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Evaluation of the pathogenicity of different strains
of Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus
from NCPPB collection in United Kingdom

Ocena patogenicznosci wybranych szczepdw Clavibacter michiganensis
subsp. sepedonicus pochodzacych z kolekcji NCPPB w Wielkiej Brytanii

Grzegorz Gryn'*, Teresa Pastuszewska®, Wtodzimierz Przewodowski?

Summary

The aim of the study was to evaluate the cellulolytic activity, mucoid diversity and pathogenicity of selected strains of Clavibacter
michiganensis subsp. sepedonicus (Cms) from National Collection of Plant Pathogenic Bacteria (NCPPB), York in United Kingdom in
relation to eggplant (Solanum melongena). The disease symptoms on test plants range from 6.1 to 38.4% and two strains had no signs
of infection. Hydrolysis zones of carboxymethylcellulose in the plate test resulted in high heterogeneity and ranged from 0.33 to
4.29 mm. High virulence of Cms strains in bioassay was observed with the increase of enzyme activity. The obtained results indicate
that the correlation between pathogenicity of selected strains on eggplants and mucoid based on optical density of suspensions was
significant at the level of —0.54.
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Streszczenie

Celem przeprowadzonych badan byfa ocena wtasciwosci celulolitycznych, zréznicowania mukoidalnego oraz patogenicznosci
w stosunku do baktazana (Solanum melongena) wybranych szczepdw Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus (Cms)
pochodzacych z National Collection of Plant Pathogenic Bacteria (NCPPB), York w Wielkiej Brytanii. Objawy chorobowe na roslinach
testowych ksztattowaty sie na poziomie od 6,1 do 38,4%, dla dwdch szczepdw nie stwierdzono symptomow porazenia. Strefy hydrolizy
karboksymetylocelulozy w tescie ptytkowym wykazaty duza niejednorodnosc i wynosity od 0,33 do 4,29 mm. Wraz ze wzrostem
aktywnosci enzymu obserwowano wzrost wirulencji bakterii Cms w tescie biologicznym. Korelacja patogenicznosci szczepdw okreslona
w tescie na baktazanach i mukoidalnosci stwierdzonej na podstawie gestosci optycznej zawiesin byta istotna i wyniosta —-0,54.

Stowa kluczowe: czynniki wirulencji; Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus; mukoidalny szczep; aktywnos¢ celulolityczna
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Wstep / Introduction

Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus (Cms),
sprawca bakteriozy pierscieniowej stanowi powazne
zagrozenie dla upraw ziemniaka. Powoduje znaczny
wzrost kosztow produkcji wynikajacy ze straty plondéw
oraz wprowadzenia kwarantanny w miejscu produkcji
ziemniakow. Rozprzestrzenianie si¢ bakterii Cms nast¢puje
glownie przez porazony material sadzeniakowy oraz
zanieczyszczone powierzchnie maszyn rolniczych stoso-
wanych w uprawie ziemniakow (Ramey i wsp. 2004; van
der Wolf i wsp. 2005a, b; Danhorn i Fuqua 2007; Harding
i wsp. 2014). Bardzo wazne jest poznanie mechanizmow
pozwalajacych  bakteriom Cms  zasiedla¢c  wiazki
przewodzace rosliny zywicielskiej. Stwierdzenie obecnosci
komérek Cms w materiale pobranym z czg$ci nadziemne;j
ro$lin lub bulw ziemniaka, nie oznacza wystapienia
charakterystycznych objawdéw chorobowych na ro$linie
(latentna posta¢ choroby). Wystgpowanie symptomow
choroby w postaci chloroz lisci, wigdnigcia czgsci fodyg,
zmian w tkance przewodzacej bulw zalezy od odmiany
ziemniaka, koncentracji i wirulencji patogena w roslinie
oraz czynnikow Srodowiskowych (Westra i wsp. 1994;
Kawchuk i wsp. 1998; Pastuszewska i Junosza Kisielew-
ska 2004; Hill i wsp. 2011). Wykrywanie czynnika
etiologicznego bakteriozy pierscieniowej ziemniaka oparte
jest na zastosowaniu testow immunofluorescencji
posredniej, izolacji na podlozach poiselektywnych, testu
biologicznego 1 metody fluorescencyjnej hybrydyzacji in
situ (FISH — fluorescent in situ hybridization) Iub
faficuchowej reakcji polimerazy (PCR — polymerase chain
reaction) (Pastrik 2000; Dyrektywa Komisji 2006/56/WE).

Izolowane z roslin bakterie Cms moga rdzni¢ si¢ stopniem
patogenicznos$ci (wirulencja). Sposréd poznanych czynni-
kéw wirulencji wymienia si¢: wydzielane zewnatrzkomor-
kowo enzymy celulolityczne, bialka indukujace nadwrazli-
wos¢ oraz wytwarzane otoczki egzopolisacharydowe —
polimery zewnatrzkomérkowe (EPS — extracellular poly-
meric substances) (Metzler 1 wsp. 1997; Nissinen
i wsp. 2001; Bentley i wsp. 2008; Hogenhout i Loria
2008). Pozakomodrkowe substancje wytwarzane przez
komorki Cms pelia wiele istotnych funkcji. Wsrod
sktadnikow wystepujacych w otoczce bakterii Cms,
wymienia si¢ cztery glowne komponenty, o rdznej masie
czasteczkowej, zbudowane z fukozy, galaktozy, glukozy
i mannozy (Westra i Slack 1992). Warstwa $luzu zabez-
piecza komorki bakterii przed utratag wody, stanowi bariere
przed czynnikami zewnetrznymi. Otoczka jest réwniez
miejscem wymiany jonowej oraz magazynuje sktadniki
odzywcze 1 wiaze zwiazki toksyczne (Jahr i wsp. 1999;
Gartemann i wsp. 2003).

Rola otoczek Sluzowych bakterii w patogenicznosci jest
dyskusyjna. Badania relacji ro$lina-patogen, sklaniaja do
podejrzewania EPS o utrudnianie reakcji obronnej rosliny.
Ponadto EPS wumozliwiaja adhezje bakterii Cms do
powierzchni biotycznych i abiotycznych, ufatwiaja koloni-
zacje komorek gospodarza i tworzenie biofilmu (Rudrappa
i wsp. 2008). Zdaniem wielu badaczy czynnikiem
wirulencji o najwigkszym znaczeniu jest produkcja enzy-
mow celulolitycznych, proteolitycznych i amylolitycznych
(Baer i Gudmestad 1995; Metzler i wsp. 1997; Laine i wsp.
2000; Holtsmark i wsp. 2008). Geny kodujace enzym
celulazg¢ (celd) zlokalizowane sa w plazmidzie pCSl
(Laine i wsp. 2000; Nissinen i wsp. 2001).

Tabela 1. Lista badanych szczepow Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus
Table 1. List of tested strains of Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus

Szczep Cms Data wprowadzenia do kolekcji Kraj pochodzenia

Strain of Cms Date of introduction to the collection Country of origin
NCPPB 299 1951 Kanada — Canada
NCPPB 378 1956 Szwecja — Sweden
NCPPB 379 1956 Szwecja — Sweden
NCPPB 2138 1968 Kanada — Canada
NCPPB 3294 1983 Belgia — Belgium
NCPPB 3295 1983 b.d. —n.d.
NCPPB 3296 1983 b.d. —n.d.
NCPPB 3324 1984 Belgia — Belgium
NCPPB 2140 1968 Czechy — Czech Republic
NCPPB 3385 1985 Norwegia — Norway
NCPPB 3896 1994 Wielka Brytania — United Kingdom
NCPPB 3898 1994 Ukraina — Ukraine
NCPPB 3917 1994 Kanada — Canada
NCPPB 4229 2001 Cypr — Cyprus
NCPPB 4053 1999 Szwecja — Sweden

b.d. — brak danych — n.d. — no data
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Celem badan byfa charakterystyka patogenicznosci
wybranych szczepéw C. michiganensis subsp. sepedonicus.
W badaniach uzyto 15 szczepoéw pochodzacych z National
Collection of Plant Pathogenic Bacteria (NCPPB), York
w Wielkiej Brytanii (tab. 1).

Materialy i metody / Materials and methods

W  doswiadczeniu przeprowadzono test plytkowy
okreslajacy aktywnos¢ celulolityczng, test biologiczny na
roslinie baklazana, ocen¢ wizualng kolonii oraz metodyke
okreslajaca stopien mukoidalnosci uzytych do badania
szczepOw na podstawie pomiaru gestosci optycznej
zawiesin.

Aktywnos$¢ celulolityczng stwierdzono po posianiu
zawiesin Cms (5 pl, w postaci kropli) o koncentracji
107 jtk/ml na pozywke zmodyfikowana M9 z dodatkiem
soli sodowej karboksymetylocelulozy (cmc) (Meletzus
i wsp. 1993). Po 10 dniach inkubacji w temperaturze 21°C
zaznaczono obszar kolonii bakterii, a nast¢pnie wybar-
wiono plytki 0,1% roztworem czerwieni Kongo. Po 15 mi-
nutach ptytki odbarwiono 1M roztworem NaCl. Zmierzono
promien niezabarwionego ,halo” wokot kolonii bakteryj-
nej $wiadczacy o ilosci produkowanego enzymu rozklada-
jacego celuloze. Doswiadczenie przeprowadzono w trzech
powtdrzeniach.

W tescie patogeniczno$ci uzyto siewki baklazana
(odmiana Black Beauty) w stadium trzeciego liScia. Test
wykonano w trzech terminach, kazdorazowo inokulujac
zawiesing danego szczepu Cms 10 ro$lin baklazana.
W trakcie eksperymentu okre$lano wzrokowo powierz-
chni¢ blaszek lisciowych z charakterystycznymi objawami
(do oceny uzyto wszystkie w pelni rozwinigte liScie),
wyrazong w procentach. Odnotowano rowniez liczbg roslin
z charakterystycznymi objawami (wedlug S5-stopniowej
skali: 1 — brak objawow; 2-3 — ciemnozielone, nastepnie
jasnozielone zmiany na lisciach, 4 — chlorozy, 5 — nekrozy)
do catkowitej liczby siewek uzytych do badan dla danego
szczepu Cms (tab. 2). Jako kontrolg negatywng uzyto
siewki baklazana, ktére inokulowano sterylnym 0,9%
roztworem NaCl. Do okreslenia zaleznosci miedzy
patogeniczno$cig szczepow stwierdzong na roslinach ba-
klazana a iloscig produkowanego enzymu celulolitycz-
nego, zastosowano wspotczynnik korelacji Pearsona.

W badaniu opisujacym poziom mukoidalnosci szcze-
poéw uzyto 7-dniowa hodowle bakterii (pozywka YPGA —
yeast peptone glucose agar — agar drozdzowo-peptonowo-
glukozowy, inkubacja w temperaturze 21°C). Na wadze
analitycznej odwazano po 0,1 g inokulum bakteryjnego
kazdego szczepu, dodano 900 pl 0,9% NaCl (rozciencze-
nie 10™), a nastepnie wykonano z nich szereg 10-krotnych
rozcienczen (0,9% NaCl) i posiew na podloze YPGA
(Dyrektywa Komisji 2006/56/WE). Wykonano pomiar
gestosci optycznej (OD — optical density) otrzymanych
zawiesin w rozcieficzeniu 107 na spektrofotometrze
(Shimadzu UV-2100) przy dlugosci fali A = 600 nm.
Doswiadczenie przeprowadzono w trzech powtorzeniach
kazdorazowo dokonujac oceny wizualnej mukoidalnosci
wyrostych na podlozu YPGA kolonii Cms. Do analiz
statystycznych uzyto pakietu Statistica 7.1 PL, por6wnania

szczegdlowe wykonano testem post-hoc Tukeya (dla
p < 0,05). Dokonano korelacji Pearsona mukoidalnosci,
wyrazong pomiarem gestosci optycznej zawiesin z pato-
geniczno$cia szczepdw, okreslong w tescie biologicznym.

Wyniki i dyskusja / Results and discussion

Otrzymane wyniki przedstawiaja duze zrdznicowanie
szczepdw Cms z kolekcji NCCPB pod wzglgdem
patogenicznos$ci stwierdzonej na ro$linach baklazana. Test
biologiczny na roslinach baklazana, zdaniem Bishopa
i Slacka (1987, 1992) moze charakteryzowaé patoge-
niczno$¢ szczepow Cms wedlug przyjetej skali. Autorzy
jako podstawe zréznicowania szczepoéw podali tempo ich
wzrostu in planta oraz produkcje czynnikow wirulencji
indukujacych wiednigcie w warunkach kontrolowanych.
W badaniach wilasnych zastosowano S5-stopniowa skale
objawdw i1 wigdniecia. Dwa szczepy Cms: NCPPB 3898
i 3896 nie powodowaly symptomow chorobowych na
oberzynie. Objawy chorobowe na ro$linach testowych dla
pozostatych szczepow ksztattowaly si¢ na poziomie od 6,1
do 38,4% powierzchni blaszek lisciowych. Tylko jeden
szczep Cms NCPPB 4053 powodowat charakterystyczne
wigdnigcia i chlorozy lisci na wszystkich badanych
siewkach baktazana (tab. 2).

Pomiary stref hydrolizy karboksymetylocelulozy
w tescie pltytkowym wykazaty rowniez duza niejednorod-
no§¢ w grupie badanych szczepoéw i oscylowaly w prze-
dziale od 0,33 do 4,29 mm. Najnizsze promienie strefy
hydrolizy zaobserwowano u dwoéch niemukoidalnych
szczepéw NCPPB 3898 i 3896, ktore nie powodowaly
symptomow chorobowych na roélinie testowej (tab. 2).
Otrzymane wyniki pomiaru stref hydrolizy cmc odbiegaja
od wynikow oceny rozktadu celulozy dla izolatow Cms
pozyskanych z laboratoriow Panstwowej Inspekcji
Ochrony Roslin i Nasiennictwa (PIORiIN) (Pastuszewska
i Gryn 2013). W badaniach dotyczacych aktywnosci
celulolitycznej Cms badacze wykorzystali rowniez szczepy
przechowywane dhugi czas w kolekcji Instytutu Hodowli
i Aklimatyzacji Roslin — Panstwowego Instytutu Badaw-
czego. Autorzy zaobserwowali mniejszg aktywno$¢ enzy-
matyczng i mniejszg patogenicznos¢ szczepoéw po dlugim
przechowywaniu na sztucznych podtozach w poréwnaniu
do izolatow otrzymanych z laboratoriow PIORIN. Nissinen
i wsp. (2001) w eksperymencie z uzyciem 4 szczepow
otrzymali wartosci pomiaru strefy rozkladu -celulozy
wynoszace maksymalnie 3,6 mm, przy nieco wyzszych,
w porownaniu do badan wiasnych, obserwowanych
objawach na baklazanie (56%). Badaczom nie udalo si¢
jednak stwierdzi¢ korelacji miedzy aktywnoscig celulo-
lityczng a wirulencja szczepoéw. W badaniach wilasnych
wystapila korelacja migdzy wielkoscia strefy hydrolizy
celulozy a powierzchnia objawow chorobowych na
baktazanie wynoszaca 0,7. Podobna zalezno$¢ (korelacja
0,75) wystapita w badaniach Pastuszewskiej i Grynia
(2013). Nissinen i wsp. (2001) podkreslaja, ze produkcja
egzoenzymu rozkladajacego celuloz¢ jest niezbedna do
wywolywania symptoméw choroby, jednoczes$nie jednak
sugeruja, ze obnizenie ekspresji genu celd powoduje
trudno$ci w diagnozie latentnej formy bakteriozy piers-
cieniowej.
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Tabela 2. Charakterystyka szczepdw bakterii Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus
Table 2. Characteristic of bacterial strains of Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus

Gesto$¢ optyczna Liczba roslin
Strefa hvdroliz Ocena wizualna zawiesiny otrzymanej z objawami/calkowita Powierzchnia lisci
1 y 2y mukoldalnosci z 0,1 g inokulum Cms liczba inokulowanych baktazana
cmc, Srednia .. . . e . ., .
Szczep Cms Region of eme! kolonii Cms (1000%), $rednia ro$lin z objawami, $rednia
Strain of Cms glon ¢ Visual The optical density Number of plants Eggplant leaf surface
hydrolysis, mean . . ;
[mm] assessment of the suspension with symptoms/total | with symptoms, mean
of Cms colony | obtained from 0.1 g Cms | number of inoculated [%]
inoculum (1000x), mean plants
NCPPB 3898 0,33 (0,47) - 0,59 (0,01)a 0/30
NCPPB 3896 0,58 (0,32) - 0,58 (0,05) a 0/30
NCPPB 378 2,83 (0,24) =+ 0,09 (0,03)d 12/30 6,1
NCPPB 3385 1,75 (0,50) ++ 0,38 (0,09) b 12/30 7,8
NCPPB 3917 3,25 (0,40) +H+ 0,07 (0,01)d 18/30 13,9
NCPPB 379 3,04 (0,21) ++ 0,27 (0,09) be 20/30 15,8
NCPPB 2138 3,04 (0,21) + 0,57 (0,07) a 29/30 17,1
NCPPB 2140 1,08 (0,35) - 0,57 (0,07) a 25/30 19,8
NCPPB 4229 1,33 (0,24) ++ 0,19 (0,02) cd 26/30 24
NCPPB 299 2,50 (0,00) + 0,56 (0,02) a 29/30 26,2
NCPPB 3295 3,04 (0,48) =+ 0,09 (0,02) d 27/30 28,4
NCPPB 3294 2,87 (0,25) =+ 0,09 (0,00) d 24/30 29,6
NCPPB 3324 4,29 (0,34) +++ 0,09 (0,01)d 29/30 29,6
NCPPB 3296 4,04 (0,08) ++ 0,08 (0,01)d 29/30 34,5
NCPPB 4053 4,00 (0,00) +++ 0,07 (0,01)d 30/30 38,4
"'s61 sodowa karboksymetylocelulozy — carboxymethylcellulose sodium salt
% odchylenie standardowe — standard deviation
— szczep niemukoidalny — non-mucoid strain
++ szczep $rednio mukoidalny — medium mukoid strain
+++ szczep mukoidalny — mucoid strain
Srednie oznaczone tymi samymi literami nie réznig sig istotnie przy p = 0,05
Averages followed by the same letters do not differ significantly at p = 0.05
NCPPB 2140
9,8
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Gesto$¢ optyczna zawiesiny bakterii Cms mierzona spektrofotometrem UV-Vis (Shimadzu) A = 600 nm
Optical density of the Cms bacterial suspensions measured by the spectrophotometer UV-Vis (Shimadzu) A = 600 nm

Rys. 1. Wykres rozrzutu pomiaru gestosci optycznej (ODyqg) 1 liczebnosci bakterii Cms (log jtk/ml) w zawiesinie wykonanej z 0,1 g
inokulum (rozcienczenie 1:1000)

Fig. 1. Dispersion plot optical density (ODgg) and number of Cms bacteria (log cfu/ml) in suspension made from 0.1 g inoculum
(dilution 1:1000)
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W badaniach witasnych podjeto probe oceny zrozni-
cowania szczepow Cms pod wzgledem ilosci produ-
kowanej otoczki egzopolisacharydowej (mukoidalno$ci)
i jej wptywu na patogeniczno$¢ bakterii stwierdzanej w
teScie biologicznym na baktazanie. Liczebnos$¢ bakterii
w jednakowej nawazce wynoszacej 0,1 g inokulum byla
réozna w zalezno$ci od stopnia mukoidalnosci, co §wiad-
czy¢ moze o ilosci produkowanej otoczki mukoidalnej
(rys. 1). Wicksza warto$¢ S$redniej pomiaru gestosci
optycznej zawiesiny odpowiada mniejszej ilosci wytwarza-
nej otoczki $luzowej (EPS) w ocenie wizualnej kolonii.
Westra i Slack (1992) dowiedli, ze proporcje mono-
sacharydow wchodzacych w skfad otoczki mukoidalne;j
badanych szczepow Cms byly zrdéznicowane. Autorzy
wskazujg mozliwos¢ fizycznej blokady wigzek przewo-
dzacych przez EPS, prowadzaca do wigdniecia roSliny.
Badacze nie odnotowali jednak zalezno$ci uzytych szcze-
poéw Cms, roéznigcych si¢ mukoidalno$cia, ze zdolno$cia
wywolywania symptoméw chorobowych na roslinie
baktazana i ziemniaka. W przypadku patogena blisko spo-
krewnionego z Cms — Clavibacter michiganensis subsp.
michiganensis (Cmm), Bermpohl i wsp. (1996) zaobser-
wowali nieznacznie wigksze masy ro$lin pomidoréw
inokulowanych szczepami bakterii o zredukowanej pro-
dukcji EPS w poréwnaniu ze szczepami wirulentnymi.
W doswiadczeniu wilasnym na podstawie stopnia
wystgpowania objawow chorobowych na baktazanie
stwierdzono korelacje wirulencji i warto$ci pomiaru ggs-
tosci optycznej, swiadczacej o mukoidalnosci szczepow,
wynoszaca —0,54. Lepsze zrozumienie roli otoczek muko-
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