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Bakterie pektynolityczne z rodzajow Pectobacterium i Dickeya, wywotujace choroby zwane
czarng nozka i mokra zgnilizng, powoduja znaczne straty w plonach ziemniaka i sa przyczyna
powaznych strat ekonomicznych w produkcji ziemniaka. W Polsce i w Europie do roku 2000
glownymi sprawcami mokrej zgnilizny i czarnej ndzki ziemniaka byty bakterie nalezace do gatunkow:
Pectobacterium atrosepticum i Pectobacterium carotovorum, infekujace rosliny w klimacie
umiarkowanym. W duzo mniejszym zakresie przyczyna wymienionych chordéb byly szczepy z
gatunku Dickeya dianthicola. Od roku 2005 w wielu krajach europejskich z roslin ziemniaka z
symptomami czarnej nozki byly izolowane bakterie zaklasyfikowane do nowego gatunku
Dickeya solani. Szczepy D. solani sg bardziej agresywne niz szczepy z gatunku D. dianthicola i
P. atrosepticum. Wyniki badan doswiadczalnych pokazuja, ze zmiany klimatyczne takie jak
podwyzszenie $redniej temperatury wiosng i latem, moga sprzyjac tatwiejszemu rozprzestrzenianiu si¢
cieptolubnych bakterii D. solani. W przypadku bakteryjnych patogenéw roslin temperatura moze
dziata¢ jako sygnat aktywacji ekspresji genéw warunkujacych biosynteze zwigzkéw warunkujacych
kolonizacje tkanek roslinnych i rozprzestrzenianie si¢ infekcji. Pomimo tego, ze termoregulacja
odgrywa istotng role w kontroli procesow metabolicznych wigkszosci gatunkéw bakterii, bardzo
niewiele jest wiadomo o termoregulacji ekspresji genoéw warunkujacych wirulencje bakterii
pektynolitycznych.

Celem niniejszej rozprawy byla identyfikacja i charakterystyka gendéw specyficznie
indukowanych w komorkach bakterii D. solani IFB0099 i P. atrosepticum SCRI1043 w niskich
(18 °C) i wysokich (28 °C — P. atrosepticum/37 °C — D. solani) temperaturach. Do badan zostat
wykorzystany system reporterowy z transpozonem mini-Tn5 i pozbawionym promotora genem
reporterowym QusA (mini-Tn5gusA). W wyniku przypadkowej mutagenezy transpozonowej
otrzymano 8000 mutantow transpozonowych bakterii D.solani IFB0099 i 5775 mutantow
transpozonowych bakterii P. atrosepticum SCRI1043. W ramach przeprowadzonych badan
opracowano i zoptymalizowano system selekcji temperaturo-zaleznych mutantéw transpozonowych
bakterii D.solani i P.atrosepticum. Wszystkie otrzymane mutanty D.solani IFB0099 i
P. atrosepticum SCRI1043 zostaly poddane trojetapowej selekcji majacej na celu wykazanie czy
ekspresja genow ,,wylaczonych” przez wprowadzenie transpozonu mini-Tn5gusA, jest zalezna od

temperatury. Analiza aktywnos$ci B-glukuronidazy (GUS) w komoérkach mutantéw transpozonowych
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rosnagcych na statym podlozu agarowym z substratem X-gluc, oraz spektrofotometryczna i
fluorymetryczna analiza aktywnosci P-glukuronidazy w pozywkach plynnych pozwolity na
wyréznienie 46 mutantow bakterii z gatunku D. solani i 40 mutantéw bakterii z gatunku
P. atrosepticum, ktore wykazywaty ekspresj¢ GUS zalezng od temperatury. Siedem mutantéw
D.solani i 20 mutantow P. atrosepticum wykazato zwickszong aktywno$¢ GUS w niskiej
temperaturze — 18 °C, natomiast 20 mutantéw P. atrosepticum i 39 mutantow D. solani wykazato
zwigkszong aktywno$¢ GUS w wysokiej temperaturze wzrostu — odpowiednio 28 i 37 °C.

Nastepnie zostato przeprowadzono sekwencjonowanie i identyfikacja wyselekcjonowanych
regionoéw flankujacych transpozon mini-Tn5gusA w genomach mutantéw transpozonowych D. solani i
P. atrosepticum. Na podstawie analizy sekwencyjnej ustalono, ze zmutowane przez obecno$é
transpozonu geny koduja biatka metabolizmu podstawowego, transportery, biatka regulatorowe,
czynniki wirulencji, oraz hipotetyczne biatka. W celu scharakteryzowania fenotypow mutantow
D. solani i P. atrosepticum, w komorkach ktérych ekspresja GUS jest zalezna od temperatury,
wykonano testy pozwalajace na oszacowanie takich cech jak: ruchliwo$¢, produkcja auksyn i
sideroforow, aktywno$¢ celulaz, fosfolipaz, enzymoéw pektynolitycznych, wytwarzanie biofilmu oraz
indukcja reakcji nadwrazliwosci na liSciach tytoniu. Zbadano takze zdolno$¢ mutantéw D. solani i
P. atrosepticum do maceracji tkanek bulw ziemniaka i liSci cykorii w warunkach laboratoryjnych.
Osiem mutantéw D. solani IFB0099 i pi¢¢ mutantow P. atrosepticum SCRI1043 wykazato znaczace
roznice fenotypowe w poréwnaniu ze szczepami typu dzikiego, w tym zmniejszong zdolno$¢ do
maceracji tkanek bulw ziemniaka i liSci cykorii oraz tworzenia biofilmu.

Przeprowadzone badania pozwolily na opracowanie systemu selekcji pozwalajacego na
identyfikacje mutantéw D. solani i P. atrosepticum, w ktorych ekspresja genow jest indukowana
wysoka lub niskg temperaturg. Stwierdzono, iz zidentyfikowane w ramach niniejszej rozprawy geny
bakterii pektynolitycznych warunkuja biosynteze biatek, ktére moga przyczyni¢ si¢ do
efektywniejszego infekowania ro$lin i wywolywania objawdéw chorobowych w zroéznicowanych

temperaturowo warunkach srodowiska.



