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Pectobacterium betavasculorum - wystepowanie

e Ameryka Pétnocna i Srodkowa e burak cukrowy
e Afryka e ziemniak

e Azja e stonecznik

e Europa e karczoch

Brak metod wykrywania i identyfikacji P. betavasculorum zaniza
dane o wystepowaniu tego patogenu i umniejsza jego znaczenie.



Poznanie biologii Pectobacterium betavasculorum
z wykorzystaniem metod omicznych

e Borowska-Besztaiin. 2024 Front. Plant Sci., doi.org/10.3389/fpls.2024.1352318

“Comparative genomics, pangenomics, and phenomic studies of Pectobacterium
betavasculorum strains isolated from sugar beet, potato, sunflower,
and artichoke: insights into pathogenicity, virulence determinants,
and adaptation to the host plant”

e Smoktunowicz. iin. 2024 Front. Microbiol., doi.org/10.3389/fmicb.2024.1323765

“Untargeted metabolomics coupled with genomics in the study of sucrose and
xylose metabolism in Pectobacterium betavasculorum?”


https://doi.org/10.3389/fmicb.2024.1323765
https://doi.org/10.3389/fmicb.2024.1323765

Szczepy Pectobacterium betavasculorum
sg zréznicowane fenotypowo
i odmienne od pozostatych gatunkéow

P.parmentieri SCC3193 -
P. peruviense IFB5232T - -
P. aroidearum LMG2417T - l
P. polonicum DPMP315T -
P. punjabense SS95T -
P. atrosepticum ICMP1526T -
P.wasabiae CFBP3304T

P. betavasculorum Ecb168 -
P. betavasculorum DPMP125 -
P. betavasculorum IFB5711 -

. betavasculorum NCPPB2795 T -
P. betavasculorum IFB5271

P. betavasculorum SF142.2

P. betavasculorum NCPPB2793 -
P. betavasculorum NCPPB2794 -
P. betavasculorum NCPPB3075 -
P. betavasculorum CFBP5540 -
P. betavasculorum CFBP5531 -
P. betavasculorum CFBP5536 -
P. betavasculorum DPMP124 -
P. betavasculorum CFBP3291 -
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Porodwnanie wtasciwosci fenotypowych z wykorzystaniem testéw BIOLOG GENIII



Analizy genetyczne wykazaty, ze izolaty P. betavasculorum
z wody oraz gleby sg identyczne ze szczepami
z buraka cukrowego i ziemniaka i ré6znig sie od szczepow z
karczocha i stonecznika

Pectobacterium betavasculorum IFB5271

. .9 8 8 7 § 3 g ) Pectobacterium betavasculorum SF142.2
Il | CFBP1520  P. betavascuorum Stonecznik i *JQHL01000000 P.betavasculorum NCPPB2793'
| | | SF142.2 P. betavasculorum Karczoch La Reunion, Francja ectobacterium betavasculorum Ecb168
| | | ppmP124 P. betavascuoum Woda Polska = 3QHM00000000 Pectobacterium betavasculorum NCPPB2795
” I | DPMP125 P. betavasculoum Woda Polska I ctobacterium betavasculorum IFB5711
| | I | IFB5711 P. betavascuoum Gleba Polska 1 tnhactellun'-l betavasculorum CFBP3291
| | | | | CFBP5540 P. betavascuorum Burak cukrowy Francja : ectohacterl_um betavasculorum DPMP124
. . ectobacterium betavasculorum DPMP125
| ] | Ecb168 P. betavascuoum  Burak cukrowy  Kalifornia, USA " | — BX950851 Pectobacterium atrosepticum SCRI1043
| | | NCPPB2793  P. betavasculoum Burak cukrowy Kalifornia, USA 1{ LXFV01000000 Pectobacterium peruviense IFB5232
| || | | | NCCPPB2795T P. betavasculorum Burak cukrowy Kalifornia, USA 1 NWTMO1000000 Pectobacterium zantedeschiae 9M
| | | CFBP3291 P. betavasculorum  Ziemniak Rumunia CP015750 Pectobacterium wasabiae CFEP3304
| ] ] I oM T P. zantedeschiae 'CP015749 Pectobacterium parmentieri RNS08.42.1A"
| | “ | E CEBP1526T P. atrosepticum : PY¥S001000000 Pectobacterium punjabense 5595
o e RJTNO0000000 Pectobacterium polonicum 315
IRIBNIE ) PR Radmnane FQWI01000000 Pectobacterium carotovorum DSM30168
| || | 1] ] SsesT P. punjabense JQOGO1000000 Pectobacterium odoriferum NCPPB3839
| DPMP31ST  P. polonicum CP021894 Pectobacterium versatile SCC1
A TH CFBP3304T  P. wasabiae JRMHO1000000 Pectobacterium actinidiae KKKH3
. . . . .. JAPQKX00000000 Pectobacterium jejuensel3-115
Analiza fingerprint z wykorzystaniem reakcji ERIC-PCR 1, CPO47495 Pectobacterium brasiense 1692

CANPO1000000 Pectobacterium parvum s0421

= CPO17481 Pectobacterium polaris NIBIO1006

QHJR01000000 Pectobacterium aquaticum A212-519-A16

JACYTJID0000000 Pectobacterium quasiaquaticum A477 S1 J17
CP084032 Pectobacterium colocasium JL1

“E CP001657 Pectobacterium arcidearum PC1

L—— JSXC01000000 Pectobacterium fontis M022

Alcorniella cacticida CFBP3628

Izolaty z wody oraz gleby najprawdopodobniej  brzewo fiologenetyczne skonstruowane

. . w oparciu o sekwencje 400 najbardziej
pOChOqu z buraka lub ziemniaka konserwatywnych biatek [Phylophlan3]




Wszystkie badane szczepy P. betavasculorum
wykazywaty podobne zdolnosci adaptacyjne
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Charakteryzowaty sie duzg tolerancjg na:

e temperature (15-37°C),
e zasolenie (0-6% NacCl),

e pH (5-11),

e zmniejszong dostepnos¢ wody do 10% stezenia PEG
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Szczepy P. betavasculorum wykazywaty aktywnosé metaboliczna
w podtozach z r6znymi cukrami i ekstraktami roslinnymi
Metoda respirometrii optycznej z wykorzystaniem kompleksu
polipirydylowego Ru(ll)
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Szczepy z wody, gleby i roslin o duzej zawartosci cukréow (burak cukrowy i
ziemniak) nie posiadaja operonu nif umozliwiajgcego wigzanie azotu
atmosferycznego
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Analiza estrow metylowych kwasow ttuszczowych (FAME) za pomoca
chromatografii gazowej / spektrometrii mas z jonizacja elektronow
(GC-EI-MS)

A B
Burak cukrowy Stonecznik Karczach Burak cukrowy Stonecznik Karczoch
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B0 80%
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Ech168 MNCPPB2795 CFBP5120 SF142,2 Ecb168 NCPPB2795 CFBP5120 SF142,2
mtri-M-BCFA  miso BCFA anteiso BCFA PUFAnRG mPUFAN3

SFA — nasycone kwasy thuszezowe, BCFA - rozgatezione kwasy thuszczowe, , PUFA — wielonienasycone kwasy thuszczowe |,
ECFA — parzystoweglowe kwasy thuszczowe, OCFA — nieparzystoweglowe nasycone kwasy thuszezowe, MUFA — jednonienasycone kwasy thuszczowe

Odmienne proporcje kwaséw ttuszczowych szczepow
P. betavasculorum sugeruja adaptacje umozliwiajaca wykorzystanie
sktadnikéw odzywczych dostepnych w tkankach gospodarza



P. betavasculorum posiadajace zdolnosé do kolonizacji roslin o wysokiej zawartosci
sacharozy (burak cukrowy) i ksylozy (stonecznik i karczoch)
moga wykorzysta¢ zarédwno sacharoze, jak i ksyloze jako jedyne Zzrédto wegla.

Szlaki degradacji sacharozy (A) i ksylozy (B) w genomach P. betavasculorum

A. TR o
o
x ._.:l -
[
B - L
N Prypioiiy rpees. g
i 1
P promes ) W pros s L haddea [l L Slalidan AT
Lo I Fapn i
)
L Dgiuzogy ransEs b phos phoms
gl
S frars
i
e - i
S-O-trprichrancsa S-sugucosa Gchoschrb .
=13
par
-
F B I i E-pa § pra
AT
-
v.firdranmme - m = orruirhire=eme Tayleomp _—— . Doy lomey 5 pileem pibarie . pard paa pdespbsia



Wykorzystanie metabolomiki nieukierunkowanej
do zbadania szlakow metabolicznych
regulowanych w obecnosci sacharozy i ksylozy

zastosowanie techniki chromatografii gazowej ze spektrometrig mas (GC-MS).

+ 5yl of internal standard n-pentadecanoic acid (1pg/ml)
+900 pl of cold methanol:chloroform:water mixutre (10:3:1)
% [\ 2.step derivatisation
| + 15 pl of metoxyamine in
| s pyndme (15mg/L)
| — | E— —_—> —> 16h incubation, room —
\ | temperature
v 300 pl of supernatant 4 15| of BSTFA+ 1% TMCS i
voﬂemng 5min centnfug ation Evaporation to dryness, 1h incubation, 70°C
900 pl of biomass or 13000x g, &, 3¢ 00 ul of GC-MS
medi + 100 pl of heptane
ia sample 15 min, 4°C ot analysis

- _J

Smoktunowicziin. 2024




Zidentyfikowano odpowiednio 97 i 114 metabolitéw w biomasie
bakteryjnej i probkach pozywki

Wiecej metabolitéw wykryto w obecnosci sacharozy niz ksylozy

Metabolity wspdlne: Metabolity unikalne

Bi 1
10mass samples dla ksylozy:

Sucrose Xylose

e 5-hydroksy-L-tryptofan e likoza
e arabinoza e sacharoza
e fruktoza e ksylitol
Media samples
Sucrose Xylose
e norwalina
e glicerol
e arabinopiranoza
e kreatynina e treitol
e galaktofuranoza e mannopiranozyd
e glukopiranoza e arabinozea
e propanodiamine

mononukleotyd kwasu
nikotynowego



A

metabolity wykrytych biomasie bakterii

Pathvway Toots Omics Dashboard for Pectoboc tevium betovarcuforum NCPPE 2795

Odmienna regulacja szlakéw metabolicznych zidentyfikowanych
w genomie P. betavasculorum na podstawie metabolitéw
wydzielanych w pozywkach suplementowanych réznymi cukrami

Bsacharoza g ksyloza

Obserwowane réznice sg istotne
statystycznie

@ Sacharoza
10 @ ksyloza
582B

@s83A

tn
0779, 114 11ing's T2 (95%)

Statystyki wielowymiarowe metabolomicznej bazy danych. Model
PCA dla zbioru danych biomasy bakterii hodowanych w
w obecnosci sacharozy i ksylozy.



Podsumowanie

e Bakterie z gatunku P. betavasculorum wykorzystujac zarowno sacharoze, jak i ksyloze

jako jedyne zrédto wegla efektywnie kolonizuje gospodarzy o wysokiej zawartosci
tych cukrow.

e Dzieki plastycznosci metabolicznej bakterie moga tatwo zmienic rosline zywicielskg i

dostosowac sie do zmieniajacych sie warunkow srodowiskowych, a tym samym sg w
stanie rozprzestrzeniac sie w réznych regionach klimatycznych.

Gatunek P. betavasculorum nalezy uznac za wazny patogen w rolnictwie, szczegolnie
w dobie postepujacych zmian klimatycznych i intensyfikacji miedzynarodowego
handlu roslinami, zwtaszcza na rynku spozywczym.



