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Wprowadzenie

Bakteria Erwinia amylovora jest patogenem ponad 130 gatunkéw roélin, zaliczanych
do 40 rodzajow, gtéwnie z rodziny Rosaceae (Van der Zwet and Keil 1979). W Polsce, poza
gruszg (Pyrus), jablonig (Malus) i pigwa (Cydonia) chorobe stwierdzono dotychczas na glogu
(Crataegus), jarzabie (Sorbus), irdze (Cotoneaster), swidosliwie (Amelanchier) oraz ogniku
(Pyracantha). Objawy zarazy ogniowej moga by¢ obserwowane na wszystkich nadziemnych
organach ro$lin. Najwazniejsze z nich to: wiedniecie i zamieranie kwiatow, pedow, lisci i
owocow, nekrozy i zgorzele galezi i pnia, ktore moga doprowadzi¢ do zamierania catego
drzewa. W okresie wegetacji, szczegOlnie w temperaturze powyzej 20°C i wysokiej
wilgotnosci otoczenia, porazonym czesciom roslin moze towarzyszy¢ wyciek bakteryjny. W
takich warunkach rozwdj choroby nastepuje bardzo szybko.

Generalnie uwaza sig, ze E. amylovora jest gatunkiem jednorodnym i nie wykazuje

specjalizacji patogenicznej co oznacza, ze potencjalnie kazdy z izolatdw tego patogena jest w



stanie zakazi¢ kazda z dotychczas poznanych roslin-gospodarzy. Ostatnie doniesienia z
zakresu genomiki poréwnawczej potwierdzity, ze DNA chromosomalne tego patogena sa
wysoce konserwowane, a sekwencje biatek zlokalizowanych na chromosomie genéw
wykazuja ponad 99% podobienstwa sekwencji aminokwasowych. Jak wigkszo$é gatunkéw
bakteryjnych, E amylovora oprécz DNA chromosomalnego posiada réwniez plazmidy, czyli
pozachromosomalne elementy DNA majace zdolno$¢ do autonomicznej replikacji. Natywny
plazmid pEA29 wystepuje, z niewielkimi wyjatkami, powszechnie u szczepéw tego gatunku.
Rozmiar tego plazmidu waha sie od 27.6 do 34.9 kpz a najwiesze réznice w jego wielkosci
obserwowane sg u szczep6éw infekujacych rosliny z rodzaju Rubus. Zréznicowanie pagenomu

E. amylovora jest zwigzane gtdwnie z posiadaniem lub brakiem réznych plazmidow.

Intensywne badania nad genomem E. amylovora wykazaly obecnosé réznych innych
plazmidéw w r6znych szczepach tego gatunku. Jak dotad opisano ok 30 réznych plazmidéw u

E. amylovora o wielkosci od 1.7 kpz (pEA1.7) do 78 kpz (pEAT7S).
Cel badan

1. Analiza DNA plazmidowego u szczepow E. amylovora pochodzacych z réznych
rejondéw geograficznych.
2. Okreslenie sekwencji i adnotacja genéw nowo odkrytych plazmidow.

3. Analiza wplywu nowych plazmidéw na wiasciwosci patogeniczne E. amylovora.

Badania wlasne

DNA plazmidowy byt izolowany z 162 szczepéw E. amylovora pochodzacych z Polski i
160 z innych rejonéw geograficznych. Izolowane plazmidy byly elektroforetycznie
rozdzielane w zelu agarozowym, wybarwiane w roztworze bromku etydyny i obserwowane w
swietle UV w celu okreslenia ich rozmiaru. Wyizolowane plazmidy byly poddawane cieciu
enzymem restrykcyjnym BamHI a produkty cigcia byly oceniane elektroforetycznie. DNA
plazmidowy izolatéw, ktéry po trawieniu enzymem BamHI posiadat tylko jeden produkt
cigcia o wielkoscei ok 30 kpz charakterystyczny dla plazmidu pEA29, byt dodatkowo ciety
enzymem HindlIl, w celu potwierdzenia obecnosci innych plazmidéw lub stwierdzenia réznic
w sekwencji plazmidu pEA29. Na podstawie tych analiz, stwierdzono, ze plazmidy w
szczepach 692, 650a, 651a, 652a i 635a posiadaja nietypowe profile restrykeyjne, z tym, ze u
szczepow 650a, 651a i 652a s one identyczne. Aby stwierdzi¢, czy plazmidy o nietypowych



wzorach restrykcyjnych sa juz poznane, kilka wybranych fragmentoéw restrykcyjnych zostato
sklonowanych 1 zsekwencjonowanych. Na podstawie  poréwnania z sekwencjami
zdeponowanymi w bazie GenBank stwierdzono, ze fragmenty wszystkich trzech plazmidow
nie majg lub maja niewielka homologie do sekwencji zdeponowanych w GanBank, a co za
tym idzie sg to fragmenty nowych, dotad nieopisanych plazmidow E. amylovora.

DNA plazmidowy szczepodw 692, 651a 1 635a byt sekwencjonowany przy uzyciu techniki
NGS (ang. Next Generation Sequencing) przez firme Genomed S.A. (Warszawa), a uzyskane
odczyty byly skladane w catkowitg sekwencje plazmidu przy uzyciu programu CLC Genomic
Workbench. Nastepnie, z zastosowaniem roznych programéw komputerowych, okreslano
rodzaj gendéw i ich polozenie na uzyskanych sekwencjach plazmidéw. W wyniku tego
stwierdzono, ze:

1/ szczep 692 zawiera nowy plazmid, ktory zostal nazwany pEA68 i ktorego wielko$é
wynosi 68 761 pz, a zlokalizowanych jest na nim 79 otwartych ramek odczytu (ang. ORF);

11/ szczep 651a zawiera nowy plazmid — pEA27, o wielkosci 29 462 pz zawierajacy 38
otwartych ramek odczytu;

111/ szczep 635a zawiera nowy plazmid — pEA30, o wielkosci 29585 pz i
zlokalizowanych 35 otwartych ramkach odczytu.

Analiza 491 szczepow E. amylovora pochodzacych z 17 krajow w tym 13 europejskich,
pod katem wystgpowania nowo odkrytych plazmidow wykazata, obecno$¢ plazmidu pEA68
dodatkowo w dwoch szczepach pochodzacych z Belgii, natomiast plazmidy pEA30 i pEA27
nie byly wykryte w zadnym z innych szczepéw oprocz tych, w ktorych oryginalnie je
odnaleziono. Dodatkowo na podstawie poréwnawczych analiz sekwencji, stwierdzono, ze
plazmid pEA68 wykazal podobienstwo do dwoch wezesniej opisanych plazmidow: pEA72 z
USA 1 pEA78 z Meksyku. Analiza wykazala, ze tworzg one nowa rodzing plazmidéw
opisang jako ,rodzina pEA68”. Plazmid pEA68 jest podstawg tej rodziny, poniewaz jest
najmniejszy i zawiera najwigcej genow wystepujacych takze w pozostatych plazmidach tej

rodziny.

Analiza stabilnosci plazmidéw pEA68, pEA30 i pEA27 w ich macierzystych komorkach
szczepOw E. amylovora wykazata, ze sa bardzo stabilne i nie s3 eliminowane z komorki

nawet po 20 dniach pasazowania w pozywce ptynne;.

W celu analizy wptywu nowych plazmidéw na synteze amyloworanu (egzopolisacharydu

kluczowego dla patogenicznosci E. amylovora) i na wirulencje szczepow, plazmidy byty



usuwane z macierzystych komoérek wykorzystujagc ceche niezgodnosci plazmidow. W tym
celu, za pomoca analiz bioinformatycznych, zlokalizowano sekwencje ori (ang. replication
origin) na kazdym z badanych plazmidéw, zaprojektowano startery tak aby amplifikowaé
rejon ori kazdego z plazmidoéw i zamplifikowane fragmenty klonowano do wektora pGEM-T
niosgcego gen odpornosci ma ampicyling. Tak uzyskane konstrukty pGEM-T::ori byly
transformowane do chemicznie kompetentnych komérek bakteryjnych macierzystych
szczepOw L. amylovora, a nastgpnie pasazowane kilkukrotnie na podtozu z ampicyling w celu
usuni¢cia badanych plazmidéw. Po usunieciu badanych plazmidow z komoérek bakteryjnych,
pasazowano szczepy na podlozu bez antybiotyku tak aby usungé konstrukty pGEM-T::ori z
komorek. Tak przygotowane szczepy jak i szczepy dzikie posiadajgce nowe plazmidy byly
testowane pod katem wirulencji na jednorocznych pedach drzewek jabtoni odm. Idared w
warunkach szklarniowych, a poziom syntezy amyloworanu byt analizowany przy
zastosowaniu metody z chlorkiem cetylopirydyniowym. Tylko w wypadku szczepu 635a
wykazano istotne statystycznie obnizenie wirulencji bakterii po usunieciu plazmidu pEA30 z
komorek, w przypadkach pozostatych plazmidéw nie obserwowano zadnego wpltywu. Nie

obserwowano rowniez wptywu obecnosci plazmidéw na synteze amyloworanu.

Whioski

1. Analiza DNA plazmidowego u szczepéw E. amylovora z rtéznych rejonéow
geograficznych $wiata pozwolita na odkrycie trzech nowych plazmidéw: pEA6S, pEA27
1 pEA30.

2. Analiza porownawcza sekwencji nowego plazmidu pEA68 i dwoch wezesniej wykrytych
plazmidéw pEA72 i pEA78 pozwolila na opisanie nowej rodziny plazmidéw nazwanej

,Todzing pEA68”.

(8]

Plazmid pEA68 nie ma wplywu na wirulencje ani synteze amyloworanu przez bakterie
E. amylovora, a analizy bioinformatyczne wykazaly, ze dwoch pozostatych czionkéow
»fodziny pEA68” réowniez nie powinno mie¢ wplywu na wlasciwosci patogeniczne
bakterii.

4. Nowe plazmidy wykazujg duzg stabilno$¢ w ich macierzystych komérkach szczepow E.
amylovora.

5. Sposrod plazmidow pEA27 i pEA30, tylko ten drugi wykazywat pozytywny wplyw na

wirulencj¢ bakterii, natomiast Zzaden z nich nie wykazywat wplywu na synteze

amyloworanu.



10.

Nowe plazmidy nie sg szeroko rozpowszechnione wéréd szczepéw E. amylovora:pEA68
znaleziono tylko w jednym szczepie z Polski i dwoch wyizolowanych w Belgii. Plazmidy
pEA27 1 pEA30 byly znalezione tylko w szczepach izolowanych w Polsce — pEA27 w 3
szczepach a pEA30 w jednym.

Chociaz pEA68 nie zostal wykryty w wielu szczepach, razem z pEA72 z USA i pEA78 z
Meksyku, cztonkowie nowej ,,rodziny pEA68” wystepuja na dwoch kontynentach.

Dalsze intensywne poszukiwania moga doprowadzi¢ do odkrycia nowych plazmidéw E.
amylovora.

Wszystkie trzy nowe plazmidy zostaly znalezione w szczepach E. amylovora
wyizolowanych z chorych rosli pochodzacych z importu — wskazuje to na mozliwo$é
zawleczenia ich z zagranicy.

Powigzanie informacji o réznych szczepach bakterii, plazmidach i podobiefistwie miedzy
nimi moze by¢ skutecznym sposobem pozyskania informacji na temat przeplywu

plazmidow, ich etiologii 1 zasiegu geograficznego.
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