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Cellulolytic activity and virulence of Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus

Celem przeprowadzonych badan bylto okreslenie dla puli 34 szczepow Clavibacter michiganensis
subsp. sepedonicus (Cms) whasciwosci celulolitycznych oraz patogenicznosci w stosunku do baktazana
(Solanum melongena). We wszystkich badanych szczepach Cms potwierdzono wytwarzanie enzymu
celulazy. Wraz ze wzrostem aktywnoS$ci enzymu celulazy obserwowano wzrost wirulencji bakterii
Cms, wyrazonej stopniem pokrycia liSci baklazana objawami chorobowymi. Korelacja liniowa miedzy
tymi cechami wyniosta R = 0,75.

Stowa Kkluczowe: bakterioza pier§cieniowa ziemniaka, celulaza, Clavibacter michiganensis subsp.
sepedonicus, czynnik wirulencji

The aim of this study was to determine the cellulolytic activity and virulence on eggplant (Solanum
melongena) of pool of 34 strains of Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus (Cms). It was
demonstrated that all of Cms isolates and strains produced enzyme cellulase. Increased enzyme activity
caused higher virulence, expressed as intensity of symptoms on eggplant. Linear correlation between
these traits was R = 0.75.
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WSTEP

Jednym z bakteryjnych patogendw roslin, jest podgatunek Clavibacter michiganensis
subsp. sepedonicus (Cms). Komodrki Cms sa pleorformicznymi, maczugowatymi
gramdodatnimi pateczkami. W preparatach mikroskopowych obserwuje si¢ ich
charakterystyczne popodzialowe uklady przypominajace litery ‘V’ lub ‘L’ lub pismo
chinskie czy palisady. Niekiedy w preparatach z naturalnie zakazonych tkanek lub §wiezo
wyizolowanych kultur wystgpuja formy kuliste komorek, ktore na pozywce agarowej
ponownie przybierajg forme krotkich pateczek (Slack, 1987). Do cech charakterystycznych
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nalezy powolny wzrost na podlozach mikrobiologicznych oraz obecno$¢ w $cianie
komoérkowej kwasu 2,4-diaminomastowego (Waleron i in., 2010). Naturalng ro$ling
zywicielska, na ktorej rozwijaja si¢ wyrazne objawy chorobowe jest ziemniak (Solanum
tuberosum) (CABI/EPPO, 1997). Bugbee i Gudmestad (1988) podaja jako naturalng,
bezobjawowa rosling zywicielska burak cukrowy (Beta vulgaris). Poprzez sztuczna
inokulacje moga ulec porazeniu inne gatunki psiankowatych, jak pomidor czy baktazan.
Podgatunek bakterii Cms, bedacy sprawca bakteriozy pierscieniowej — choroby groznej dla
upraw ziemniaka, jest objety w krajach czlonkowskich UE kwarantanng i zwalczany z
urzedu.

Glownym zrodtem rozprzestrzeniania patogena sg porazone sadzeniaki, w ktorych po
wysadzeniu bakterie rozmnazajg si¢ i1 poprzez system wigzek przewodzacych
przemieszczaja do todyg i ogonkéw lisciowych oraz tworzacych si¢ bulw. We wczesnych
stadiach choroby na todygach ziemniaka moze pojawic si¢ wigdnigcie brzegow listkow, a
W poOzniejszym okresie pomigdzy nerwami rozwijaja si¢ plamy chlorotyczne, potem
nekrozy i nastgpuje usychanie lisci (De Boer i Slack, 1984). Wczesne objawy choroby w
bulwach mogg by¢ obserwowane w cze$ci przystolonowej. Tkanka przewodzaca
poczawszy od stolonu staje si¢ szklista lub przejrzysta, poézniej objawy te rozszerzaja si¢
na caly pier§cien naczyn. Po $ci$nieciu bulwy z wiazek przewodzacych wydziela si¢
serowaty, kremowo-bialy wyciek bakteryjny. W zaawansowanym stadium porazenia na
powierzchni bulw mozna obserwowac spekania. Sprawca choroby moze zasiedla¢ rosliny
ziemniaka i bulwy nie wywolujac objawdw i pozostawaé niewykrytym przez kilka
rozmnozen wegetatywnych (Sletten, 1985; Kawchuk i in., 1998; Pastuszewska i Junosza
Kisielewska, 2002, 2004; Pastuszewska, 2008).

Wystapienie objawow choroby jest uzaleznione od odmiany ziemniaka, koncentracji
patogena w roslinie, jego wirulencji oraz czynnikéw $rodowiska. Mechanizm
odpowiedzialny za wywotywanie objawow choroby na ro$linach jest sprawg dyskusyjng i
nadal badang. W roslinach ziemniaka komorki Cms, wystepuja gtownie we wigzkach
przewodzacych. Dogodne warunki rozwoju w ksylemie ziemniaka bakterie Cms
zapewniajg sobie przez wydzielanie roznych zwigzkéw, decydujacych o stopniu
patogeniczno$ci — wirulencji. W procesie chorobowym wywolanym przez Cms
najwazniejsza role odgrywaja: zewnatrzkomorkowo wydzielane przez Cms enzymy
celulolityczne — celulazy, biatka indukujace odpowiedz nadwrazliwosci (Nissinen i in.,
2001;Van der Wolf'i in., 2005), a takze egzopolisacharydy (EPS). Te ostatnie pelnig wiele
istotnych funkcji, miedzy innymi zabezpieczaja komorki Cms przed nadmierng utratg
wody, umozliwiaja im adhezje do powierzchni tkanek gospodarza, istotng podczas
zakazenia i rozwoju choroby (Jahr i in., 1999). EPS sa mieszaning heterogennych
polimeréw o charakterze kwasowym, rzadziej obojetnym, wsrod ktorych znajdujg si¢
gtéwnie fukoza, galaktoza, glukoza i mannoza (Westra i Slack, 1992; Jahr i in., 1999;
Lomovatskaya i in., 2002). Nadmierna ilo$¢ wydzielanych EPS w postaci §luzow, moze
zaburzy¢ transport wody, ale nie zawsze koreluje ze stopniem wirulencji. Szczepy Cms
powodujace odpowiedz nadwrazliwo$ci na ro$linach tytoniu, wywolujg roéwniez
symptomy bakteriozy pierscieniowej na ziemniaku. Infekcja rosliny, nie bedacej typowym
gospodarzem, powoduje indukcje reakcji odpornoSciowej, za sprawg mechanizmu
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kodujacego specyficzne biatka. Odpowiedzig rosliny jest wystapienie na powierzchni lisci
nekrotycznych zmian, ograniczajgcych infekcje i rozwoj choroby.

Najwazniejszymi czynnikami, odpowiedzialnymi za wirulencj¢ bakterii Cms, sa
wydzielane zewnatrzkomoérkowo enzymy, z ktérych celulazy odgrywaja najbardziej
znaczacg role. Baer 1 Gudmestad (1995) opisali produkcje¢ celulazy przez bakterie Cms oraz
okreslili optymalne warunki jej aktywnosci (temperatura 37°C i pH 6-7). W wyniku
dziatania enzymu nastgpuje niszczenie szkieletu celulozowego Sciany komorkowej ro§liny,
bariery ochronnej przed atakami patogenow, co prowadzi do zaktdcenia transportu wody 1
wiedniecia porazonych roslin (Lagaert i in., 2009) oraz zgnilizny tkanki otaczajacej wigzki
przewodzace (Baer i Gudmestad, 1993). Obok celulaz Cms produkuje enzymy
pektynolityczne i amylolityczne, jednak ich rola w rozwoju choroby jest uwazana za
mniejszg (Laine i in., 2000, Holtsmark, 2001).

Celem badan bylo okreslenie aktywnos$ci celulolitycznej wybranych szczepow
Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus (Cms) oraz jej wplyw na wirulencje w
stosunku do roslin baktazana (Solanum melongena).

MATERIAL I METODY

Do badan wykorzystano 34 szczepy Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus, w
tabeli 1 zamieszczono ich wykaz. W tej puli, 25 stanowity naturalne izolaty otrzymane z
IHAR PIB Radzikow dla potrzeb realizacji wspdlnych badan w Programie Wieloletnim
2008-2013. Izolaty te zostaly wyosobnione z ekstraktow bulw ziemniaka, porazonych
przez Cms, pozyskanych z laboratoriow Panstwowej Inspekcji Ochrony Roslin i
Nasiennictwa. Pozostate 9 szczepdw (polskie i zagraniczne) wybrano z kolekcji szczepow
bakteryjnych, zgromadzonej w Pracowni Chordéb i Szkodnikéw Kwarantannowych IHAR
PIB w Bydgoszczy. W badaniach uzywano szeSciodniowych kultur bakterii wyrostych na
pozywce YGM (De Boer i Copeman, 1980) w temperaturze 21°C.

Aktywno$¢ enzyméw celulolitycznych zostala okreslona w tescie plytkowym, z
wykorzystaniem podlozy zawierajacych celulozg. Testy wykonano w 3 terminach, po 3
powtorzenia dla kazdego szczepu Cms. Przygotowano zawiesiny szczepow Cms w
sterylnej wodzie o koncentracji (107jtk/ml), ustalonej za pomocg densytometru. Nastepnie
5 ul zawiesiny bakterii posiano na zmodyfikowana pozywke M9 (pH 7,0), wzbogacong w
s0l sodowa karboksymetylocelulozy, bedaca rozpuszczalng postacia celulozy (Meletzus i
in., 1993). Po 10 dniach inkubacji w temperaturze 21°C zmierzono $rednice kolonii
bakterii, a nastepnie wybarwiono ptytki 0,1% roztworem czerwieni Kongo, dla obserwacji
stref $wiadczacych o wystepowaniu i aktywnosci enzymoéw powodujacych hydrolize
celulozy. Po 15. minutowym czasie barwienia, ptytki odbarwiano 1M roztworem NaCl.
Aktywno$¢ enzymoOw okreslono na podstawie pomiaru promienia powstalej strefy
zhydrolizowanego sktadnika pozywki. Obecno$§¢ wokot kolonii  bakteryjnej
niezabarwionego ‘halo’, §wiadczyla o uwolnieniu enzymu hydrolitycznego, a wielkos¢
promienia informowata o ilo$ci wydzielanego enzymu.

Wirulencje szczepéw Cms okreslono na podstawie testow baklazanowych (Solanum
melongena) przeprowadzonych w 4 terminach. Badania wykonano na 6 roslinach dla
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kazdego szczepu Cms w kazdym z termindw, tgcznie na 24 roslinach. W tym celu siewki
baktazana (odmiana Black Beauty) w stadium trzeciego liScia, inokulowano, przy pomocy
strzykawki zawiesinami Cms, o gestosci 107 jtk/ml. Do eksperymentu dotgczono kontrole
negatywna (sterylny bufor PB) i pozytywna (szczep wzorcowy NCPPB 4053). Zakazone
siewki inkubowano w 21°C, przy 14. godzinnym o$wietleniu, przez 25—40 dni. Obserwacje
rozpoczeto po siedmiu dniach i kontynuowano co tydzien, okreslajac stopien porazenia i
wiednigcia wedlug opracowanej skali (dane nie zamieszczone) oraz powierzchni¢ blaszek
lisciowych z charakterystycznymi objawami, wyrazong w procentach.

Roéznice w wielkosci strefy hydrolizy celulozy i stopien pokrycia li§ci zmianami
chorobowymi pozwolity na ocen¢ zrdznicowania szczepow wedlug zdolnosci
wywolywania objawow bakteriozy pierScieniowej ziemniaka.

Do okreslenia zaleznosci pomigdzy wirulencjg szczepow Cms wyrazong powierzchnig
(W %) lisci baktazana objetych objawami choroby a zdolno$cia tych szczepdw do produkeji
celulazy, zastosowano analiz¢ korelacji Spearmana. Do analiz statystycznych uzyto
programu Statistica 7.1.

WYNIKI I DYSKUSJA

W badaniach uzyto 34 szczepy Cms, z czego 25 wyizolowano z ekstraktow porazonej
bulwy ziemniaka, pochodzacych z 12 wojewddztw Polski, a 9 szczepow z kolekcji
przechowywanej w laboratorium IHAR-PIB, Oddziat w Bydgoszczy. Roznice fenotypowe
wybranych szczepow pozwolily na obserwacje mechanizméw powodujacych objawy
chorobowe na roslinie baktazana oraz stref¢ hydrolizy celulozy w teécie plytkowym.
Srednie promienie niezabarwionych stref, wokot kolonii bakteryjnych wynosity od 1,06 do
6,92 mm, w tym dla naturalnych izolatéw z grupy 1 a od 1,50 do 6,92 mm, natomiast dla
szczepow grupy 1 b od 1,06 do 5,83 mm (tab. 1, rys. 1).

Tabela 1
Charakterystyka szczepow bakterii Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus uzytych w badaniach
Characteristics of bacterial strains of Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus used in this study

karboksymsettr;lfoa c}glfl?zl;zr}:a pozywce Powierzchnia objawow na liSciach
Szczep . . baklazana (%), $rednia
Strain (mm), $rednia Symptoms area on eggplant leaves (%)
Region of carboxymethylcellulose ’
hydrolysis of media (mm), mean mean
1 2 3
CL 585 (warminsko-mazurskie)'® 1,50+0,44* 0,00+0,00*
CL 581 (warminsko-mazurskie)'® 1,70+0,45 1,10+0,28
6967 (pomorskie)'* 1,75+0,51 0,00+0,00
CL 616 (lubelskie)' 1,80+0,58 1,70+1,06
5006 (pomorskie)'® 1,80+0,66 4,40+3,50
CL 583 (warminsko-mazurskie)'® 1,83+0,34 1,50+1,50
3535 ($laskie)' 2,20+0,26 51,30+24,28
3127 (lubuskie)'® 2,30+0,00 26,70+9,50
287 (pomorskie)'? 2,40+0,10 23,20+6,04
6269 (pomorskie)'® 3,17+0,06 44,00+10,78
4 (mazowieckie)'? 3,20+0,00 55,20+2,88
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c.d. Tabela 1
1 2 3
3692 ($laskie)™ 3,27£0,25 71,30+0,20
CL 589 (podkarpackie)' 3,58+1,11 34,50+9,70
5289 (mazowieckie)' 3,77+£0,25 69,00+14,64
4553 (mazowieckie)'® 4,23+0,45 46,70+5,06
CL 599 (podkarpackie)' 4,28+0,49 40,50+18,26
1965 (opolskie)'® 4,304+0,30 46,80+£25,70
1656 (§wietokrzyskie)!® 4,53+0,50 50,50+19,39
7636 (pomorskie)'? 4,60+0,40 64,70+£15,90
CL 613 (lubelskie)'® 5,00+1,18 22,80+10,22
CL 620 (wielkopolskie)'® 5,00+1,24 35,10+15,60
1588 (matopolskie)'® 5,40+0,53 58,904+24,38
CL 597 (kujawsko-pomorskie)'® 5,48+0,64 30,90+26,32
1625 (matopolskie)'® 6,17+0,15 60,00+5,00
CL 607 (§wictokrzyskie)'® 6,92+0,71 29,70+8,96
NCPPB 3898 (Rif.)'" 1,06+0,13 5,00+2,74
NCPPB 2140 (Strep.)"® 1,86%0,70 12,00+5,22
BPR IOR 527" 1,96+0,48 7,00+2,30
PD 330" 2,00+0,35 17,00+5,00
PD 323'° 2,10+0,85 13,00+4,30
BPR IOR 529'® 2,66+0,41 3,50+1,78
PD 406" 2,70+0,45 5,50+1,76
PD 221'® 3,65+0,40 21,00+7,34
NCPPB 4053'® 5,83+0,35 60,00+8,09

12 7 THAR Radzikéw; From IHAR Radzikéw; '® Z IHAR Bydgoszcz; From IHAR Bydgoszcz

2 Oznacza procent pokrycia lisci baktazana objawami chorobowymi; Mean percentage of eggplant leaves with disease
symptoms

*Odchylenie standardowe; Standard deviation

Rys. 1. Aktywnos$¢ celulolityczna Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus wyrazona strefa
rozkladu celulozy w pozywce
Fig. 1. Cellulase activity of Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus seen as areas of breakdown
of cellulose on the indicator plate
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Test na baktazanie, ktory jest stosowany w diagnostyce Clavibacter michiganensis
subsp. sepedonicus — sprawcy bakteriozy pierScieniowe] ziemniaka, opisali Olsson
(1976), Lelliott i Sellar (1976), Pastuszewska i Brzozowski (2006). Autorzy okre$lili
objawy wigdnigcia, wywolywane przez Cms. Objawy moga rozpoczynac si¢ od brzegow
lisci lub przestrzeni migdzy nerwami. W fazie poczatkowej zwigdnigte fragmenty tkanki
moga by¢ ciemniejsze niz tkanka otaczajaca oraz sg lekko btyszczace i nasgczone wodg.
Wigdnigcie poczatkowo moze ograniczac si¢ do centralnej czesci blaszki lisciowej, pozniej
rozprzestrzenia si¢ na caly lis¢. W nastepstwie postepujacego wiednigcia, migdzy nerwami
tworza si¢ plamy chlorotyczne, z czasem nekrotyczne.

W prezentowanych badaniach powierzchnia blaszek lisciowych, na ktorej wystapity
objawy chorobowe wyniosta od 0 do 71,3%. Objawow nie zaobserwowano na roslinach
inokulowanych szczepem CL 585 (warminsko-mazurskie) i 6967 (pomorskie). W przy-
padku inokulacji oSmioma szczepami Cms z grupy 1 a: 3535, 4, 3692, 5289, 1656, 7636,
1588, 1625 oraz jednego z grupy 1 b — NCPPB 4053, réznigcych si¢ pochodzeniem,
objawy choroby objety ponad 50% powierzchni lisci roslin baktazana.

Nowe izolaty Cms z grupy 1 a wykazaly si¢ wicksza aktywno$cia enzymatyczng i
wieksza patogeniczno$cig wobec roslin baktazana w stosunku do szczepoéw z kolekceji —
grupy 1 b. Wyjasnieniem takich wynikow moze by¢ obnizenie wirulencji szczepdw z grupy
1 b po dtugim przechowywaniu na sztucznych podtozach.

W badanej puli szczepdw Cms wystapita znaczaca zaleznos¢ liniowa (wspdtczynnik
korelacji R = 0,75) pomigdzy wielkoscia strefy hydrolizy celulozy a powierzchnia
objawow chorobowych (rys. 2).
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Rys. 2. Wykres rozrzutu dla powierzchni objaw6éw na liSciach baklazana (%) i strefy hydrolizy
karboksymetylocelulozy na pozywce (mm)
Fig. 2. Dispersion plot for percentage of eggplant leaves showing symptoms and region
of carboxymethylcellulose hydrolysis on indicator plate (mm)

128



Teresa Pastuszewska ...

Oznacza to, ze wraz ze wzrostem strefy hydrolizy celulozy powigkszal si¢ obszar objawow
na li$ciach baktazana. Nie mozna tego odnie$¢ do innych cytowanych w pracy wynikoéw
badan z uwagi na to, ze nie prezentujg one bezposredniego poréwnania tych cech w takim
zakresie, jaki przedstawiono w niniejszej pracy.

Jak podaja Bishop i Slack (1987) ekspresja objawow bakteriozy pier§cieniowej na
ziemniaku w duzej mierze zwigzana jest z warunkami srodowiskowymi, dawkg inokulum,
odmiang i wirulencjg szczepu Cms. Wedlug Nissinen i in. (2001) warunkiem, by mogt
nastapi¢ rozwdj metod detekcji sprawcy bakteriozy piercieniowej jest poznanie
mechanizméw odpowiedzialnych za zjawisko choroby bezobjawowej, czyli latentnej i
patogenicznos¢ Cms.

W badaniach wlasnych podjeto probe ocenienia zréznicowania szczepow bakteryjnych
pod wzgledem produkcji enzymu celulazy jako jednego z czynnikéw wirulencji. Z
doniesien literaturowych (Baer i Gudmestad, 1993; Metzler i in., 1997; Laine i in., 2000;
Nissinen i in., 2001) wynika, ze enzymy takie jak: celulaza, pektynaza, amylaza s3
odpowiedzialne za powodowanie charakterystycznych objawow chorobowych na roslinie.
Utrata zdolnosci wykorzystywania substancji pokarmowych pochodzenia biatkowego i
thuszczowego przez Cms spowodowata, ze bakterie te kolonizuja waska nisz¢ ekologiczna
ograniczong do wigzek przewodzacych rosliny ziemniaka (Bentley i in., 2008).

Nissinen i in. (2001) uwazaja, ze aktywnos$¢ cellulolityczna nie jest konieczna do
rozprzestrzeniania si¢ bakterii w tkance roslinnej, ale jest niezb¢dna do wywolywania
symptoméw choroby. Wyniki badan przytoczone przez Laine i in. (2000) potwierdzaja
plazmidowy charakter gené6w kodujacych celulazg. Bentley i in. (2008) przeprowadzili
analiz¢ struktury genomu Cms i1 poréwnali do innych bakterii z gatunku Clavibacter
michiganensis. Autorzy opisali kilka cech genomu potwierdzajacych endofityczny
charakter Cms. Wyjasnienie funkcji genu celd zlokalizowanego w plazmidzie pCSl1
pozwolito pozna¢ gtowny czynnik wirulencji podgatunku Cms.

Nissinen i in. (2001) sugeruja, ze wystegpowanie bakteriozy pierscieniowej w formie
latentnej, powodujace trudnosci w diagnozie sprawcy choroby, moze mie¢ zwigzek z
obnizeniem ekspresji genu celA.

Dalsze badania nad =zdolnosciag szczepéw Cms do wydzielania enzymow
zewnatrzkomdrkowych 1 ich patogenicznoscia sa konieczne w celu poprawienia
wykrywalno$ci, identyfikacji i zapobiegania rozprzestrzeniania si¢ sprawcy choroby
ziemniakoéw. Poznanie sekwencji genomu Cms (AM849034) oraz jego analiza dostarcza
nowych informacji o genach warunkujgcych biosynteze czynnikow determinujacych
wirulencje tej bakterii (Bentley i in., 2008; Waleron i in., 2010).

WNIOSKI

1. Potwierdzono zréznicowanie szczepow Cms pod wzglgdem wielkosci strefy hydrolizy
celulozy oraz pokrycia blaszek liSciowych baktazana objawami chorobowymi.

2. 2. Produkcja egzoenzymu celulazy, przez badane szczepy Cms jest istotnie dodatnio
skorelowana (R = 0,75) z wlasciwosciami tych szczepow do sity wywotanych objawow
chorobowych na roslinach baktazana.
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