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1.Wstep

w Ssrodowisku naturalnym bakterie z rodzaju Erwinia wystepuja jako sa-
profity glebowe lub patogeny wielu gatunkow roslin uzytkowych. Bakterie te
nalezg do rodziny Enterobacteriacae i sg urzesionymi anaerobami fakulta-
tywnymi nie formujgcymi spor. W obrebie bakterii z rodzaju Erwinia wyr6z-
nia sie gatunki wywotujgce degradacje sktadnikéw roslinnych scian komor-
kowych i powodujgce objawy mokrej zgnilizny oraz gatunki niezdolne do
maceracji tkanki roslinnej. Na podstawie wilasciwosci biochemicznych i ro-
dzaju wywotywanych objawéw chorobowych bakterie z rodzaju Erwinia po-
dzielono na trzy grupy; Amylovora, Herbicola i Carotovora (1).

Erwinia amylovora i inne gatunki nalezgce do grupy Amylovora (E. solids,
E. mallotivora, E. querdna, E. rubrifadens) sa malo aktywne metabolicznie
i wymagajg organicznego azotu do wzrostu. Wiekszos¢ to patogeny wywotu-
jace nekrozy i wiedniecia tkanek. Waznym gospodarczo gatunkiem nalezacym
do tej grupy jest Erwinia amylovora. Bakteria ta wytwarza toksyne — amy-
loworyne, bedaca zewnatrzkomdérkowym polisacharydem (EPS), ktéra powo-
duje wiedniecie lisci i todyg oraz rozlegte nekrozy i zgorzele. E. amylovora
wywotuje chorobe drzew owocowych zwang zarazg ogniowa (62). W Polsce
E. amylovora podlega obowigzkowemu zwalczaniu.

Grupa Herbicola obejmuje trzy gatunki bakterii: E. herbicola, E. stewartii
i E. uredovora. Wystepuja one jako saprofity na organach roslinnych bedac
istotnym elementem tworzgacym fylosfere {phylosphere). Niektére bakterie z tej
grupy sa patogenami roslin zasiedlajacymi glebe, wode, powietrze oraz tkanki



Regulacja ekspresji genéw warunkujacych biosynteze enzyméw pektynolitycznych 105

zwierzece i ludzkie. Szczepy E. herbicola mogg wystepowa¢ we wszystkich
wymienionych Srodowiskach, jednakze izolowane ze zrédet klinicznych kla-
syfikowane sg jako Enterobacter agglomerans (62). E. stewartii jest patoge-
nem kukurydzy i kilku gatunkéw jej pokrewnych, powoduje wiedniecie
i Smier¢ rosliny (62).

Ostatnia, najwazniejsza grupa — Carotovora — obejmuje gatunki i pod-
gatunki bakterii wykazujagcych zdolnos¢ degradacji roslinnych scian komor-
kowych, ktoéra jest zwigzana z wytwarzaniem licznych enzymow degraduja-
cych pektyny i celuloze. Grupa bakterii pektynolitycznych obejmuje gatunki
E. carotovora, E. chrysanthemi, E. cypripedii i E. rhapontict

Dwa pierwsze E. carotovora [Ec) i E. chrysanthemi (Ech) maja istotne zna-
czenie gospodarcze poniewaz powoduja powazne straty plondw roslin uzyt-
kowych takich jak: ziemniak, marchew, burak cukrowy, ogoérek ezy pomidor,
a takze roslin ozdobnych: sepolia, gozdzik, filodendron, difenbachia, chry-
zantema (2). Bakterie z gatunku E. carotovora wywotuja objawy chorobowe
w ezasie wegetacji rostin (czarna nézka, wiedniecie roslin i gnicie nadzie-
mnych i podziemnych czes$ci roslin), jak i w czasie przechowywania zbioréw
(mokra zgnilizna bulw i korzeni) (2,3). W gatunku E. carotovora wyrdéznia
sie pie¢ podgatunkéw: E. carotovora subsp. carotovora (Ecc), E. carotovora
subsp. atroseptica (Eca), E. carotovora subsp. betavasculorum (Ecb), E. caro-
tovora subsp. odorifera (Eco), E. carotovora subsp. wasabiae (Ecw) (4).

Bakterie z gatunku E. chrysanthemi na roslinach ziemniaka powodujg
odbarwienia i zo6tkniecie tisci, gnicie lodyg, kartowacenie i wiedniecie rostin
w polu (5). W klimacie umiarkowanym Ech moze wywolywa¢ objawy czarnej
nézki identyczne z symptomami powodowanymi przez Eca (6).

2. Rozwéj procesu chorobowego w roslinie

Zaréwno bakterie z gatunku E. carotovora, jak i E. chrysanthemi moga
infekowac¢ szerokie spektrum gatunkéw roslin, a wystgpienie objawdéw cho-
robowych zalezy od patogenicznosci szczepu, odpornosci infekowanej rosliny,
a takze od specyficznych interakcji miedzy rosling a patogenem. Istotng role
w rozwoju procesu chorobowego odgrywajg takie czynniki srodowiskowe jak:
temperatura, wilgotnos¢ powietrza, deficyt tlenowy oraz poziom presji infe-
kcyjnej. Bakterie wnikajg do tkanek poprzez uszkodzenia mechaniczne lub
naturalne otwory anatomiezne (przetchlinki i aparaty szparkowe). W prze-
stworach komdérkowych gospodarza nastepuje mnozenie sie bakterii i wy-
twarzanie przez nie enzymow degradujgcych pektynowe i celulozowe skiad-
niki Scian komdérkowych (3,7). Uszkodzone $Sciany nie sga w stanie chronié
struktury bton komoérkowych, stad zwykle dochodzi do ich uszkodzenia i za-
chwiania kompartmentacji komoérkowej. Nastepuje woéwezas wyciek tresci ko-
morkowej do przestworéw miedzykomoérkowych, a kolejne pokolenia bakterii
majga bogate zrédlo substancji odzywczych. Nastepuje zatem dalsze rozmna-
zanie bakterii i powiekszanie sie obszaru tkanki ulegajacej infekciji.
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3.Czynniki warunkujqce patogenicznos¢ bakterii z rodzaju Erwinia

Zdolnos¢ do wywolywania procesu infekcyjnego zwigzana jest przede wszy-
stkim z wytwarzaniem lieznych zewnatrzkomoérkowych enzymoéw degradujg-
cyeh skiadniki scian komoérkowych (8,9,10). Enzymy te dzielone sga zwykle
na dwie grupy: pierwsza obejmuje enzymy degradujgce pektynowe skiadniki
Seiany komorkowej, do ktorych zaliczane sg metyloesterazy pektyn, acety-
loesterazy pektyn, liazy pektyn, liazy kwasu poligalakturonowego, poligala-
kturonazy (10,11), do drugiej naleza celulazy, hemieelulazy i proteinazy (12).
Ponadto pewng role w patogenezie odgrywajg istotne w degradacji bton ko-
morkowych fosfolipazy i proteazy (8,11).

W procesie infekcji bardzo wazng role odgrywa mechanizm wzajemnego
rozpoznawania sie patogena i gospodarza. W wyniku tego procesu moze dojsc
do szybkiego rozprzestrzeniania sie infekcji lub tez nastepuje indukeja pro-
cesu nadwrazliwosci i wiaczenie systemu obronnego w tkanee roslinnej (13,14).
Uruchomienie odpowiedzi nadwrazliwosei (HR — hypersesnsitive response)
bezposrednio wigze sie z aktywnoscig bakteryjnych genéw hrp {hypersensitive
response and pathogenicity) i avr (auirulence) oraz roslinnego genu R (resi-
stance) (14,15). Pewna role w tym mechanizmie, jak sie wydaje, odgrywaja
produkowane przez bakterie zewnatrzkomoérkowe polisacharydy (EPS) (16).

Wykazano, ze do zapoczagtkowania procesu chorobowego niezbedny jest
odpowiedni poziom czynnikdw istotnych w patogenezie, co z kolei wigze sie
z liczbg bakterii w miejscu infekcji (2,17,18). Dowiedziono, ze wiele patoge-
néw zaréwno roslinnych, jak i zwierzecych wykazuje tzw. ,sygnalizator za-
geszczenia” [quorum sensing), zwigzany z wytwarzaniem przez bakterie cza-
steczek sygnatowych petnigcych role regulatoréw ekspresji gendéw warunku-
jacych patogenicznos¢ (17-20).

3.1. Enzymy pektynolityczne

Wspomniano juz, ze bakterie z rodzaju Erwinia wytwarzajg szereg zewnatrz-
komorkowych enzymoéw pektynolitycznych. Bardzo istotne, jak sie wydaje,
sg badania nad regulaejg ekspresji gendéw warunkujgcych ich biosynteze
oraz poznanie roli poszczegdlnych enzymdw w procesie patogenezy. W ostat-
niej dekadzie nastgpit znaczacy postep w zastosowaniu metod i technik bio-
logii molekularnej w badaniach genomu bakterii z rodzaju Erwinia (7,9,10,21).
Wielki postep w badaniach nad poznaniem mechanizméw regulujgcych de-
gradacje kwasu poligalakturonowego i pektyn nastgpit bezposrednio po sklo-
nowaniu i zsekwencjonowaniu ealego szeregu gendw kodujgcych synteze en-
zymoéw zdolnych do degradacji ztozonej struktury pektynowych skiadnikéw
Scian komoérkowych (9,10,21).

3.1.1. Liazy kwasu poligalakturonowego (PL; EC4.2.2.2)

WsSréd enzymow pektynolitycznych szczegdllne znaczenie w patogenezie
majg liazy kwasu poligalakturonowego. Ich biosynteza i aktywnos¢ jest nie-
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zbedna w procesie degradacji scian komoérkowych zainfekowanej rosliny
(7,10,21), Liazy kwasu poligalakturonowego rozszczepiaja wewnetrzne wig-
zania glikozydowe w PGA niezmetylowanym lub zmetylowanym w niskim
procencie na drodze (3-eliminacji (22), Wykazuja zmniejszong aktywnos¢ wzgle-
dem PGA o wysokim procencie metylacji lub acetylacji, dlatego tez ich aktyw-
nos¢ jest poprzedzana lub wspomagana dzialaniem metyloesterazy i acety-
loesterazy pektyn, ktdre usuwaja grupy metylowe i acetylowe pektyn uwal-
niajac kwas poligalakturonowy (11,23),

Zaréwno bakterie z gatunku E, chrysanthemi, jak i E, carotovora wytwa-
rzajg kilka r6znych izoenzymoéw liaz kwasu poligalakturonowego kodowanych
przez niezalezne geny pel (7,21), Sklonowane osiem gendw kodujgcych syn-
teze liaz kwasu poligalakturonowego (PelA, PelB, PelC, PelD, PelE, Pell, PellL,
PelZ) produkowanych przez E, chrysanthemi, z ktérych wszystkie sg wydzie-
lane poza komodrke (24-28), Pie¢ pierwszych gendéw dla tzw, gidwnych liaz
kwasu poligalakturonowego, sklonowanych z genomu Ech, oznaczono kolej-
nymi literami alfabetu, przy czym PelA ma najnizszy, a PelE najwyzszy punkt
izoelektryczny (24), Ecc i Eca wytwarzajg trzy lub cztery izoenzymy Pel (PelA.,
PelB, Pelc, PelD) (29-31), przy czym takie same nazwy liaz kwasu poligala-
kturonowego dla gatunkdéw Ech i Ec nie oznaczajg tych samych izoenzymow.
Nazewnictwo izoenzymoéw zostalo przyjete niezaleznie dla wymienionych ga-
tunkdéw przez odrebne zespoly badawcze (24,29,30,32), W przypadku niekt6-
rych szczepéw np, Eca SCR1193 stwierdzono wydzielanie na zewnatrz ko-
morki tylko izoenzymow PelC i PelD, natomiast PelA i PelB pozostaja w prze-
strzeni peryplazmatycznej (30), 1zoenzymy produkowane przez Ecc wykazuja
wieksza aktywnos¢ wzgledem substratu - kwasu poligalakturonowego zme-
tylowanego w okoto 30% (22), Wszystkie liazy wymagajg do swej aktywnosci
obecnosci jonéw Ca™, a synteza gtéwnych liaz kwasu poligalakturonowego
indukowana jest w obecnosci kwasu poligalakturonowego oraz produktéw
jego degradaciji (23,33), Optymalne stezenie jonoéw Ca™” dla pieciu gtdwnych
izoenzymoéw Pel wynosi 0,1 mM, w przypadku PelE aktywnos$¢ pozostaje
wysoka nawet w obecnosci sladowych ilosci jonéw wapnia (23),

W badaniach nad regulacjg i rolg enzyméw i izoenzyméw wykorzystano
trzy podstawowe strategie: 1) uzyskanie mutantdw nie wytwarzajgcych po-
jedynczych enzyméw lub ich grup na drodze delecji, 2) uzyskanie szczepdéw
E, coli z klonowanymi genami warunkujgcymi biosynteze enzymoéw pekty-
nolitycznych Erwinia, 3) skonstruowanie in vitro fuzji poszczegdlnych genéw
odpowiedzialnych za synteze enzymow pektynolitycznych z genami reportero-
wymi (gen lacZ kodujacy [3-galaktozydaze lub gen uidA odpowiedzialny za
synteze p-glukuronidazy) i rekombinacja fuzji do genomu bakterii z rodzaju
Erwinia. Ta ostatnia strategia pozwolita na otrzymanie mutantéw niezdolnych
do sjmtezy jednego lub kilku enzyméw lub izoenzymoéw, co z kolei pozwolito
na dokladniejsze okresSlenie roli poszczegdlnych enzymoéw (33-36),

W badaniach prowadzonych za pomocg elektroforezy dwukierunkowej, ele-
ktroogniskowania oraz specyficznej detekcji aktywnosci liazy kwasu poligala-
kturonowego wykazano, ze mutanty Ech i Ecc pozbawione zdolnosci syntety-
zowania gtéwnych liaz wytwarzaja nowe izoenzymy tego enzymu (37), Zaob-
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serwowano réwniez zdolnosé¢ do wytwarzania nowych izoenzymdéw Pel pod-
czas wzrostu mutantéw bakterii z gatunku Ecc i Ech w pozywce syntetycznej
z réznymi zroditami wegla (pektyny, ekstrakt roslinny, glicerol) oraz podczas
wzrostu bakterii w tkance roslinnej (37,38). I1zoenzymy te ze wzgledu na ich
niskg aktywnos¢ w komodrce bakteryjnej, maskowang przez aktywnosc¢ liaz
gltdwnych, okreslono mianem liaz drugorzedowych lub izoenzyméw induko-
wanych w wyniki interakcji roslina-patogen (plant inducing izoenzymes) (37).

W wyniku bezposredniej delecji genéw pel kodujacych 5 gtéwnych izoen-
zymow Pel z genomu Ech 3937 uzyskano mutanta nie produkujacego pieciu
gtébwnych liaz. Beaulieu i in. (35) wykazali, ze mutant taki zdolny jest do
wywotywania objawéw mokrej zgnilizny, a w zmacerowanej tkance stwier-
dzono aktywnos¢ liazy kwasu poligalakturonowego. W celu identyfikacji ge-
noéw kodujacych drugorzedowe liazy kwasu poligalakturonowego utworzono
biblioteke DNA genomowego Ech 3937. Analiza uzyskanych w W3miku klo-
nowania szczepéw doprowadzita do scharakteryzowania pierwszego genu odpo-
wiedzialnego za synteze liazy drugorzedowej pelL w szczepach Ech 3937 (26)
oraz EC16 (25). Stwierdzono, ze gen pelL kodujacy izoenzym PelL wystepuje
rowniez w innych szczepach Ech, a nie wystepuje w gatunku Eca i Ecc
(25,26,39).

W ostatnich latach sklonowane i scharakteryzowano w genomie Ech dwa
kolejne geny kodujace drugorzedowe liazy kwasu poligalakturonowego; pelzZ
i pell (27,28,40). W przypadku tych genéw stwierdzono obecnos$¢ genow
homologicznych w genomie innych szczepéw Ech, a takze Ecc (27,28).

Shevchik i in. (28) zaproponowali nowy podziat liaz kwasu poligalakturo-
nowego. Na podstawie konserwatywnych sekwencji poszczegdlnych biatek wy-
rozniono 5 klas liaz kwasu poligalakturonowego: 1) klasa | obejmuje super-
rodzine liaz kwasu poligalakturonowego, do ktérej nalezy wiele bialek ba-
kteryjnych i roslinnych, w tym pie¢ gtéwnych PL ze szczepu E. chrysanthemi
(41), 2) klasa Il obejmuje peryplazmatyczne liazy kwasu poligalakturonowego
E. carotouora (30) i KdgC z E. chrysanthemi (42), 3) klasa Ill obejmuje PelB/Pel-3
z E. carotouora, cztery liazy kwasu poligalakturonowego patogenicznego grzy-
ba Nectria haematococca (Fusarium solani f. sp. pisi) (PelA, PelB, PelC, PelD)
oraz Pell z E. chrysanthemi, 4) w klasie IV znajduja sie PelL oraz PelX
z E. chrysanthemi oraz 5) klasa V do ktérej nalezy tylko PelZ (28).

3.1.2. Liaza pektyn (Pnl) (PNL; EC4.2.2.10)

Kolejna grupa enzymoéw uczestniezgeych w degradaeji roslinnej Sciany
komoérkowej to liazy pektyn. Enzymy te zostaly opisane u E. carotouora
i E. chrysanthemi, jednakze tylko w przypadku E. carotouora gen pnl kodu-
jacy liaze pektyn zostat sklonowany i scharakteryzowany (43). Liaza pektyn
dziata na pektyny lub zmetylowany w co najmniej 70% kwas poligalakturo-
nowy, odszezepiajgc reszty galakturonianowe.

Wykazano, ze indukeja genéw warunkujacych synteze tego enzymu re-
gulowana jest in uitro przez promieniowanie UV i mitomyeyne C. Wynika
stad, ze indukcja aktywnosci liazy pektyn jest zwigzana z odpowiedzig SOS
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na czynniki uszkadzajgce DNA (44). Synteza liazy pektyn jest uzalezniona
od funkcjonowania genu recA, natomiast nie stwierdzono, by transkrypcja
genu pnl znajdowata sie pod bezposrednig kontrolg biatka LexA, typowego
represora regulonu SOS (10).

3.1.3. Poligalakturonazy (PG) (EC; 3.2.1.15)

Endopoligatakturonazy zidentyfikowano w szczepach E. carotouora, nato-
miast u E. chrysanthemi stwierdzono obecnos¢ aktywnosci hydrolitycznej
egzopoligatakturonazy (9). Enzymy te hydrolizujg wigzanie a-l,4-glikozydowe
kwasu poligalakturonowego odszczepiajgc nasycone digalakturonidy. Stwier-
dzono, ze geny peh odpowiedzialne za synteze poligalakturonaz znajdujg sie
w genomie E. carotouora w sasiedztwie gendéw pel (45). Gen pehX kodujacy
egzopoligalakturonaze w szczepie Ech EC16 (46) zostal zidentyfikowany row-
niez w szczepie E. chrysanthemi 3937 (21).

3.1.4. Metyloesterazy (Pem) i acetyloesteraza pektyn (Pae)

Prawdopodobnie jednym z pierwszych etapéw degradaciji roslinnych scian
komorkowych jest demetylacja pektyn. Metyloesteraza pektyn usuwa grupy
metylowe z pektyn wytwarzajac metanol i kwas poligalakturonowy, ktory
stanowi substrat dla liaz kwas poligalakturonowego. W genomie Ech 3937
scharakteryzowano dwie metyloesterazy pektyn: PemA i PemB, kodowane
przez geny pemA i pemB (47,48). Gen pemA kodujacy PemA na chromosomie
E. chrysanthemi, potozony jest w poblizu genéw pelA-pelE-pelD. Mutanty po-
zbawione akt}rwnosci PemA wykazujg obnizong wirulencje w stosunku do
szczepu dzikiego, ale w dalszym ciagu sa zdolne do wywolywania miejsco-
wych nekroz na roslinach sepolii (49). Metyloesteraza PemB, ma charakter
lipoproteiny wykazujgacej duza homologie z innymi metyloesterazami bakte-
ryinymi i roslinnymi (48). PemB w odr6znieniu od izoenzymu PemA, jest
zlokalizowana w zewnetrznej btonie komodrkowej i nie jest uwalniana poza
komorke bakteryjng. Z racji swego usytuowania PemB demetyluje oligomery
pektyn, ktérych wielkos¢ pozwala na dyfuzje do przestrzeni peryplazmatycz-
nej komorki (48).

W ostatnich latach zidentyfikowano aktywnos¢ acetyloesterazy pektyn
w szczepie Ech 3937. PaeY jest pierwsza acetyloesterazg pektyn opisang dla
bakterii, natomiast niektére rosliny i grzyby produkujg ten enzym (11). PaeY
kodowana jest przez gen paeY, ktéry zlokalizowany jest na chromosomie Ech
w poblizu gendw pelA-pelE-pelD-pemA. Réwniez w innych szczepach Ech zna-
leziono sekwencje homologiczne do genu paeY, jednak nie stwierdzono obec-
nosci genu homologicznego do paeY w szczepach Ecc i Eca (11). Acetylo-
esteraza i metyloesteraza pektyn wspomagajg pektynolityczne dziatanie liaz
kwasu poligalakturonowego. We wstepnych wynikach wskazuje sie na sy-
nergistyczne dzialanie sagsiadujgcych ze sobag gendéw pelA-pelE-pelD-paeY-
pemA (11).

biotechnologia 2 (45) 99



110 Sylwia Jafra, Ewa tojkowska

3.1.5. Liaza oligogalakturonidéw (Ogl)

W komodrkach E. chrysanthemi zidentyfikowano takze wewngtrzkomorko-
wy enzym — liaze oligogalakturonidéw, degradujgca do cukrow prostych,
niskoczgsteczkowe oligogalakturonidy powstate w wyniku dziatania zewnatrz-
komérkowych enzyméw. (50). Sklonowana gen ogl odpowiedzialny za synteze
tego enzymu w genomie Ech (51) i Ec (52). Mutanty Ech pozbawione aktyw-
nosci liazy oligogalakturonidéw nie rosng na pozywce zawierajgcej kwas poli-
galakturonowy lub digalakturonidy jako jedyne Zzrédito wegla.

3.2. Regulacja syntezy enzymow pektynolitycznych

Regulacja syntezy enzymoéw pektynolitycznych jest zjawiskiem ztozonym
i zalezy od wielu czynnikdéw sSrodowiskowych. U E. chrysanthemi synteza
pektynaz i celulaz zalezy od faizy wzrostu baikterii (21,33,50). Ponadto bio-
synteza liaz kwasu poligalakturonowego jest regulowana przez wiele czynni-
koéw takich jak: obecnos¢ produktéw degradacji pektyn lub ekstraktu z tkan-
ki roslinnej (42,53), cisnienie osmotyczne, represja kataboliczna, dostepnosc¢
tlenu, glodzenie azotowe (33), a takze obecnos¢ jondw zelaza (54).

3.2.1. Wptyw fazy wzrostu bakterii i wieikosci populacji na regulacje
ekspresji genéw

Skonstruowanie fuzji genéw kodujgcych poszczegdélne enzymy pektynoli-
tyczne z genem reporterowym uidA kodujacym P-glukuronidaze pozwolilo na
przesledzenie wpltywu czynnikdw zewnetrznych na regulacje ekspresji po-
szczegolnych izoenzyméw w zawiesinie bakteryjnej (33). Wykazano, ze w p6z-
nej fazie logarytmicznej wzrostu, kiedy gestos¢ populacji bakterii osigaga po-
ziom maksymalny, nastepuje 5-60-krotne zwiekszenie poziomu ekspresji ge-
néw kodujacych liazy kwasu poligalakturonowego, metyloesteraze pektyn i ge-
now out kodujgcych bialka systemu sekrecyjnego, w stosunku do poziomu
we wczesne] fazie logarytmicznej (33).

Ten typ aktywacji regulacji ekspresji genéw podobny jest do aktywacji
zachodzacej za posrednictwem systemu LuxI-LuxR u morskiej bakterii Vibrio
Jischeri i jest on zalezny od fazy wzrostu komoérek bakterii (ang. quorum
sensing mechanizm) (55). Rodzina LuxR obejmuje biatka regulatorowe od-
dziatujgce z niewielkimi, ftatwo dyfundujacymi czagsteczkami sygnatowymi,
zwanymi feromonami — HSL (lakton N-acylo-homoseryny). Poszczegdlne cza-
steczki HSL rdéznig sie tanncuchami cukrowymi przylaczonymi do N-acylowego
konica. U Vibrio Jischeri HSL peini role autoinduktora regulujgcego ekspresje
gendéw lux odpowiedzialnych za bioluminescencje, w sposob zalezny od fazy
wzrostu bakterii.

Do interakcji miedzy HSL i produktem genu IluxR dochodzi po przekro-
czeniu, w wyniku zwiekszenia gestosci populacji bakterii, poziomu progowego
autoinduktora, ktérego synteza zalezy od ekspresji genu luxl. Wytworzony
kompleks indukuje transkrypcje genu luxl i produkcje biatka Luxl (17,18).
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Homologi HSL sg szeroko rozpowszechnione i biorg udziat w kontroli r6z-
nych procesow zyciowych u gatunkéw z rodzaju: Vibrio, Pseudomonas, Agro-
bacterium, Rhizobium, Yersinia oraz Erwinia (56). Wykazano, ze analog HSL
uczestniczy w kontroli syntezy karbapenemu - antybiotyku wytwarzanego
przez E. carotovora (57). Réwniez wytwarzanie zewnatrzkomoérkowych enzy-
mow przez bakterie z gatunku Erwinia carotovora jest indukowane przez
HSL, ktérego synteza znajduje sie pod kontrolg biatka regulatorowego Expl,
homologa Luxl z Vibrio Jischeri (17,18). Przez wigzanie sie HSL do biatka
regulatorowego ExpR (homolog LuxR), HSL moze aktywowac¢ ekspresje za-
rowno genow kodujgacych enzymy zewnatrzkomorkowe jak i gen expL Wynika
stad, ze system ten jest indukowany autogennie. Szczepy Ecc z mutacjg w
genie expl nie produkujg egzoenzyméw, a takze sga niezdolne do maceracji
tkanki roslinnej i namnazania sie w roslinie (31,58). Pironhen i in. (18)
stwierdzili, ze mutacja expl w E. carotovora objawiajaca sie brakiem syntezy
enzymow zewnatrzkomorkowych podlega komplementacji przez luxl. Podob-
nie mutacja Lux' w Vibrio Jischerijest komplementowana przez expl, w efe-
kcie czego zostaje przywrocona zdolnos¢ bioluminescencji. Wynika stad, ze
HSL moze posredniczy¢ w regulacji ekspresji czynnikdw wirulencji, jak i w pro-
dukcji metabolitow wtérnych i odgrywa role nadrzednego globalnego regu-
latora wielu operonéw bakterii (17).

W genomie bakterii Ech 3937 stwierdzono obecno$¢ homologéw gendw
expl i expR (21). W szczepie tym wykazano takze obecnos¢ trzech réznych
feromonéw — pochodnych HSL: OHHL — N-(3-oksyhexanylo)-lakton homo-
serynowy, HHL — iV-(hexanylo)- lakton homoserynowy i DHL — Af-(deka-
nylo) lakton homoserynowy (59). Biatko Expl reguluje produkcje zaréwno
OHHL, jak i HHL, natomiast nie zidentyfikowano genu posredniczacego w re-
gulacji syntezy DHL. Wykazano, ze inaktywacja genu expl nieznacznie obniza
ekspresje gendéw kodujacych dwa z pieciu gtéwnych izoenzyméw liazy kwasu
poligalakturonowego: PelLA i PelB. Natomiast mutacja w genie expR nie ma
wplywu na synteze feromonodw i liaz kwasu poligalakturonowego (59). Oczy-
szczone biatko ExpR z Ech 3937 wigze sie specyficznie do regionéw promo-
torowych 5 gtéwnych izoenzymoéw liazy kwasu poligalakturonowego, a takze
chroni region DNA zlokalizowany powyzej regiondw promotorowych genow
pel przed dziataniem DNazy | w eksperymentach typu footprinting (59). Na-
sser i in. (1998) przypisuja biatku ExpR funkcje akt)Avatora tych gendw,
a takze genu expl. W dalszych badaniach wykazano, ze ExpR dziata jako
autorepresor (60). Region promotorowy genu expR zawiera dwa miejsca pro-
motorowe, do ktérych wigze sie ExpR. Zjawisko autorepresji zwigzane jest
z niska gestoscig populacji komoérek bakteryjnych i zostaje zniesione przy
wysokiej gestosci populacji - wysokie stezenie OHHL powoduje dysocjacje
kompleksu ExpR-eApR DNA (60).

3.2.2. Cisnienie osmotyczne

Cisnienie osmotyczne jest czynnikiem srodowiskowym oddziatlujgcym na
wszystkie zywe organizmy. Wplywa na rozwdj komorki poprzez oddziatywanie
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na wiele proceséw metabolicznych, a takze na ekspresje czynnikéw pato-
genicznosci. Wykazano, ze cisnienie osmotyczne pozywki wplywa na tempo
syntezy liaz kwasu poligalakturonowego u Ech, a jego wzrost hamuje wy-
dzielanie liaz kwasu poligalakturonowego (61). W szczepie Ech 3937 calko-
wita synteza liaz kwasu poligalakturonowego rosnie wraz ze wzrostem cis-
nienia osmotycznego, osigga maksimum przy stezeniu 0,2 M NaCl w pozyw-
ce, po czym wraz z dalszym wzrostem cisnienia osmotycznego spada do
poziomu podstawowego (61). Sytuacja taka jest spowodowana tym, ze w wa-
runkach wysokiego cisnienia osmotycznego nastepuje indukcja transkrypciji
genu pelE. Nie obserwowano wplywu cisnienia na ekspresje gendéw pelA,
pelB, pelC, natomiast ekspresja gendéw pelD i pelL jest nieznacznie hamowana
(33,62).

3.2.3. Temperatura

Temperatura istotnie wplywa na patogenicznos¢ bakterii z rodzaju Erwinia
(62). Produkcja enzymdow pektynolitycznych ulega obnizeniu, jesli tempera-
tura prowadzenia hodowli wzrasta powyzej optymalnej temperatury dla wzro-
stu tych bakterii. Synteza liaz kwasu poligalakturonowego u Ech wzrasta
okoto 7-krotnie, gdy hodowla rosnie w temperaturze 25°C i spada S$rednio
5-krotnie w temperaturze 37°C w stosunku do poziomu syntezy w 30°C (33).
Podobnie w przypadku bakterii z gatunku Eca w temperaturze 27°C synteza
liazy kwasu poligalakturonowego jest 3-6 razy wieksza niz w temperaturze
30,5°C (63).

3.2.4. Warunki beztlenowe

Dostep tlenu wptywa zaréwno na patogenicznosé¢ bakterii, jak i omdwiona,
odpornos¢ roslin na bakterie z rodzaju Erwinia. W warunkach beztlenowych
nastepuje ostabienie wzrostu bakterii, jednakze jako fakultatywne anaeroby
moga rozwija¢ sie i powodowac¢ objawy chorobowe na roslinach (62,63). Przy
ograniczonym dostepie tlenu nastepuje okoto 6-krotna indukcja ekspresji nie-
ktérych gendw pel (33). Warunki beztlenowe stymulujg transkrypcje genéw
pelA, pelD i pelE, natomiast ekspresja genu pelL jest zredukowana (26,33).

Zmiana warunkéw z tlenowych na beztlenowe wymaga uruchomienia
w komorce alternatywnego akceptora elektronéw w tancuchu oddechowym.
Wysunieto hipoteze, ze takim akceptorem moga by¢ azotany (21). Teze taka
potwierdza fakt, ze w innych doswiadczeniach wykazano, iz gtodzenie azo-
towe prowadzi do zahamowania syntezy liaz kwasu poligalakturonowego (33).

3.2.5. Indukcja przez produkty degradacji pektyn

W szczepach Erwinia chrysanthemi synteza metyloesterazy pektyn, liaz
kwasu poligalakturonowego i poligalakturonazy jest indukowana okoto 40-
krotnie w obecnosci PGA (33,64). W indukcji syntezy tych enzymdw biorg
udziat takze produkty rozpadu kwasu poligalakturonowego, szczegélnie gala-
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kturonidy i digalakturonidy (KDG, DKI i DIdl), (65). Wynika z tego, ze pro-
dukty depolimeryzaciji pektyn sg rownoczesnie induktorami syntezy enzymow
pektynolitycznych, a w efekcie proces ten jest typowa reakcjg autoindukcji.

3.2.6. Represja kataboliczna

Produkcja liaz kwasu poligalakturonowego podlega represji katabolicznej
kontrolowanej przez cykliczny AMP podczas wzrostu bakterii w obecnosci
glukozy (33). Indukcja syntezy poszczegodlnych pektynaz uzalezniona jest od
zrodia wegla w pozywce. Wynika stad, ze ekspresja pojedynczych genéw pod-
lega represji katabolicznej (28). Szczep Ech z mutacja w genie crp (catabolite
repression protein) moze wykorzystywac jako zrodio wegla glukoze, traci na-
tomiast zdolno$s¢ wzrostu na pozywce zawierajgcej PGA, galakturonidy, gli-
cerol, mannitol czy galaktoze. Szczep taki wykazuje obnizong produkcje liaz
kwasu poligalakturonowego (21). Mutacja w genie crp powoduje wyrazne ob-
nizenie poziomu ekspresji genu expl (60). W doswiadczeniach in vitro biatko
CRP wiagze sie specyficznie do regionébw promotorowych genéw expl i expR.
Promotory genu expR podlegaja aktywacji przez biatko CRP, natomiast eks-
presja genu expl podlega represji zaleznej od bialka CRP. Zjawisko represji
genu expl zaleznej od CRP moze ttumaczy¢ ograniczenie akumulacji enzymoéw
pektynolitycznych, gdy bakterie znajdujga sie w fazie stacjonarnej (60).

3.2.7. Inne geny uczestniczgce w regulacji

W genomie Ech zidentyfikowano trzy gtéwne biatka regulatorowe: KdgR,
PecS-PecM i PecT uczestniczgce w biosyntezie pektynaz (66-70). Wspolng
cecha wymienionych biatlek regufatorowych jest to, ze mutacje w genach
warunkujgacych ich biosynteze powodujg wzmozong synteze liaz kwasu poli-
galakturonowego w srodowisku nie zawierajacym induktoréw biosyntezy tych
enzymow.

KdgR. Indukcja gendéw kodujacych biatka uczestniczace w pektynolizie
oraz sekrecji izoenzymoéw liaz kwasu poligalakturonowego w obecnosci PGA
i jego pochodnych wskazuje na istnienie skoordynowanej regulacji tych ge-
néw. U Ech wszystkie wewnatrzkomoérkowe etapy degradacji galakturonidéw
pozostaja pod kontrolg represora KdgR kodowanego przez gen kdgR (66,72).
Represor ten reguluje réwniez ekspresje genéw pei z wyjatkiem genu pell,
ktory pozostaje pod kontrolg innego represora PecS (26,51,67). Pod kontrolg
biatka KdgR pozostaje rowniez system gendéw sekrecyjnych out (73).

Poréwnanie sekwencji DNA regiondw regulatorowych genéw kontrolowa-
nych przez biatko KdgR wykazato obecnos¢ konserwatywnych motywow be-
dacych miejscem wigzania represora KdgR, tzw. kaseta KdgR (42,51). Obec-
nos¢ w srodowisku produktu degradacji PGA — KDG (2-keto-3-deoksygluku-
ronidu) hamuje wigzanie sie represora KdgR z regionami regulatorowymi
gendw pel, ktérych transkrypcja podlega kontroli tego biatka (73,74). W ba-
daniach przy uzyciu metody footprinting wykazano, ze miejsca chronione
przez zwiagzanie sie do nich represora KdgR pokrywajg sie tub znajdujg sie
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blisko sekwencji regionéw -35 lub -10 wilasciwych promotorom (74). Stad
mozna wnioskowac¢, ze represor KdgR wspoéizawodniczy z polimeraza RNA
0 dostep do sekwencji promotorowej, a wigzac sie z nia lub w jej sagsiedztwie
zapobiega transkrypcji danego genu (21,74).

PecS-PecM. Kaseta pecS obejmuje dwa geny pecS i pecM, ktérych pro-
dukty uczestniczg w regulacji syntezy liaz kwasu poligalakturonowego, a takze
biosyntezy celulaz i bialek systemu sekrecyjnego oraz niebieskiego barwnika
(68). Mutanty z defektywnymi genami pecS czy pecM wykazujg wyzszy poziom
syntezy pektynaz i celulaz co sugerowato, ze biatka PecS i PecM dziatlajg
podobnie. Wazniejszg role w regulacji przypisuje sie biatku PecS, gdyz mu-
tacja w genie pecS prowadzi do uzyskania wyzszego poziomu syntezy pekty-
naz i celulaz, niz unieczynnienie genu pecM. W badaniach frakcji komaorko-
wych wykazano, ze biatko PecS zlokalizowane jest w cytoplazmie komorki
bakteryjnej, natomiast PecM jest zakotwiczone w wewnetrznej btonie cyto-
plazmatycznej (68). Oczyszczone biatko PecS wigze sie do regionéw reguta-
torowych gendéw pelA, pelE, pellL, ogl, outC, a takze do genu celZ kodujacego
celulaze EGZ (74). Spos6b oddziatywania represora PecS, mozna ttumaczyc¢
podobnie jak w przypadku biatka KdgR. PecS wspoéizawodniczy z polimeraza
RNA o miejsce regulatorowe lub tez przeszkadza w elongacji RNA. PecS dziala
jako represor transkrypcji, natomiast PecM prawdopodobnie uczestniczy
w modyfikowaniu konformaciji biatka PecS zwiekszajac lub zmniejszajgc jego
powinowactwo do DNA, a w efekcie reguluje poziom transkrypcji genéw pel
(21,75).

PecT. Trzecie biatko reguilatorowe PecT, kodowane przez gen pecT, nalezy
do rodziny transkrypcyjnych regulatoréw LysR (70). Rodzina ta obejmuje
biatka dziatajace jako aktywatory transkrypcji wyrézniajace sie statymi, kon-
serwatywnymi domenami (obecnos¢ na N-koncu motywu heliks-skret-heliks
(helix-tum-helix) wigzacego DNA). Biatko PecT posiada motyw heliks-skret-
heliks wigzacy DNA, ale dziata jako represor w kontroli ekspresji niektérych
gendw kodujacych liaz kwasu poligalakturonowego (71). Wj'*kazano, ze mu-
tacja w genie pecT powoduje wzrost ekspresji genéw pelC, pelD, pelE, pelL
1 kdgC, natomiast nie wplywa na synteze pozostatych liaz oraz na wewnatrz-
komoérkowe etapy degradaciji oligogalakturonidow (69). Szczegodlng cecha mu-
tantéw pelT jest S}mteza duzych ilosci egzopolisachaiydéw (EPS) podczas
wzrostu na poditozu minimalnym (69). Egzopolisacharydy, podobnie jak w
przypadku patogenezy Pseudomonas solonacaerum, moga stanowi¢ czynnik
wirulenciji (75).

Mutageneza chemiczna lub wprowadzenie elementdw insercyjnych do ge-
nomu Ech 3937 doprowadzita do wyizolowania wielu mutantéw wykazujg-
cych zréznicowany poziom syntezy liaz kwasu poligalakturonowego w sto-
sunku do szczepu dzikiego. Wiekszos¢ uzyskanych mutacji prowadzi do wzro-
stu syntezy izoenzymoéw, natomiast nieliczne powoduja obnizenie syntezy
liazy kwasu poligalakturonowego. Mozna wysunac hipoteze, ze regulacja po-
zytywna nie jest tak istotna jak kontrola negatywna, jakkolwiek znacznie
tatwiej jest izolowa¢ mutanty defektywne w negatywnej regulacji (mutacje
represora) niz w pozytywnej (zmiana aktywnosci induktora (21)).
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3.3. Wydzielanie pektynaz i celuloz na zewnatrz komorki bakteryjnej

Wiekszos¢ pektynaz i celulciz wytwarzanych przez bakterie z rodzaju Er-
winia wydzielana jest na zewnatrz komarki, co pozwala na degradacje wielko-
czasteczkowych substratow. Sekrecja tych enzymoéw zachodzi w dwdch eta-
pach: pierwszy obejmuje eksport biatlek do przestrzeni peryplazmatycznej,
drugi — ich wydzielenie poza zewnetrzng btone komoérkowg. Ten dwueta-
powy rodzaj wydzielania calego szeregu biatlek bakteryjnych okresla sie mia-
nem ogolnego mechanizmu sekrecyjnego [general secretory pathway, GSP)
(76,77). Wiele biatek wydzielanych przez system GSP stanowi czynniki wi-
rulencji patogenéw roslinnych i zwierzecych (76). Biatka homologiczne do
systemu sekrecji funkcjonujacego w komodrkach Erwinia opisano takze w
komodrkach bakterii patogenicznych z rodzajéw Klebsiella, Xanthomonas, Vi-
brio, Neisseria oraz Pseudomonas. Wystepowanie tego systemu nie jest ogra-
niczone do patogendéw (76).

Pierwszy etap sekrecji polega na eksporcie enzymoéw do przestrzeni peri-
plazmatycznej. W przeprowadzonych badaniach dotyczacych ekspresji ge-
now, kodujacych pektynazy i celulazy, sklonowanych do E. coli oraz wydzie-
lania biatek enzymatycznych poza komoérke bakteryjna wykazano, ze mecha-
nizm sekrecji u bakterii z rodzaju Erwinia jest identyczny ze szlakiem wy-
dzielniczym sec z E. coli (76). Po przemieszczeniu do peiyplazmy, czasteczki
pektynaz sa poddane réznorakim zmianom konformaciji i wydzielane sg na
zewnatrz komorki. Stwierdzono, ze utworzenie wigzan dwusiarczkowych
w strukturze celulazy CelZ z Ech znajdujgcej sie w peryplazmie, jest nie-
zbedne do wydzielenia tego bialka poza komoérke bakteryjnag (78). Rola mo-
stkéw dwusiarczkowych w opisanym mechanizmie sekrecji zostata wykazana
takze w przypadku liaz kwasu poligalakturonowego (79). Ponadto opisano
geny z Ech [dsbA i dsbQ kodujace enzymy o aktywnosci izomerazy dwu-
siarczkowej uczestniczgace zaréwno w tworzeniu wigzan dwusiarczkowych jak
i faldowaniu biatka w peryplazmie (79). Mutacje w genach dsbA i dsbC unie-
mozliwiaja wydzielanie gtéwnych liaz kwasu poligalakturonowego na zew-
natrz komorki bakteryjnej, a co za tym idzie, obnizajg patogenicznos¢ ba-
kterii (80).

W drugim etapie wydzielania, enzymy transportowane sa przez zewnetrz-
ng btone do srodowiska. Wyizolowano szereg mutantéw réznych patogenéw
E. chrysanthemi, E. carotovora, X. campestris niezdolnych do tego etapu se-
krecji (77,81). W takich mutantach nastepuje nagromadzenie pektynaz i ce-
lulaz, w przestrzeni periplazmatycznej. Ze wzgledu na to, ze egzoenzymy nie
wydostajg sie poza komorke bakteryjng mutanty te okreslono mianem mu-
tantéw Ouf. W przypadku szczepéw Out' obserwuje sie znacznie obnizonag
patogenicznosc¢ (82).

System Out u bakterii z gatunku Ech obejmuje przynajmniej 15 genow
zgrupowanych w 5 jednostek transkrypcyjnych: outS, outB, oulT, ouiCDEFGHIJKLM
i outO. Natomiast u bakterii z gatunku Ecc system ten obejmuje 13 gendw
out W genomie Ecc nie stwierdzono obecnosci odpowiednikéw genéw outB,
outS, outT, natomiast wystepuje gen outN nieobecny u Ech (77). Na podstawie
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analizy sekwencji aminokwasowej bialek Out wykazano, ze sag one homolo-
giczne do biatek tworzacych systemy sekrecyjne bakterii patogennych z ro-
dzajow Pseudomonas, Xanthomonas, Aeromonas i Vibrio (81). Wiekszos¢ bia-
ek Out Ech i Ecc zwigzanych z wewnetrzng blong komodrkowa uczestniczy
prawdopodobnie w procesach faldowania wydzietanych biatek jako biatka
pomocnicze {chaperones proteins) lub w tworzeniu struktur systemu wydziel-
niczego. Dotychczas nie okreslono doktadnej roli poszczegélnych biatek Out
w sekrecji enzyméw na zewnatrz komaorki (77).

3.4. Ekspresja genéw pektynaz w tkance roslinnej

W badaniach nad rolg poszczegdlnych pektynaz w maceracji tkanki ro-
Slinnej wykorzystano dwie grupy mutantéw Erwinia: szczepy z delecjg od-
powiedniego (-nich) genu (-6w) oraz mutanty zawierajgce fuzje gendw odpo-
wiedzialnych za synteze pektynaz (geny pel i pemA) z genem reporterowym
uidA (GUS). Pierwsze badania nad rolg poszczegodlnych izoenzyméw Pel i PemA
w patogenezie bakterii na roslinach sepolii prowadzono z uzyciem mutantow
Erwinia chrysanthemi wykazujacych brak pojedynczych izoenzyméw Pel
(34,35,49). Stwierdzono, ze wyciecie grupy genow pelA, pelD, pelE i pemA
znaczaco obniza patogenicznos¢ E. chrysanthemi (34). Wykazano takze, ze
rola poszczegdlnych enzymoéw w patogenezie zalezy od gatunku zainfekowa-
nej rosliny (35).

Skonstruowanie transkrypcyjnych fuzji peUmidA pozwolito na przesledze-
nie ekspresji genéw pel w inokulowanej tkance roslinnej (33,36,83-85). Gen
reporterowy uidA kodujacy (3-glukuronidaze nie wystepuje w tkance roslin-
nej, dlatego moze by¢ zastosowany w badaniach ekspresji genow bakteryj-
nych in planta. W badaniach tych wykazano, ze ekspresja genu pelA podlega
znacznej indukcji w tkance bulw w poréwnaniu z tkanka todyg czy lisci.
W przypadku tych ostatnich obserwowano natomiast znaczng indukcje pelE
i pemA. (36). Wyniki te wskazujg na specyficznos¢ poszczegdlnych enzymow
pektynolitycznych wzgledem infekowanej tkanki roslinnej (36,83,84).
W ostatnim czasie wykazano znaczaca role najpdzniej sklonowanych izoen-
zymow Pell i PelL we wczesnych etapach infekcji Ech na bulwach ziemniaka
(85,86).

4. Podsumowanie

w ostatnich latach nastgpit znaczny postep w zakresie poznania mecha-
nizmow patogenezy bakterii z rodzaju Erwinia. Z przedstawionego przegladu
literaturowego wynika wyjatkowo zilozony system regulacji ekspresji genow
warunkujacych biosynteze enzymow pekt}niolitycznych. Zastosowanie nowych
technik biologii molekularnej i inzynierii genetycznej pozwolito na scharakte-
ryzowanie szeregu regulatorow uczestniczacych w procesach indukcji lub
hamowania ekspresji gendw istotnych w patogenezie bakterii z rodzaju Er-
winia. Opisany system regulacji ekspresji genéw pozwala na niezalezng akty-
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wacje czynnikdw wirulencji przez rézne uwarunkowania srodowiskowe i ezg-
steczki sygnatowe. Poniewaz wiekszos¢ przedstawionyeh wnioskéw wyeiggnie-
to na podstawie badan modelowych prowadzonych w warunkach wzrostu
bakterii na pozywee syntetycznej, a nie w tkanee roslinnej doktadne poznanie
i zrozumienie roli poszczegdélnych genéw w patogenezie wymaga dalszych
badan.

Praca finansowana z projektu KBN 0400/P04/96/10.
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Characteristcs and regulation of the expression of genes coding Erwinia
pectinases and its significance for soft rot disease

Summary

The enterobacterium Envinia causes soft rot disease in various plants. Erwinia pathogenicity

results from the secretion of pectinolytic and cellulolytic enzymes responsible for the deterioration
of the plant cell wall. It produces pectin methylesterases, several pectate lyases, polygalacturo-
nase, pectin lyase, cellulases and hemicellulase. Regulation of pectinases genes requires several
regulatory systems. Deletion of the major pectate lyase genes from Erwinia genome failed to
totally eliminate tissue maceration. Structural genes for secondary pectate lyase were cloned
and sequenced. The important role of the secondary pelL gene in the development of infection
was demonstrated.
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