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Expression of Erwinia chrysanthemi genes coding pectate lyases in
infected potato tissue

Summary

Erwinia chrysanthemi mutants, containing transcriptional fusion of one of
the pectate lyase genes (pelA, pelB, pelC, pelD, pelE, pell, pelL, pelZ) with the repor-
ter gene encoding p-giucuronidase activity, were studied for their ability to cau-
se disease symptoms and to synthesise pectinases after inoculation of potato
tubers. The strains affected in pell and pelL genes displayed a reduced virulence
on potato tubers demonstrating the important role of these isoenzymes in soft
root disease. Analysis of the bacterial population showed an active multiplica-
tion of bacteria during the infection. Similar kinetics of growth were observed
for all mutants and for the wild type strain. Comparison of the mutants ?.nd the
wild type strain showed that the pell, pelL and pelZ mutants synthesised reduced
levels of Pels. The expression ofpelA, pelE and pelZ is 5-fold higher in planta than
in in vitro. In contrast, both pell and pelL are highly (0-fold factor) induced in
planta, which is characteristic of the plant-inducible pectate lyases.

Key words:
Erwinia chrysanthemi, pectate lyase, potato, P-glucuronidase.

1. Wstep

Bakterie z gatunku Erwinia chrysanthemi wytwarzajg szereg
zewngtrzkomorkowych enzyméw majgcych zdolnos¢ degrado-
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Wania sktadnikéw roslinnych scian komorkowych, sg to: pektynazy, celulazy, hemi-
celulazy i proteinazy. W procesie maceracji tkanki roslinnej gtéwng role odgrywaja
pektynazy (1-4). Bakterie z gatunku E. chrysanthemi wytwarzaja metyloesterazy i ace-
tyloesterazy pektyn, poligalakturonazy, liazy pektyn i co najmniej osiem izoenzy-
mow liazy kwasu poligalakturonowego (PLa, PLb, PLc, PLd, PLe, PLi, PLI, PLz). Biosyn-
teza kazdego z nich jest kodowana przez niezalezne geny: pelA, pelB, pelC, pelD, pelE,
pell, pelL, pelZ (5-9). Trzy ostatnie geny kodujace tzw. liazy drugorzedowe sklonowa-
no i sekwencjonowano w drugiej potowie lat dziewiecdziesigtych (6-9).

W ostatnich latach odnotowaé nalezy znaczny postep wiedzy na temat roli liaz
kwasu poligalakturonowego w rozwoju procesu chorobowego wywolywanego przez
bakterie z rodzaju Erwinia na roslinach (10-13). Zastosowanie technik biologii mole-
kularnej i inzynierii genetycznej pozwolito na opisanie roli poszczegolnych izoenzy-
mow w patogenezie oraz na scharakteryzowanie szeregu biatek regulatorowych
uczestniczgacych w procesach indukcji lub hamowania ekspresji genéw kodujgcych
te enzymy (14-18). W badaniach nad rolg izoenzymow liazy kwasu poligalakturono-
wego w degradacji skladnikoéw Scian komorkowych wykorzystano dwie strategie.
Badania prowadzono wykorzystujgc mutanty bakterii z gatunkéw Erwinia carotovora
i Erwinia chrysanthemi z delecja odpowiedniego (-nich) genu (-6w) (11,19) oraz mu-
tanty zawierajgce fuzje genéw odpowiedzialnych za synteze poszczegoélnych pekty-
naz z genem reporterowym uidA kodujgcym biosynteze P-glukuronidazy (12,13,20,
21). W wyniku wprowadzenia kasety z pozbawionym promotora genem iiidA w miej-
sce za promotorem badanego genu pel, nie nastepuje ekspresja tego genu. Nato-
miast aktywno$¢ enzymu reporterowego - p-glukuronidazy odzwierciedla ekspre-
sje genu poddanego fuzji (20).

Pierwsze badania nad rolg poszczegodlnych izoenzymoéw liazy kwasu poligalaktu-
ronowego w procesie maceracji tkanki roslinnej prowadzono z uzyciem mutantoéw
E. chrysanthemi z delecjg pojedynczych genéw kodujacych tzw. gtéwne izoenzymy
PL. Stwierdzono, ze delecjg pojedynczych gendw warunkujacych biosynteze po-
szczegoblnych izoenzyméw liazy kwasu poligalakturonowego nie wplywa znaczgco
na obnizenie poziomu maceracji tkanki roslinnej. Natomiast delecjg grupy genoéw:
pelA, pelD i pelE wyraznie obniza patogeniczno$¢ mutantéw (10,11,19).

Skonstruowanie transkrypcyjnych fuzji genéw pel z genem reporterowym ko-
dujacym f*-glukuronidaze (iiidA) pozwolito nie tylko na zbadanie patogenicznosci
szczepOw nie wytwarzajacych tych izoenzymow, ale takze na przesledzenie ekspre-
sji poszczegblinych gendéw pel w zainfekowanej tkance roslinnej (12,13,21). Gen re-
porterowy uidA kodujacy p-glukuronidaze nie wystepuje w tkance roslinnej, dlatego
jest przydatny w badaniach ekspresji genéw bakteryjnych in planta.

Celem podjetych badan byto okreslenie roli drugorzedowych liaz kwasu poliga-
lakturonowego w procesie chorobowym wywotywanym przez bakterie z gatunku Er-
winia chrysanthemi na ziemniakach.
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2. Materialy i metody

2.1. Szczepy bakteryjne

Badania prowadzono wykonujgc inokulacje bulw ziemniaka odmiany Mila szcze-
pem dzikim Erwinia chrysanthemi 3937 oraz mutantami tego szczepu nie produ-
kujacymi pojedynczych izoenzymow liaz kwasu poligalakturonowego. Zastosowane
do badan szczepy E. chrysanthemi opisano w tabeli 1. Bakterie hodowano na pozyw-
ce pltynnej M63 (20) zawierajacej jako zrodto wegla 0,2% glicerol i 0,25% kwas poli-
galakturonowy (PGA). Po 24 godzinach hodowli na wytrzgsarce mierzono gestos¢
optyczng hodowli przy diugosci fali 600 nm lub wykonywano rozcieficzenia seryjne
i oznaczano liczbe bakterii w hodowli. Pozostata czes¢ hodowti bakteryjnej trakto-
wano kilkoma kroplami toluenu w celu doprowadzenia do lizy komérek i uwolnie-
nia pektynaz i p-glukuronidazy do roztworu. Zawiesine odwirowywano, a w uzyska-
nym ekstrakcie oznaczano aktywnos$¢ PL i GUS.

Tabela 1
Szczepy E. chrysanthemi stosowane w badaniach
Szczepy Charakterystyka Pochodzenie / odniesienie w literaturze
E. chrysanthemi 3937 Szczep dziki Kotoujansky i in. 1982, (3)

Al 744 PMV4116 Beaulieu i in. 1993, (19)
(delta pel) ApelADE, ApelBCZ

A1828 y>elE::uidA, Km*” Hugouvieux-Cotte-Pattat i in. 1992, (20)
A1888 pelA::uidA, Kin Hugouvieu.x-Cotte-Pattat i in. 1992, (20)
Al 945 pelZ::uidA, Pissavin i in. 1996, (8)

Al990 pelL::uidA, Km> tojkowska i in. 1995, (7)

A3102 pell::uidA, Km” lafra i in. 1999, (22)

2.2. Przygotowanie zawiesiny komoérek bakteryjnych i inokulacja bulw ziem-
niaka

Pojedynczg kolonie bakterii przenoszono z podtoza stalego M63 do pozywki
ptynnej i inkubowano z wytrzasaniem przez 24 godziny w temperaturze 30°C. Za-
wiesine bakteryjng rozcienczano buforem M63 do uzyskania gestosci optycznej 0,1
przy diugosci fali 600 nm (2 x 10" cfu/ml).

Bulwy ziemniaka myto i sterylizowano dwukrotnie przez 15 min w \0% roztwo-
rze podchlorynu sodowego (Clorox). Koncoéwki pipet automatycznych zawierajace
50 pl zawiesiny bakterii (2 x 10" cfu/ml) wkluwano w bulwy ziemniaka na gtebo-
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kos¢ 10 mm. W zaleznosci od wielkosci bulwy w pojedyncza bulwe wbijano trzy lub
cztery koncowki zawierajgce zawiesiny réznych szczep6éw. 10 bulw inokulowano za-
wiesinami hodowli kazdego z badanych szczepéw i inkubowano w temperaturze
30°C w komorach o wilgotnosci wzglednej okoto 95%.

Ocene patogenicznosci poszczegoélnych szczepéw prowadzono po 24, 48 i 72
godzinach od inokulacji. Rozwdj procesu chorobowego polegajgcego na maceracji
tkanki okreslano mierzac $rednice plamy gnilnej po przekrojeniu bulwy prostopadie
do miejsca wkiucia koncowki pipety automatycznej (23).

2.3. Izolacja zmacerowanej tkanki bulw ziemniaka do oznaczeh enzymatycz-
nych

Z inokulowanych builw pobierano zmacerowang tkanke odpowiednio po 8, 12,
16, 20, 24, 48 lub 72 godzinach po inokulacji. Tkanke pobrang z 10 bulw, z miejsc
inokulowanych tym samym szczepem, tgczono w jedng probe homogenizowano
i rozcienczano 10-krotnie w buforze M63. Z tak przygotowanej zawiesiny wykonano
seryjne rozcienczenia w buforze M63. Zawiesine z trzech koncowych rozcienczen
(20'», 107, 10" wysiewano na ptytki z podtozem statym M63 (20). Po 48 godzinach
inkubacji w temp. 30°C, liczono pojedyncze kolonie bakteryjne. Na tej podstawie
wyliczano liczbe bakterii zasiedlajgcych | gram tkanki oraz liczbe bakterii w miejscu
inokulacji (liczba bakterii w | g tkanki x waga zmacerowanej tkanki) (7).

2.4. Oznaczenia aktywnosci liazy kwasu poligalakturonowego (PL) i P-glu-
kuronidazy (GUS)

Aktywnos¢ PL i GUS oznaczano w zmacerowanej tkance i w 24-godzinnych
kulturach réznych szczepéw E. chrysanthemi hodowanych w pozywce M63 z dodat-
kiem 0,25% kwasu poligalakturonowego, stosowanego jako induktor ekspresji ge-
now kodujacych liazy kwasu poligalakturonowego (24,25). Oznaczenia aktywnosci
PL oraz GUS wykonywano w toluenizowanych zawiesinach komoérek bakteryjnych
lub w toluenizowanych homogenatach zmacerowanej tkanki. Pomiary wykonywano
stosujgc spektrofotometr wyposazony w program Kinetic/Time pozwalajgcy na au-
tomatyczny pomiar przyrostow absorbancji w trakcie trwania reakcji enzymatycz-
nej.

Mieszanina reakcyjna do pomiaru aktywnosci PL zawierata 0,05% kwas poligatak-
turonowy i toluenizowany ekstrakt z zawiesiny bakterii. Aktywno$¢ PL oznaczano
mierzac ilos¢ nienasyconych produktow degradacji kwasu poligalakturonowego
(20). Aktywnos$¢ specyficzna PL w badanej zawiesinie bakteryjnej rowna jest ilosci
pmoli nienasyconych oligogalakturonidéw wytworzonych w ciggu | minuty przez
1 mg suchej masy bakterii.
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Aktywnos¢ GUS oznaczano stosujgc jako substrat p-nitrofenylo-p-glukuronid
(PNPU). Aktywnos$¢ p-glukuronidazy oznaczano mierzac tempo degradacji PNPU do
p-nitrofenolu (26). Aktywnos¢ specyficzng GUS wyrazano w nanomolach p-nitrofe-
nolu uwolnionego w ciggu | minuty przez | mg suchej masy bakterii.

3. Wyniki

We wczesniejszych badaniach nad rolg gtéwnych izoenzyméw liazy kwasu poli-
galakturonowego w patogenezie wykazano, ze zaden z nich nie jest niezbedny do
rozwoju procesu chorobowego (10-13,19,22). Mutanty pozbawione gendéw warun-
kujacych biosynteze 5 gtéwnych liaz w dalszym ciagu wykazywaty zdolnos¢ do ma-
ceracji tkanki bulw ziemniaka i innych roslin. W latach 1995-1997 klonowano trzy
geny kodujgce drugorzedowe liazy kwasu poligalakturonowego pelL, pelZ, pell, a na-
stepnie wprowadzono do nich in vitro kasety zawierajace pozbawiony promotora
gen reporterowy uidA kodujacy p-glukuronidaze. W wyniku rekombinacji homolo-
gicznej zmutowane geny wprowadzano do chromosomu bakteryjnego i w ten spo-
s6b uzyskano mutanty niezdolne do produkcji poszczegélnych izoenzymow liazy
kodowanych przez zmutowane geny (7-9,20).

Uzyskanie opisanych mutantéw umozliwito badania nad rola poszczegdinych
liaz drugorzedowych: PLi, PLI, PLz w patogenezie. W uzyskanych mutantach ak-
tywnos¢ PL odzwierciedla sume aktywnosci nie zmutowanych genéw pel, nato-
miast aktywnos$¢ GUS odzwierciedla ekspresje zmutowanego genu pel. W przed-
stawianej pracy dla celéw poréwnawczych réwnolegle wykonano badania na
dwodch szczepach E. chrysanthemi zawierajacych mutacje w genach kodujacych lia-
zy gtdéwne (pelA i pelE) oraz szczepie z delecjg pieciu gtdwnych izoenzymodw pel,
tzw. delta pel.

3.1. Poréwnanie patogenicznosci szczepu dzikiego E. chrysanthemi 3937
oraz mutantéw z fuzjg w pojedynczych genach pel

Bulwy ziemniaka inokulowano zawiesing bakterii nastepujgcych szczepdw: E. chiy-
santhemi 3937, pelA::uidA, pelEr.uidA, pellr.uidA, pelLr.uidA, pelZy.uidA i delta pel. Zdolnos¢ do
maceracji tkanki bulw ziemniaka oznaczano mierzac $rednice plamy gnilnej uzyskanej
w wyniku inokulacji 10 bulw zawiesinami bakterii kazdego z badanych szczepow. Pre-
zentowane wyniki stanowig $rednig arytmetyczng z czterech niezaleznych doswiadczen.

Rozwdj procesu chorobowego, mierzony srednicg plamy gnilnej, postepuje linio-
wo dla szczepu dzikiego i mutantéw z fuzjg w pojedynczych genach pel. Obserwowa-
no wolniejsze rozprzestrzenianie sie infekcji w przypadkach gendw pell i pelL (rys. 1).

Szczepy z fuzjami w genach kodujgcych gtéwne liazy kwasu poligalakturonowe-
go pelA::uidA i pelEr.uidA powoduja maceracje tkanki bulw ziemniaka na poziomie
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Rys. 1. Porébwnanie patogenicznosci szczepu dzikiego E. chrysanthemi i mutantéw nie wytwa-
rzajgcych pojedynczych izoenzymow liazy kwasu poligalakturonowego.

podobnym, jak szczep dziki. Mutanty z fuzjg w genach warunkujgcych biosynteze
liaz drugorzedowych (pell::uidA, pellL::uidA, pelZr.uidA) wykazujg stabszg zdolnos¢ do
maceracji tkanki w ciggu pierwszych 24 godzin po inokulacji, niz szczep dziki.

Pewne zréznicowanie patogenicznosci szczepdw z mutacjami w genach pel wa-
runkujacych biosynteze liaz drugorzedowych obserwowano w 48 godzinie po ino-
kulacji. Mutant pelZr.uidA maceruje tkanke bulw ziemniaka w stopniu podobnym, jak
mutanty pelAruidA i pelEruidA, natomiast patogeniczno$¢ szczepéw pellr.uidA
i peff.-.-u/dh jest wyraznie nizsza (rys. 1). Po kolejnych 24 godzinach zdolno$¢ do ma-
ceracji tkanki bulw ziemniaka przez mutanta pelZr.uidA nie rézni sie istotnie od
zdolnosci maceracji szczepu dzikiego i szczepow z fuzjami w genach peiA i pelE.
W przypadku mutantow peiir.uidA i pelLr.uidA stwierdzono okoto 50% redukcje zdol-
nosci do maceracji tkanki. Zdecydowanie najnizszg patogenicznos¢ wykazywat
szczep delta pel nie produkujacy szeregu izoenzyméw liazy kwasu poligalakturono-
wego (PLa, PLb, PLc, PLd, PLe, PLz).

3.2. Aktywnos¢ liazy kwasu poligalakturonowego w inokulowanej tkance bulw
ziemniaka

Aktywnos¢ PL w tkance bulw inokulowanych szczepem dzikim i mutantami pel
rosnie w ciagu trzech dni po inokulacji. Poréwnujac aktywnosci liazy kwasu poliga-
lakturonowego w tkance inokulowanej r6znymi szczepami wykazano, ze mutanty
z fuzjg w genach pellr.uidA, pellr.uidA oraz pelZr.uidA majg znacznie obnizony poziom
aktywnosci PL w stosunku do szczepu dzikiego. Szczepy z fuzjg w genach pelA i pelE
kodujacych gtéwne izoenzymy liazy kwasu poligalakturonowego nie wykazujg ob-
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nizenia aktywnosci PL w stosunku do szczepu dzikiego po 24 godzinach od inokula-
cji. W przypadku mutanta pelAr.uidA obserwowano natomiast obnizenie catkowitej
aktywnosci PL w dalszych etapach infekcji (tab. 2).

Tabela 2

Poréwnanie aktywno$ci liazy kwasu poligalakturonowego w tkance infekowanej réznymi mutantami E. chry-
santhemi

Aktywnos$¢ PL w poszczegdlnych etapach infekcji [jedn./g tk.]

saczep: 8 li 12 h 16 h 20 h 24 h 48 h 72 h
3937 0,9 73 22,9 86,2 110,9 239,1 331,3
pelA::uidA 15 33 16,5 64,6 94,3 98,3 1504
pelE::uidA 0,1 1,6 22,4 67,4 68,5 216,0 229,4
pell::uidA 1,0 2,9 10,5 26,7 40,1 53,7 75,8
pelL::uidA 0,7 15 8,2 23,7 45,0 65,3 61,5
pelZ::uidA 1,3 4,5 232 43,4 72,0 76,4 75,8

Odchylenie standardowe < 10%

Mutacja w genach kodujgcych drugorzedowe izoenzymy liazy kwasu poligalak-
turonowego (PLi, PU i PLz) znaczaco wplywaja na ekspresje gendéw warunkujacych
synteze pozostatych izoenzyméw, w efekcie obserwowano istotne obnizenie aktyw-
nosci PL w przypadku inokulaciji tkanki tymi szczepami. Swiadczy to o istotnej roli
liaz drugorzedowych w regulacji procesu syntezy gtéwnych izoenzymow liazy kwa-
su poligalakturonowego.

Niska catkowita aktywnos¢ PL mutantéw pellr.uidA i pell::uidA w inokulowanej
tkance bulw ziemniaka jest przyczyna obnizonej zdolnosci tych mutantéw do mace-
racji tkanki bulw (rys. ! i tab. 2). Podobnej zaleznosSci nie obserwowano w przypad-
ku szczepu z fuzjg w genie pelZ. Znaczna redukcja aktywnosci PL, tylko w pierwszej
fazie infekcji nie powoduje spadku zdolnosci tego mutanta do maceracji tkanki
bulw ziemniaka (rys. ! i tab. 2).

3-3. Ekspresja genéw pel w inokulowanej tkance bulw ziemniaka

Ekspresje gendéw pel badano w mutantach zawierajacych fuzje transkrypcyjna
tych genéw z genem reporterowym uidA kodujacym p-glukuronidaze. Oznaczenia
aktywnosci p-glukuronidazy prowadzono w toluenizowanych ekstraktach tkanko-
wych, izolowanych 8, 12, 16, 20, 24, 48 i 72 godziny po inokulacji bulw ziemniaka.

Obserwowano zrdéznicowany poziom ekspresji gendéw poszczegolnych izoenzy-
mow pierwszo- i drugorzedowych w inokulowanej tkance bulw ziemniaka (tab. 3).
W ciggu pierwszych 8 godzin po inokulacji ekspresja genéw warunkujgcych biosyn-
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teze wszystkich izoenzymow jest bardzo staba. Nieznaczne zréznicowanie poziomu
ekspresji badanych fuzji w pierwszych 20 godzinach po inokulacji, nie odzwiercie-
dla podziatu izoenzyméw na gtéwne i drugorzedowe.

Tabela 3

Poréwnanie ekspresji poszczeg6lnych genéw pel wyrazonej aktywnoscia p-glukuronidazy w zainfekowanych
bulwach ziemniaka

Aktywno$¢ GUS w poszczegoélnych etapach infekcji jedn./g tk.]
Szczep:

8 h 12 h 16 h 20 h 24 h 48 h 72 h
pelA:ui(lA 87 2,2 14,7 35,1 18,2 68,8 57,7
pelE::uidA 20,4 10,2 69,3 356,8 86,2 269,8 1654,4
pell::uiclA 12,4 18 27,1 223,5 56,4 254,4 2638,9
pelL::uidA 6,2 8,0 8,0 36,4 430,6 2734,4 189,9
pelZ::uidA 4,0 13 16,4 27,5 229,0 12411 162,2

Odchylenie standardowe < 15%

W tym czasie ekspresja genu pelE kodujgcego gtdbwng liaze zachodzi na pozio-
mie podobnym, jak w przypadku ekspresji genu pell warunkujgcego synteze liazy
drugorzedowej. W przypadku genu pelA obserwowany poziom ekspresji byt podob-
ny do ekspresji genéw kodujacych liazy drugorzedowe pell i pelZ (tab. 3). Ponadto,
porownanie ekspresji gendw liaz gtdéwnych pelA i pelE wskazuje, ze poziom ekspresji
genu pelA jest okoto 2 razy nizszy niz genu pelE w pierwszych 8 godzinach po inoku-
lacji, réznica ta zwieksza sie w dalszych etapach rozwoju infekcji (tab. 3). Podobnie
zréznicowany poziom aktywnosci (3-glukuronidazy obserwowano w przypadku ge-
now kodujacych drugorzedowe liazy. Aktywno$¢ p-glukuronidazy w przypadku fuzji
pellr.uidA jest Srednio okoto 2,5-raza wyzsza, niz dla fuzji pelL::iiidA i pelZr.uidA. Po-
ziom ekspresji genu pelA w pierwszych 16 godzinach po inokulacji, jest bardziej
zblizony do ekspresji genéw kodujgcych drugorzedowe izoenzymy (tab. 3).

Poziom ekspresji gendw pel w 24 godziny po inokulacji wskazuje na znaczace
zréznicowanie ekspresji gendw poszczegolnych izoenzymdw. Ekspresja gendw pelA,
pelL i pe/Zjest okoto 10-krotnie nizsza, niz ekspresja gendw pelE i pell (tab. 3). W dal-
szych godzinach rozwoju infekcji poziom ekspresji genéw pelE, pell i pelZ wzrasta
osiggajac maksimum po dwdch dobach od inokulacji. Ekspresja genu pe/A jest znacz-
nie stabsza i rowniez osigga maksimum 48 godzin po inokulacji. Natomiast ekspre-
sja genu pell wzrasta przez caly czas trwania doswiadczenia (tzn. do 72 godzin od
momentu zakazenia) (tab. 3).

W przeprowadzonych badaniach wykazano, ze pod koniec doswiadczenia, 72
godziny po inokulacji, ekspresja genow pelE i pell jest okoto 10-krotnie wyzsza niz
ekspresja gendéw pelA, pelL i pelZ.
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3.4. Poréwnanie aktywnosci PL i ekspresji gendéw pel w inokulowanej tkance
bulw ziemniaka i w zawiesinie bakteryjnej

Aktywnos¢ PL i ekspresje genéw pel w inokulowanej tkance bulwie ziemniaka
poréwnano z aktywnoscia i ekspresjg w zawiesinie bakterii hodowanych w pozywce
M63 zawierajgcej glicerol i kwas poligalakturonowy, uwazany za induktor ekspresji
genow kodujacych liazy kwasu poligalakturonowego (20). Zaréwno catkowita ak-
tywnos¢ liazy kwasu poligalakturonowego, jak i ekspresja poszczegoélnych fuzji
pelr.uidA, byly znacznie wyzsze w tkance bulw ziemniaka. Catkowita aktywnos$¢ PL
(okreslana dla szczepu dzikiego 3937) w inokulowanej bulwie ziemniaka jest ponad
5-krotnie wyzsza, niz w pozywce syntetycznej zawierajacej PGA (tab. 4). Dla szczepu
z fuzjg w genie pelA obserwowano az 57-krotng indukcje aktywnosci PL w tkance
bulw. Podobng, jak w przypadku szczepu dzikiego, indukcje aktywnosci PL w tkance
obserwowano dla szczepéw z fuzjami w genach pelE i pellL, natomiast w przypadku
szczepow z fuzjami w genach pell i pelZ nie obserwowano indukcji aktywnos¢ PL
w tkance bulw w poréwnaniu z aktywnoscig PL w pozywce syntetycznej z dodat-
kiem PGA (tab. 4).

Poréwnanie poziomu ekspresji poszczegoélnych gendw pel w hodowli bakterii na
pozywce mineralnej zawierajacej glicerol i PGA i w inokulowanej tkance roslinnej
pozwolito na wykazanie, ze indukcja ekspresji fuzji pelA::uidA, pelEr.uidA oraz pelZ::uidA
in planta jest kilkukrotnie wyzsza (tab. 4). Znacznie wieksze réznice stwierdzono
gdy poréwnano ekspresje genow pell i pelL w hodowli bakteryjnej i w inokulowanej
tkance. W tym przypadku sredni poziom ekspresji byt okoto 10 razy wyzszy w tkan-
ce bulw ziemniaka (tab. 4).

Tabela 4

Wspotczynnik indukcji aktywnos$ci specyficznej pi i gus szczepu dzikiego E. chrysanthemi i mutantéw z fu-
zjg uidA w genach pelA, pelE, pell, pelL, pelZz

Indukcja aktywnosci PL Indukcji ekspresji poszczegdlnych fuzji
Szczep S PL [jedn./g s.m.b] AS GUS [jedn./g s.m.b]
M63-t-PGA tkanka bulw i M63-I-PGA tkanka bulw v
i 1,1 5,6 5,6 - _
pelA::uidA 0,2 8,9 57,0 9,8 60,0 6,0
pelE::uidA 1,0 5,1 4,8 319,7 1742,0 5,4
pelir.uidA 1,4 2,4 1,7 221,0 2114,0 10,0
pelLr.mdA 0,6 2,2 3,6 50,3 431,0 8,6
pelZ::uidA 3,3 2,4 0,7 50,2 224,0 4,5

AS - aktywno$¢ specyficzna PL lub GUS, WI - wspotczynnik indukcji aktywnosci PL lub GUS.
Odchylenie standardowe < 10%
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4. Dyskusja

Mimo ze badania nad ekspresjg poszczegolnych gendéw pel w tkance roslinnej
prowadzone w warunkach laboratoryjnych, sg zawsze pewnym uproszczeniem,
a zachodzgce w tych warunkach oddziatywania miedzy tkanka roslinna a patogenem
nie odzwierciedlaja w petni sytuacji w warunkach naturalnych, badania te moga do-
starczy¢ informaciji, ktérych uzyskanie w naturalnym Srodowisku bytoby niemozli-
we. W prezentowanych badaniach postuzono sie doktadnie zdefiniowanym i stwo-
rzonym w okreslonym celu ukladem modelowym. Model ten miat pozwoli¢ na bada-
nie roli drugorzedowych izoenzymoéw liazy kwasu poligalakturonowego w patoge-
nezie. Dlatego tez inokulacje bulw prowadzono stosujgc dobrze namnazajgce sie
populacje szczepu dzikiego i mutantdéw, a warunki inkubacji inokulowanych bulw
sprzyjaty rozwojowi infekcji.

Patogeniczno$¢ bakterii z gatunku E. chrysanthemi zwigzana jest z wytwarza-
niem, przez te bakterie, szeregu enzyméw degradujgcych pektynowe sktadniki ro-
Slinnych Scian komdrkowych (1-4, 27,28). We wczesniejszych badaniach koncentro-
wano sie na regulacji ekspresji i roli gtéwnych izoenzymoéw liazy kwasu poligalaktu-
ronowego (PLa, PLb, PLc, PLd i PLe) w patogenezie (11,12,20). Zdolnos¢ do macera-
cji tkanki roslinnej przez mutanty E. chrysanthemi, ktére nie wytwarzaly poszczegol-
nych liaz kwasu poligalakturonowego, badano na wielu roslinach (11,12,19,21) spo-
8rod ktorych tkanka bulw ziemniaka, jak sie okazato, byta szczegélnie przydatna do
tego rodzaju badan (10,13).

Prezentowane w przedstawianej pracy wyniki dotyczg przede wszystkim regula-
cji ekspresiji i roli liaz drugorzedowych: PLi, PLI i PLz w patogenezie. Okreslenie wy-
mienionych izoenzymoéw liazy kwasu poligalakturonowego mianem drugorzedo-
wych, zwigzane jest z ich niskg aktywnos$cig w zawiesinie bakterii rosngcych w po-
zywce syntetycznej (19). Sklonowanie gendéw kodujacych liazy drugorzedowe i wpro-
wadzenie do kodujgcej je sekwencji genu reporterowego iiidA pozwolito na wykaza-
nie roli tych izoenzyméw w rozwoju procesu chorobowego wywolywanego przez
bakterie z rodzaju E. chrysanthemi.

Wczesniejsze badania zdolnosci do maceracji tkanki bulw ziemniaka dotyczyty
mutantéw pozbawionych aktywnosci jednego lub kilku gtéwnych izoenzymow liazy
kwasu poligalakturonowego. Dezaktywacja pojedynczego genu kodujgcego jeden
z gtbwnych izoenzymow (pelA, pelB, pelC, pelD, pelE) nie wptywata znaczaco na zdol-
nos¢ mutanta E. chrysanthemi do maceracji tkanki bulw ziemniaka (12). Szczep
E. chrysanthemi z wycietymi piecioma genami kodujacymi gtéwne izoenzymy, nadal
jest zdolny do maceracji tkanki (19,29). Fakt ten sugerowat istotng role liaz drugo-
rzedowych w procesie maceracji tkanki bulw ziemniaka. W przeprowadzonych ba-
daniach potwierdzono znaczenie liaz PLi i PLIl w patogenezie. Mutanty, z fuzjami
w pojedynczych genach kodujgcych liazy drugorzedowe: pell::uidA, pellr.iddA, wyka-
zywaly znacznie obnizong zdolno$¢ maceracji tkanki bulw ziemniaka w poréwnaniu
do szczepu dzikiego (rys. 1). juz we wczesniejszych badaniach wstepnych wykaza-
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no, ze wytgczenie genu pell, powoduje znaczne obnizenie zdolnosci do wywo-
tywania objawéw chorobowych na sepolii (7). Sprzeczne wyniki uzyskiwano dla
pozostatych gendw; fuzje w genach pell i pelZ nie obnizaly patogenicznosci muta-
ntéw na sepolii natomiast wywotywaty znacznie stabsze objawy chorobowe na cy-
korii (8,9).

Poréwnujac catkowitg aktywnos¢ liazy kwasu poligalakturonowego w zainfeko-
wanej przez szczepy z mutacjg w genach pell, pellL i pelZ tkance bulw ziemniaka wy-
kazano, ze dezaktywacja tych genéw powoduje okoto 70% redukcje aktywnosci PL
w stosunku do szczepu dzikiego. W przypadku szczepOw z mutacjg w genach ko-
dujacych liazy gtéwne obserwowano znacznie mniejsze obnizenie aktywnosci PL
(12). Uzyskane wyniki sklaniaja do wniosku, ze brak aktywnosci drugorzedowych
liaz kwasu poligalakturonowego PLi i PLI wptywa na ekspresje pozostatych izoenzy-
méw, zaréwno giéwnych, jak i drugorzedowych. Drugorzedowe liazy PL uczestnicza
prawdopodobnie w pierwszych etapach degradacji pektyn zawartych w roslinnych
Scianach komoérkowych i uwalniajg z nich induktory pozwalajgce na synteze lub
efektywne dziatanie innych enzyméw pektynolitycznych. Z wczesniejszych prac wy-
nika, ze synteza pektynaz jest indukowana przez obecno$¢ w pozywce produktow
degradacji pektyn lub kwasu poligalakturonowego (14,15,25).

Warunki w jakich dziatajg poszczegolne izoenzymy moga oddziatywac na specy-
ficzne wiasciwosci liaz. Jednym z powodoéw istotnej roli liazy PLi w patogenezie jest
zapewne efektywne dziatanie tego enzymu w Srodowisku zawierajgcym wysokie
stezenie jonéw wapnia (0,6 mM). Liaza PLi moze w efekcie uczestniczy¢ posrednio
w przerywaniu mostkéw wapniowych w fancuchach kwasu poligalakturonowego
czynigc je dostepnymi dla innych liaz (9). Istotna rola liazy PLI w pierwszych etapach
infekcji moze wynika¢ stad, ze izoenzym ten dziata na zmetylowany w wysokim pro-
cencie kwas poligalakturonowy (degraduje PGA zmetylowane w 68%), (7). Natomiast
liazy gtébwne, jak i liazy PLi i PLz, zdecydowanie preferujgjako substrat kwas poliga-
lakturonowy o niskim poziomie metylacji (7,30,31).

Analiza ekspresji poszczegolnych genéw pel w zainfekowanej tkance roslinnej
pozwolita iTa wyr6znienie dwéch grup genéw pel: wykazujacych wysoka (pelE i pell)
i niskg (pelA, pelL i pelZ) ekspresje w zainfekowanej tkance. Poziom ekspresji po-
szczegOlnych gendw pel w tkance bulw ziemniaka nie odpowiada proponowanemu
wczesniej podziatowi na gtéwne pelA, pelB, pelC, pelD i pelE i drugorzedowe (pell, pelL
i pelz) (4,20,28,29).

W pozywce syntetycznej zawierajacej PGA nastepuje indukcja ekspresji wszyst-
kich badanych genow pel, z wyjagtkiem pelA, a wskaznik indukcji wynosi $rednio
okoto 2,5. Poréwnujac ekspresje gendw pel w hodowli bakteryjnej zawierajacej PGA
i zainfekowanej tkance roslinnej wykazano, ze ekspresja wszystkich genow jest wyz-
sza w zainfekowanej tkance (tab. 4). Wspdtczynnik indukcji ekspresji genéw pell
i pelL w inokulowanej tkance bulw ziemniaka osigga wartos¢ 10, natomiast ekspre-
sja genow pelA, pelE i pelZ wzrasta srednio okoto 5-krotnie (tab. 4) w poréwnaniu do
pozywki mineralnej uzupetnionej PGA. W dodatkowych, nie prezentowanych wyni-
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kach wykazano, ze takze dodatek do pozywki mineralnej ekstraktu z bulw ziemnia-
ka powoduje tylko okoto 2,5-krotny wzrostu ekspresji genéw pel.

Natomiast, w przypadku genéw pell i pelL, stwierdzono wysoki poziom indukcji
ekspresji tych genéw w zainfekowanej tkance roslinnej, co jest charakterystyczne
dla gendw liaz kwasu poligalakturonowego indukowanych w wyniku interakcji z ro-
Sling - tzw. plant-inducable pectate lyase gene (29). Mutacje w genach pell i pelL po-
woduja znaczne obnizenie zdolnosci wywotywania procesu maceracji tkanki, co wy-
raznie wskazuje na istotng role tych dwdch izoenzymdéw drugorzedowych w patoge-
nezie mokrej zgnilizny powodowanej przez E. chrysanthemi na bulwach ziemniaka.

W przeprowadzonych badaniach zwrécono uwage na ograniczony efekt dzia-
fania kwasu poligalakturonowego i ekstraktu roslinnego na indukcje ekspresji ge-
now pel, w poréwnaniu do warunkéw istniejacych w zainfekowanej tkance roslinne;.
Prawdopodobnie, czynniki srodowiskowe lub specyficzny sktadnik(i) tkanki roslin-
nej tracony w trakcie ekstrakcji odgrywajg istotng role w procesie indukcji genéw
pel. Na podstawie uzyskanych wynikdw wysunieto wniosek, ze geny pell i pell, kto-
rych indukcja ekspresji jest znacznie wyzsza w zainfekowanej tkance roslinnej niz
w hodowli bakteryjnej, naleza do genéw indukowanych w wyniku interakcji rosli-
na-patogen czyli tzw. plant inducable pectate lyases.
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