H . 1 9 7 9 b . S u r v i v a l o f Pseudomonas solanacearum 

E . F . S m i t h i n t h e r h i z o s p h e r e o f s o m e w e e d s a n d e c o n o m i c p l a n t s p e c i e s .

P h i l i p p i n e P h y t o p a t h o l o g y 1 5 : 1 0 8 - 1 2 1 .

R o b i n s o n , A . 1 9 9 3 . S e r o l o g i c a l d e t e c t i o n o f Pseudomonas solanacearum b y E L I S A .

P a g e s 5 4 - 6 1 i n B a c t e r i a l w i l t : p r o c e e d i n g s o f a n I n t e r n a t i o n a l C o n f e r e n c e ,

2 8 - 3 1 O c t 1 9 9 2 , K a o h s i u n g , T a i w a n ( H a r t m a n , G . L . a n d H a y w a r d , A . C , e d s . ) .

A C I A R P r o c e e d i n g s n o . 4 5 C a n b e r r a , A u s t r a l i a : A u s t r a l i a n C e n t r e f o r

I n t e r n a t i o n a l A g r i c u l t u r a l R e s e a r c h .

S c h w a r z , M . B . 1 9 2 6 . D e i n v l o e d v a n d e v o o r v r u c h t o p h e t o p t r e d e n v a n

s l i j m z i e k t e ( B a c t e r i u m solanacearum) i n Arachis hypogaea e n e e n i g e

a n d e r e g e w a s s e n . I n s t i t u u t v o o r P l a n t e n z i e k t e n ( D u t c h E a s t I n d i e s ) ,

M e d e d e e l i n g 7 1 : 3 7 p p . ( E n g l i s h s u m m a r y ) .

S c h w a r z , M . B . , a n d H a r t l e y , C . 1 9 5 0 . D e s e l e c t i e v a n S c h w a r z 2 1 , e e n t e g e n

s l i j m z i e k t e r e s i s t e n t e l i j n v a n Arachis hypogaea. L a n d b o u w ( B o g o r ) 2 2 : 2 2 3 - 2 4 4 .

S e l l s c h o p , J . 1 9 4 7 . G r o u n d n u t s . F a r m i n g i n S o u t h A f r i c a 2 2 : 7 0 5 - 7 1 2 .

S h a r m a , D . , a n d S o e k a r n o , B . 1 9 9 2 . I d e n t i f i c a t i o n o f a d d i t i o n a l g r o u n d n u t

s o u r c e s r e s i s t a n t t o b a c t e r i a l w i l t u n d e r f i e l d c o n d i t i o n s i n E a s t J a v a , I n d o n e s i a .

I n t e r n a t i o n a l A r a c h i s N e w s l e t t e r 1 1 : 2 3 - 2 5 .

S i m b w a - B u n n y a , M . 1 9 7 2 . R e s i s t a n c e o f g r o u n d n u t v a r i e t i e s t o b a c t e r i a l w i l t

( P s e u d o m o n a s solanacearum) i n U g a n d a . E a s t A f r i c a n A g r i c u l t u r a l a n d F o r e s t r y

J o u r n a l 3 7 : 3 4 1 - 3 4 3 .

S m i t h , E . F . 1 8 9 6 . A b a c t e r i a l d i s e a s e o f t h e t o m a t o , e g g p l a n t , a n d I r i s h p o t a t o

( B a c i l l u s solanacearum n o v . s p . ) . U S D e p a r t m e n t o f A g r i c u l t u r e , D i v i s i o n o f

V e g e t a b l e P h y s i o l o g y a n d P a t h o l o g y , B u l l e t i n 1 2 : 1 - 2 8 .

S m i t h , T . E . 1 9 4 1 . C r i t i c a l t e s t s w i t h c r o p r o t a t i o n s f o r c o n t r o l o f G r a n v i l l e w i l t

o f t o b a c c o . P h y t o p a t h o l o g y 3 1 : 2 0 - 2 1 .

S m i t h , T . E . 1 9 4 4 . C o n t r o l o f b a c t e r i a l w i l t o f t o b a c c o a s i n f l u e n c e d b y c r o p

r o t a t i o n a n d c h e m i c a l t r e a t m e n t o f t h e s o i l . U S D e p a r t m e n t o f A g r i c u l t u r e

C i r c u l a r 6 9 2 . 1 6 p p .

S u n , D . R . , C h e n , C . R . , a n d W a n g , Y . R . 1 9 8 1 . R e s i s t a n c e e v a l u a t i o n o f

b a c t e r i a l w i l t ( P s e u d o m o n a s solanacearum E . F . S m i t h ) o f p e a n u t ( A r a c h i s hypogaea 

L.) i n t h e P e o p l e ' s R e p u b l i c o f C h i n a . P r o c e e d i n g s o f t h e A m e r i c a n P e a n u t

R e s e a r c h a n d E d u c a t i o n S o c i e t y 1 3 : 2 1 - 2 8 .
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T a n , Y . J . , D u a n , N . X . , L i a o , B . S . , L i , W . R . , a n d X u , Z . Y . 1 9 9 2 . R e s e a r c h o n

g r o u n d n u t b a c t e r i a l w i l t . P a g e 4 8 6 i n G r o u n d n u t - A g l o b a l p e r s p e c t i v e :

p r o c e e d i n g s o f a n I n t e r n a t i o n a l W o r k s h o p , 2 5 - 2 9 N o v 1 9 9 1 , I C R I S A T C e n t e r ,

I n d i a / ( N i g a m , S . N . , e d . ) . P a t a n c h e r u 5 0 2 3 2 4 , A n d h r a P r a d e s h , I n d i a :

I n t e r n a t i o n a l C r o p s R e s e a r c h I n s t i t u t e f o r t h e S e m i - A r i d T r o p i c s .

T a n , Y . J . , a n d L i a o , B . S . 1 9 9 0 . G e n e r a l a s p e c t s o f g r o u n d n u t b a c t e r i a l w i l t i n

C h i n a . P a g e s 4 4 - 4 7 i n B a c t e r i a l w i l t o f g r o u n d n u t : p r o c e e d i n g s o f a n

A C I A R / I C R I S A T c o l l a b o r a t i v e r e s e a r c h p l a n n i n g m e e t i n g , 1 8 - 1 9 M a r 1 9 9 0 ,

G e n t i n g H i g h l a n d s , M a l a y s i a ( M i d d l e t o n , K . J . a n d H a y w a r d , A . C , e d s . ) .

A C I A R P r o c e e d i n g s N o . 3 1 . C a n b e r r a , A u s t r a l i a : A u s t r a l i a n C e n t r e f o r

I n t e r n a t i o n a l A g r i c u l t u r a l R e s e a r c h .

T r i g a l e t , A . , F r e y , P., a n d T r i g a l e t - D e m e r y , D . 1 9 9 4 . B i o l o g i c a l c o n t r o l o f

b a c t e r i a l w i l t c a u s e d b y Pseudomonas solanacearum: S t a t e o f t h e a r t a n d

u n d e r s t a n d i n g . P a g e s 2 2 5 - 2 3 3 i n B a c t e r i a l w i l t : T h e d i s e a s e a n d i t s c a u s a t i v e

a g e n t , Pseudomonas solanacearum ( H a y w a r d , A . C a n d H a r t m a n , G . L . , e d s . ) .

W a l l i n g f o r d , U K : C A B I n t e r n a t i o n a l .

T r i g a l e t , A . , a n d T r i g a l e t - D e m e r y , D . 1 9 9 0 . U s e o f a v i r u l e n t m u t a n t s o f

Pseudomonas solanacearum f o r t h e b i o l o g i c a l c o n t r o l o f b a c t e r i a l w i l t o f t o m a t o

p l a n t s . P h y s i o l o g i c a l a n d M o l e c u l a r P l a n t P a t h o l o g y 3 6 : 2 7 - 3 8 .

v a n B r e d a d e H a a n , J . 1 9 0 6 . R a p p o r t o v e r z i e k t e i n d e n a a n p l a n t v a n Arachis 

hypogaea ( K a t j a n g h o l l e ) i n d e A f d e e l i n g e n K o e n i n g e n e n C h e r i b o n d e r

R e s i d e n t i e C h e r i b o n . T e y s m a n n i a 1 7 : 5 2 - 6 3 .

v a n d e r S t o k , J . E . 1 9 1 0 . O n d e r z o e k i n g o m t r e n t r i j s t e n t w e e d e g e w a s e n .

D e p a r t e m e n t v a n L a n d b o u w , N i j v e r h e i d e n H a n d e l ( D u t c h E a s t I n d i e s ) ,

M e d e d e e l i n g 1 2 : 1 7 6 - 2 2 1 .

W a n g , J . S . , a n d H o u , X . Y . 1 9 8 2 . A s t u d y o n c o n t r o l o f b a c t e r i a l w i l t o f p e a n u t .

A g r i c u l t u r a l S c i e n c e a n d T e c h n o l o g y i n L i n g y i 1 : 1 - 1 1 .

W a n g , J . S . , H o u , X . Y . , a n d H u , B . J . 1 9 8 3 . S t u d i e s o n t h e c o n t r o l o f b a c t e r i a l

w i l t o f p e a n u t . A c t a P h y t o p h y l a c t i c a S i n i c a 1 0 : 7 9 - 8 4 .

W a n g , Y . Y . , W a n g , G . H . , a n d X i a , X . M . 1 9 8 5 . A p r e l i m i n a r y s t u d y o n

i n h e r i t a n c e o f r e s i s t a n c e t o b a c t e r i a l w i l t i n p e a n u t . O i l C r o p s o f C h i n a 4 : 1 5 -

1 7 .

Y e h , W . L . 1 9 9 0 . A r e v i e w o f b a c t e r i a l w i l t o n g r o u n d n u t i n G u a n g d o n g

P r o v i n c e , P e o p l e ' s R e p u b l i c o f C h i n a . P a g e s 4 8 - 5 1 i n B a c t e r i a l w i l t o f

g r o u n d n u t : p r o c e e d i n g s o f a n A C I A R / I C R I S A T c o l l a b o r a t i v e r e s e a r c h p l a n n i n g

m e e t i n g , 1 8 - 1 9 M a r 1 9 9 0 , G e n t i n g H i g h l a n d s , M a l a y s i a ( M i d d l e t o n , K . J . a n d

H a y w a r d , A . C . , e d s . ) . A C I A R P r o c e e d i n g s n o . 3 1 . C a n b e r r a , A u s t r a l i a :

A u s t r a l i a n C e n t r e f o r I n t e r n a t i o n a l A g r i c u l t u r a l R e s e a r c h .

Z h a n g , Y . X . , H u a , J , Y . , a n d H e , L . Y . 1 9 9 3 . E f f e c t o f i n f e c t e d g r o u n d n u t s e e d s

o n t r a n s m i s s i o n o f Pseudomonas solanacearum. A C I A R B a c t e r i a l W i l t N e w s l e t t e r

9 : 9 - 1 0 .
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D i s c u s s i o n

J G R y a n Y o u n o t e d t h a t r i c e , s o r g h u m , e t c . a r e n o t i n f e c t e d w i t h Pseudomonas 

solanacearum. I s i t f e a s i b l e t o e x p l o r e t h e g e n e t i c s o u r c e s o f t h i s r e s i s t a n c e i n

t h e s e p l a n t s p e c i e s a n d t r a n s f e r t h e g e n e s t o A r a c h i s s p p ?

V K M e h a n I t m a y b e p o s s i b l e t o t r a n s f e r r e s i s t a n c e g e n e s f r o m n o n h o s t c r o p s

t o t h e c u l t i v a t e d g r o u n d n u t t h r o u g h t r a n s f o r m a t i o n t e c h n i q u e s b u t s u c h g e n e s

n e e d t o b e l o c a t e d a n d c h a r a c t e r i z e d f i r s t , b e f o r e t h e y c a n b e e x p l o i t e d .

H o w e v e r , a h i g h d e g r e e o f r e s i s t a n c e i s a l r e a d y a v a i l a b l e i n A r a c h i s s p p a n d

t h i s r e s i s t a n c e i s k n o w n t o b e s i m p l y i n h e r i t e d . O u r r e s e a r c h e m p h a s i s a t t h i s

s t a g e s h o u l d b e o n t r a n s f e r o f s u c h r e s i s t a n c e f r o m A r a c h i s s p p t h r o u g h

c o n v e n t i o n a l b r e e d i n g m e t h o d s .

Y L N e n e Y o u m e n t i o n e d f i v e b i o v a r s o f t h e p a t h o g e n a n d t h e n s h o w e d u s a 

s l i d e o f s e v e n p a t h o t y p e s . C o u l d y o u e x p l a i n t h e r e l a t i o n s h i p b e t w e e n t h e

b i o v a r s a n d t h e p a t h o t y p e s ?

V K M e h a n O f t h e f i v e b i o v a r s o f Pseudomonas solanacearum, o n l y b i o v a r s 1 , 3 ,

a n d 4 a r e r e p o r t e d t o i n f e c t g r o u n d n u t . T h e s e v e n p a t h o t y p e s r e p o r t e d i n

C h i n a b e l o n g t o b i o v a r s 3 a n d 4 . T h e b i o v a r s a r e d i f f e r e n t i a t e d b a s e d o n t h e

u t i l i z a t i o n / o x i d a t i o n o f s u g a r s , w h i l e t h e p a t h o t y p e s a r e d i f f e r e n t i a t e d o n t h e

b a s i s o f t h e i r p a t h o g e n i c i t y / v i r u l e n c e o n c e r t a i n g r o u n d n u t g e n o t y p e s .

C L L G o w d a I f s e e d t r a n s m i s s i o n i s n o t p r e v a l e n t i n w e l l - d r i e d s e e d ( < 9 %

m o i s t u r e ) , w h a t i s t h e p u r p o s e o f c o n t i n u i n g r e s e a r c h o n s e e d t r a n s m i s s i o n ?

W h y w o r r y a b o u t t h e q u a r a n t i n e i m p l i c a t i o n s w h e n u s u a l l y o n l y w e l l - d r i e d

s e e d i s t r a n s p o r t e d ?

V K M e h a n T h i s i s i m p o r t a n t i n h u m i d a r e a s w h e r e f i n a l s e e d m o i s t u r e c a n

o f t e n b e a r o u n d 1 0 % . I t c a n a l s o h a v e q u a r a n t i n e i m p l i c a t i o n s w i t h i n a c o u n t r y .

I t w i l l b e w o r t h w h i l e t o i n v e s t i g a t e i f s o m e s t r a i n s o f t h e w i l t p a t h o g e n c o u l d

b e t r a n s m i t t e d t h r o u g h s e e d w i t h m o i s t u r e c o n t e n t s l o w e r t h a n 9 % .

Y L N e n e A s a p a t h o l o g i s t w h o h a s n o t w o r k e d o n t h i s d i s e a s e , I f i n d i t

c o n f u s i n g t o n o t e t h a t p a t h o l o g i s t s w o r k i n g o n t h e b a c t e r i a l w i l t o f g r o u n d n u t

a r e u s i n g t h e t e r m s ' r a c e ' , ' b i o v a r ' , a n d ' p a t h o t y p e s ' . I s t h e r e s o m e w a y o f

r e m o v i n g t h i s c o n f u s i o n ?

A C H a y w a r d R a c e s o f t h e w i l t p a t h o g e n a r e g e n e r a l l y d e f i n e d b a s e d o n

d i f f e r e n t h o s t s p e c i e s . R a c e s d i f f e r i n t h e i r h o s t r a n g e s a n d g e o g r a p h i c

d i s t r i b u t i o n . U s i n g a c l a s s i c a l b a c t e r i o l o g i c a l a p p r o a c h , P . solanacearum h a s

b e e n d i v i d e d i n t o f i v e b i o v a r s b a s e d o n t h e i r a b i l i t y t o o x i d i z e d i f f e r e n t s u g a r s

a n d o n o t h e r b a c t e r i o l o g i c a l r e a c t i o n s . T h o u g h t h e r a c e c l a s s i f i c a t i o n s c h e m e

m a y b e i m p e r f e c t a n d t h e s c o p e o f b i o v a r d e t e r m i n a t i o n s l i m i t e d , t h e s e t w o

s y s t e m s a r e u s e f u l , c o m p l e m e n t e a c h o t h e r , a n d h a v e g a i n e d a c c e p t a n c e . T h e r e

m a y b e s o m e c o n f u s i o n r e g a r d i n g t h e u s a g e o f s u c h t e r m s , b u t r e s e a r c h e r s

e n g a g e d i n b a c t e r i a l w i l t r e s e a r c h d o r e c o g n i z e t h e s e t e r m s i n t h e r i g h t
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p e r s p e c t i v e . R a c e 1 h a s a w i d e h o s t r a n g e , a n d i s d i s t r i b u t e d t h r o u g h o u t t h e

l o w l a n d s o f t h e t r o p i c s a n d s u b t r o p i c s . I t i s a s s o c i a t e d w i t h g r o u n d n u t

b a c t e r i a l w i l t , a n d i t i n c l u d e s b i o v a r s 1 , 3 , a n d 4 ; t h e l a t t e r t w o b i o v a r s a r e

p r e v a l e n t i n A s i a . T h e c o n c e p t o f r a c e f o r t h e b a c t e r i a l p a t h o g e n i s d i f f e r e n t

f r o m t h a t u s e d f o r f u n g a l p a t h o g e n s .

S S e a l R e s e a r c h e r s a r e f a m i l i a r w i t h s u c h t e r m s , a n d a r e n o t c o n f u s e d w i t h

t h e m . A t p r e s e n t , t h e r e a r e n o o t h e r c r i t e r i a t o r e p l a c e t h e s e t e r m s . I t i s d i f f i c u l t

t o s u g g e s t a l t e r n a t i v e s .
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Host -p lant resistance to groundnut bacterial w i l t :

genetic diversi ty and enhancement

B S Liao
1
, N X Duan

1
, Y Y Wang

1
, D R Sun

1
, and V K Mehan

2

Abstract

Worldwide, about 90 groundnut genotypes have been reported resistant to bacterial 

wilt caused by Pseudomonas solanacearum. Most of these resistant genotypes 

originated in China and Indonesia. While resistance has been found in materials of 

different botanical types, most of the resistant genotypes belong to the 'Chinese dragon' 

type. These were identified from heavily wilt-infested locations in southern China. 

Research indicates that resistance mechanisms and inheritance may be different in 

different botanical types. Cytoplasmic factors for resistance have been observed in some 

Chinese dragon types while only nuclear resistance factors have been found in other 

types. Different components of resistance have been recognized. Possible resistance 

mechanisms include morphological/anatomical and biochemical features. Evaluation of 

genetic resistance against different strains of the pathogen is required to incorporate 

different resistance mechanisms. Resistance levels and stability may be enhanced by 

integrating different genes or loci through conventional and mutation breeding. 

In many regions where groundnut bacterial wilt reaches epidemic proportions, rust 

disease caused by Puccinia arachidis commonly occurs and causes significant losses 

in groundnut yields. It is important to combine resistances into groundnut varieties 

with desirable agronomic traits. 

1. O i l Crops Research Inst i tute, Chinese Academy of Agr icu l tu ra l Sciences, Wuhan 430062, China.

2. ICRISAT Asia Center, Patancheru 502 324, Andh ra Pradesh, India.

ICRISAT Conference Paper no. CP 907.

Liao, B. S., Duan , N.X. , Wang, Y. Y., Sun, D. R., and Mehan , V. K. 1994. Host-plant resistance to g roundnut bacterial

w i l t : genetic d ivers i ty and enhancement. Pages 91-96 in Groundnut bacterial w i l t in Asia: proceedings of the Th i rd

Work i ng G r o u p meet ing, 4 - 5 Jul 1994, O i l Crops Research Inst i tute, Wuhan, China (Mehan, V. K. and McDona ld , D.,

eds.). Patancheru 502 324, A n d h r a Pradesh, India: Internat ional Crops Research Inst i tute for the Semi -Ar id Tropics.
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I n t r o d u c t i o n

B a c t e r i a l w i l t , c a u s e d b y Pseudomonas solanacearum ( S m i t h ) S m i t h , i s a s e r i o u s

c o n s t r a i n t t o g r o u n d n u t p r o d u c t i o n i n s e v e r a l A s i a n c o u n t r i e s . A s c h e m i c a l

c o n t r o l o f t h i s d i s e a s e i s n o t f e a s i b l e , a n d r o t a t i o n w i t h n o n h o s t c r o p s m i g h t

a l s o b e l i m i t e d b y s o m e f a c t o r s , g r o w i n g w i l t - r e s i s t a n t g r o u n d n u t v a r i e t i e s h a s

b e e n t h e a p p r o a c h o f c h o i c e i n c o u n t r i e s w h e r e b a c t e r i a l w i l t i s s e r i o u s .

C u l t u r a l c o n t r o l m e a s u r e s a l s o c o n t i n u e t o b e i m p o r t a n t , s i n c e n o g e n o t y p e

h a s b e e n f o u n d t o b e c o m p l e t e l y r e s i s t a n t . O v e r t h e p a s t s e v e r a l d e c a d e s ,

e x t e n s i v e r e s e a r c h e f f o r t s h a v e b e e n m a d e t o d e v e l o p r e s i s t a n t v a r i e t i e s i n

I n d o n e s i a a n d C h i n a , a n d s e v e r a l r e s i s t a n t c u l t i v a r s h a v e b e e n b r e d a n d

w i d e l y u s e d . H o w e v e r , m a n y a s p e c t s o f t h e a v a i l a b l e r e s i s t a n t c u l t i v a r s

i n c l u d i n g t h e d e g r e e a n d s t a b i l i t y o f r e s i s t a n c e , y i e l d , q u a l i t y , a n d r e s i s t a n c e t o

o t h e r b i o t i c c o n s t r a i n t s n e e d t o b e f u r t h e r i m p r o v e d . T h i s p a p e r r e v i e w s t h e

r e s e a r c h o n g e n e t i c d i v e r s i t y o f g r o u n d n u t a s r e g a r d s t h e r e s i s t a n c e t o b a c t e r i a l

w i l t a n d i t s e n h a n c e m e n t .

S t a t u s o f r e s i s t a n t s o u r c e s

W o r l d w i d e , s o m e 9 0 g e r m p l a s m a c c e s s i o n s a n d i m p r o v e d c u l t i v a r s o f

g r o u n d n u t h a v e b e e n r e p o r t e d r e s i s t a n t t o b a c t e r i a l w i l t . M o s t o f t h e s e

r e s i s t a n t g e n o t y p e s a r e f r o m C h i n a a n d I n d o n e s i a ( M e h a n e t a l . 1 9 9 4 ) .

R e s i s t a n t l i n e s h a v e a l s o o r i g i n a t e d i n o r b e e n c o l l e c t e d f r o m A r g e n t i n a , B r a z i l ,

I n d i a , I s r a e l , P e r u , U g a n d a , a n d U S A ( M a c h m u d 1 9 9 3 ) . M o s t o f t h e s c r e e n i n g

e f f o r t s h a v e b e e n m a d e i n C h i n a a n d I n d o n e s i a , w h e r e m o r e t h a n 6 0 0 0

g e r m p l a s m a c c e s s i o n s h a v e b e e n t e s t e d .

A m o n g t h e a v a i l a b l e r e s i s t a n t g e n o t y p e s , 3 1 b e l o n g t o t h e S p a n i s h t y p e ( v a r

vulgaris) i n c l u d i n g m o r e t h a n 2 0 i m p r o v e d c u l t i v a r s b r e d i n C h i n a a n d

I n d o n e s i a . A f e w V a l e n c i a ( v a r fastigiata) l i n e s r e s i s t a n t t o f o l i a r d i s e a s e s h a v e

a l s o b e e n f o u n d r e s i s t a n t t o b a c t e r i a l w i l t i n C h i n a a n d I n d o n e s i a ( Y e h 1 9 9 0 ,

M e h a n e t a l . 1 9 9 3 ) . R e s i s t a n c e t o b a c t e r i a l w i l t i n t h e s e g e n o t y p e s ( e . g . , N C A c

1 7 1 2 7 a n d P I 3 9 3 6 4 1 ) m i g h t b e l e s s s t a b l e t h a n t h a t i n t h e r e s i s t a n t S p a n i s h

l i n e s . R e c e n t l y , t h e s e V a l e n c i a l i n e s s h o w e d v a r y i n g l e v e l s o f r e s i s t a n c e a t

d i f f e r e n t l o c a t i o n s i n C h i n a . O n l y t h r e e r e s i s t a n t g e n o t y p e s b e l o n g t o t h e

V i r g i n i a t y p e ( v a r hypogaea) a n d t h e y a r e i m p o r t a n t i n b r e e d i n g p r o g r a m s

( D u a n e t a l . 1 9 9 3 ) .

I n r e c e n t y e a r s , 5 0 ' C h i n e s e d r a g o n ' t y p e g e n o t y p e s h a v e b e e n i d e n t i f i e d a s

r e s i s t a n t t o b a c t e r i a l w i l t ( D u a n e t a l . 1 9 9 3 ) . A l l t h e r e s i s t a n t d r a g o n l i n e s w e r e

c o l l e c t e d f r o m h e a v i l y i n f e s t e d l o c a t i o n s i n s o u t h e r n C h i n a . N o r e s i s t a n t

m a t e r i a l o f t h i s t y p e h a s b e e n o b t a i n e d f r o m t h e n o r t h e r n p r o v i n c e s . T h e

d r a g o n l i n e s a r e l a n d r a c e s t h a t h a d l o n g b e e n c u l t i v a t e d i n C h i n a ( S u n e t a l .

1 9 6 3 ) ; a r c h a e o l o g i c a l e v i d e n c e i n d i c a t e s t h a t t h e y h a d b e e n c u l t i v a t e d f o r a t

l e a s t f i v e h u n d r e d y e a r s b e f o r e t h e V i r g i n i a t y p e g r o u n d n u t s w e r e i n t r o d u c e d

t o w a r d s t h e e n d o f 1 9 t h c e n t u r y . A s r e s i s t a n t g e n o t y p e s a r e f a r m o r e c o m m o n

i n t h e d r a g o n t y p e t h a n i n t h e o t h e r t h r e e b o t a n i c a l t y p e s , t h e r e m i g h t b e a 

c l o s e r e l a t i o n s h i p b e t w e e n t h e e v o l u t i o n o f r e s i s t a n c e a n d t h e d i s e a s e b e c a u s e
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b a c t e r i a l w i l t h a s l o n g b e e n s e r i o u s i n s o u t h e r n C h i n a . T h e c h a r a c t e r i z a t i o n o f

s o m e t w o h u n d r e d d r a g o n g e n o t y p e s i n d i c a t e s c o n s i d e r a b l e v a r i a t i o n i n m a n y

c h a r a c t e r s — t h e g e n e t i c d i v e r s i t y f o r r e s i s t a n c e a m o n g t h e d r a g o n l i n e s m e r i t s

f u r t h e r i n v e s t i g a t i o n . S c r e e n i n g o n a l i m i t e d s c a l e h a s l e d t o t h e i d e n t i f i c a t i o n

o f s o m e r e s i s t a n t a c c e s s i o n s o f w i l d Arachis s p e c i e s . R e s i s t a n c e h a s a l s o b e e n

f o u n d i n s o m e i n t e r s p e c i f i c h y b r i d d e r i v a t i v e s t h a t a l s o h a v e r e s i s t a n c e t o

f o l i a r f u n g a l d i s e a s e s ( M e h a n e t a l . 1 9 9 4 ) .

M o r e t h a n h a l f o f t h e g l o b a l g r o u n d n u t g e r m p l a s m c o l l e c t i o n h a s s t i l l t o b e

s c r e e n e d f o r r e s i s t a n c e t o b a c t e r i a l w i l t , a n d n e w s o u r c e s o f r e s i s t a n c e c o u l d

s t i l l b e i d e n t i f i e d . S p e c i a l e m p h a s i s s h o u l d b e g i v e n t o c o m b i n i n g w i l t

r e s i s t a n c e w i t h h i g h y i e l d p o t e n t i a l a n d r e s i s t a n c e t o f o l i a r f u n g a l d i s e a s e s .

G e n e t i c s o f r e s i s t a n c e

T h e r e h a v e b e e n f e w r e p o r t s o f s t u d i e s o n t h e g e n e t i c s o f w i l t r e s i s t a n c e a n d

t h e s e h a v e g i v e n c o n f l i c t i n g i n f o r m a t i o n . O n e r e p o r t i n d i c a t e d t h a t t h e

r e s i s t a n c e i s a r e c e s s i v e t r a i t ( W a n g e t a l . 1 9 8 5 ) w h e r e a s a n o t h e r r e p o r t e d i t t o

b e p a r t i a l l y d o m i n a n t ( L i a o e t a l . 1 9 8 6 ) . O n l y a f e w r e s i s t a n t p a r e n t s o f t h e

S p a n i s h t y p e ( e . g . , X i e k a n g q i n g a n d T a i s h a n Z h e n g z h u ) w e r e u s e d i n t h e s e

s t u d i e s . R e c e n t s t u d i e s a t t h e O i l C r o p s R e s e a r c h I n s t i t u t e ( O C R I ) i n W u h a n

h a v e s u p p o r t e d t h e v i e w t h a t r e s i s t a n c e i s p a r t i a l l y d o m i n a n t . I t i s i n t e r e s t i n g

t o n o t e t h a t c y t o p l a s m i c e f f e c t f o r r e s i s t a n c e w a s f o u n d i n s o m e d r a g o n l i n e s .

I n a c r o s s i n v o l v i n g t w o r e s i s t a n t p a r e n t s , t h e d r a g o n t y p e g e n o t y p e

F e i l o n g x i a n g a n d t h e V a l e n c i a g e n o t y p e T a i s h a n S a n l i r o u , t h e h y b r i d s i n F 1

a n d F 2 g e n e r a t i o n s w e r e r e s i s t a n t . H o w e v e r , a f e w F 3 p r o g e n i e s ( e a c h

d e v e l o p e d f r o m a n F 2 p l a n t ) w e r e s u s c e p t i b l e . A s b o t h p a r e n t s a r e h i g h l y

r e s i s t a n t , t h i s s e g r e g a t i o n o f s u s c e p t i b l e p l a n t s p o i n t s t o p o s s i b l e d i f f e r e n c e s i n

t h e g e n e t i c b a c k g r o u n d s o f t h e t w o s u b s p e c i e s f o r w i l t r e s i s t a n c e . F u r t h e r

i n v e s t i g a t i o n s a r e i n p r o g r e s s .

G e n e t i c d i v e r s i t y o f w i l t r e s i s t a n c e i s a l s o t h o u g h t t o e x i s t i n t h e t w o

b o t a n i c a l t y p e s o f s u b s p fastigiata. T h e S p a n i s h g e n o t y p e X i e k a n g q i n g a n d t h e

V a l e n c i a g e n o t y p e T a i s h a n S a n l i r o u h a v e b e e n i d e n t i f i e d a s h i g h l y r e s i s t a n t

u n d e r n a t u r a l d i s e a s e p r e s s u r e i n m a n y e n v i r o n m e n t s i n C h i n a , b u t t h e i r

r e s i s t a n c e a p p e a r e d t o b e d i f f e r e n t i n a r t i f i c i a l i n o c u l a t i o n t e s t s . T h e s e r e s u l t s

n e e d f u r t h e r c o n f i r m a t i o n .

C o m p o n e n t s a n d m e c h a n i s m s o f resistance

R e s i s t a n c e t o b a c t e r i a l w i l t i n g r o u n d n u t m i g h t b e e x p r e s s e d t h r o u g h s e v e r a l

c o m p o n e n t s , i n c l u d i n g l a t e n t p e r i o d , d e g r e e o f v a s c u l a r b r o w n i n g , h y p e r 

s e n s i t i v e r e a c t i o n s h o w i n g p a r t i a l s y m p t o m s , a n d r a t e o f w i l t i n g . R e s i s t a n t

l i n e s , g e n e r a l l y , h a v e l o n g l a t e n t p e r i o d s . A m o n g d i f f e r e n t b o t a n i c a l t y p e s , t h e

l a t e - m a t u r i n g V i r g i n i a r u n n e r a n d d r a g o n g e n o t y p e s h a v e l o n g e r l a t e n t

p e r i o d s t h a n t h e e a r l y - m a t u r i n g S p a n i s h a n d V a l e n c i a t y p e s . P a r t i a l s y m p t o m s

o f w i l t i n g i n a b r a n c h o r a l e a f l e t a p p e a r t o b e a d e f e n s e r e a c t i o n o f t h e h o s t

p l a n t , a n d p a r t i a l w i l t i n g i s m o r e c o m m o n i n a r t i f i c i a l l y i n o c u l a t e d p l a n t s .

93



D i s c o l o r a t i o n o f v a s c u l a r t i s s u e s i s a d i a g n o s t i c f e a t u r e o f b a c t e r i a l w i l t , b u t t h e

d e g r e e o f v a s c u l a r b r o w n i n g i n d i f f e r e n t g e n o t y p e s n e e d s t o b e a s s e s s e d .

I n s o m e S p a n i s h g e n o t y p e s , w i l t r e s i s t a n c e i s b e l i e v e d t o b e r e l a t e d t o s o m e

m o r p h o l o g i c a l f e a t u r e s o f r o o t s , a n d t o Rhizobium s p p a s s o c i a t e d w i t h

g r o u n d n u t s ( L i a o e t a l . 1 9 9 2 ) . T h e s u s c e p t i b l e c u l t i v a r s g e n e r a l l y h a v e l o n g

a n d s t r o n g m a i n r o o t s , w h i l e t h e r e s i s t a n t g e n o t y p e s h a v e l o n g l a t e r a l r o o t s .

R e s i s t a n t g e n o t y p e s h a v e f e w e r n o d u l e s o n r o o t s a n d a l o w e r n i t r o g e n c o n t e n t

t h a n t h e s u s c e p t i b l e l i n e s . T h e s e o b s e r v a t i o n s s u g g e s t t h a t r e s i s t a n c e t o

b a c t e r i a l i n v a s i o n i s a n i m p o r t a n t c o m p o n e n t o f r e s i s t a n c e . T h e l o w e r n i t r o g e n

c o n t e n t i n t h e r e s i s t a n t g e n o t y p e s m i g h t b e a r e a s o n f o r t h e i r l o w y i e l d

p o t e n t i a l .

B i o c h e m i c a l i n v e s t i g a t i o n s r e v e a l t h a t i n f e c t i o n b y v i r u l e n t i s o l a t e s o f P .

solanacearum c a n c a u s e i n c r e a s e d l e v e l s o f p o l y p h e n o l o x i d a s e i n r e s i s t a n t l i n e s .

G a l l i c a c i d , c a t e c h i n , a n d p - c o u m a r i c a c i d m a y b e r e l a t e d t o r e s i s t a n c e t o

b a c t e r i a l w i l t i n g r o u n d n u t ( P e n g e t a l . 1 9 9 4 , p e r s o n a l c o m m u n i c a t i o n ) .

P e r o x i d a s e i n r e s i s t a n t g e n o t y p e s a p p e a r s t o b e a c t i v a t e d a f t e r b a c t e r i a l

i n f e c t i o n .

E n h a n c e m e n t o f r e s i s t a n c e

T o d a t e , o n l y a f e w r e s i s t a n t g e r m p l a s m l i n e s o f s u b s p fastigiata h a v e b e e n u s e d

i n b r e e d i n g . I t i s v e r y i m p o r t a n t t o b r o a d e n t h e g e n e t i c b a c k g r o u n d o f t h e h o s t

r e s i s t a n c e . E x t e n s i v e s c r e e n i n g o f g r o u n d n u t g e r m p l a s m f o r r e s i s t a n c e i s

n e c e s s a r y t o i d e n t i f y m o r e d e s i r a b l e r e s i s t a n t g e n o t y p e s . M o s t o f t h e l a n d r a c e s

e v o l v e d a t t h e h o t - s p o t l o c a t i o n s o f C h i n a a n d I n d o n e s i a h a v e b e e n s c r e e n e d ,

b u t m o s t o f t h e g r o u n d n u t g e r m p l a s m c o l l e c t i o n i n I C R I S A T r e m a i n s t o b e

t e s t e d . N e w r e s i s t a n t g e n o t y p e s m a y b e f o u n d i n t h e l a n d r a c e s c o l l e c t e d f r o m

S o u t h A m e r i c a w i t h i t s v a s t g e n e t i c d i v e r s i t y , a n d a l s o i n t h o s e f r o m s e v e r a l

c o u n t r i e s o f S o u t h e a s t A s i a . T h o u g h h i g h l y r e s i s t a n t l i n e s h a v e b e e n o b t a i n e d

o n l y f r o m a r e a s w h e r e t h e d i s e a s e i s p r e v a l e n t , m o d e r a t e l y r e s i s t a n t o r t o l e r a n t

g e n o t y p e s h a v e b e e n i d e n t i f i e d i n g e r m p l a s m c o l l e c t e d f r o m o t h e r r e g i o n s .

I n t e n s i v e g e n e t i c e v a l u a t i o n o f t h e a v a i l a b l e r e s i s t a n t g e r m p l a s m i s

i m p o r t a n t t o i d e n t i f y r e s i s t a n t g e n o t y p e s w i t h d i f f e r e n t g e n e s a n d m e c h a n i s m s

o f r e s i s t a n c e t o i m p r o v e t h e l e v e l a n d s t a b i l i t y o f w i l t r e s i s t a n c e . T o b e

s u c c e s s f u l , s u c h g e n e t i c e v a l u a t i o n r e q u i r e s f u r t h e r c h a r a c t e r i z a t i o n o f t h e

p a t h o g e n s t r a i n s i n c l u d i n g p a t h o t y p e s .

T h e l e v e l a n d s t a b i l i t y o f w i l t r e s i s t a n c e c a n b e e n h a n c e d b y c r o s s i n g

a m o n g s t t h e g e n o t y p e s t h a t p o s s e s s d i f f e r e n t g e n e s / r e s i s t a n c e m e c h a n i s m s .

A s w i l t r e s i s t a n c e i n g r o u n d n u t i s s i m p l y i n h e r i t e d , i t i s f e a s i b l e t o i m p r o v e o r

m o d i f y t h e r e s i s t a n c e t h r o u g h m u t a t i o n b r e e d i n g .

S e v e r a l r e s i s t a n t c u l t i v a r s h a v e b e e n d e v e l o p e d b y c r o s s i n g r e s i s t a n t p a r e n t s

w i t h h i g h - y i e l d i n g b u t s u s c e p t i b l e c u l t i v a r s . T h o u g h i t i s e a s y t o t r a n s f e r t h e

r e s i s t a n c e b y s u c h o n e - w a y h y b r i d i z a t i o n , t h e s e l e c t e d r e s i s t a n t m a t e r i a l s

m i g h t i n h e r i t s u c h u n d e s i r a b l e t r a i t s a s l o w y i e l d a n d p o o r t o l e r a n c e t o o t h e r

c o n s t r a i n t s f r o m t h e r e s i s t a n t p a r e n t s . H o w e v e r , m u l t i p l e c r o s s i n g c a n

o v e r c o m e t h e s e p r o b l e m s . I n G u a n g d o n g p r o v i n c e , s e v e r a l w i l t - r e s i s t a n t
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g r o u n d n u t c u l t i v a r s s u c h a s Y u e Y o u 9 2 a n d Y u e Y o u 2 5 6 h a v e b e e n b r e d b y

m u l t i p l e c r o s s i n g ; t h e s e h a v e m o r e d e s i r a b l e a g r o n o m i c t r a i t s . B e s i d e s t h e u s e

o f b e t t e r r e s i s t a n c e d o n o r s , m o d i f i e d s e l e c t i o n m e t h o d s s h o u l d a l s o b e u s e d .

M o r p h o l o g i c a l f e a t u r e s o f r o o t s , l a t e n t i n f e c t i o n , a n d d e g r e e o f v a s c u l a r

d i s c o l o r a t i o n s h o u l d b e t a k e n a s c o m p l e m e n t a r y c r i t e r i a i n s e l e c t i o n . S u c h

i n o c u l a t i o n p r o c e d u r e s a s s t e m i n j e c t i o n a n d s e e d i n o c u l a t i o n u s i n g h i g h

l e v e l s o f i n o c u l u m c a n b e u s e d t o d e t e c t g r e a t e r l e v e l s o f r e s i s t a n c e , a n d

i n o c u l a t i o n w i t h d i f f e r e n t s t r a i n s o f t h e p a t h o g e n c a n b e u s e d t o t e s t t h e

s t a b i l i t y o f r e s i s t a n c e .

I n m a n y r e g i o n s w h e r e g r o u n d n u t b a c t e r i a l w i l t r e a c h e s e p i d e m i c p r o p o r 

t i o n s , r u s t d i s e a s e c a u s e d b y Puccinia arachidis S p e g . i s c o m m o n a n d c a u s e s

s i g n i f i c a n t l o s s e s . I t i s i m p o r t a n t t o c o m b i n e t h e r e s i s t a n c e s t o b o t h t h e d i s e a s e s

i n v a r i e t i e s w i t h d e s i r a b l e a g r o n o m i c t r a i t s . M u l t i p l e c r o s s i n g u s i n g

g e r m p l a s m w i t h e n h a n c e d r e s i s t a n c e a n d u s i n g s o m e b r i d g i n g m a t e r i a l s i s

h i g h l y r e c o m m e n d e d .

R e f e r e n c e s

D u a n , N . X . , T a n , Y . J . , J i a n g , H . , a n d H u , D . H . 1 9 9 3 . S c r e e n i n g g r o u n d n u t

g e r m p l a s m f o r r e s i s t a n c e t o b a c t e r i a l w i l t . O i l C r o p s o f C h i n a 1 : 2 2 - 2 5 .

L i a o , B . S . , D u a n , N . X . , T a n , Y . J . , L i , D . , a n d T a n g , G . Y . 1 9 9 4 . C y t o p l a s m i c

e f f e c t f o r r e s i s t a n c e t o b a c t e r i a l w i l t i n C h i n e s e d r a g o n g r o u n d n u t ( A b s t r a c t ) .

A C I A R B a c t e r i a l W i l t N e w s l e t t e r 1 0 : 2 .

L i a o , B . S . , J i a n g , R . W . , T a n , Y . J . , R a o , R . H . , a n d T a n g , G . Y . 1 9 9 2 . A s t u d y o n

c h a r a c t e r s o f n i t r o g e n f i x a t i o n i n s o m e g r o u n d n u t l i n e s r e s i s t a n t t o b a c t e r i a l

w i l t . O i l C r o p s o f C h i n a 4 : 3 4 - 3 7 .

L i a o , B . S . , L i , W . R . , a n d S u n , D . R . 1 9 8 6 . A s t u d y o n i n h e r i t a n c e o f r e s i s t a n c e

t o Pseudomonas solanacearum E .F . S m i t h i n Arachis hypogaea L . O i l C r o p s o f

C h i n a 3 : 1 - 8 .

M a c h m u d , M . 1 9 9 3 . P r e s e n t s t a t u s o f g r o u n d n u t b a c t e r i a l w i l t r e s e a r c h i n

I n d o n e s i a . P a g e s 1 5 - 2 4 i n B a c t e r i a l w i l t o f g r o u n d n u t : p r o c e e d i n g s o f t h e

S e c o n d W o r k i n g G r o u p M e e t i n g , 2 N o v 1 9 9 2 , T a i n a n , T a i w a n ( M e h a n , V . K . a n d

H a y w a r d , A . C . , e d s . ) . P a t a n c h e r u 5 0 2 3 2 4 , A n d h r a P r a d e s h , I n d i a :

I n t e r n a t i o n a l C r o p s R e s e a r c h I n s t i t u t e f o r t h e S e m i - A r i d T r o p i c s .

M e h a n , V . K . , L i a o , B . S . , T a n , Y . J . , R o b i n s o n - S m i t h , A . , M c D o n a l d , P . , a n d

H a y w a r d , A . C . 1 9 9 4 . B a c t e r i a l w i l t o f g r o u n d n u t . I n f o r m a t i o n B u l l e t i n n o . 3 5 .

P a t a n c h e r u 5 0 2 3 2 4 , A n d h r a P r a d e s h , I n d i a : I n t e r n a t i o n a l C r o p s R e s e a r c h

I n s t i t u t e f o r t h e S e m i - A r i d T r o p i c s . 2 8 p p .

M e h a n , V . K . , N i g a m , S . N . , a n d M c D o n a l d , D . 1 9 9 3 . M a n a g e m e n t o f b a c t e r i a l

w i l t o f g r o u n d n u t w i t h g e n e t i c r e s i s t a n c e a n d c u l t u r a l p r a c t i c e s . P a g e s 2 1 1 - 2 1 8

i n B a c t e r i a l w i l t : p r o c e e d i n g s o f a n I n t e r n a t i o n a l C o n f e r e n c e , 2 8 - 3 1 O c t 1 9 9 2 ,

K a o h s i u n g , T a i w a n ( H a r t m a n , G . L . a n d H a y w a r d , A . C . , e d s . ) . A C I A R

P r o c e e d i n g s n o . 4 5 . C a n b e r r a , A u s t r a l i a : A u s t r a l i a n C e n t r e f o r I n t e r n a t i o n a l

A g r i c u l t u r a l R e s e a r c h .
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S u n , D . R . , W a n g , Y . Y . , L i u , Y . Q . , W a n , W . Z . , a n d Z h a n g , C . X . 1 9 6 3 .

C l a s s i f i c a t i o n o f c u l t i v a t e d g r o u n d n u t i n C h i n a . A n n u a l R e s e a r c h R e p o r t .

W u h a n , C h i n a : O i l C r o p s R e s e a r c h I n s t i t u t e .

W a n g , Y . Y . , W a n g , C . H . , a n d X i a , X . M . 1 9 8 5 . A p r e l i m i n a r y s t u d y o n i n h e r i 

t a n c e o f r e s i s t a n c e t o b a c t e r i a l w i l t i n p e a n u t . O i l C r o p s o f C h i n a 4 : 1 5 - 1 7 .

Y e h , W . L . 1 9 9 0 . A r e v i e w o f b a c t e r i a l w i l t o n g r o u n d n u t i n G u a n g d o n g

P r o v i n c e , P e o p l e ' s R e p u b l i c o f C h i n a . P a g e s 4 8 - 5 1 i n B a c t e r i a l w i l t o f

g r o u n d n u t : p r o c e e d i n g s o f a n A C I A R / I C R I S A T c o l l a b o r a t i v e r e s e a r c h p l a n n i n g

m e e t i n g , 1 8 - 1 9 M a r 1 9 9 0 , G e n t i n g H i g h l a n d s , M a l a y s i a ( M i d d l e t o n , K J . a n d

H a y w a r d , A C , e d s . ) . A C I A R P r o c e e d i n g s n o . 3 1 . C a n b e r r a , A u s t r a l i a :

A u s t r a l i a n C e n t r e f o r I n t e r n a t i o n a l A g r i c u l t u r a l R e s e a r c h .

D i s c u s s i o n

Y L N e n e Y o u m e n t i o n e d t h a t y o u n e e d t o i n v e s t i g a t e t h e c o m p o n e n t s o f

r e s i s t a n c e a n d u s e t h e m i n b r e e d i n g d i s e a s e r e s i s t a n t c u l t i v a r s . F r o m m y

e x p e r i e n c e w i t h c h i c k p e a i n b r e e d i n g f o r w i l t r e s i s t a n c e , I w o u l d s a y t h a t y o u

n e e d t o b e c o n c e r n e d o n l y w i t h p e r c e n t m o r t a l i t y a n d t h e t i m e o f w i l t i n g ( i . e . ,

l a t e w i l t i n g ) w h e n d e v e l o p i n g a p r a c t i c a l d i s e a s e r e s i s t a n c e b r e e d i n g p r o g r a m .

Y o u m a y u s e o t h e r c o m p o n e n t s o n l y t o c a r r y o u t d e t a i l e d s t u d i e s o n p a t h o g e n

v a r i a b i l i t y .

V K M e h a n Y e s , w e a g r e e w i t h y o u r v i e w s . W h i l e s c r e e n i n g l a r g e n u m b e r s o f

g e r m p l a s m a n d b r e e d i n g l i n e s , w e d o e m p h a s i z e o n l y p e r c e n t m o r t a l i t y a n d

l a t e w i l t i n g . S e v e r a l c o m p o n e n t s o f r e s i s t a n c e c a n b e i n v e s t i g a t e d o n l y i n a 

s m a l l n u m b e r o f r e s i s t a n t l i n e s , a n d g e n o t y p e s w i t h d i f f e r e n t c o m p o n e n t s o f

r e s i s t a n c e c a n b e u s e d i n b r e e d i n g p r o g r a m s t o e n h a n c e a n d s t a b i l i z e t h e

r e s i s t a n c e t o t h e w i l t p a t h o g e n .

B S L i a o I a g r e e w i t h D r M e h a n ' s v i e w s .

A C H a y w a r d Y o u r m a p s h o w e d a r e c o r d i n t h e s o u t h e a s t e r n c o m e r o f

Q u e e n s l a n d — a c t u a l l y a t N a m b o u r , w h i c h i s 1 0 0 k m s o u t h o f B r i s b a n e . T h i s i s

n o t a g r o u n d n u t p r o d u c t i o n a r e a . B a c t e r i a l w i l t o n g r o u n d n u t h a s n e v e r b e e n

r e c o r d e d i n a n y p r o d u c t i o n a r e a i n A u s t r a l i a . T h e c i r c u m s t a n c e s a r e t h a t i n

1 9 6 9 / 7 0 , M o f f e t t a n d P e g g g r e w R e d S p a n i s h g r o u n d n u t i n a k n o w n w i l t -

i n f e s t e d s o i l ( i n f e s t e d w i t h b i o v a r 3 e n d e m i c t o t h e r e g i o n ) o n l y i n o r d e r t o f i n d

o u t w h e t h e r t h e p l a n t s w o u l d w i l t . T h e y d i d . T h a t i s a l l t h a t t h a t r e c o r d m e a n s .

B S L i a o C o u l d D r M e h a n c o m m e n t o n t h i s ?

V K M e h a n I a g r e e w i t h D r H a y w a r d ' s c o m m e n t s . I t i s t r u e t h a t M o f f e t t a n d

P e g g i s o l a t e d t h e w i l t p a t h o g e n f r o m s o m e R e d S p a n i s h g r o u n d n u t p l a n t s i n a 

d i s e a s e n u r s e r y e s t a b l i s h e d n e a r N a m b o u r .
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Genetic evaluat ion of resistance to bacterial w i l t in

Chinese 'dragon' groundnut accessions

H F Jiang, N X Duan, Y J Tan, and B S Liao
1

Abstract

The Chinese 'dragon' type groundnut has been found to be similar to var hirsuta or 

Peruvian type. Chinese dragon varieties were traditionally cultivated in many regions 

of China before germplasm of the other three types of cultivated groundnuts (Virginia, 

Valencia, and Spanish) was introduced into the country in the last century. Germplasm 

accessions of the dragon type were systematically evaluated for resistance to bacterial 

wilt caused by Pseudomonas solanacearum (Smith) Smith. Of the 250 dragon type 

accessions collected in China, 51 were identified as highly resistant. The frequency of 

resistant landraces was obviously much higher in the dragon type than in the other 

three types. All the resistant dragon lines were collected from heavily wilt-infested 

areas in southern China including Guangxi, Guangdong, and Jiangxi provinces. No 

resistant landrace of this type was obtained from the northern provinces. The results of 

characterization showed that the resistant dragon lines generally possessed desirable 

drought tolerance and strong seed dormancy. There was a positive correlation between 

resistance and (1) protein content of seed (r = 0.5114) and (2) proline content of the 

seed protein. Preliminary genetic observations revealed that there was a cytoplasmic 

effect in bacterial wilt resistance in some dragon genotypes. 
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A pre l im inary study of groundnut bacterial w i l t

resistance mechanisms

Z H Shan and Y J Tan
1

Seeds of several groundnut cultivars with varying levels of resistance to bacterial wilt 

were inoculated with Pseudomonas solanacearum (Smith) Smith. Plants were 

grown from these inoculated seeds under hydroponics. Forty days after sowing, the 

morphological traits and isoenzymes activities of roots were investigated. It was found 

that the bacterium could infect plants of both resistant and susceptible cultivars. 

Development of the roots of plants grown from noninoculated seeds, and of susceptible 

and resistant plants grown from inoculated seeds, was monitored. Infection by 

P. solanacearum had little influence on root development in resistant cultivars, but 

significantly reduced root growth in susceptible cultivars. In resistant cultivars, 

peroxidase activity was increased and esterase was inhibited, while the reverse was 

true for susceptible cultivars. Roots are the most appropriate plant part for studying 

biochemical changes that occur after invasion by the wilt pathogen. 

Abstract
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Pre l iminary studies on the biochemical mechanisms

of resistance to Pseudomonas solanacearum in

groundnut

N X Duan, Z Peng, Y J Tan, and H F Jiang
1

Abstract

Breeding for resistance is an effective strategy to control groundnut bacterial wilt 

caused by P s e u d o m o n a s s o l a n a c e a r u m (Smith) Smith. Knowledge of the 

mechanisms of host-plant resistance is obviously important for evaluation and 

selection in breeding, but only limited research has been conducted on this aspect. 

Eight resistant and two susceptible groundnut genotypes were used in a study to 

investigate the correlation between resistance and polyphenol oxidase (PPO) activity, 

and the constitution of some polyphenols. Four-week-old plants with six to eight fully 

expanded leaves were inoculated with P. s o l a n a c e a r u m isolates by the stem-

inoculation method. 

No significant difference was observed in PPO activities between the resistant and 

susceptible genotypes before inoculation, but after inoculation, differences were 

significant. Peak PPO activity occurred earlier (about six days after infection) in 

resistant lines than in susceptible ones (about ten days after infection). In resistant 

cultivars, PPO activity increased by 1.5-1.6 times after infection, whereas in the 

susceptible cultivars the increase was only 1-1.5 times. This suggests that resistance 

may be associated with increase in PPO activity after infection. 

High pressure liquid chromatography (HPLC) was used to carry out quantitative 

and qualitative comparisons between cultivars. Gallic acid, catechin, p-coumaric acid, 

and 2,6-D-tert-butyl-p-crosel were found to be related to resistance to bacterial wilt. 

The gallic acid contents were very high after inoculation in the eight resistant cultivars 

tested, but no change was found in the susceptible ones. The contents of catechin and 

p-coumaric acid also changed after inoculation. The 2,6-D-tert-butyl-p-crosel contents 

were high in non-inoculated resistant and susceptible cultivars but, after inoculation, 

the contents were reduced significantly only in the susceptible genotypes. These results 

indicate that resistance is associated with increased levels of polyphenols after 

infection.
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Research on groundnut bacterial w i l t in Guangdong

province, C h i n a

G R Zheng, X Y L i , W L Yeh, X Q Liang, and Y H Li
1

Abstract

Groundnut bacterial wilt, caused by Pseudomonas solanacearum (Smith) Smith, is 

economically important in Guangdong province. In this province, the total area under 

groundnut is 310 000 ha, of which over 18 000 ha are naturally infested with the wilt 

pathogen. The wilt incidence in Guangdong ranges from 10 to 20%, and the average 

yield loss ranges from 20 to 30%. Using wilt-resistant groundnut cultivars has been 

the most important measure to control the disease. Much research effort has gone into 

breeding wilt-resistant cultivars at the Industrial Crops Research Institute, 

Guangzhou. Two wilt-resistant cultivars, Yue You 92 and Yue You 256, have been 

released and extensively used in the province. Yue You 92 is about as resistant as 

Schwarz 21, but can outyield it by over 10%. It contains 54% oil. Yue You 256 

outyielded Yue You 92 by 8.75%, and showed only 3.6% wilt incidence in the Wilt-

Resistant Varietal Trial of South China (1988-1990). A new wilt-resistant breeding 

line, Yue You 200, with a high yield potential, is now at the demonstration stage, and 

may be released soon. As another economically important disease, namely rust, caused 

by Puccinia arachidis Speg., always occurs together with bacterial wilt in 

Guangdong province, breeding efforts have been directed towards integrating wilt 

resistance with rust resistance, and some lines with multiple disease resistance have 

been developed and found to be promising. 
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Status of groundnut bacterial w i l t research in

C h i n a

Y J Tan
1
, N X Duan

1
, B S Liao

1
, Z Y Xu

1
, L Y He

2
, and G R Zheng

3

Abstract

Groundnut bacterial wilt has been reported from 16 provinces in China. The area 

under groundnut cultivation naturally infested with the pathogen is estimated at over 

200 000 ha. The annual incidence of the disease is estimated to range from 4 to 8% on 

resistant cultivars. The annual loss in groundnut pod yield due to the disease is 

estimated at around 36 000 t. The wilt pathogen affecting groundnut in China belongs 

to race 1 of Pseudomonas solanacearum, and biovars 3 and 4 have been identified. 

Its pathogenicity varies greatly with regions, and the disease is generally more serious 

in southern provinces. 

Rotation of groundnut with rice for 1 to 2 years is the most effective cultural 

control. Rotation with such other nonhost crops as maize, wheat, sorghum, and 

sugarcane for 2 to 5 years is also effective. However, the use of wilt-resistant cultivars 

has been the most important measure to control the disease in China. The resistant 

cultivars used at present are E Hua 5, Gui You 28, Lu Hua 3, Yue You 92, Yue You 

256, and Zhonghua 2. Fifty-five highly resistant germplasm accessions have been 

identified, and some of them have been used in breeding programs. Genetics and 

mechanisms of resistance have been studied. Research has also been conducted on the 

molecular basis of virulence and pathogenicity of P. solanacearum, seed transmission, 

and biological control. 
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I n t r o d u c t i o n

B a c t e r i a l w i l t , c a u s e d b y Pseudomonas solanacearum ( S m i t h ) S m i t h , h a s l o n g

b e e n r e c o g n i z e d a s a s e r i o u s d i s e a s e o f g r o u n d n u t i n C h i n a , w h e r e i t w a s f i r s t

r e p o r t e d i n 1 9 3 8 . I n H u b e i p r o v i n c e , e x t e n s i v e i n v e s t i g a t i o n a n d r e s e a r c h o n

t h i s d i s e a s e w e r e i n i t i a t e d i n 1 9 5 5 , f o l l o w e d b y s i m i l a r r e s e a r c h a c t i v i t i e s i n

F u j i a n a n d G u a n g d o n g p r o v i n c e s . R e s e a r c h e f f o r t s i n t h e 1 9 5 0 s a n d 1 9 6 0 s w e r e

c o n c e n t r a t e d o n d i s e a s e s u r v e y s , a n d o n c o n t r o l t h r o u g h c u l t u r a l m e a s u r e s .

S i n c e t h e 1 9 7 0 s , e m p h a s i s h a s b e e n o n t h e i d e n t i f i c a t i o n o f r a c e s a n d b i o v a r s ,

t h e p a t h o g e n i c i t y o f t h e c a u s a l b a c t e r i u m , a n d d i s e a s e e p i d e m i o l o g y .

C o n s i d e r a b l e r e s e a r c h e f f o r t s h a v e b e e n d i r e c t e d a t g e r m p l a s m e v a l u a t i o n , t h e

g e n e t i c s o f w i l t r e s i s t a n c e , a n d b r e e d i n g f o r r e s i s t a n c e . S e v e r a l r e s i s t a n t

c u l t i v a r s h a v e b e e n r e l e a s e d a n d a r e e x t e n s i v e l y u s e d . T h e y h a v e p l a y e d a n

i m p o r t a n t r o l e i n r e d u c i n g y i e l d l o s s e s d u e t o t h e d i s e a s e .

O c c u r r e n c e a n d d i s t r i b u t i o n

T o d a t e , b a c t e r i a l w i l t o f g r o u n d n u t h a s b e e n r e p o r t e d i n t h e f o l l o w i n g

p r o v i n c e s o f C h i n a : A n h u i , F u j i a n , G u a n g d o n g , G u a n g x i , G u i z h o u n , H a i n a n ,

H e b e i , H e n a n , H u b e i , H u n a n , J i a n g s u , J i a n g x i , L i a o n i n g , S h a n d o n g , S i c h u a n ,

a n d Z h e j i a n g . G e n e r a l l y , t h e d i s e a s e i s m o r e s e r i o u s i n t h e c e n t r a l a n d s o u t h e r n

p a r t s o f t h e c o u n t r y . I n n o r t h e r n C h i n a , t h e d i s e a s e c a u s e s c o n s i d e r a b l e y i e l d

l o s s e s i n t h e s o u t h e a s t e r n p a r t o f S h a n d o n g p r o v i n c e .

T h e c u l t i v a r s g r o w n i n m o s t o f t h e n a t u r a l l y i n f e s t e d a r e a s i n C h i n a u n t i l t h e

b e g i n n i n g o f t h e 1 9 8 0 s w e r e s u s c e p t i b l e . W i l t i n c i d e n c e r a n g e d f r o m 1 0 t o 3 0 %

i n m o d e r a t e l y i n f e s t e d r e g i o n s , a n d f r o m 5 0 t o 1 0 0 % i n h e a v i l y i n f e s t e d f i e l d s ,

s o m e t i m e c a u s i n g t o t a l c r o p f a i l u r e . H i s t o r i c a l l y , t h e w i l t i n c i d e n c e i n

G u a n g d o n g r a n g e d f r o m 1 0 t o 2 0 % , b u t i n t h e m o s t h e a v i l y i n f e s t e d f i e l d s i t

r e a c h e d 1 0 0 % . I n G u a n g x i , 4 0 % o f t h e t o t a l g r o u n d n u t - g r o w i n g a r e a w a s

i n f e s t e d w i t h t h e w i l t p a t h o g e n , t h e a v e r a g e w i l t i n c i d e n c e b e i n g 1 0 % . I n t h e

e a s t e r n p a r t o f H u b e i p r o v i n c e , 2 6 % o f g r o u n d n u t f i e l d s w e r e i n f e s t e d a n d w i l t

i n c i d e n c e r a n g e d f r o m 1 0 t o 3 0 % . S i n c e t h e 1 9 8 0 s , s e v e r a l r e s i s t a n t g r o u n d n u t

v a r i e t i e s h a v e b e e n g r o w n e x t e n s i v e l y i n m o s t o f t h e a r e a s w h e r e t h e d i s e a s e i s

e n d e m i c . T h i s h a s m a r k e d l y r e d u c e d w i l t i n c i d e n c e a n d a s s o c i a t e d y i e l d

l o s s e s . H o w e v e r , t h e t o t a l i n f e s t e d a r e a i n C h i n a i s b e l i e v e d t o b e o v e r 2 0 0 0 0 0

h a , w i t h t h e a v e r a g e w i l t i n c i d e n c e b e i n g 4 - 8 % , a n d a n n u a l y i e l d l o s s e s d u e t o

b a c t e r i a l w i l t a r e e s t i m a t e d a t 3 6 0 0 0 t . L o s s e s m a y b e e v e n h i g h e r a s m a n y

f a r m e r s a r e s t i l l g r o w i n g s u s c e p t i b l e c u l t i v a r s b e c a u s e t h e y c a n n o t g e t s e e d o f

r e s i s t a n t c u l t i v a r s o r b e c a u s e o f t h e s h o r t c o m i n g s o f s o m e o f t h e r e l e a s e d

r e s i s t a n t c u l t i v a r s i n t e r m s o f l o w y i e l d a n d s u s c e p t i b i l i t y t o o t h e r s e r i o u s

d i s e a s e s .

R a c e s , b i o v a r s a n d p a t h o g e n i c i t y o f Pseudomonas 

solanacearum

Pseudomonas solanacearum h a s a w i d e h o s t r a n g e , a n d i s o l a t e s o f t h e p a t h o g e n

h a v e b e e n c l a s s i f i e d i n t o d i f f e r e n t r a c e s b a s e d o n t h e i r h o s t r a n g e s
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( B u d d e n h a g e n a n d K e l m a n 1 9 6 4 ) . I n C h i n a , P . solanacearum i s o l a t e s t h a t i n f e c t

g r o u n d n u t b e l o n g t o r a c e 1 , w h i c h c a n a l s o i n f e c t e g g p l a n t , o l i v e , p e p p e r ,

s w e e t p o t a t o , a n d t o m a t o . I s o l a t e s t h a t i n f e c t m u l b e r r y h a v e b e e n i d e n t i f i e d a s

r a c e 5 ( H e e t a l . 1 9 8 3 ) .

I n C h i n a , s t r a i n s o f b i o v a r s 3 a n d 4 h a v e b e e n f o u n d t o i n f e c t g r o u n d n u t .

A m o n g 1 7 i s o l a t e s c o l l e c t e d f r o m s o u t h e r n a n d c e n t r a l C h i n a , s i x b e l o n g e d t o

b i o v a r 3 a n d 1 1 t o b i o v a r 4 . A m o n g 1 0 i s o l a t e s f r o m G u a n g x i , s i x b e l o n g e d t o

b i o v a r 3 a n d f o u r t o b i o v a r 4 . A l l i s o l a t e s f r o m H u b e i b e l o n g e d t o b i o v a r 4 

o n l y . A p p a r e n t l y , i s o l a t e s o f b o t h b i o v a r s c o e x i s t i n t h e e n d e m i c r e g i o n s , b u t i n

v a r y i n g p r o p o r t i o n s .

I s o l a t e s f r o m d i f f e r e n t p a r t s o f t h e c o u n t r y v a r y w i d e l y i n t h e i r

p a t h o g e n i c i t y . G e n e r a l l y , t h e i s o l a t e s f r o m s o u t h e r n a n d c e n t r a l C h i n a a r e

m o r e v i r u l e n t t h a n t h o s e f r o m n o r t h e r n C h i n a . S e v e n p a t h o t y p e s w e r e

o b s e r v e d b y L i e t a l . ( 1 9 8 7 ) .

W i t h r e f e r e n c e t o t h e m o l e c u l a r b a s i s o f v i r u l e n c e a n d p a t h o g e n i c i t y o f P .

solanacearum, t h e r o l e o f e x t r a c e l l u l a r p r o t e i n s a n d p o l y s a c c h a r i d e s (EPS) i n

p a t h o g e n e s i s h a s b e e n h i g h l i g h t e d a n d t h e EPS g e n e s h a v e b e e n c l o n e d .

S e v e r a l e x p e r i m e n t s o n s e e d t r a n s m i s s i o n h a v e b e e n c o n d u c t e d a t t h e P l a n t

P r o t e c t i o n I n s t i t u t e ( P P I ) a n d t h e O i l C r o p s R e s e a r c h I n s t i t u t e ( O C R I ) . T h e

b a c t e r i u m w a s i s o l a t e d f r o m f r e s h s e e d s h a r v e s t e d f r o m n a t u r a l l y i n f e s t e d

f i e l d s . T h e s e e d s w e r e s o w n i n w i l t - f r e e p l o t s . S e e d t r a n s m i s s i o n r a n g e d f r o m

3 . 8 t o 6 % . Pseudomonas solanacearum c o u l d n o t b e i s o l a t e d f r o m s e e d a f t e r 2 

m o n t h s o f n a t u r a l d r y i n g . T h e e x t e n t o f s e e d i n f e c t i o n w a s p o s i t i v e l y r e l a t e d t o

t h e w a t e r c o n t e n t o f t h e s e e d s — w h e n i t d r o p p e d b e l o w 8 . 9 % , t h e b a c t e r i u m

l o s t i t s v i a b i l i t y D r y i n g t h e s e e d s a f t e r h a r v e s t a n d k e e p i n g t h e w a t e r c o n t e n t

b e l o w 8 % p r e v e n t s e e d t r a n s m i s s i o n o f t h e p a t h o g e n ( Z h a n g e t a l . 1 9 9 3 ) .

I n t e g r a t e d d i s e a s e m a n a g e m e n t

R o t a t i o n

R o t a t i o n o f g r o u n d n u t w i t h n o n h o s t c r o p s h a s p r o v e d e f f e c t i v e i n r e d u c i n g t h e

i n o c u l u m i n s o i l a n d t h e w i l t i n c i d e n c e . R o t a t i o n w i t h r i c e w a s t h e m o s t

e f f e c t i v e . R o t a t i n g g r o u n d n u t w i t h r i c e f o r o n e t o t w o y e a r s , d e p e n d i n g u p o n

t h e d e g r e e o f i n f e s t a t i o n , c a n h a v e a s i g n i f i c a n t e f f e c t , b u t t h i s p r a c t i c e i s

f e a s i b l e o n l y i n s o m e a r e a s b e c a u s e m o s t w i l t - i n f e s t e d f i e l d s i n C h i n a a r e i n

u p l a n d a r e a s . H o w e v e r , r o t a t i n g g r o u n d n u t w i t h s u c h c e r e a l c r o p s a s m a i z e ,

w h e a t , s o r g h u m , o r s u g a r c a n e f o r 2 - 5 y e a r s c o u l d b e e f f e c t i v e i n u p l a n d a r e a s .

F i e l d M a n a g e m e n t

C r o p s a n i t a t i o n c a n h e l p i n r e d u c i n g t h e p o p u l a t i o n o f t h e p a t h o g e n i n s o i l ,

a n d i n a v o i d i n g t r a n s m i s s i o n o f t h e p a t h o g e n . E l i m i n a t i n g w e e d s a l s o r e d u c e s

d i s e a s e i n c i d e n c e .

A s t h e p a t h o g e n i s e a s i l y t r a n s m i t t e d t h r o u g h f l o w i n g w a t e r , i t i s a d v i s a b l e

t o d i g d e e p d r a i n a g e d i t c h e s t o e n s u r e t h a t w a t e r f r o m i n f e s t e d p l o t s d o e s n o t

f l o w t o o t h e r p a r t s o f t h e f i e l d .
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B i o l o g i c a l c o n t r o l

I n r e c e n t y e a r s , s c i e n t i s t s a t P P I h a v e c o n d u c t e d s o m e e x p e r i m e n t s o n

b i o l o g i c a l c o n t r o l u s i n g a n t a g o n i s t i c b a c t e r i a . S o m e t r e a t m e n t s h a v e g i v e n

p r o m i s i n g r e s u l t s i n t h e l a b o r a t o r y , a n d f u r t h e r e x p e r i m e n t s u n d e r n a t u r a l

f i e l d c o n d i t i o n s a r e i n p r o g r e s s .

U s e o f res is tant cu l t i va r s

S o w i n g i m p r o v e d r e s i s t a n t c u l t i v a r s h a s p r o v e d t o b e t h e m o s t e f f e c t i v e a n d

f e a s i b l e w a y t o c o n t r o l b a c t e r i a l w i l t o f g r o u n d n u t , a n d c u r r e n t l y E H u a 5 , G u i

Y o u 2 8 , L u H u a 3 , Y u e Y o u 9 2 , Y u e Y o u 2 5 6 , a n d Z h o n g h u a 2 a r e c u l t i v a t e d

e x t e n s i v e l y i n d i f f e r e n t r e g i o n s o f C h i n a . S e v e r a l r e c e n t l y b r e d l i n e s h a v e

p r o v e d p r o m i s i n g .

R e s e a r c h o n g e n e t i c i m p r o v e m e n t f o r h o s t r e s i s t a n c e

G e r m p l a s m s c r e e n i n g

I n r e c e n t y e a r s , g r o u n d n u t g e r m p l a s m a c c e s s i o n s h a v e b e e n e x t e n s i v e l y

e v a l u a t e d f o r r e s i s t a n c e t o b a c t e r i a l w i l t . N e a r l y 4 0 0 0 a c c e s s i o n s , i n c l u d i n g

s o m e 1 0 0 0 l i n e s f r o m f o r e i g n c o u n t r i e s , h a v e b e e n s c r e e n e d . O f t h e s e , 5 5 h a v e

b e e n i d e n t i f i e d a s r e s i s t a n t a n d 4 3 a s m o d e r a t e l y r e s i s t a n t . M o s t o f t h e r e s i s t a n t

l i n e s a r e o f t h e C h i n e s e ' d r a g o n ' t y p e . F i v e e x o t i c l i n e s ( B e n t a n g , G a j a h ,

K i d a n g , M a c a n , a n d S c h w a r z 2 1 ) h a v e a l s o b e e n i d e n t i f i e d a s h i g h l y r e s i s t a n t .

A l l t h e C h i n e s e r e s i s t a n t g e n o t y p e s ( l a n d r a c e s ) w e r e c o l l e c t e d f r o m s o u t h e r n

C h i n a w h e r e t h e d i s e a s e i s m o s t s e r i o u s .

G e n e t i c s a n d b r e e d i n g f o r resistance

S t u d i e s h a v e b e e n c o n d u c t e d o n t h e g e n e t i c s o f r e s i s t a n c e , u s i n g d i f f e r e n t

r e s i s t a n c e s o u r c e s . L i a o e t a l . ( 1 9 8 6 ) s t u d i e d t h e i n h e r i t a n c e p a t t e r n s a n d t h e

g e n e s c o n f e r r i n g r e s i s t a n c e i n S p a n i s h t y p e g r o u n d n u t s . A t p r e s e n t ,

c y t o p l a s m i c e f f e c t s h a v e b e e n i d e n t i f i e d i n s o m e r e s i s t a n t s o u r c e s o f t h e

d r a g o n t y p e . T h e s e a r e o b v i o u s l y d i f f e r e n t f r o m t h e S p a n i s h t y p e s ( L i a o e t a l .

1 9 9 4 ) . P r e l i m i n a r y r e s u l t s h a v e i n d i c a t e d g e n e t i c d i v e r s i t y i n t h e r e s i s t a n t l i n e s

o f b o t h C h i n e s e d r a g o n a n d V a l e n c i a t y p e s ( L i a o e t a l , u n p u b l i s h e d d a t a ) .

T o d a t e , m a n y r e s i s t a n t c u l t i v a r s h a v e b e e n d e v e l o p e d i n C h i n a , u s i n g a f e w

r e s i s t a n c e d o n o r s b e l o n g i n g t o s u b s p fastigiata. T h e s e S p a n i s h o r V a l e n c i a

r e s i s t a n c e s o u r c e s u s u a l l y h a v e a n a d e q u a t e l e v e l o f r e s i s t a n c e a n d e a r l y

m a t u r i t y , b u t t h e i r y i e l d p o t e n t i a l i s g e n e r a l l y l o w . T h e y a l s o e x h i b i t a s h o r t

s e e d - d o r m a n c y . L i a o e t a l . ( 1 9 9 2 ) f o u n d t h a t r e s i s t a n t S p a n i s h l i n e s h a d p o o r e r

n o d u l a t i o n t h a n s u s c e p t i b l e l i n e s , w h i c h m i g h t a c c o u n t f o r t h e i r l o w y i e l d

p o t e n t i a l . T h i s h i g h l i g h t s t h e n a r r o w g e n e t i c b a c k g r o u n d o f t h e c u r r e n t l y

a v a i l a b l e r e s i s t a n t c u l t i v a r s . B o t h d i s e a s e r e s i s t a n c e a n d y i e l d n e e d t o b e

f u r t h e r i m p r o v e d .

R e c e n t l y , s e v e r a l l a r g e - s e e d e d V i r g i n i a r e s i s t a n t l i n e s h a v e b e e n u s e d i n

c r o s s i n g . E f f o r t s h a v e a l s o b e e n m a d e t o c r o s s r e s i s t a n t m a t e r i a l s o f d i f f e r e n t
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b o t a n i c a l t y p e s i n o r d e r t o c r e a t e m o r e d e s i r a b l e r e s i s t a n t g e n o t y p e s f o r f u r t h e r

b r e e d i n g .

M e c h a n i s m s o f resistance

R e s i s t a n c e t o b a c t e r i a l w i l t c a n b e e x p r e s s e d i n g r o u n d n u t i n v a r i o u s w a y s

i n c l u d i n g a l a t e n t p e r i o d , t h e d e g r e e o f v a s c u l a r b r o w n i n g , a n d t h e r a t e o f

w i l t i n g ( M e h a n e t a l . 1 9 9 4 ) . P e r o x i d a s e a c t i v i t y i n h o s t p l a n t w a s f o u n d t o b e

r e l a t e d t o r e s i s t a n c e ( K a n g a n d H e 1 9 9 4 ) . G e n o t y p e s w i t h v a r y i n g l e v e l s o f

r e s i s t a n c e h a v e a l s o b e e n o b s e r v e d t o d i f f e r i n e s t e r a s e l e v e l s .

A p o l y p h e n o l i c s u b s t a n c e h a s r e c e n t l y b e e n o b s e r v e d t o p l a y a r o l e i n

r e s i s t a n c e ( P e n g Z h o n g , u n p u b l i s h e d d a t a ) . T h e m e c h a n i s m s i n v o l v e d m i g h t

d i f f e r a m o n g b o t a n i c a l t y p e s .

P r e s e n t s t a f f i n g , r e s o u r c e s a v a i l a b l e , a n d c o l l a b o r a t i v e r e s e a r c h

E i g h t s c i e n t i s t s i n v o l v e d i n r e s e a r c h o n g r o u n d n u t b a c t e r i a l w i l t a r e a t t h e

O C R I , W u h a n . T h e s e i n c l u d e p h y t o p a t h o l o g i s t s , b o t a n i s t s , a n d b r e e d e r s . I n t h e

1 9 7 0 s , O C R I e s t a b l i s h e d a r u r a l b a s e f o r w o r k o n g r o u n d n u t b a c t e r i a l w i l t i n

H o n g A n c o u n t y i n H u b e i p r o v i n c e . F a c i l i t i e s a n d m e t h o d o l o g i e s f o r a r t i f i c i a l

i n o c u l a t i o n h a v e b e e n e s t a b l i s h e d . I n r e c e n t y e a r s , a n a t i o n w i d e n e t w o r k h a s

b e e n e s t a b l i s h e d t h r o u g h c o l l a b o r a t i o n w i t h p r o v i n c i a l s t a f f f o r m u l t i -

l o c a t i o n a l i d e n t i f i c a t i o n o f r e s i s t a n t g r o u n d n u t g e r m p l a s m , a n d g r e a t e r

e m p h a s i s h a s b e e n p l a c e d o n i d e n t i f y i n g g e n e t i c v a r i a t i o n s a m o n g d i f f e r e n t

s o u r c e s o f r e s i s t a n c e a n d o n i n v e s t i g a t i n g t h e m e c h a n i s m s o f r e s i s t a n c e .

A t P P I , B e i j i n g , a g r o u p o f s c i e n t i s t s l e d b y D r H e , t h e d i r e c t o r o f t h e S t a t e

K e y L a b o r a t o r y f o r B i o l o g y o f P l a n t D i s e a s e s a n d I n s e c t P e s t s , i s w o r k i n g o n

b a c t e r i a l w i l t o f g r o u n d n u t a n d p o t a t o w i t h e m p h a s i s o n i d e n t i f i c a t i o n o f

p a t h o g e n s t r a i n s , m e c h a n i s m s o f p a t h o g e n e s i s , a n d b i o l o g i c a l c o n t r o l . T h i s i s a 

w e l l - e q u i p p e d l a b o r a t o r y .

A t t h e I n d u s t r i a l C r o p s R e s e a r c h I n s t i t u t e ( I C R I ) , G u a n g z h o u , s e v e r a l

b r e e d e r s a n d p h y t o p a t h o l o g i s t s a r e w o r k i n g o n g r o u n d n u t b a c t e r i a l w i l t w i t h

s p e c i a l e m p h a s i s o n b r e e d i n g r e s i s t a n t c u l t i v a r s .

B e s i d e s t h e s e i n s t i t u t i o n s , r e s e a r c h o n d i s e a s e m a n a g e m e n t i s b e i n g

c o n d u c t e d i n G u a n g x i , H e n a n , a n d S i c h u a n p r o v i n c e s . M o l e c u l a r w o r k o n P .

solanacearum i s i n p r o g r e s s a t t h e G u a n g x i A g r i c u l t u r a l C o l l e g e .

F u r t h e r r e s e a r c h p l a n s

F u r t h e r g e n e t i c e v a l u a t i o n o f t h e a v a i l a b l e s o u r c e s o f r e s i s t a n c e i s n e e d e d t o

e l u c i d a t e p o s s i b l e d i f f e r e n t i a t i o n o f g e n e s c o n f e r r i n g r e s i s t a n c e . T h e v a r i a t i o n

i n r e s i s t a n c e m e c h a n i s m s a m o n g d i f f e r e n t s o u r c e s w i l l a l s o b e i n v e s t i g a t e d .

T h i s i s a n e c e s s a r y b a s i c w o r k t o u t i l i z e a v a i l a b l e g e r m p l a s m m o r e e f f e c t i v e l y

a n d t o b r e e d m o r e d e s i r a b l e c u l t i v a r s . E f f o r t s s h o u l d a l s o b e m a d e t o i m p r o v e

t h e y i e l d a n d r e s i s t a n c e t o o t h e r m a j o r d i s e a s e s .

T h e v a r i a t i o n i n P . solanacearum t h a t i n f e c t s g r o u n d n u t i n d i f f e r e n t r e g i o n s

s h o u l d b e f u r t h e r i n v e s t i g a t e d . M e c h a n i s m s o f p a t h o g e n e s i s i n c l u d i n g t h e r o l e
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o f e x t r a c e l l u l a r p o l y s a c c h a r i d e s , p o l y g a l a c t u r o n a s e , a n d o t h e r e n z y m e s n e e d

t o b e s t u d i e d f u r t h e r . N e w l y d e v e l o p e d b i o t e c h n o l o g i c a l m e t h o d s s h o u l d b e

a p p l i e d i n t h i s r e g a r d .

I n t e g r a t e d m a n a g e m e n t o f t h e d i s e a s e i s i m p o r t a n t . P r o m o t i n g t h e n e w l y

d e v e l o p e d r e s i s t a n t c u l t i v a r s s h o u l d b e a p r i o r i t y f o r d i s e a s e c o n t r o l . T h e

m e c h a n i s m s w h e r e b y c u l t u r a l p r a c t i c e s c a n r e d u c e w i l t i n c i d e n c e s h o u l d b e

s t u d i e d , a n d m o r e e f f e c t i v e c o m p l e m e n t a r y m e a s u r e s s h o u l d b e w o r k e d o u t

i n c l u d i n g b i o l o g i c a l c o n t r o l a n d c r o p r o t a t i o n . C o l l a b o r a t i o n w i t h i n t e r n a 

t i o n a l o r g a n i z a t i o n s i n d i f f e r e n t a s p e c t s o f r e s e a r c h s h o u l d b e s t r e n g t h e n e d

f u r t h e r .

A c k n o w l e d g m e n t s

T h e a u t h o r s a r e g r a t e f u l t o D r s S u n D a r o n g a n d W a n g Y u y i n g f o r t h e i r a d v i c e

a n d f o r t h e i r c o m m e n t s a b o u t t h i s p a p e r , a n d t o D r S o n g X i e s o n g , M r L i

S h u i l i n , a n d M r T a n g R o n g h u a f o r p r o v i d i n g i n f o r m a t i o n .

R e f e r e n c e s

B u d d e n h a g e n , I . W . , a n d K e l m a n , A . 1 9 6 4 . B i o l o g i c a l a n d p h y s i o l o g i c a l

a s p e c t s o f b a c t e r i a l w i l t c a u s e d b y Pseudomonas solanacearum. A n n u a l R e v i e w

o f P h y t o p a t h o l o g y 2 : 2 0 3 - 2 3 0 .

D u a n , N . X . , T a n , Y . J . , J i a n g , H . , a n d H u , D . H . 1 9 9 3 . S c r e e n i n g g r o u n d n u t

g e r m p l a s m f o r r e s i s t a n c e t o b a c t e r i a l w i l t . O i l C r o p s o f C h i n a 1 : 2 2 - 2 5 .

H e , L . Y . , S e q u e i r a , L . , a n d K e l m a n , A . 1 9 8 3 . C h a r a c t e r i s t i c s o f s t r a i n s o f

Pseudomonas solanacearum f r o m C h i n a . P l a n t D i s e a s e 6 7 : 1 3 5 7 - 1 3 6 1 .

K a n g , Y . W . , a n d H e , L . Y . 1 9 9 4 . P h y s i o l o g i c a l s t u d y o n t h e p e a n u t i n o c u l a t e d

w i t h s p o n t a n e o u s a v i r u l e n t m u t a n t o f Pseudomonas solanacearum. O i l C r o p s o f

C h i n a 1 : 3 8 - 4 0 .

L i a o , B . S . , D u a n , N . X . , T a n , Y . J . , L i , D . , a n d T a n g G . Y . 1 9 9 4 . C y t o p l a s m i c

e f f e c t f o r r e s i s t a n c e t o b a c t e r i a l w i l t i n C h i n e s e d r a g o n g r o u n d n u t ( A b s t r a c t ) .

A C I A R B a c t e r i a l W i l t N e w s l e t t e r 1 0 : 2 .

L i a o , B . S . , J i a n g , R . W . , T a n , Y . J . , R a o , R . H . , a n d T a n g , G . Y . 1 9 9 2 . A s t u d y o n

c h a r a c t e r s o f n i t r o g e n f i x a t i o n i n s o m e g r o u n d n u t l i n e s r e s i s t a n t t o b a c t e r i a l

w i l t O i l C r o p s o f C h i n a 4 : 3 4 - 3 7 .

L i a o , B . S . , L i , W . R . , a n d S u n , D . R . 1 9 8 6 . A s t u d y o n i n h e r i t a n c e o f r e s i s t a n c e

t o P s e u d o m o n a s s o l a n a c e a r u m E . F . S m i t h i n Arachis hypogaea L . O i l C r o p s o f

C h i n a 3 : 1 - 8 .

M e h a n , V . K . , L i a o , B . S . , T a n , Y . J . , R o b i n s o n - S m i t h , A . , M c D o n a l d , D . , a n d

H a y w a r d , A . C . 1 9 9 4 . B a c t e r i a l w i l t o f g r o u n d n u t . I n f o r m a t i o n B u l l e t i n n o . 3 5 .

P a t a n c h e r u 5 0 2 3 2 4 , A n d h r a P r a d e s h , I n d i a : I n t e r n a t i o n a l C r o p s R e s e a r c h

I n s t i t u t e f o r t h e S e m i - A r i d T r o p i c s . 2 8 p p .

112



T a n , Y . J . , D u a n , N . X . , L i a o , B . S . , a n d X u , Z . Y . 1 9 9 3 . A s u m m a r y o f r e s e a r c h

o n g r o u n d n u t b a c t e r i a l w i l t a t O C R I i n 1 9 9 0 - 1 9 9 2 . A C I A R B a c t e r i a l W i l t

N e w s l e t t e r 9 : 1 0 .

T a n , Y . J . , a n d L i a o , B . S . 1 9 9 0 . A r e v i e w o f g r o u n d n u t b a c t e r i a l w i l t r e s e a r c h i n

t h e w o r l d . O i l C r o p s o f C h i n a 4 : 8 7 - 9 0 .

Y e n , M . E , F u , Q . G . , L i , X . Y , a n d Z h e n g , G . R . 1 9 9 1 . G r o u n d n u t v a r i e t a l t r i a l s

f o r r e s i s t a n c e t o b a c t e r i a l w i l t i n s o u t h C h i n a . G u a n g d o n g A g r i c u l t u r a l

S c i e n c e s 3 : 1 4 - 1 6 .

Z h a n g , Y . X . , H u a , J . Y . , a n d H e , L . Y . 1 9 9 3 . E f f e c t o f i n f e c t e d g r o u n d n u t s e e d s

o n t r a n s m i s s i o n o f Pseudomonas solanacearum. A C I A R B a c t e r i a l W i l t N e w s l e t t e r

9 : 9 - 1 0 .

D i s c u s s i o n

J G R y a n : C a n y o u c l a r i f y t h e d a t a o n a d o p t i o n o f w i l t - r e s i s t a n t c u l t i v a r s i n

C h i n a ? D o t h e d a t a r e f e r t o c u r r e n t l e v e l s o f a d o p t i o n o r a r e t h e y c u m u l a t i v e

f i g u r e s s i n c e t h e y e a r o f r e l e a s e ? W h a t w a s t h e e x t e n t o f w i l t i n c i d e n c e i n t h e

v a r i e t i e s t h a t w e r e r e p l a c e d b y t h e r e s i s t a n t v a r i e t i e s ?

Y J T a n : T h e d a t a r e f e r t o t h e t o t a l a r e a u n d e r e a c h c u l t i v a r s i n c e i t s r e l e a s e . T h e

i n c i d e n c e o f b a c t e r i a l w i l t i n t h e v a r i e t i e s t h a t w e r e r e p l a c e d b y t h e r e s i s t a n t

v a r i e t i e s r a n g e d f r o m 3 0 - 7 0 % .

R B l a c k : I s t h e e f f e c t o f c r o p r o t a t i o n w i t h r i c e d u e t o f l o o d i n g o r i s i t b e c a u s e

r i c e i s a n o n h o s t ?

Y J T a n : I t c a n b e d u e t o b o t h .

M M a c h m u d : I a g r e e w i t h t h e c o m m e n t s o f D r T a n . W i l t i n c i d e n c e i s m o r e i n

g r o u n d n u t t h a t f o l l o w s r i c e i n u p l a n d s t h a n i n t h a t w h i c h f o l l o w s i r r i g a t e d

r i c e .
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Status of groundnut bacterial w i l t research in

Indonesia

M Machmud and S A Rais
1

Abstract

Bacterial wilt is still a major constraint to groundnut production in Indonesia. Field 

surveys indicated that strains of the wilt pathogen Pseudomonas solanacearum 

were of race 1 and biovar 3. New weed hosts susceptible to the disease were identified. 

Several resistant and moderately resistant local and introduced groundnut genotypes 

were identified in field and nursery tests. Integrated disease management, by growing 

resistant cultivars and rotation with nonhost crops or with rice, was very effective. 

Breeders and pathologists are working together to combine good agronomic 

characteristics with multiple disease resistance. Collaborative research with national 

and international institutions to develop new control strategies for the disease is 

described.

I n t r o d u c t i o n

G r o u n d n u t i s t h e s e c o n d m o s t i m p o r t a n t f o o d l e g u m e c r o p i n I n d o n e s i a . I t i s

g r o w n m o s t l y a t l o w e l e v a t i o n s ( u p t o 5 0 0 m a b o v e s e a l e v e l ) , a n d u s u a l l y a s a 

m o n o c r o p , t h o u g h s o m e t i m e s i t i s i n t e r c r o p p e d w i t h m a i z e , c a s s a v a , o r s u c h

v e g e t a b l e s a s p e p p e r a n d e g g p l a n t . I n s o m e a r e a s , g r o u n d n u t i s a l s o g r o w n a s

a c a s h c r o p i n b e t w e e n s u c h e s t a t e c r o p s a s r u b b e r , c o c o n u t , a n d o i l p a l m . T h e

a r e a u n d e r g r o u n d n u t i s r e l a t i v e l y s t a b l e a t a b o u t 5 0 0 0 0 0 h a , w i t h a n n u a l

p r o d u c t i o n o f 5 5 0 0 0 0 t . D u e t o t h e g o v e r n m e n t p o l i c y t o e n c o u r a g e s o y b e a n ,

t h e r e h a s b e e n s o m e s h i f t i n g r o u n d n u t p r o d u c t i o n a r e a s f r o m u p l a n d t o

i r r i g a t e d l o w l a n d , w h e r e i t f o l l o w s r i c e .

1. Bogor Research Inst i tute for Food Crops, J1, Tentara Pelajar 3A ,Bogo r 16111, Indonesia.

Machmud, M., and Rais, S.A. 1994. Status of g roundnu t bacterial w i l t research in Indonesia. Pages 115-119 in

Groundnu t bacterial w i l t in Asia: proceedings of the T h i r d Work ing Group meet ing, 4 - 5 Jul 1994, O i l Crops Research

Inst i tute, Wuhan , China (Mehan, V. K. and McDona ld , D., eds.). Patancheru 502 324, Andhra Pradesh, India:

Internat ional Crops Research Inst i tute for the Semi -Ar id Tropics.
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B a c t e r i a l w i l t c a u s e d b y Pseudomonas solanacearum ( S m i t h ) S m i t h i s a m a j o r

c o n s t r a i n t t o g r o u n d n u t p r o d u c t i o n , a n d e f f o r t s a r e b e i n g m a d e t o d e v e l o p

e f f e c t i v e i n t e g r a t e d c o n t r o l m e a s u r e s f o r t h e d i s e a s e .

D i s t r i b u t i o n , s e v e r i t y , a n d y i e l d l o s s e s

B a c t e r i a l w i l t i s w i d e l y d i s t r i b u t e d i n I n d o n e s i a , N e w i s o l a t e s h a v e b e e n

o b t a i n e d r e c e n t l y f r o m d i f f e r e n t l o c a l i t i e s . T h i s i s p r o b a b l y d u e t o t h e p r e s e n c e

o f i n d i g e n o u s s t r a i n s o r i n t r o d u c t i o n o f i n f e c t e d s e e d i n t o n e w a r e a s . S o m e

f a c t o r s t h a t f a v o r t h e s p r e a d o f t h e d i s e a s e i n f i e l d a r e ( 1 ) i n s u f f i c i e n t s u p p l i e s

o f s e e d s o f r e s i s t a n t c u l t i v a r s , ( 2 ) c u l t i v a t i o n o f l o c a l v a r i e t i e s t o m e e t t h e

d e m a n d o f t h e h o m e f o o d i n d u s t r y , a n d ( 3 ) l o w i n p u t s a n d l o w a d o p t i o n o f

p r o p e r t e c h n o l o g y D i s e a s e s e v e r i t y , i n t e r m s o f p l a n t m o r t a l i t y , v a r i e s f r o m 5 

t o 6 5 % , d e p e n d i n g u p o n t h e v a r i e t y , l o c a t i o n , s o i l t y p e , a n d c u l t u r a l p r a c t i c e s .

A n n u a l y i e l d l o s s e s a r e e s t i m a t e d a t 5 0 0 0 0 t o 1 5 0 0 0 0 t , v a l u e d a t U S $ 5 0

m i l l i o n t o 1 5 0 m i l l i o n . L o s s e s a r e g e n e r a l l y l o w e r i n i r r i g a t e d l o w l a n d s t h a n i n

d r y u p l a n d s .

O c c u r r e n c e o f r a c e s a n d b i o v a r s o f Pseudomonas 

solanacearum

D u r i n g t h e p e r i o d 1 9 9 2 t o 1 9 9 4 , 2 6 4 i s o l a t e s o f P . s o l a n a c e a r u m w e r e o b t a i n e d

f r o m s o i l s , w e e d s , a n d g r o u n d n u t p l a n t s a m p l e s c o l l e c t e d f r o m d i f f e r e n t

g r o u n d n u t - g r o w i n g a r e a s i n J a v a . T h i r t y - t w o o t h e r i s o l a t e s w e r e o b t a i n e d

f r o m e g g p l a n t , p e p p e r , p o t a t o , a n d t o m a t o i n t h e v i c i n i t y o f g r o u n d n u t c r o p s

a n d f r o m h i g h e l e v a t i o n a r e a s ( > 1 0 0 0 m ) . B a s e d o n h o s t r a n g e a n d b i o c h e m i c a l

r e a c t i o n s , a l l t h e i s o l a t e s ( f r o m s o i l , g r o u n d n u t p l a n t s , w e e d s , a n d o t h e r h o s t s )

w e r e i d e n t i f i e d a s b e l o n g i n g t o r a c e 1 b i o v a r 3 . E a r l i e r c o l l e c t i o n c o n t a i n e d

o n l y o n e o r t w o i s o l a t e s , f r o m I r i a n J a y a , t h a t b e l o n g e d t o r a c e 1 b i o v a r 4 ; t h e s e

w e r e p r o b a b l y i n t r o d u c e d i n t o I n d o n e s i a ( M a c h m u d 1 9 9 3 ) . M o s t o f t h e i s o l a t e s

f r o m h i g h e l e v a t i o n a r e a s , p a r t i c u l a r l y t h o s e f r o m p o t a t o a n d t o m a t o ,

b e l o n g e d t o r a c e 3 b i o v a r 2 , a l t h o u g h o n e i s o l a t e w a s o f r a c e 1 b i o v a r 3 .

R e s e a r c h o n d i s e a s e m a n a g e m e n t s t r a t e g i e s a n d c o n s t r a i n t s

t o t h e i r a d o p t i o n

R e s e a r c h o n g r o u n d n u t b a c t e r i a l w i l t f r o m 1 9 9 2 t o 1 9 9 4 c o n c e n t r a t e d o n ( 1 )

e v a l u a t i o n o f g r o u n d n u t g e r m p l a s m f o r r e s i s t a n c e t o b a c t e r i a l w i l t , ( 2 )

c o m b i n i n g b a c t e r i a l w i l t r e s i s t a n c e w i t h r e s i s t a n c e t o s u c h o t h e r d i s e a s e s a s

l a t e l e a f s p o t a n d r u s t , ( 3 ) s t r a i n i d e n t i f i c a t i o n , ( 4 ) s e e d t r a n s m i s s i o n , a n d ( 5 )

d i s e a s e m a n a g e m e n t .

A t o t a l o f 6 5 5 g e r m p l a s m a c c e s s i o n s , b r e e d i n g l i n e s , a n d l o c a l a n d i m p r o v e d

c u l t i v a r s w e r e e v a l u a t e d f o r t h e i r r e s i s t a n c e t o b a c t e r i a l w i l t b o t h i n

g r e e n h o u s e a n d f i e l d s c r e e n i n g . S i x t e e n l i n e s w e r e i d e n t i f i e d a s r e s i s t a n t : I C G

N o s . 5 9 9 0 , 7 2 0 0 , 7 2 3 0 , 7 8 8 3 , 7 8 8 6 , 7 8 8 8 , 7 8 9 3 , 9 2 9 4 , 1 0 9 1 6 , 1 0 9 1 8 , 1 0 9 2 0 , 1 0 9 2 8 ,

1 0 9 3 1 , 1 0 9 3 9 , 1 0 9 7 8 , a n d 1 1 0 7 3 .
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T a b l e 1 . Resis tance/suscept ib i l i ty o f va r ious progenies o f b r e e d i n g l ines t o bacter ia l

w i l t , 1992-1993 , BORIF, Bogor, I n d o n e s i a
1

T a b l e 1 . Resis tance/suscept ib i l i ty o f va r ious progenies o f b r e e d i n g l ines t o bacter ia l

w i l t , 1992-1993 , BORIF, Bogor, I n d o n e s i a
1

N o . of p r o g e n i e s
2

C r o s s / g e n e r a t i o n R M R M S S

G a j a h / L o k a l P o n o r o g o (F6) 55 - 1 -

K e l i n c i / I C G S 6 2 (F6) - - 6 1

K e l i n c i / I C G ( c ) 5 (F7) 29 8 6 4

M a c a n / L . M a j a l e n g k a (F6) 36 5 2 -

M a c a n / L . M a j a l e n g k a (F7) 4 1 5 2 7

M a c a n / 8 5 0 / 1 (F7) 29 17 5 6

M a c a n / 8 5 0 / 1 (F8) 4 - - -

K i d a n g / L . G a r u t (F6) 28 6 7 12

T u p a i / L . C i a n j u r (F7) 26 15 6 1

G a j a h / L . B e n g k u l u (F6) 2 2 - -

1 . T h e s e r e s u l t s a r e b a s e d o n a r t i f i c i a l i n o c u l a t i o n i n g r e e n h o u s e , a n d o n n a t u r a l i n f e c t i o n i n a f i e l d h e a v i l y i n f e s t e d

w i t h b a c t e r i a l w i l t .

2 . R = r e s i s t a n t ( 0 - 1 5 % w i l t i n c i d e n c e ) ; M R = m o d e r a t e l y r e s i s t a n t ( 1 6 - 2 5 % w i l t i n c i d e n c e ) ; M S = m o d e r a t e l y

s u s c e p t i b l e ( 2 6 - 3 5 % w i l t i n c i d e n c e ) ; S = s u s c e p t i b l e ( > 3 5 % w i l t i n c i d e n c e )

1 . T h e s e r e s u l t s a r e b a s e d o n a r t i f i c i a l i n o c u l a t i o n i n g r e e n h o u s e , a n d o n n a t u r a l i n f e c t i o n i n a f i e l d h e a v i l y i n f e s t e d

w i t h b a c t e r i a l w i l t .

2 . R = r e s i s t a n t ( 0 - 1 5 % w i l t i n c i d e n c e ) ; M R = m o d e r a t e l y r e s i s t a n t ( 1 6 - 2 5 % w i l t i n c i d e n c e ) ; M S = m o d e r a t e l y

s u s c e p t i b l e ( 2 6 - 3 5 % w i l t i n c i d e n c e ) ; S = s u s c e p t i b l e ( > 3 5 % w i l t i n c i d e n c e )

1 . T h e s e r e s u l t s a r e b a s e d o n a r t i f i c i a l i n o c u l a t i o n i n g r e e n h o u s e , a n d o n n a t u r a l i n f e c t i o n i n a f i e l d h e a v i l y i n f e s t e d

w i t h b a c t e r i a l w i l t .

2 . R = r e s i s t a n t ( 0 - 1 5 % w i l t i n c i d e n c e ) ; M R = m o d e r a t e l y r e s i s t a n t ( 1 6 - 2 5 % w i l t i n c i d e n c e ) ; M S = m o d e r a t e l y

s u s c e p t i b l e ( 2 6 - 3 5 % w i l t i n c i d e n c e ) ; S = s u s c e p t i b l e ( > 3 5 % w i l t i n c i d e n c e )

1 . T h e s e r e s u l t s a r e b a s e d o n a r t i f i c i a l i n o c u l a t i o n i n g r e e n h o u s e , a n d o n n a t u r a l i n f e c t i o n i n a f i e l d h e a v i l y i n f e s t e d

w i t h b a c t e r i a l w i l t .

2 . R = r e s i s t a n t ( 0 - 1 5 % w i l t i n c i d e n c e ) ; M R = m o d e r a t e l y r e s i s t a n t ( 1 6 - 2 5 % w i l t i n c i d e n c e ) ; M S = m o d e r a t e l y

s u s c e p t i b l e ( 2 6 - 3 5 % w i l t i n c i d e n c e ) ; S = s u s c e p t i b l e ( > 3 5 % w i l t i n c i d e n c e )

S e v e r a l a d v a n c e d l i n e s w i t h r e s i s t a n c e t o b a c t e r i a l w i l t w e r e o b t a i n e d ( T a b l e

1 ) , a n d f u r t h e r s e l e c t i o n s w i l l b e m a d e f r o m t h e s e t o d e v e l o p n e w c u l t i v a r s .

M o r e i s o l a t e s o f P . solanacearum f r o m d i f f e r e n t h o s t s a n d l o c a l i t i e s i n J a v a a r e

b e i n g c o l l e c t e d . B e s i d e s r a c e a n d b i o v a r i d e n t i f i c a t i o n , a n e w a p p r o a c h t o

i d e n t i f y s t r a i n s u s i n g m o l e c u l a r t e c h n i q u e s w a s i n i t i a t e d t h r o u g h

c o l l a b o r a t i o n w i t h t h e A u s t r a l i a n C e n t r e f o r I n t e r n a t i o n a l A g r i c u l t u r a l

R e s e a r c h ( A C I A R ) i n C a n b e r r a . I n c r e a s e d e m p h a s i s i s b e i n g p l a c e d o n

i n t e g r a t e d d i s e a s e m a n a g e m e n t t h r o u g h t h e u s e o f r e s i s t a n t c u l t i v a r s a n d

c u l t u r a l p r a c t i c e s . G r o u n d n u t i n t e r c r o p p i n g a n d r o t a t i o n w i t h n o n h o s t c r o p s

h a v e b e e n s t u d i e d i n g r e a t e r d e t a i l . T h e s h i f t i n g o f g r o u n d n u t c u l t i v a t i o n f r o m

u p l a n d t o i r r i g a t e d l o w l a n d a f t e r r i c e c o n s i d e r a b l y r e d u c e d t h e d i s e a s e i n t h e

f i e l d .

S t u d i e s o n s e e d t r a n s m i s s i o n i n d i c a t e d t w o p o s s i b l e r o u t e s b y w h i c h t h e

s e e d i s i n f e c t e d . I n o n e , t h e p a t h o g e n i n f e c t s t h e p o d s h e l l d i r e c t l y . T h e o t h e r

r o u t e i s a n i n d i r e c t o n e : t h e p a t h o g e n e n t e r s t h e p l a n t t h r o u g h r o o t s , t r a v e l s

u p w a r d s t o t h e s t e m , a n d t h e n g a i n s a c c e s s t o t h e p o d t h r o u g h t h e p e g .

G r e e n h o u s e s t u d i e s s h o w e d t h a t s e e d l i n g s r a i s e d f r o m i n f e c t e d s e e d s

e x p r e s s e d t h e s y m p t o m s o n e t o t w o w e e k s a f t e r s o w i n g . T h i s h i g h l i g h t s t h e

p o s s i b i l i t y t h a t i n f e c t e d s e e d i s a n i m p o r t a n t s o u r c e o f d i s e a s e i n t h e f i e l d . A 

f i e l d s t u d y i n d i c a t e d t h a t s o u r c e s o f d i s e a s e i n t h e f i e l d a r e ( 1 ) i n f e c t e d s e e d , ( 2 )

w e e d h o s t s , a n d ( 3 ) v o l u n t e e r p l a n t s . H o s t r a n g e s t u d i e s i n d i c a t e d t h a t

Ageratum conyzoides, Crassocephalum crepidioides, a n d Croton hirtus, w e e d s

c o m m o n l y f o u n d i n g r o u n d n u t f i e l d s , w e r e v e r y s u s c e p t i b l e t o b a c t e r i a l w i l t

A l s o , a s r e p o r t e d e a r l i e r , Portulacca oleracea i s a s y m p t o m l e s s c a r r i e r o f t h e

b a c t e r i u m . T h e s e w e e d s c a n h e l p t o m a i n t a i n h i g h p o p u l a t i o n s o f t h e

b a c t e r i u m i n t h e s o i l f r o m s e a s o n t o s e a s o n .
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P r e s e n t s t a f f i n g a n d r e s o u r c e s a v a i l a b l e f o r r e s e a r c h

A s m a l l g r o u p o f s c i e n t i s t s , c o n s i s t i n g o f f i v e p a t h o l o g i s t s a n d f i v e b r e e d e r s , i s

c u r r e n t l y i n v o l v e d i n r e s e a r c h o n g r o u n d n u t b a c t e r i a l w i l t . T w o p a t h o l o g i s t s

a r e a t t h e B o g o r R e s e a r c h I n s t i t u t e f o r F o o d C r o p s ( B O R I F ) , B o g o r ; t w o a t t h e

M a l a n g R e s e a r c h I n s t i t u t e f o r F o o d C r o p s ( M A R I F ) , M a l a n g ; a n d o n e a t t h e

S u k a r a m i R e s e a r c h I n s t i t u t e f o r F o o d C r o p s ( S A R I F ) , S u k a r a m i . T w o

g r o u n d n u t b r e e d e r s a r e a t B O R I F , o n e a t S A R I F , a n d t w o a t M A R I F . W i t h t h e

c u r r e n t r e o r g a n i z a t i o n o f o u r r e s e a r c h i n s t i t u t i o n s , t h e r e w i l l b e s l i g h t c h a n g e s

i n r e s e a r c h s t r a t e g i e s a n d p r i o r i t i e s .

W o r k p l a n a n d c o l l a b o r a t i v e r e s e a r c h

O u r r e s e a r c h i s i n c o l l a b o r a t i o n w i t h I C R I S A T A s i a C e n t e r a n d A C I A R ,

A u s t r a l i a . I C R I S A T h a s s u p p l i e d 1 1 5 g r o u n d n u t g e r m p l a s m l i n e s t o b e

e v a l u a t e d f o r r e s i s t a n c e t o b a c t e r i a l w i l t . T h e c o l l a b o r a t i o n w i t h A C I A R , u n d e r

a 3 - y e a r ( 1 9 9 2 t o 1 9 9 4 ) a g r e e m e n t , o n n e w a p p r o a c h e s t o c o n t r o l o f b a c t e r i a l

w i l t i n v o l v e d f o u r c o u n t r i e s a n d s e v e n i n s t i t u t i o n s i n t h e r e g i o n . T h e m a i n

o b j e c t i v e s o f t h e c o l l a b o r a t i o n a r e (1 ) t r a i n i n g s c i e n t i s t s f r o m d e v e l o p i n g

c o u n t r i e s i n m o l e c u l a r t e c h n i q u e s , ( 2 ) a p p l y i n g m o l e c u l a r t e c h n i q u e s t o

b a c t e r i a l d e t e c t i o n a n d s t r a i n i d e n t i f i c a t i o n , a n d ( 3 ) c o n d u c t i n g s h o r t t r a i n i n g

c o u r s e s o n m o l e c u l a r g e n e t i c s f o r a g r i c u l t u r a l s c i e n t i s t s . I t i s e x p e c t e d t h a t t h e

c o l l a b o r a t i o n w i l l b e e x t e n d e d t o a n o t h e r 3 - y e a r p e r i o d .

R e l e a s e s o f w i l t - r e s i s t a n t v a r i e t i e s a n d t h e i r i m p a c t

B a c t e r i a l w i l t r e s i s t a n c e h a s b e e n a h i g h p r i o r i t y o b j e c t i v e i n t h e I n d o n e s i a n

g r o u n d n u t b r e e d i n g p r o g r a m , a n d a l l c u l t i v a r s r e l e a s e d t o f a r m e r s h a v e s o m e

d e g r e e o f r e s i s t a n c e t o b a c t e r i a l w i l t . S i n c e 1 9 8 9 , n i n e i m p r o v e d w i l t - r e s i s t a n t

c u l t i v a r s ( B a d a k , B i a w a k , J e p a r a , K o m o d o , L a n d a k , M a h e s a , S i m p a i ,

T r e n g g i l i n g , a n d Z e b r a ) h a v e b e e n r e l e a s e d .

A l t h o u g h i m p r o v e d c u l t i v a r s w i t h r e s i s t a n c e t o b a c t e r i a l w i l t a r e a v a i l a b l e ,

t h e d i s e a s e c o n t i n u e s t o b e a p r o b l e m i n m a n y a r e a s . O n l y 2 9 % o f i m p r o v e d

c u l t i v a r s a r e c u r r e n t l y g r o w n b y f a r m e r s . I n s u f f i c i e n t s u p p l y o f s e e d a n d

p r e f e r e n c e f o r l o c a l c u l t i v a r s t h a t m e e t t h e s p e c i f i c d e m a n d s o f c o n s u m e r s

h a v e r e s t r i c t e d t h e a r e a u n d e r t h e r e s i s t a n t c u l t i v a r s . T h e g o v e r n m e n t c a n m e e t

o n l y o n e - f i f t h o f t h e d e m a n d f o r s e e d a t p r e s e n t .

T h e c u r r e n t g r o u n d n u t v a r i e t a l i m p r o v e m e n t p r o g r a m a t B O R I F i n c l u d e s t h e

f o l l o w i n g a c t i v i t i e s :

• I n c o r p o r a t i o n o f w i l t r e s i s t a n c e i n s h o r t - d u r a t i o n h i g h - y i e l d i n g c u l t i v a r s .

• C o m b i n i n g w i l t r e s i s t a n c e w i t h r e s i s t a n c e t o r u s t a n d l a t e l e a f s p o t ,

p a r t i c u l a r l y i n G a j a h , K i d a n g , a n d P e l a n d u k c u l t i v a r s .

• I n c o r p o r a t i n g a g r o n o m i c a l l y d e s i r a b l e t r a i t s i n t o t h e w i l t - r e s i s t a n t l i n e s .

F u t u r e r e s e a r c h p l a n

R e s e a r c h o n g r o u n d n u t b a c t e r i a l w i l t w i l l b e c o n c e n t r a t e d a t B O R I F a n d M A R I F .

S c i e n t i s t s a t B O R I F w i l l c o n d u c t r e s e a r c h o n m o l e c u l a r a n d b a s i c a s p e c t s o f t h e
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h o s t a n d t h e p a t h o g e n , a n d t h o s e a t M A R I F w i l l c o n d u c t r e s e a r c h o n d i s e a s e

c o n t r o l m e a s u r e s .

T h e f o l l o w i n g a c t i v i t i e s w i l l b e p u r s u e d :

• F u r t h e r e v a l u a t i o n o f g r o u n d n u t g e r m p l a s m f o r r e s i s t a n c e t o b a c t e r i a l w i l t .

• D e v e l o p m e n t o f i m p r o v e d v a r i e t i e s w i t h m u l t i p l e d i s e a s e r e s i s t a n c e , i . e . , t o

b a c t e r i a l w i l t , l a t e l e a f s p o t , a n d r u s t .

• S t r a i n d i f f e r e n t i a t i o n , u s i n g c o n v e n t i o n a l a n d m o l e c u l a r t e c h n i q u e s .

• I n t e g r a t e d m a n a g e m e n t o f g r o u n d n u t b a c t e r i a l w i l t u s i n g h o s t - p l a n t

r e s i s t a n c e a n d c u l t u r a l p r a c t i c e s , p a r t i c u l a r l y c r o p r o t a t i o n a n d s a n i t a t i o n .

R e f e r e n c e

M a c h m u d , M . 1 9 9 3 . P r e s e n t s t a t u s o f g r o u n d n u t b a c t e r i a l w i l t r e s e a r c h i n

I n d o n e s i a . P a g e s 1 5 - 2 5 i n G r o u n d n u t b a c t e r i a l w i l t : p r o c e e d i n g s o f t h e S e c o n d

W o r k i n g G r o u p M e e t i n g , 2 N o v 1 9 9 2 , T a i n a n , T a i w a n ( M e h a n , V . K . a n d

H a y w a r d , A . C . , e d s . ) . P a t a n c h e r u 5 0 2 3 2 4 , A n d h r a P r a d e s h , I n d i a : I n t e r 

n a t i o n a l C r o p s R e s e a r c h I n s t i t u t e f o r t h e S e m i - A r i d T r o p i c s .

D i s c u s s i o n

V K M e h a n A r e y o u u s i n g t h e n a m e ' N e w K e l i n c i ' f o r t h e i m p r o v e d r e s i s t a n t

c u l t i v a r K e l i n c i ?

M M a c h m u d N o t y e t . W e a r e s t i l l u s i n g t h e n a m e ' K e l i n c i ' f o r t h e i m p r o v e d

r e s i s t a n t c u l t i v a r .

V K M e h a n Y o u h a v e l i s t e d t h e a c c e s s i o n I C G 7 8 9 3 u n d e r t w o h e a d s , ' R e s i s 

t a n t ' a n d ' M o d e r a t e l y r e s i s t a n t ' . C o u l d y o u c a r e t o e x p l a i n t h e d i f f e r e n c e ?

M M a c h m u d T h a t i s a m i s t a k e . I C G 7 8 9 3 s h o u l d b e c o n s i d e r e d r e s i s t a n t t o

b a c t e r i a l w i l t i n t h e f i e l d .

Y L N e n e I s h o u l d l i k e t o k n o w i f y o u a r e p l a n n i n g t o c a r r y o u t s t u d i e s o n

e r a d i c a t i n g t h e s e e d - b o r n e p a t h o g e n . T h a t w o u l d a l l o w f r e e i n t e r n a t i o n a l

m o v e m e n t o f s e e d .

M M a c h m u d I h a v e n o t t h o u g h t o f t h i s l i n e o f a p p r o a c h y e t .

V K M e h a n D i d y o u c o m p a r e t h e v i r u l e n c e o f b i o v a r s 3 a n d 4 o n g r o u n d n u t ?

W h a t i s t h e f r e q u e n c y o f b i o v a r 4 i s o l a t e s i n I n d o n e s i a ?

M M a c h m u d B i o v a r 3 i s o l a t e s a r e m o r e v i r u l e n t t h a n b i o v a r 4 i s o l a t e s . B i o v a r

4 i s o l a t e s a r e o c c a s i o n a l l y a s s o c i a t e d w i t h g r o u n d n u t i n I n d o n e s i a .
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Status of g roundnut bacterial w i l t research in

M a l a y s i a

K Y Lum and S Hamidah
1

Abstract

Bacterial wilt caused by Pseudomonas solanacearum is a serious disease of 

groundnut in the states of Kelantan and Terengganu. Disease surveys conducted in 

1993 indicate that wilt incidence ranged from 0 to 20% at different locations in the two 

states. A new weed host, Acalypha sp, was consistently found affected by 

P solanacearum in groundnut fields. Two hundred P. solanacearam isolates from 

wilt-affected plants were collected and identified. Preliminary results indicate that 

most of the isolates belong to biovar 3. Studies on genetic diversity of the isolates are 

now under way. Fifteen percent of the seeds from wilt-affected plants were found 

infected. Fifteen cultivars/lines were screened for resistance to bacterial wilt Three 

lines (Tae Kwang Tangkong, Cina, and Dhaka 1) showed very low susceptibility at two 

locations (Serdang and Bukit Tangga). Future research will focus on strain 

differentiation and distribution, and on developing cultural and biological approaches 

to disease management. 

1. Ma lays ian Agr i cu l tu ra l Research a n d Development Inst i tute, P 0 Box 12301,50774 Kuala Lumpur , Malaysia.

L u m , K. Y., and Hamidah , S. 1994. Status of g roundnu t bacterial w i l t research in Malaysia. Pages 121-124 in Groundnu t

bacterial w i l t in Asia: proceedings of the T h i r d Work ing G roup meet ing, 4 - 5 Jul 1994, O i l Crops Research Inst i tute,

Wuhan , China (Mehan, V. K. and McDona ld , D., eds.). Patancheru 502 324, Andh ra Pradesh, Ind ia; In ternat ional Crops

Research Inst i tute for the Semi -Ar id Tropics.
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I n t r o d u c t i o n

I n M a l a y s i a , g r o u n d n u t i s c u l t i v a t e d m a i n l y b y s m a l l f a r m e r s , a l o n g s a n d y

r i v e r b a n k s i n t h e s t a t e s o f K e l a n t a n a n d T e r e n g g a n u , o n r e h a b i l i t a t e d t i n -

t a i l i n g s i n t h e s t a t e o f P e r a k , a n d , o n a s m a l l e r s c a l e , i n i n l a n d a r e a s i n t h e s t a t e

o f P a h a n g . I n e a s t e r n M a l a y s i a , t h e c r o p i s g r o w n a r o u n d K u c h i n g , S e r i a n , a n d

S i b u . B a c t e r i a l w i l t i s a s e r i o u s d i s e a s e o f g r o u n d n u t i n t h e m a j o r p r o d u c t i o n

a r e a s o f K e l a n t a n a n d T e r e n g g a n u .

D i s e a s e s u r v e y

A s u r v e y w a s c o n d u c t e d i n A p r i l 1 9 9 3 t o a s s e s s t h e s t a t u s o f g r o u n d n u t

c u l t i v a t i o n a n d t h e i n c i d e n c e o f b a c t e r i a l w i l t i n M a l a y s i a , T h e r e s u l t s o f t h e

s u r v e y i n d i c a t e t h a t g r o u n d n u t c o n t i n u e s t o b e c u l t i v a t e d i n r i v e r i n e a r e a s o f

K e l a n t a n a n d T e r e n g g a n u i n p e n i n s u l a r M a l a y s i a a n d S a r a w a k i n e a s t e r n

M a l a y s i a . I t i s a l s o c u l t i v a t e d i n i n l a n d a r e a s i n P a h a n g . H o w e v e r , t h e a r e a

u n d e r g r o u n d n u t i n K e d a h , P e r l i s , a n d P e r a k h a s s i g n i f i c a n t l y d e c l i n e d .

T h e i n c i d e n c e o f b a c t e r i a l w i l t i n t h e f i e l d s s u r v e y e d v a r i e d f r o m 0 t o 2 0 % .

T h e o t h e r m o s t c o m m o n l y e n c o u n t e r e d d i s e a s e w a s c o l l a r r o t . I n m o s t

g r o u n d n u t - g r o w i n g a r e a s , t h e s m a l l h o l d e r s n o r m a l l y r o t a t e g r o u n d n u t w i t h

m a i z e .

I n t h e c o u r s e o f t h e s u r v e y , a n a d d i t i o n a l a l t e r n a t i v e h o s t f o r t h e p a t h o g e n

w a s i d e n t i f i e d . P l a n t s o f Acalypha s p , g r o w i n g a s a w e e d , w e r e c o n s i s t e n t l y

f o u n d w i l t e d i n g r o u n d n u t f i e l d s i n K e l a n t a n a n d T e r e n g g a n u ; t h e p a t h o g e n

w a s s u c c e s s f u l l y i s o l a t e d f r o m t h e s e p l a n t s .

C h a r a c t e r i z a t i o n o f i s o l a t e s

T w o h u n d r e d i s o l a t e s o f t h e w i l t p a t h o g e n , Pseudomonas solanacearum ( S m i t h )

S m i t h , w e r e o b t a i n e d f r o m w i l t - a f f e c t e d p l a n t s f r o m m a n y l o c a t i o n s i n t h e

c o u n t r y . T h e g e n e t i c d i v e r s i t y o f t h e i s o l a t e s w i t h i n a n d a m o n g l o c a t i o n s i s

b e i n g s t u d i e d . I n i t i a l t e s t s i n d i c a t e t h a t m o s t o f t h e i s o l a t e s b e l o n g t o b i o v a r 3 .

D e t e c t i o n o f l a t e n t i n f e c t i o n s b y p o l y m e r a s e c h a i n r e a c t i o n

( P C R )

S e e d s f r o m d i s e a s e d p l a n t s w e r e t e s t e d f o r l a t e n t i n f e c t i o n . E x t r a c t s o f s i n g l e

s e e d s w e r e u s e d t o d e t e c t t h e w i l t p a t h o g e n , u s i n g t h e P C R t e c h n i q u e . I n i t i a l

r e s u l t s i n d i c a t e t h a t a p p r o x i m a t e l y 1 5 % o f t h e s e e d s c a r r i e d t h e p a t h o g e n .

H o w e v e r , P C R f a i l e d t o d e t e c t t h e p a t h o g e n i n a n y o f 2 5 s a m p l e s o f c l e a n s e e d

c o l l e c t e d a s s e e d s t o c k .

G e r m p l a s m e v a l u a t i o n

G e r t n p l a s m a c c e s s i o n s o b t a i n e d f r o m t h e I n t e r n a t i o n a l C r o p s R e s e a r c h

I n s t i t u t e f o r t h e S e m i - A r i d T r o p i c s ( I C R I S A T ) w e r e s c r e e n e d f o r r e s i s t a n c e t o
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n a t u r a l b a c t e r i a l w i l t i n f e c t i o n a t t w o l o c a t i o n s , S e r d a n g , S e l a n g o r a n d B u k i t

T a n g g a , K e d a h . T h e m o r t a l i t y ( % i n c i d e n c e ) l e v e l s f o r t h e t e s t e d l i n e s a t t h e s e

t w o l o c a t i o n s a r e g i v e n i n T a b l e 1 .

T a b l e 1 . I n c i d e n c e o f w i l t i n selected g r o u n d n u t l ines i n response t o n a t u r a l i n f e c t i o n

w i t h Pseudomonas solanacearum at S e r d a n g a n d B u k i t Tangga , M a l a y s i a , 1993.

M o r t a l i t y ( % w i l t i n c i dence )

C u l t i v a r / l i n e B u k i t T a n g g a S e r d a n g

G a j a h 0 4 0

0 80

M a c a n 10 30

M a t j a m 30 70

M K T 1 20 100

M a h e s a 100 100

Tae K w a n g T a n g k o n g 0 0

K . H o n h e a h 60-1 80 60

K i d a n g 10 40

A C C 12 50 50

C i n a 0 0

P e l a n d u k 50 20

K h o n h a e h 60-2 70 80

D h a k a 1 0 10

G H 4 6 7 80 80

P l a n n e d a c t i v i t i e s

A l t h o u g h t h e r e a r e i n d i c a t i o n s t h a t g r o u n d n u t c u l t i v a t i o n i n t h e c o u n t r y

a t t r a c t s l i t t l e i n t e r e s t i n t h e f a c e o f c h e a p e r i m p o r t s , r e s e a r c h o n b a c t e r i a l w i l t

w i l l c o n t i n u e t o r e c e i v e e m p h a s i s a s t h e d i s e a s e a f f e c t s a w i d e r a n g e o f

e c o n o m i c a l l y i m p o r t a n t c r o p p l a n t s . R e s e a r c h w i l l f o c u s o n

• E L I S A a n d P C R t e c h n i q u e s f o r t h e d e t e c t i o n o f t h e p a t h o g e n ;

• s t r a i n d i f f e r e n t i a t i o n a n d d i s t r i b u t i o n i n r e l a t i o n t o h o s t t y p e a n d l o c a l i t y ;

a n d

• i n t e g r a t i o n o f c u l t u r a l a n d b i o l o g i c a l a p p r o a c h e s t o m a n a g e t h e d i s e a s e .

D i s c u s s i o n

A C H a y w a r d W h a t r e s t r i c t i o n e n z y m e d i d y o u u s e i n t h e p u l s e f i e l d g e l

e l e c t r o p h o r e s i s w o r k ?

K Y L u m X b A I .

V K M e h a n T h e P . solanacearum s e e d i n f e c t i o n l e v e l p r e s e n t e d b y y o u s e e m s t o

b e h i g h . D i d y o u c o n d u c t s e e d t r a n s m i s s i o n t e s t s ?

K Y L u m W e o n l y d e t e c t e d t h e w i l t p a t h o g e n i n s e e d u s i n g t h e P C R t e c h n i q u e .

N o s e e d t r a n s m i s s i o n t e s t s w e r e d o n e .
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C L L G o w d a A r e t h e r e d e s i c c a t i o n - r e s i s t a n t r e s t i n g s t a g e s i n P solanacearum? 

A C H a y w a r d T h e r e i s n o k n o w n d e s i c c a t i o n - r e s i s t i n g s t a g e i n P . solanacearum. 

W e d o n o t k n o w w h e t h e r t h e r e a r e v i a b l e n o n - c u l t u r a b l e s t a g e s o f P .

solanacearum a s d e s c r i b e d f o r m a r i n e b a c t e r i a .
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Status of g roundnut bacterial w i l t research in

the Ph i l ipp ines

M P Natural
1

Abstract

Bacterial wilt caused by Pseudomonas solanacearum has recently been observed in 

several parts of the Philippines. In 1994, the disease was reported in a seed production 

farm in Isabela, where it affected about 30% of the crop. All isolates of P. 

solanacearum obtained from wilt-affected groundnut plants from different locations 

in the Philippines belong to race 1 biovar 3. Breeding lines are routinely tested for their 

reactions to bacterial wilt at disease hot-spots and/or in the greenhouse. Some 

advanced breeding lines showed little or no incidence of wilt. Research is under way to 

develop techniques to detect P. solanacearum in soil and plant debris. 

S t a t u s o f t h e d i s e a s e

N o s y s t e m a t i c s u r v e y s h a v e b e e n c o n d u c t e d f o r g r o u n d n u t b a c t e r i a l w i l t i n t h e

P h i l i p p i n e s . T h e d i s e a s e w a s r e p o r t e d i n J a n u a r y 1 9 9 4 i n a s e e d p r o d u c t i o n

f a r m i n I s a b e l a , w h e r e i t a f f e c t e d a b o u t 3 0 % o f t h e c r o p . S p o r a d i c o u t b r e a k s o f

b a c t e r i a l w i l t w e r e o b s e r v e d i n o t h e r g r o u n d n u t - g r o w i n g a r e a s .

L o s s e s i n y i e l d d u e t o t h e d i s e a s e h a v e n o t b e e n a s s e s s e d , b u t c o u l d b e a s

h i g h a s 3 0 % s i n c e t h e y a r e l i n e a r l y c o r r e l a t e d w i t h t h e e x t e n t o f d i s e a s e

i n c i d e n c e .

R a c e s a n d b i o v a r s o f P s e u d o m o n a s s o l a n a c e a r u m

A l l i s o l a t e s o f P . solanacearum c o l l e c t e d f r o m n a t u r a l l y i n f e c t e d g r o u n d n u t

p l a n t s w e r e o f r a c e 1 , b i o v a r 3 .

1. Depar tment of Plant Pathology, Univers i ty of the Phi l ippines, Los Banos, Laguna 4031, the Phi l ippines.

Natural , M. P. 1994. Status of g roundnu t bacterial w i l t research in the Phi l ippines. Pages 125-127 in Groundnu t bacterial

w i l t in As ia: proceedings o f the T h i r d Work ing Group meet ing, 4 - 5 Jul 1994, O i l Crops Research Inst i tute, W u h a n ,

China (Mehan, V. K. and McDona ld , D., eds.). Patancheru 502 324, Andh ra Pradesh, Ind ia : Internat ional Crops

Research Inst i tu te for the Semi -Ar id Tropics.
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T a b l e 1 . React ions o f g r o u n d n u t b r e e d i n g l i n e s t o bacter ia l w i l t u n d e r g reenhouse

c o n d i t i o n s , L a g u n a , t h e P h i l i p p i n e s , 1993.

T a b l e 1 . React ions o f g r o u n d n u t b r e e d i n g l i n e s t o bacter ia l w i l t u n d e r g reenhouse

c o n d i t i o n s , L a g u n a , t h e P h i l i p p i n e s , 1993.

W i l t D isease

L i n e i n c i d e n c e (%) r e a c t i o n
1

I P B P n 82-71-32 0 R

82-70-37 0 R

82-71-33 0 R

82-71-59 0 R

82-71-15 13 M R

82-71-29 0 R

48-75 13 M R

82-70 -71 0 R

82-68-94 0 R

82-71-19 0 R

48-90 13 M R

42-14 13 M R

80-72-2 0 R

82-70 -51 0 R

82-71-64 0 R

L P L P n 4 ( c h e c k ) 4 6 S

1. R = Resistant, MR = Moderate ly resistant, S = Susceptible

R e s e a r c h o n d i s e a s e m a n a g e m e n t

M a n y b r e e d i n g l i n e s o f g r o u n d n u t h a v e b e e n e v a l u a t e d f o r r e s i s t a n c e t o P .

solanacearum. S o m e a d v a n c e d b r e e d i n g l i n e s s h o w e d l i t t l e o r n o i n c i d e n c e o f

w i l t ( T a b l e 1 ) . R e a c t i o n s o f o t h e r i m p o r t a n t b r e e d i n g l i n e s a r e s h o w n i n T a b l e s

2 , 3 , a n d 4. 

P r e s e n t s t a f f i n g a n d r e s o u r c e s a v a i l a b l e f o r r e s e a r c h

V e r y l i m i t e d r e s o u r c e s a r e a v a i l a b l e f o r r e s e a r c h o n g r o u n d n u t b a c t e r i a l w i l t ;

t h e s t a f f a t t h e I n s t i t u t e o f P l a n t B r e e d i n g , L o s B a n o s , a r e m a i n l y i n v o l v e d w i t h

T a b l e 2 . N e w g r o u n d n u t accessions resistant t o bacter ia l w i l t .

L i n e P e d i g r e e

F 87609 M a r c 1 

F 8 7 5 1 4 G F A x N D B C

F 1109 N C 18230 x N C 2-25

F 1107 N C 17721 x N C 182229-16B

F 1 0 0 4 N C 17721 x N C 182229-16A

F 1212 L a o s

F 1097 F a i z p u r x T a i n a n 9 

F 1 0 1 8 A h 7 2 2 3 x S K 3 8

F 1 2 3 0 S o u t h e r n r u n n e r

F 81206-2 A r - 1 x T a i n a n 9 
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T a b l e 3 . N e w g r o u n d n u t b r e e d i n g l ines suscept ib le t o bacter ia l w i l t , Los Banos , t h e

P h i l i p p i n e s , 1993.

F 1 1 0 4

F 851033

F 623

G K 53

L o c a l c o l l e c t i o n A u r o r a

B C 2 (JL 24 x PI 298115) x JL 24

S u n b e l t R u n n e r x N D B C

UF 71513 x T a i n a n 9 

PI 337409 x T a i n a n 9 

A g u s a n d e l S u r c o l l e c t i o n

G e o r g i a r e d

N C 180168 x N C 2 - 3 0

JL 2 4 x P I 298115 x JL 24

J L 2 4 x P I 2 5 9 4 7 x J L 2 4

T a b l e 4 . React ions o f e igh t g r o u n d n u t l ines to bacter ia l w i l t in a t r i a l u n d e r shade

c o n d i t i o n s , Los Baf ios, the P h i l i p p i n e s , 1993.

T a b l e 4 . React ions o f e igh t g r o u n d n u t l ines to bacter ia l w i l t in a t r i a l u n d e r shade

c o n d i t i o n s , Los Baf ios, the P h i l i p p i n e s , 1993.

W i l t i n c i d e n c e Disease

L i n e (%) r e a c t i o n
1

H Y Q S-28 7 R

H Y Q S - 3 0 0 R

I P B P n 42-14 13 R

H Y Q S - 4 0 20 M R

82-68-140 40 S

82-68-97 4 6 S

82-68-196 40 S

12-12 53 H S

C h e c k ( L P L Pn4 ) 66 H S

1. R = resistant, MR = Moderate ly resistant, S = Susceptible, HS = H igh l y susceptible

o t h e r r e s e a r c h p r o b l e m s a n d b r e e d i n g f o r h o s t - p l a n t r e s i s t a n c e t o c o n s t r a i n t s

t o l e g u m e s p r o d u c t i o n .

A c t i o n o n w o r k p l a n a n d c o l l a b o r a t i v e r e s e a r c h

• C o n t i n u e e v a l u a t i n g a d v a n c e d b r e e d i n g l i n e s f o r t h e i r r e a c t i o n s t o P .

solanacearum.

• D e t e r m i n e b i o v a r s o r r a c e s o f i s o l a t e s o f t h e w i l t p a t h o g e n f r o m v a r i o u s

l o c a t i o n s .

F u t u r e r e s e a r c h p l a n s

• C o n t i n u e e v a l u a t i n g b r e e d i n g l i n e s f o r r e s i s t a n c e t o b a c t e r i a l w i l t .

• D e v e l o p t e c h n i q u e s t o d e t e c t P . s o l a n a c e a r u m i n s o i l a n d p l a n t d e b r i s .
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Status of g roundnut bacterial w i l t research in

T h a i l a n d

W Butranu, S Yinasawapun, and W Srithongchai
1

Abstract

Bacterial wilt caused by Pseudomonas solanacearum is one of the serious diseases of 

groundnut in Thailand. First observed in 1987 in the southern parts of the country, it 

now occurs in many areas of the southern, central, and northeastern provinces. The 

disease is generally severe in rich soils, especially in areas where groundnut is grown 

every year. Local groundnut cultivars are highly susceptible to bacterial wilt compared 

to such recommended cultivars as Tainan and Khon Kaen 604. Research indicated that 

the wilt pathogen belonged to race 1. The groundnut isolate of P. solanacearum was 

found highly virulent on bitter gourd, cucumber, potato, ridge gourd, and water 

melon. Eggplant, ginger, sesame, tobacco, and tomato showed varying levels of 

susceptibility to this isolate. Eighteen lines/cultivars were tested for resistance to 

bacterial wilt under natural disease pressure. Local cultivars showed high disease 

incidence (>50%), and the infected plants died 4 weeks after emergence. The cultivars 

Khon Kaen 604 and Tainan showed tolerance to the disease. 

I n t r o d u c t i o n

B a c t e r i a l w i l t d i s e a s e o f g r o u n d n u t , c a u s e d b y P s e u d o m o n a s s o l a n a c e a r u m

( S m i t h ) S m i t h , i s b e c o m i n g a n i n c r e a s i n g l y s e r i o u s d i s e a s e o f g r o u n d n u t i n

T h a i l a n d . T h e d i s e a s e w a s f i r s t o b s e r v e d i n 1 9 8 7 i n s o m e g r o u n d n u t - g r o w i n g

1. K h o n Kaen Field Crops Research Center, Field Crops Research Inst i tute, Department of Agr icu l tu re , K h o n Kaen

40060, Tha i land .

Butranu, W . , Yinasawapun, S., and Srithongchai, W. 1994. Status of g roundnut bacterial w i l t research in Tha i land .

Pages 129-133 in G r o u n d n u t bacterial w i l t in Asia: proceedings o f the T h i r d Work ing G r o u p meet ing, 4 - 5 Jul 1994, O i l

Crops Research Inst i tu te, W u h a n , Ch ina (Mehan, V K. and McDona ld , D., eds.). Patancheru 502 324, A n d h r a Pradesh,

Ind ia : In ternat ional Crops Research Inst i tute for the Semi -Ar id Tropics.

129



a r e a s i n s o u t h e r n T h a i l a n d ; m o r e r e c e n t l y , i t h a s b e e n f o u n d i n m a n y p l a c e s i n

t h e s o u t h e r n p r o v i n c e s a n d i n s o m e p l a c e s i n t h e c e n t r a l a n d n o r t h e a s t e r n

p r o v i n c e s . Y i e l d l o s s e s v a r y w i t h l o c a t i o n , b e i n g i n f l u e n c e d b y g e n o t y p e ,

c l i m a t e , a n d c u l t u r a l p r a c t i c e s .

R e s e a r c h o n g r o u n d n u t b a c t e r i a l w i l t

D i s e a s e s u r v e y s c o n d u c t e d d u r i n g 1 9 9 0 / 9 1 i n d i c a t e d t h a t g r o u n d n u t b a c t e r i a l

w i l t w a s g e n e r a l l y s e v e r e o n c r o p s g r o w n i n r i c h s o i l s , e s p e c i a l l y i n a r e a s

w h e r e g r o u n d n u t h a s b e e n g r o w n c o n t i n u a l l y , y e a r a f t e r y e a r . I t w a s r a r e l y

o b s e r v e d o n c r o p s g r o w n i n s a n d y l o a m o r s a n d y s o i l s . T h e d i s e a s e c a u s e d

m o r e s e v e r e d a m a g e t o l o c a l c u l t i v a r s t h a n t o t h e r e c o m m e n d e d c u l t i v a r s

T a i n a n a n d K h o n K a e n 6 0 - 1 .

C o m p a r i s o n o f P s e u d o m o n a s s o l a n a c e a r u m i s o l a t e s

T h i r t y - e i g h t i s o l a t e s o f P . solanacearum f r o m g r o u n d n u t w e r e c o m p a r e d w i t h

s t a n d a r d i s o l a t e s i n m a n y p h y s i o l o g i c a l a n d b i o c h e m i c a l t e s t s ( T a b l e s 1 a n d 2 ) .

T a b l e 1 . C o m p a r i s o n of p h y s i o l o g i c a l a n d b i o c h e m i c a l characteristics of a g r o u n d n u t

iso la te o f Pseudomonas so lanacearum w i t h o ther repor ted isolates.

P. solanacearum

Test G r o u n d n u t i s o l a t e
1 1 2 3 & 4

2
 H

3 T
4

U
5

G r a m r e a c t i o n — - -

O x i d a s e + + + + + + +

C a t a l a s e + + + + + + +

M o t i l i t y

F l u o r e s c e n t

+ + + +

p i g m e n t

N i t r a t e r e d u c t i o n + + + +

A r g i n i n e

d i h y d r o l a s e

P o l y - h y d r o x y

b u t y r a t e

a c c u m u l a t i o n + + + + + + +

P o l y a c e t a t e

d e g r a d a t i o n

G r o w t h a t 4 1 m C

+ + +

L e v a n p r o d u c t i o n V
6

V

H y p e r s e n s i t i v i t y

tes t + +

1. H i g h l y v i r u l en t isolate selected f r o m among the 38 g roundnu t isolates tested.

2. Sands et al.(1980).

3. H a y w a r d (1964).

4. T i ta tan and Tananuson (1981).

5. Uematsu et al.(1983).

6. Variable.

Sources: Samerchai a n d Duangja i (1989), Samerchai et a l . (1987).

1. H i g h l y v i r u l en t isolate selected f r o m among the 38 g roundnu t isolates tested.

2. Sands et al.(1980).

3. H a y w a r d (1964).

4. T i ta tan and Tananuson (1981).

5. Uematsu et al.(1983).

6. Variable.

Sources: Samerchai a n d Duangja i (1989), Samerchai et a l . (1987).
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T a b l e 2 . U t i l i z a t i o n o f o rgan ic c o m p o u n d s by a g r o u n d n u t isolate o f Pseudomonas 

solanacearum c o m p a r e d to t h a t by o ther r e p o r t e d isolates.

T a b l e 2 . U t i l i z a t i o n o f o rgan ic c o m p o u n d s by a g r o u n d n u t isolate o f Pseudomonas 

solanacearum c o m p a r e d to t h a t by o ther r e p o r t e d isolates.

P. solanacearum 

O r g a n i c G r o u n d n u t

c o m p o u n d i s o l a t e
1 1 2 3 & 4

2
H

3 T
4

U
5

M a n n i t o l + + + + + + +

B e n z o a t e - - - - - -

Suc rose + + + + + + +

A r a b i n o s e V-
6 - - - - - -

B - a l a n i n e V + 7 V V V V +

E r y t h r i t o l - -

A d o n i t o l - -

L a c t o s e + - + -

C e l l o b i o s e v + - - - - V -

T r e h a l o s e v + + - + + +

L - r h a m n o s e - - - - - - -

G l u c o s e + + + + + +

M a l t o s e v - - + V -

S o r b i t o l v + - - + - +

1 . H i g h l y v i r u l e n t i s o l a t e s e l e c t e d f r o m a m o n g t h e 3 8 g r o u n d n u t i so l a t es t e s t e d .

2 . S a n d s e t a l . (1980) .

3 . H a y w a r d (1964) .

4 . T i t a t a n a n d T a n a n u s o n (1981).

5 . U e m a t s u e t a l . (1983) .

6 . V a r i a b l e ; 9 0 % n e g a t i v e .

7 . V a r i a b l e ; 9 0 % p o s i t i v e .

S o u r c e s : S a m e r c h a i a n d D u a n g j a i (1989) , S a m e r c h a i e t a l . (1987) .

1 . H i g h l y v i r u l e n t i s o l a t e s e l e c t e d f r o m a m o n g t h e 3 8 g r o u n d n u t i so l a t es t e s t e d .

2 . S a n d s e t a l . (1980) .

3 . H a y w a r d (1964) .

4 . T i t a t a n a n d T a n a n u s o n (1981).

5 . U e m a t s u e t a l . (1983) .

6 . V a r i a b l e ; 9 0 % n e g a t i v e .

7 . V a r i a b l e ; 9 0 % p o s i t i v e .

S o u r c e s : S a m e r c h a i a n d D u a n g j a i (1989) , S a m e r c h a i e t a l . (1987) .

1 . H i g h l y v i r u l e n t i s o l a t e s e l e c t e d f r o m a m o n g t h e 3 8 g r o u n d n u t i so l a t es t e s t e d .

2 . S a n d s e t a l . (1980) .

3 . H a y w a r d (1964) .

4 . T i t a t a n a n d T a n a n u s o n (1981).

5 . U e m a t s u e t a l . (1983) .

6 . V a r i a b l e ; 9 0 % n e g a t i v e .

7 . V a r i a b l e ; 9 0 % p o s i t i v e .

S o u r c e s : S a m e r c h a i a n d D u a n g j a i (1989) , S a m e r c h a i e t a l . (1987) .

1 . H i g h l y v i r u l e n t i s o l a t e s e l e c t e d f r o m a m o n g t h e 3 8 g r o u n d n u t i so l a t es t e s t e d .

2 . S a n d s e t a l . (1980) .

3 . H a y w a r d (1964) .

4 . T i t a t a n a n d T a n a n u s o n (1981).

5 . U e m a t s u e t a l . (1983) .

6 . V a r i a b l e ; 9 0 % n e g a t i v e .

7 . V a r i a b l e ; 9 0 % p o s i t i v e .

S o u r c e s : S a m e r c h a i a n d D u a n g j a i (1989) , S a m e r c h a i e t a l . (1987) .

1 . H i g h l y v i r u l e n t i s o l a t e s e l e c t e d f r o m a m o n g t h e 3 8 g r o u n d n u t i so l a t es t e s t e d .

2 . S a n d s e t a l . (1980) .

3 . H a y w a r d (1964) .

4 . T i t a t a n a n d T a n a n u s o n (1981).

5 . U e m a t s u e t a l . (1983) .

6 . V a r i a b l e ; 9 0 % n e g a t i v e .

7 . V a r i a b l e ; 9 0 % p o s i t i v e .

S o u r c e s : S a m e r c h a i a n d D u a n g j a i (1989) , S a m e r c h a i e t a l . (1987) .

1 . H i g h l y v i r u l e n t i s o l a t e s e l e c t e d f r o m a m o n g t h e 3 8 g r o u n d n u t i so l a t es t e s t e d .

2 . S a n d s e t a l . (1980) .

3 . H a y w a r d (1964) .

4 . T i t a t a n a n d T a n a n u s o n (1981).

5 . U e m a t s u e t a l . (1983) .

6 . V a r i a b l e ; 9 0 % n e g a t i v e .

7 . V a r i a b l e ; 9 0 % p o s i t i v e .

S o u r c e s : S a m e r c h a i a n d D u a n g j a i (1989) , S a m e r c h a i e t a l . (1987) .

1 . H i g h l y v i r u l e n t i s o l a t e s e l e c t e d f r o m a m o n g t h e 3 8 g r o u n d n u t i so l a t es t e s t e d .

2 . S a n d s e t a l . (1980) .

3 . H a y w a r d (1964) .

4 . T i t a t a n a n d T a n a n u s o n (1981).

5 . U e m a t s u e t a l . (1983) .

6 . V a r i a b l e ; 9 0 % n e g a t i v e .

7 . V a r i a b l e ; 9 0 % p o s i t i v e .

S o u r c e s : S a m e r c h a i a n d D u a n g j a i (1989) , S a m e r c h a i e t a l . (1987) .

1 . H i g h l y v i r u l e n t i s o l a t e s e l e c t e d f r o m a m o n g t h e 3 8 g r o u n d n u t i so l a t es t e s t e d .

2 . S a n d s e t a l . (1980) .

3 . H a y w a r d (1964) .

4 . T i t a t a n a n d T a n a n u s o n (1981).

5 . U e m a t s u e t a l . (1983) .

6 . V a r i a b l e ; 9 0 % n e g a t i v e .

7 . V a r i a b l e ; 9 0 % p o s i t i v e .

S o u r c e s : S a m e r c h a i a n d D u a n g j a i (1989) , S a m e r c h a i e t a l . (1987) .

T h e r e s u l t s i n d i c a t e d t h a t t h e g r o u n d n u t i s o l a t e s b e l o n g e d t o r a c e 1 . T h e

c o l o n i e s w e r e u s u a l l y s l i g h t l y o p a q u e , d a r k e n i n g i n t h e i r l a t e r s t a g e s , a n d w e r e

r e l a t i v e l y s m a l l , r a n g i n g f r o m 1 t o 1.5 c m i n d i a m e t e r .

P a t h o g e n i c i t y a n d h o s t r a n g e s t u d i e s

T w e n t y - s i x p l a n t s p e c i e s w e r e t e s t e d f o r t h e i r r e a c t i o n s t o g r o u n d n u t i s o l a t e s

o f P . solanacearum, u s i n g t h e s t e m i n o c u l a t i o n m e t h o d . Pseudotnonas 

solanacearum w a s c o n s i s t e n t l y h i g h l y v i r u l e n t o n b i t t e r g o u r d , c u c u m b e r ,

p o t a t o , r i d g e g o u r d , a n d w a t e r m e l o n ( T a b l e 3 ) ; a l l t h e p l a n t s d i e d w i t h i n f i v e

d a y s o f i n o c u l a t i o n . E g g p l a n t , g i n g e r , s e s a m e , t o b a c c o , a n d t o m a t o s h o w e d

v a r y i n g d e g r e e s o f s u s c e p t i b i l i t y .

O f t h e s e v e r a l i n o c u l a t i o n t e c h n i q u e s t e s t e d , c l i p p i n g t h e p e t i o l e c l o s e t o t h e

b a s e w i t h s c i s s o r s d i p p e d i n b a c t e r i a l s u s p e n s i o n w a s f o u n d t o b e t h e m o s t

e f f e c t i v e f o r r e s i s t a n c e s c r e e n i n g . W i t h t h i s t e c h n i q u e , w i l t s y m p t o m s

a p p e a r e d w i t h i n f i v e d a y s o f i n o c u l a t i o n o f g r o u n d n u t p l a n t s ( c v T a i n a n 9 ) ; t h e

d i s e a s e i n c i d e n c e w a s o v e r 7 0 % . R o o t i n o c u l a t i o n a n d s o i l d r e n c h i n g a l s o

r e s u l t e d i n h i g h l e v e l s o f i n f e c t i o n b u t t h e s y m p t o m s a p p e a r e d s l i g h t l y l a t e r

c o m p a r e d t o t h e p e t i o l e - c l i p p i n g m e t h o d .
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T a b l e 3 . React ions of s o m e crop p l a n t s to a g r o u n d n u t isolate of Pseudomonas 

solanacearum.

C r o p p l a n t R e a c t i o n

B i t t e r g o u r d (Momord ica charantia) + (6)
1

C a s s a v a (Man iho t esculenta) -

C h i l i (Capsicum frutescens) -

C h r y s a n t h e m u m (Chrysanthemum sp) -

C u c u m b e r (Cucumis sativus) + (5)

E g g p l a n t (Solat ium melongena) + (3)

G i n g e r (Zing iber officinale) + (10)

L e a f m u s t a r d (Brassica juncea) -

M a i z e (Zea mays) -

M u l b e r r y ( M o r u s alba) -

M u n g b e a n (Vigna radiata) -

P o t a t o (Solanum tuberosum) + (5 -10 )

R i d g e g o u r d (Luffa acutangula) + (6)

Sesame (Sesamum indicum) + (5)

S o y b e a n (Glyc ine max) -

S w e e t p e p p e r (Capsicum annuum) -

S w e e t p e a (Pisum sativum) -

S w e e t p o t a t o (Ipomea batatas) -

Tobacco (Nicot iana tabacum) + (3)

T o m a t o (Lycopersicon esculentum) + (5)

W a t e r m e l o n (Ci t ru l l us vulgaris) + (3)

Y a r d l o n g b e a n (Vigna sesquipedalis) -

1. Numbers in parentheses indicate h o w many days the plants took to d ie after inoculat ion.

Source: Samerchai et al . (1987).

H o s t r e s i s t a n c e

E i g h t e e n g r o u n d n u t l i n e s / c u l t i v a r s w e r e t e s t e d f o r r e s i s t a n c e t o b a c t e r i a l w i l t

u n d e r f i e l d c o n d i t i o n s . L o c a l c u l t i v a r s s h o w e d 5 0 % w i l t i n c i d e n c e , a n d t h e

p l a n t s d i e d a s e a r l y a s 4 w e e k s a f t e r e m e r g e n c e . T h e c u l t i v a r K h o n K a e n 6 0 - 2

w a s h i g h l y s u s c e p t i b l e w h e r e a s K h o n K a e n 6 0 - 1 a n d T a i n a n 9 w e r e t o l e r a n t .

R e f e r e n c e s

H a y w a r d , A . C . 1 9 6 4 . C h a r a c t e r i s t i c s o f Pseudomonas solanacearum. J o u r n a l o f

A p p l i e d B a c t e r i o l o g y 2 7 : 2 6 5 - 2 7 7 .

S a m e r c h a i , C , a n d D u a n g j a i , C 1 9 8 9 . B a c t e r i a l w i l t o f g r o u n d n u t i n s o u t h e r n

T h a i l a n d . W a r a s a n R o k P h u t [ T h a i P h y t o p a t h o l o g y ] 9 ( 2 - 4 ) : 5 4 - 5 8 .

S a m e r c h a i , C . , S u t t i r a c k , L . , W a l l a p a , K . , a n d D a u n g j a i , C . 1 9 8 7 . S t u d y o n

b a c t e r i a l w i l t o f g r o u n d n u t i n s o u t h e r n T h a i l a n d . P a g e s 1 8 9 - 1 9 3 i n

P r o c e e d i n g s o f t h e 8 t h P e a n u t M e e t i n g , 3 - 5 M a y 1 9 8 7 , R o i - E t p r o v i n c e ,

T h a i l a n d .

S a n d s , D . C . , S c h r o t h , M . N . , a n d H i l d e b r a n d , D . G 1 9 8 0 . P s e u d o m o n a s .

P a g e s 3 6 - 4 4 i n L a b o r a t o r y g u i d e f o r i d e n t i f i c a t i o n o f p l a n t p a t h o g e n i c b a c t e r i a
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( S c h a a d , N . W . , e d . ) . S t . P a u l , M i n n e s o t a , U S A : T h e A m e r i c a n

P h y t o p a t h o l o g i c a l S o c i e t y .

U e m a t s u , T . , C h u e n c h i t t , S . , K a r n j a n a r a t , S . , V i v i t h a j i n d a , S . , N a b h e e r o n g ,

N . , B e n j a t h i k u l , S . , N i l m a n e e , S . , D h i r a b h a v a , W . , a n d B u a n g s u w o n , D .

1 9 8 3 . B a c t e r i a l d i s e a s e s o n e c o n o m i c c r o p s i n T h a i l a n d . T o k y o , J a p a n : T r o p i c a l

A g r i c u l t u r e R e s e a r c h C e n t e r , M i n i s t r y o f A g r i c u l t u r e , F o r e s t r y a n d F i s h e r y

a n d B a n g k o k , T h a i l a n d : D e p a r t m e n t o f A g r i c u l t u r e , M i n i s t r y o f A g r i c u l t u r e

a n d C o o p e r a t i v e s . 2 6 6 p p .

D i s c u s s i o n

Y W K a n g A r e P . solanacearum i s o l a t e s f r o m g r o u n d n u t v i r u l e n t o n c u c u m b e r

a n d w a t e r m e l o n ?

W B u t r a n u Pseudomonas solanacearum i s o l a t e d f r o m g r o u n d n u t p r o v e d t o b e

v i r u l e n t o n b i t t e r g o u r d , c u c u m b e r , p o t a t o , a n d w a t e r m e l o n ; d i s e a s e

s y m p t o m s w e r e o b s e r v e d f i v e d a y s a f t e r i n o c u l a t i o n .

M T V i n h D i d y o u i n v e s t i g a t e s o i l i n o c u l u m i n t h e a r e a w h e r e t h e d i s e a s e

o c c u r r e d ?

W B u t r a n u Y e s , w e d i d . W e u s e d t h e w i l t - i n f e s t e d s o i l i n g r e e n h o u s e

e x p e r i m e n t s .
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Status of g roundnut bacterial w i l t research in

V i e t n a m

N X Hong
1
, V K Mehan

2
, N T Ly

3
, and M T Vinh

4

Abstract

Groundnut bacterial wilt is widespread in the major groundnut-growing areas of both 

northern and southern Vietnam. Significant yield losses have been observed in some 

areas of Ha Bac, Long An, Nghe An, Tay Ninh, and Thanh Hoa provinces. The disease 

is most severe in dryland cropping systems, especially on sandy soils along river 

banks, and on uplands. In general, rotation of groundnut with rice in low-lying areas 

is effective in reducing disease incidence and severity. The disease is more severe in 

autumn (July-November) than in spring (January-June) crops. All groundnut 

isolates of Pseudomonas solanacearum obtained from wilt-affected plants from 

many areas in northern Vietnam belonged to race 1. Research is now under way to 

determine the biovars of the wilt pathogen from many disease-affected areas of 

Vietnam. Preliminary research indicated seed-transmission of groundnut bacterial wilt 

to the extent of 4-8%. Most of the local groundnut cultivars and breeding lines are 

found to be susceptible to the disease. Some groundnut lines reported resistant in 

Indonesia and China have shown resistance to the disease in several hot-spot locations 

The major research thrust at the National Institute of Agricultural Sciences (INSA) is 

to identify wilt-resistant germplasm and breeding lines in the Spanish type. Extensive 

disease surveys are needed to assess yield losses, particularly in southern and central 

Vietnam. Research to breed stable wilt-resistant cultivars, and to incorporate 

resistances to other important diseases (late leaf spot and rust) and drought tolerance 

will be given high priority. 

1. Nat iona l Inst i tu te of Ag r i cu l tu ra l Sciences (INSA), Hano i , Vietnam.

2. ICRISAT Asia Center, Patancheru 502 324, Andh ra Pradesh, Ind ia.
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Research Inst i tu te, W u h a n , China (Mehan, V. K. and McDona ld , D., eds.). Patancheru 502 324, Andh ra Pradesh, Ind ia :

Internat ional Crops Research Inst i tute for the Semi -Ar id Tropics.
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I n t r o d u c t i o n

G r o u n d n u t i s t h e m o s t i m p o r t a n t f o o d l e g u m e c r o p i n V i e t n a m . T h e a r e a

u n d e r g r o u n d n u t i n c r e a s e d f r o m 2 0 0 0 0 0 h a i n 1 9 9 1 t o 2 3 0 0 0 0 h a i n 1 9 9 4 , a n d a 

f u r t h e r i n c r e a s e i s e x p e c t e d i n t h e n e a r f u t u r e s i n c e t h e t r e n d i s t o g r o w

g r o u n d n u t t o b r e a k r i c e m o n o c u l t u r e , i m p r o v e s o i l f e r t i l i t y , a n d t o s e c u r e

a d d i t i o n a l i n c o m e t h r o u g h t h e e x p o r t o f g r o u n d n u t a n d i t s p r o d u c t s . A l t h o u g h

s o i l s a n d e n v i r o n m e n t a l c o n d i t i o n s i n V i e t n a m a r e f a v o r a b l e f o r g r o u n d n u t

p r o d u c t i o n , t h e a v e r a g e p o d y i e l d i s l o w ( a b o u t 1 1 h a
- 1

) . B a c t e r i a l w i l t , c a u s e d

b y Pseudomonas solanacearum ( S m i t h ) S m i t h , i s o n e o f t h e m a j o r b i o t i c

c o n s t r a i n t s t o g r o u n d n u t p r o d u c t i o n . T h e d i s e a s e h a s u n d o u b t e d l y b e e n

p r e s e n t o n g r o u n d n u t i n t h e c o u n t r y f o r m a n y y e a r s , a l t h o u g h i t h a s b e e n

d o c u m e n t e d o n l y r e c e n t l y ( M e h a n e t a l . 1 9 9 1 ) . B a c t e r i a l w i l t i s b e c o m i n g

i n c r e a s i n g l y s e r i o u s i n t h e m a j o r g r o u n d n u t - g r o w i n g a r e a s , a n d i s n o w

c o n s i d e r e d t o b e a m a j o r t h r e a t t o g r o u n d n u t p r o d u c t i o n i n b o t h n o r t h e r n a n d

s o u t h e r n V i e t n a m .

D i s e a s e d i s t r i b u t i o n a n d e c o n o m i c i m p o r t a n c e

G r o u n d n u t b a c t e r i a l w i l t w a s f i r s t i d e n t i f i e d i n 1 9 9 1 ; i t w a s f o u n d t o b e

w i d e s p r e a d i n N g h e A n ( f o r m e r l y N g h e T i n h ) a n d H a B a c p r o v i n c e s . R e g u l a r

s u r v e y s c a r r i e d o u t s i n c e t h e 1 9 9 1 s p r i n g s e a s o n ( l a s t w e e k o f J a n u a r y t o f i r s t

w e e k o f J u n e ) i n d i c a t e t h a t t h e d i s e a s e i s w i d e l y d i s t r i b u t e d i n V i e t n a m .

A p p r o x i m a t e l y 1 0 5 0 0 0 h a a r e e s t i m a t e d t o b e i n f e s t e d w i t h t h e w i l t p a t h o g e n ;

s o m e r e g i o n s a r e h e a v i l y i n f e s t e d .

T h e d i s e a s e i s m o s t s e v e r e i n B a c T h a i , H a B a c , H a t i n h , N g h e A n , a n d T h a n h

H o a p r o v i n c e s o f n o r t h e r n V i e t n a m a n d i n L o n g A n a n d T a y N i n h p r o v i n c e s o f

s o u t h e r n V i e t n a m . I n N g h e A n , i t i s p a r t i c u l a r l y s e v e r e i n N a m D a n a n d N g h i a

D a n d i s t r i c t s ( t h e t w o m a j o r g r o u n d n u t - p r o d u c i n g a r e a s ) w h i l e i t i s

d e s t r u c t i v e i n H a t r u n g a n d H o a n g H o a d i s t r i c t s o f T h a n h H o a . I n H a B a c , i t i s

s e r i o u s i n L a n g G i a n g a n d V i e t Y e n d i s t r i c t s . I n t h e s e a r e a s , p l a n t m o r t a l i t y d u e

t o b a c t e r i a l w i l t c o m m o n l y r a n g e s f r o m 1 5 t o 4 5 % , a n d c a n r e a c h 7 0 - 8 0 % . I n

s o u t h e r n V i e t n a m , 2 0 - 3 0 % p l a n t m o r t a l i t y i s c o m m o n i n L o n g A n a n d T a y

N i n h p r o v i n c e s , a n d i n s o m e a r e a s c a n r e a c h 8 0 % , p a r t i c u l a r l y i n f i e l d s w h e r e

g r o u n d n u t i s g r o w n s e a s o n a f t e r s e a s o n .

D i s e a s e i n c i d e n c e i s m o d e r a t e ( 5 - 2 0 % ) i n B a c T h a i a n d H a t i n h p r o v i n c e s ,

b u t i s r a r e l y o b s e r v e d i n n e w l y c u l t i v a t e d a r e a s i n B a c T h a i , H a B a c , a n d

H a t i n h p r o v i n c e s .

B a c t e r i a l w i l t a l s o o c c u r s i n H a i H u n g , H a n o i , N a m H a , N i n h B i n h , a n d

V i n h P h u p r o v i n c e s i n n o r t h e r n V i e t n a m a n d i n D o n g N a i , H o C h i M i n h ,

Q u a n g N a m , a n d T h u a n H a i p r o v i n c e s i n s o u t h e r n V i e t n a m ; d i s e a s e i n c i d e n c e

v a r i e s g r e a t l y f r o m p l a c e t o p l a c e , r a n g i n g f r o m 5 t o 4 0 % d e p e n d i n g o n

c r o p p i n g p a t t e r n s a n d s o i l c o n d i t i o n s .

136



D i s e a s e s e v e r i t y i n d i f f e r e n t p r o d u c t i o n systems

T h e d i s e a s e i s s e v e r e i n u p l a n d a r e a s , p a r t i c u l a r l y i n l i g h t s a n d y s o i l s a l o n g

r i v e r b a n k s w h e r e o n l y d r y l a n d c r o p s , e . g . , g r o u n d n u t , m a i z e , a n d s w e e t

p o t a t o , a n d s u c h v e g e t a b l e c r o p s a s e g g p l a n t a n d t o m a t o , a r e g r o w n . T h e

d i s e a s e i s b e c o m i n g m o r e s e v e r e e v e r y y e a r , a n d p l a n t m o r t a l i t y i s e s t i m a t e d a t

4 0 - 5 0 % . I n l o w - l y i n g f i e l d s , t h e d i s e a s e i n c i d e n c e i s v e r y h i g h a n d t h e d i s e a s e

i s s e v e r e . M a n y f a r m e r s i n s u c h a r e a s ( e . g . , N a m D a n a n d N g h i a D a n d i s t r i c t s

i n N g h e A n , a n d H a t r u n g d i s t r i c t i n T h a n h H o a ) n o w r e c k o n t h i s d i s e a s e t o b e

a s e r i o u s t h r e a t t o g r o u n d n u t p r o d u c t i o n , a s t h e y a r e b e i n g f o r c e d t o r e p l a c e

g r o u n d n u t w i t h s u c h l e s s p r o f i t a b l e c r o p s a s s w e e t p o t a t o . I t i s n o t e w o r t h y

t h a t m a n y u p l a n d a r e a s a r e b e i n g u s e d f o r s e e d m u l t i p l i c a t i o n i n a u t u m n

( J u l y - N o v e m b e r ) .

I n r i c e - g r o w i n g a r e a s , b a c t e r i a l w i l t i n c i d e n c e g e n e r a l l y r a n g e s f r o m 5 t o

1 5 % , b u t c a n b e a s h i g h a s 2 5 % i n h e a v i l y i n f e s t e d f i e l d s . G r o u n d n u t - r i c e

r o t a t i o n i s c o m m o n i n V i e t n a m , b u t a s r i c e i s e d g e d o u t a n d t h e l a n d c r o p p e d

s e a s o n a f t e r s e a s o n w i t h g r o u n d n u t , b a c t e r i a l w i l t i s b e c o m i n g m o r e p r e v a l e n t .

R o t a t i n g g r o u n d n u t w i t h s u c h v e g e t a b l e c r o p s a s e g g p l a n t a n d t o m a t o i s e v e n

w o r s e , a s d i s e a s e i n c i d e n c e i s i n c r e a s e d i n t h e g r o u n d n u t c r o p t h a t f o l l o w s

t h e m .

I n f i e l d s w h e r e g r o u n d n u t s a r e i n t e r c r o p p e d a n d / o r m i x e d w i t h m a i z e a n d

m u n g b e a n , t h e d i s e a s e i n c i d e n c e i s m o d e r a t e . I n s o m e a r e a s o f T h a n h H o a

p r o v i n c e , b a c t e r i a l w i l t h a s b e e n f o u n d t o b e s e r i o u s o n g r o u n d n u t s

i n t e r c r o p p e d w i t h o r a n g e o r p i n e a p p l e .

I n g e n e r a l , t h e d i s e a s e i s m o r e p r e v a l e n t i n s o i l s o f l o w f e r t i l i t y . D i s e a s e

i n c i d e n c e a n d s e v e r i t y a r e h i g h i n a c i d i c s o i l s ( p H 5 . 0 - 5 . 5 ) .

T h e d i s e a s e i n c i d e n c e i n g e n e r a l i s t h e h i g h e s t a t p e a k f l o w e r i n g a n d

p o d d i n g s t a g e s , a l t h o u g h t h e d i s e a s e c a n a p p e a r e a r l y i n t h e s e a s o n ( a b o u t 3 0

d a y s a f t e r s o w i n g ) . I n f i e l d s w i t h a h i s t o r y o f h e a v y i n f e s t a t i o n , t h e d i s e a s e

a p p e a r s m u c h e a r l i e r t h a n i n o t h e r a r e a s . B a c t e r i a l w i l t d e v e l o p s m o s t r a p i d l y

i f t h e s o i l m o i s t u r e a n d t e m p e r a t u r e a r e h i g h d u r i n g e a r l y c r o p g r o w t h . H e a v y

r a i n s f o l l o w e d b y a f e w s u n n y , h o t d a y s r e s u l t i n s e v e r e w i l t i n g . I n g e n e r a l , t h e

d i s e a s e i s m o r e s e v e r e i n t h e a u t u m n c r o p t h a n i n t h e s p r i n g c r o p ; h i g h s o i l

m o i s t u r e a n d t e m p e r a t u r e s i n t h e a u t u m n f a v o r d i s e a s e d e v e l o p m e n t .

R e s e a r c h a c t i v i t i e s

R e s e a r c h o n g r o u n d n u t b a c t e r i a l w i l t i s b e i n g c o n d u c t e d m a i n l y b y t h e

N a t i o n a l I n s t i t u t e o f A g r i c u l t u r a l S c i e n c e s ( I N S A ) , H a n o i . T h e P l a n t P r o t e c t i o n

R e s e a r c h I n s t i t u t e ( P P R I ) , H a n o i ; I N S A ; a n d t h e O i l P l a n t R e s e a r c h I n s t i t u t e

( O P R I ) , H o C h i M i r t h C i t y h a v e p a r t i c i p a t e d i n d i s e a s e s u r v e y s c a r r i e d o u t

d u r i n g 1 9 9 1 - 9 4 . D i s e a s e s u r v e y s h a v e b e e n c a r r i e d o u t j o i n t l y b y V i e t n a m e s e

a n d I C R I S A T s c i e n t i s t s . A t I N S A , t w o s c i e n t i s t s a n d t w o r e s e a r c h s c h o l a r s a r e

c u r r e n t l y w o r k i n g o n s e v e r a l a s p e c t s o f g r o u n d n u t b a c t e r i a l w i l t . R e s e a r c h o n

t h e d i s e a s e i s g i v e n h i g h p r i o r i t y . I N S A h a s d e v e l o p e d s t r o n g c o l l a b o r a t i v e

r e s e a r c h p l a n s w i t h I C R I S A T . S o m e r e s e a r c h o n h o s t p l a n t r e s i s t a n c e i s b e i n g
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c a r r i e d o u t a t O P R I . R e s o u r c e s i n c l u d i n g g r e e n h o u s e r e s e a r c h f a c i l i t i e s a r e v e r y

l i m i t e d .

S t r a i n s of Pseudomonas solanacearum a n d t h e i r v i r u l e n c e

A t I N S A , o v e r 5 0 i s o l a t e s o f P . solanacearum f r o m w i l t - a f f e c t e d g r o u n d n u t p l a n t s

c o l l e c t e d f r o m s e v e r a l g r o u n d n u t - g r o w i n g r e g i o n s i n n o r t h e r n V i e t n a m w e r e

t e s t e d a n d f o u n d t o b e h i g h l y p a t h o g e n i c t o g r o u n d n u t . S e v e r a l i s o l a t e s f r o m

d i s e a s e h o t - s p o t s i n B o H a S t a t e F a r m ( H a B a c ) , H a t r u n g S t a t e F a r m ( T h a n h

H o a ) , a n d H o n g L o n g ( N g h e A n ) w e r e f o u n d t o b e h i g h l y v i r u l e n t o n

g r o u n d n u t , a n d m o s t w e r e v i r u l e n t o n e g g p l a n t , p e p p e r , p o t a t o , a n d t o m a t o ,

b u t l e s s v i r u l e n t o n t o b a c c o . T e s t s i n d i c a t e d t h a t a l l i s o l a t e s c o l l e c t e d b e l o n g e d

t o r a c e 1 .

R e c e n t l y ( A p r i l 1 9 9 4 ) , 5 0 i s o l a t e s o f t h e w i l t p a t h o g e n w e r e c o l l e c t e d f r o m

d i f f e r e n t a g r o e c o l o g i c a l r e g i o n s w i t h v a r i o u s c r o p p i n g s y s t e m s i n m a j o r

g r o u n d n u t - g r o w i n g a r e a s o f n o r t h e r n V i e t n a m . R e s e a r c h i s n o w i n p r o g r e s s t o

d e t e r m i n e t h e b i o v a r s , t h e i r v i r u l e n c e , a n d h o s t r a n g e s . S o m e i s o l a t e s f r o m

e g g p l a n t , p o t a t o , t o b a c c o , a n d t o m a t o a r e a l s o b e i n g t e s t e d a t I N S A f o r

v i r u l e n c e o n g r o u n d n u t .

S e v e r a l n a t u r a l l y i n f e c t e d w e e d h o s t s i n g r o u n d n u t f i e l d s h a v e a l s o b e e n

i d e n t i f i e d .

S e e d t r a n s m i s s i o n

G r o u n d n u t b a c t e r i a l w i l t h a s b e e n r e p o r t e d t o b e s e e d - t r a n s m i t t e d . A s t h i s i s

i m p o r t a n t i n r e l a t i o n t o s a f e m o v e m e n t o f s e e d w i t h i n t h e c o u n t r y a n d

i n t e g r a t e d d i s e a s e m a n a g e m e n t , s e e d t r a n s m i s s i o n o f t h e d i s e a s e h a s b e e n

i n v e s t i g a t e d . I n t h e 1 9 9 3 a u t u m n s e a s o n , g r o u n d n u t p o d s o f t w o c u l t i v a r s ( I C G

3 7 0 4 a n d S u T u y e n ) w e r e c o l l e c t e d f r o m p l a n t s t h a t s h o w e d t y p i c a l b a c t e r i a l

w i l t s y m p t o m s a t t h e B o H a S t a t e F a r m , a n d t h e I N S A L e g u m e s R e s e a r c h

S t a t i o n a t H a B a c — a r e a s k n o w n t o b e h e a v i l y i n f e s t e d w i t h P . solanacearum. 

T h e p o d s s h o w e d d i s c o l o r a t i o n o f t h e f u n i c u l u s , p o d s h e l l , a n d s e e d c o a t .

Pseudomonas solanacearum w a s i s o l a t e d f r o m d i f f e r e n t p a r t s o f p o d a n d s e e d .

W h e n d i s c o l o r e d s e e d s f r o m f r e s h l y h a r v e s t e d p o d s w e r e s o w n i n t h e

g r e e n h o u s e , 4 - 8 % o f t h e p l a n t s w i l t e d w i t h i n 4 w e e k s . R e s e a r c h i s n o w i n

p r o g r e s s t o d e t e r m i n e t h e e x t e n t t o w h i c h P . solanacearum c a n b e t r a n s m i t t e d i n

b o t h f r e s h l y h a r v e s t e d a n d w e l l - d r i e d s e e d .

H o s t - p l a n t r e s i s t a n c e

I d e n t i f i c a t i o n o f w i l t - r e s i s t a n t g r o u n d n u t g e r m p l a s m a n d b r e e d i n g l i n e s i s t h e

m a j o r r e s e a r c h t h r u s t a t I N S A a n d O P R I . M o s t o f t h e l o c a l v a r i e t i e s a r e

s u s c e p t i b l e , b u t s o m e v a r i e t i e s ( e . g . , S e n L a i a n d T r a m X u y e n ) h a v e s h o w n l e s s

t h a n a v e r a g e s u s c e p t i b i l i t y ( < 2 5 % p l a n t m o r t a l i t y ) u n d e r h i g h d i s e a s e

p r e s s u r e .

S e v e r a l d i s e a s e h o t - s p o t s i d e n t i f i e d i n H a B a c , N g h e A n , a n d T h a n h H o a

p r o v i n c e s a r e b e i n g u s e d t o s c r e e n g e r m p l a s m a n d b r e e d i n g l i n e s . A 6 0 0 - m
2
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w i l t - s i c k p l o t h a s n o w b e e n d e v e l o p e d a t t h e I N S A L e g u m e s R e s e a r c h S t a t i o n

a t H a B a c f o r s c r e e n i n g s e l e c t e d l i n e s f o r w i l t r e s i s t a n c e . T h e s i c k p l o t w a s

d e v e l o p e d o v e r s e v e r a l s e a s o n s b y ( 1 ) c o n t i n u a l l y g r o w i n g a h i g h l y

s u s c e p t i b l e c u l t i v a r i n t h e s a m e f i e l d ; ( 2 ) i n c o r p o r a t i n g w i l t - a f f e c t e d p l a n t s

c o l l e c t e d f r o m f a r m e r s ' f i e l d s i n H a B a c p r o v i n c e i n t o t h e s o i l ; a n d ( 3 ) u s i n g

i n o c u l a t e d s e e d s . T h e d i s e a s e i n c i d e n c e a n d s e v e r i t y a r e a l s o e n h a n c e d b y

s o w i n g t h e c r o p l a t e i n t h e s p r i n g s e a s o n .

O v e r 5 0 0 g e r m p l a s m a n d b r e e d i n g l i n e s h a v e b e e n s c r e e n e d i n d i s e a s e h o s t -

s p o t s a n d / o r i n t h e w i l t - s i c k p l o t . T h e s e i n c l u d e d 1 6 l i n e s r e p o r t e d r e s i s t a n t i n

I n d o n e s i a a n d C h i n a . M o s t o f t h e l i n e s t e s t e d w e r e s u s c e p t i b l e t o b a c t e r i a l w i l t .

D i s e a s e r e a c t i o n s o f s e l e c t e d l i n e s a r e s h o w n i n T a b l e 1 .

S o m e l i n e s t h a t h a d b e e n r e p o r t e d r e s i s t a n t i n I n d o n e s i a [ G a j a h , K i d a n g

( I C G 5 2 7 6 ) , M a t j a n , a n d S c h w a r z 2 1 ( I C G 1 6 0 9 a n d I C G 7 9 6 8 ) 1 s h o w e d

r e s i s t a n c e i n t h e s p r i n g o f 1 9 9 2 a n d 1 9 9 3 . H o w e v e r , s o m e a c c e s s i o n s o f K i d a n g

T a b l e 1 . I n c i d e n c e o f bac ter ia l w i l t i n 1 8 g e r m p l a s m a n d b r e e d i n g l ines g r o w n a t

d i f f e r e n t locat ions i n n o r t h e r n V i e t n a m .

T a b l e 1 . I n c i d e n c e o f bac ter ia l w i l t i n 1 8 g e r m p l a s m a n d b r e e d i n g l ines g r o w n a t

d i f f e r e n t locat ions i n n o r t h e r n V i e t n a m .

A c c e s s i o n
1

W i l t i n c i d e n c e (%)

A c c e s s i o n
1

H a Bac N g h e A n

C u l t i v a r / L i n e A c c e s s i o n
1

1992 1993 1993

S c h w a r z 2 1 I C G 1609 0.0 0.0 -
2

S c h w a r z 2 1 I C G 7968 3.2 0.0 9.0

S c h w a r z 2 1 I C G 8666 1.3 12.0 17.5

S c h w a r z 2 1 I C G 7343 17.2 0.0 -

K i d a n g I C G 5276 2.0 0.0 -

K i d a n g I C G 11210 25.4 23.5 7.9

G a j a h I C G 5272 4.0 7.7 -

M a t j a n I C G 5273 2.4 0.0 -

N C A c 171273 I C G 1703 1.4 5.3 3.3

N C A c 171293 I C G 1704 4.0 0.0 12.4

N C A c 171303 I C G 1705 4.3 0.0 -

P I 3 9 3 5 3 1
3

I C G 7893 0.0 18.2 8.9

P I 3 9 3 6 4 1
3

I C G 7894 2.4 0.0 10.0

- I C G V 87165 3.2 0.0 -

- I C G V 87206 14.2 25.0 14.4

- I C G V 88252 0.0 0.0 4 .4

- I C G V 88271 9.2 0.0 0.0

- I C G V 88274 14.5 8.3 28.5

D o B a G i a n g
4 - 26.9 29.0 -

S e n L a i
4 - 9.6 4.2 -

U 4 - 4 7 - 7
5

I C G 3263 68.3 100.0 20.6

1. I C G = ICRlSAT G r o u n d n u t Accession N u m b e r and ICGV = ICRISAT Groundnu t Variety

2. - - N o t tested

3. Or ig ina ted in Peru

4. Local var ie ty

5 . Or ig ina ted in Uganda



( I C G 1 1 2 1 0 ) a n d S c h w a r z 2 1 ( I C G 7 3 4 3 a n d I C G 8 6 6 6 ) s h o w e d c o n s i d e r a b l e

w i l t i n c i d e n c e a t o n e l o c a t i o n o r t h e o t h e r . S o m e l i n e s r e s i s t a n t t o r u s t a n d l a t e

l e a f s p o t ( N C A c 1 7 1 2 7 , N C A c 1 7 1 3 0 , a n d P I 3 9 3 6 4 1 ) s h o w e d h i g h l e v e l s o f

r e s i s t a n c e t o b a c t e r i a l w i l t a t n e a r l y a l l l o c a t i o n s i n b o t h t h e y e a r s . T h r e e

b r e e d i n g l i n e s ( I C G 8 7 1 6 5 , I C G 8 8 2 5 2 , a n d I C G 8 8 2 7 1 ) w e r e a l s o f o u n d

r e s i s t a n t ( < 1 0 % w i l t i n c i d e n c e ) . T h e s e l i n e s a r e a l s o r e s i s t a n t t o r u s t a n d

m o d e r a t e l y r e s i s t a n t t o l a t e l e a f s p o t . I n n o r t h e r n V i e t n a m , t h e s e l i n e s h a v e

g i v e n p o d y i e l d s o f 2 - 2 . 5 t h a
- 1

. A l l a c c e s s i o n s o f S c h w a r z 2 1 a n d s o m e

b r e e d i n g l i n e s ( e . g . , I C G V 8 7 2 0 6 a n d I C G V 8 8 2 7 1 ) h a v e s h o w n l o w t o

m o d e r a t e s u s c e p t i b i l i t y t o b a c t e r i a l w i l t i n a r t i f i c i a l i n o c u l a t i o n t e s t s i n t h e

g r e e n h o u s e ( H o n g a n d M e h a n 1 9 9 3 ) . I n t h e 1 9 9 4 s p r i n g s e a s o n , a l l t h e a b o v e -

m e n t i o n e d p r o m i s i n g c u l t i v a r s / l i n e s a r e b e i n g e v a l u a t e d f o r w i l t r e s i s t a n c e

a n d a g r o n o m i c c h a r a c t e r s a t s e v e r a l d i s e a s e h o t - s p o t s i n n o r t h e r n V i e t n a m .

S o m e 7 7 g e n o t y p e s a r e b e i n g e v a l u a t e d i n t h e C u C h i d i s t r i c t o f s o u t h e r n

V i e t n a m .

I n g e n e r a l , i n m o s t l i n e s , w i l t i n t e n s i t y w a s h i g h e r i n t h e a u t u m n t h a n i n t h e

s p r i n g . T h e s e r e s u l t s e m p h a s i z e t h e n e e d t o e v a l u a t e t h e r e s i s t a n c e o v e r t i m e

a n d a c r o s s l o c a t i o n s . A d r o u g h t - t o l e r a n t l i n e ( I C G 3 7 0 4 ) h a s b e e n f o u n d t o b e

h i g h l y s u s c e p t i b l e t o b a c t e r i a l w i l t , a n d i s n o w r e g u l a r l y u s e d a s a s u s c e p t i b l e

c o n t r o l c u l t i v a r i n s c r e e n i n g t r i a l s .

I t i s i n t e r e s t i n g t o n o t e t h a t a c o m m e r c i a l I n d i a n c u l t i v a r , J L 2 4 , s h o w e d l o w

s u s c e p t i b i l i t y ( 1 0 - 1 5 % w i l t i n c i d e n c e ) a t a d i s e a s e h o t - s p o t l o c a t i o n , w h e r e t h e

s u s c e p t i b l e c o n t r o l c u l t i v a r s s h o w e d 9 0 - 1 0 0 % w i l t i n c i d e n c e . I N S A i s n o w

m u l t i p l y i n g t h e s e e d o f t h i s c u l t i v a r f o r p o s s i b l e r e l e a s e i n a r e a s w h e r e t h e

d i s e a s e i s e n d e m i c . T h i s v a r i e t y i s b e i n g t e s t e d i n t h e n a t i o n a l v a r i e t a l t r i a l s i n

n o r t h e r n V i e t n a m .

N o w i l t - r e s i s t a n t c u l t i v a r h a s y e t b e e n r e l e a s e d i n V i e t n a m .

D i s e a s e m a n a g e m e n t s t r a t e g i e s

T h e n e e d f o r i n t e g r a t e d d i s e a s e m a n a g e m e n t i s e m p h a s i z e d . H i g h p r i o r i t y i s

g i v e n t o h o s t - p l a n t r e s i s t a n c e a n d a p p r o p r i a t e c u l t u r a l p r a c t i c e s . C r o p

r o t a t i o n , e s p e c i a l l y w i t h r i c e , i s c o n s i d e r e d i m p o r t a n t i n d i s e a s e m a n a g e m e n t .

H o w e v e r , i t i s n o t p o s s i b l e t o a d o p t s u c h c r o p r o t a t i o n s i n u p l a n d a n d

m a r g i n a l l a n d s w h e r e g r o u n d n u t s a r e g r o w n u n d e r r a i n f e d c o n d i t i o n s . T h e

u s e o f s e e d f r o m d i s e a s e - f r e e a r e a s i s a d v o c a t e d .

F u t u r e r e s e a r c h p r i o r i t i e s a n d p l a n s

I n t e n s i v e s u r v e y s w i l l b e c a r r i e d o u t t o a s s e s s m o r e a c c u r a t e l y t h e d i s t r i b u t i o n

a n d e c o n o m i c i m p o r t a n c e o f g r o u n d n u t b a c t e r i a l w i l t , p a r t i c u l a r l y i n s o u t h e r n

V i e t n a m . R e s e a r c h i n t o s t a b l e g e n e t i c r e s i s t a n c e t o b a c t e r i a l w i l t w i l l b e g i v e n

h i g h p r i o r i t y . M o r e s y s t e m a t i c r e s e a r c h w i l l b e u n d e r t a k e n t o u n d e r s t a n d t h e

i n f l u e n c e o f d i f f e r e n t c r o p p i n g s y s t e m s a n d c r o p m a n a g e m e n t p r a c t i c e s o n

d i s e a s e i n c i d e n c e a n d s e v e r i t y . I n c r e a s e d e m p h a s i s w i l l b e g i v e n t o

i n v e s t i g a t i o n o f s e e d t r a n s m i s s i o n .
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W e s h a l l a l s o c o l l a b o r a t e m o r e c l o s e l y w i t h I C R I S A T o n t h e b a c t e r i a l w i l t

d i s e a s e p r o b l e m , p a r t i c u l a r l y o n h o s t - p l a n t r e s i s t a n c e . I t i s i n t e n d e d t o

e s t a b l i s h l i n k s w i t h r e s e a r c h e r s , e s p e c i a l l y i n C h i n a , I n d o n e s i a , a n d M a l a y s i a ,

t h r o u g h a c t i v e p a r t i c i p a t i o n i n t h e G r o u n d n u t B a c t e r i a l W i l t W o r k i n g G r o u p .

H i g h p r i o r i t y w i l l b e g i v e n t o c o n d u c t i n g t h e p r o p o s e d I n t e r n a t i o n a l

G r o u n d n u t B a c t e r i a l W i l t D i s e a s e N u r s e r y i n h o t - s p o t l o c a t i o n s i n n o r t h e r n

a n d s o u t h e r n V i e t n a m ,

R e f e r e n c e s

H o n g , N . X . , a n d M e h a n , V . K . 1 9 9 3 . R e s e a r c h o n b a c t e r i a l w i l t o f g r o u n d n u t i n

V i e t n a m . P a g e s 2 1 9 - 2 2 0 i n B a c t e r i a l w i l t : p r o c e e d i n g s o f a n I n t e r n a t i o n a l

C o n f e r e n c e , 2 8 - 3 1 O c t 1 9 9 2 , K a o h s i u n g , T a i w a n ( H a r t m a n , G . L . a n d H a y w a r d ,

A . C . , e d s . ) . A C I A R P r o c e e d i n g s n o . 4 5 . C a n b e r r a , A u s t r a l i a : A u s t r a l i a n C e n t r e

f o r I n t e r n a t i o n a l A g r i c u l t u r a l R e s e a r c h .

M e h a n , V . K . , H o n g , N . X . , a n d L y , N . T . 1 9 9 1 . O n t h e i d e n t i f i c a t i o n o f

p a t h o g e n s c a u s i n g t h e s o - c a l l e d g r o u n d n u t w i l t d i s e a s e i n n o r t h V i e t n a m .

P a g e s 1 0 5 - 1 1 0 i n I m p r o v e d c u l t i v a t i o n t e c h n i q u e s f o r g r o u n d n u t a n d o t h e r

f o o d l e g u m e s i n V i e t n a m ( D a n , N . T . a n d G o w d a , C . L . L . , e d s . ) . H a n o i ,

V i e t n a m : M i n i s t r y o f A g r i c u l t u r e a n d F o o d I n d u s t r y , V i e t n a m a n d A g r i c u l t u r a l

P u b l i s h i n g H o u s e .

D i s c u s s i o n

W B u t r a n u D i d y o u c h e c k t h e s o i l i n o c u l u m o f t h e w i l t p a t h o g e n b e f o r e

c o n d u c t i n g s e e d t r a n s m i s s i o n t e s t s ? D i d y o u a l s o a s s e s s t h e s o i l i n o c u l u m i n

a r e a s w h e r e t h e d i s e a s e o c c u r r e d ?

N T L y W e u s e d s t e r i l e s o i l f o r s e e d t r a n s m i s s i o n s t u d i e s i n t h e g r e e n h o u s e .

W i l t w a s n o t d e t e c t e d i n a n y o f t h e p l a n t s r a i s e d f r o m s e e d o f h e a l t h y p l a n t s .

W e a l s o t e s t e d s o i l s a m p l e s f r o m s e v e r a l i n f e s t e d a r e a s ; b a c t e r i a l p o p u l a t i o n s

w e r e h i g h i n t h e s e s o i l s a m p l e s .

W B u t r a n u H a s a n y w i l t - r e s i s t a n t c u l t i v a r b e e n r e l e a s e d i n V i e t n a m ?

N T L y N o . W e a r e m u l t i p l y i n g t h e s e e d s o f s o m e p r o m i s i n g l i n e s f o r

m u l t i l o c a t i o n a l t e s t s f o r r e s i s t a n c e t o b a c t e r i a l w i l t .
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R e c o m m e n d a t i o n s





F o l l o w i n g i n t e n s i v e d i s c u s s i o n s , t h e W o r k i n g G r o u p a g r e e d u p o n t h e
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I C R I S A T s m a n d a t e c r o p s a r e s o r g h u m , p e a r l m i l l e t , f i n g e r m i l l e t , c h i c k p e a ,

p i g e o n p e a , a n d g r o u n d n u t ; t h e s e s i x c r o p s a r e v i t a l t o l i f e f o r t h e e v e r - i n c r e a s i n g

p o p u l a t i o n s o f t h e s e m i - a r i d t r o p i c s . I C R I S A T s m i s s i o n i s t o c o n d u c t r e s e a r c h w h i c h

c a n l e a d t o e n h a n c e d s u s t a i n a b l e p r o d u c t i o n o f t h e s e c r o p s a n d t o i m p r o v e d

m a n a g e m e n t o f t h e l i m i t e d n a t u r a l r e s o u r c e s o f t h e SAT. ICRISAT c o m m u n i c a t e s

i n f o r m a t i o n o n t e c h n o l o g i e s a s t h e y a r e d e v e l o p e d t h r o u g h w o r k s h o p s , n e t w o r k s ,

t r a i n i n g , l i b r a r y s e r v i c e s , a n d p u b l i s h i n g .

ICRISAT w a s e s t a b l i s h e d i n 1 9 7 2 . I t i s o n e o f 1 8 n o n p r o f i t , r e s e a r c h a n d t r a i n i n g

c e n t e r s f u n d e d t h r o u g h t h e C o n s u l t a t i v e G r o u p o n I n t e r n a t i o n a l A g r i c u l t u r a l

R e s e a r c h ( C G I A R ) . T h e C G I A R i s a n i n f o r m a l a s s o c i a t i o n o f a p p r o x i m a t e l y 5 0 p u b l i c

a n d p r i v a t e s e c t o r d o n o r s ; i t i s c o - s p o n s o r e d b y t h e F o o d a n d A g r i c u l t u r e

O r g a n i z a t i o n o f t h e U n i t e d N a t i o n s ( F A O ) , t h e W o r l d B a n k , a n d t h e U n i t e d N a t i o n s

D e v e l o p m e n t P r o g r a m m e ( U N D P ) .






