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Bakgrund

En bakteriestam som isolerats fran krdkbér, Pseudomonas chlororaphis MA 342, gav under
ménga ar lovande resultat som biologiskt betningsmedel i féltforsok mot en rad fréburna
svampsjukdomar i strdsdd (Johnsson et al., 1998). Den utgor den aktiva bestandsdelen hos de
kommersiella, biologiska betningspreparaten Cedomon™, Cerall™ och Cedress™. Vi har
utvecklat ett vixthustest for biologisk bekdmpning av kornets bladflicksjuka, som i stort
motsvarar forhallandena 1 félt, och detta har anvints genomgdende for att studera
mekanismerna hos denna bakterie. Tidigare forskning pekade péd att en svamphimmande
metabolit, s. k. DDR (2,3-deepoxy-2,3-didehydro-rhizoxin), stod for en betydelsefull del av
den sjukdomshdmmande effekten vad géller kornets bladflacksjuka (Hokeberg, 1998). Vir
forskargrupp hade ocksé i tidigare undersokningar funnit att den frobetade bakterien fortsatte
att vdxa till pd frona, men att den inte koloniserade framvixande rotter eller koleoptil
(Tombolini et al., 1999). Den hypotes som vuxit fram under aren &r att bakteriestammen har
en god koloniseringsforméga av fron, i kombination med en lokal produktion av DDR som i
sin tur hdmmar de patogena svamparna (Johnsson et al, 1998). Lokal DDR produktion har
dven detekterats direkt pd frona. Men det finns dven andra, outforskade mekanismer utdver
DDR produktion som goér att bakterien lyckas hdmma froburna svampsjukdomar. Att
kartligga dessa och betydelsen av dessa har varit en av nyckelfragorna for projektet.

Material och metoder
Sekvensering och kartliggning av DDR-generna

Vid 2002 érs borjan hade en kosmidklon, pVB105 tagts fram ur ett genomiskt bibliotek av
MA 342. Dess insert var delvis sekvenserat. Det saknades sekvenser pa lite olika stéllen. Det
forsta som gjordes var att sekvensera klart dess insert, som uppgick till 32 kilobaser (kb). Vi
hade sedan tidigare fem transposon-inducerade mutanter av MA 342 som inte bildade DDR,
men som i Ovrigt var identiska med MA 342. Mutanterna hette: 1:10H, 2:2F, 1:5E, 3:2B och
8:6E. Positionerna for transposoninséttningarna kartlades via DNA-sekvensering.

Eftersom insertet i pVB105 hade sekvenserats fardigt, borjade jakten pa nya kosmidkloner ur
det genomiska biblioteket av MA 342 DNA som inneh6ll DNA som ldg intill det som klonats
i pVB105. Den forsta metoden vi anvinde var s. k. kolonihybridisering. Biblioteket (som
bestar av en samling E. coli bakterier med var sitt unika, klonade DNA fran MA 342) spreds
ut pé plattor och fick vixa till. Parallellt med detta framstélldes radioaktivt inmérkta versioner
av tvda sma DNA fragment (s.k. prober), som var identiska med vardera dnden pa det
sekvensbestimda DNA:t i pVB105. Bibliotekets DNA , dvs. DNA:t i alla kolonier som véxte
pa plattorna, overfordes till ett membran och fick sedan hybridisera mot en prob i taget. Om
den sekvens som fanns i en prob ockséd skulle finnas i en kosmidklon i biblioteket, skulle
klonens DNA hybridisera till probens, och man kunde sedan leta sig tillbaka till den
bakteriekoloni pé plattorna som inneholl en ny kosmidklon av intresse. Vi letade framfor allt
efter kosmidkloner som inneh6ll mycket nytt DNA och inte dverlappade existerande DNA
sarskilt mycket.

Vi bytte sedan strategi och bestdmde oss for att anvdnda PCR (polymerase chain reaction) for
att hitta nya kloner i biblioteket som innehdll intilliggande DNA. Mikrotiterplattor
innehallande 96 brunnar anvédndes for uppodlingen av individuella medlemmar i biblioteket.
Vi framstéllde dtta sddana plattor, innehallande sammanlagt 8 x 96 = 768 bakteriestammar ur
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biblioteket. Dessa testades for amplifiering av ett fragment som ligger i vinstra dnden av
DDR-generna, med primerparet, PCR primerpar 1:

PCR1140-17 (CCACGCCCACCGAACCCCAATAGC)

PCR591-613 (GCTGGCGGCATTGGCGAAGTCTG) (Fig. 1).

Ett nytt primerpar har ocksd konstruerats i den vénstra dndan av insertet i pGM100, s.k. PCR
primerpar 3, for att identifiera en ny kosmidklon som innehéller DNA till védnster om det i
pGM100 (Fig. 1). Arbetet med att leta igenom biblioteket efter nya kloner till vénster om
pGM100 &r alltsd ocksé i gdng. Vi letar ocksé efter nya kloner som innehéller DNA till hoger
om det i pVB131 (Fig. 1) med primerparet: 34308-34324 (GCAGGTCGCGGGTCTTG) och
34091-34113 (GATATCCAGCAGTCGTTTTCGTC), s.k. PCR primerpar 2. PCR-metoden
har fungerat bra for att leta upp intilligande kloner.

Nya mutanter av MA 342

Vi framstéllde nya mutanter av MA 342 med hjélp av en transposon, en liten bit flyttbart
DNA som kan hoppa in pd slumpvisa platser 1 bakteriernas arvsmassa. Mutanterna sedan fick
genomga vixthustestet i vilket kornfron som dr naturligt smittade med D. teres,
bladflacksjukesvampen, betas med bakterier, som skyddar frona och framvéaxande koleoptiler
fran att angripas av svampen. Fran varje testomgéng valde vi ut de mutanter som gav allra
samst skydd, for fortsatta vaxthustester med fler upprepningar. Utav totalt 593 mutanter som
genomgick den fOrsta biotest-screeningen hittade vi 40 som gav forsdmrat skydd mot
bladflicksjuka. Dessa 40 testades sedan pa nytt i biotestet, mer rigordst, med sex
upprepningar av varje mutantbehandling, och da kvarstod atta mutanter som konsekvent
uppvisade forsdmrad bekdmpningsforméga. DNA:t som ldg intill transposonerna i sex av
dessa mutanter klonades och sekvenserades for att undersoka om de generna som muterats var
kidnda. Med hérledning av de traffar vi fick i databasen med gener vars funktioner var kdnda
och de fenotypiska testresultaten, faststdllde vi funktionerna hos de muterade generna.
Parallellt med den genetiska studien 14t vi ockséd dessa atta mutanter genomgi tester for
produktion av svamphdmmande metaboliter.

Dessa atta mutanter fick genomga biotestet med korn som var naturligt smittat med
Drechslera teres, 1 vixthus, (6 upprepningar vardera) ytterligare tre ganger for att sdkerstilla
resultaten. S.k. fenotypiska tester utférdes ocksé, dvs. mutanterna testades for fluorescerande
sideroforproduktion, proteasproduktion och svirmningskapacitet. Efter att DNA-sekvenser
hos sex mutanter erhallits skickades dessa pd homologisdkningar mot databasernas DNA.

Resultat
Sekvensering och kartliggning av DDR-generna

Mutanterna av MA342 som endast fordndrats genom avsaknad av DDR-produktion, dvs.
1:10H, 2:2F, 1:5E, 3:2B och 8:6E undersoktes ndrmare. Transposoninsdttningspositionerna i
dessa mutanter kartlades i detalj, och de visade sig alla ha hamnat i det DNA som klonats 1
pVBI105 (Fig. 1), i gener som kodar for enzymer i DDR-biosyntesen. Eftersom dessa mutanter
varit betydligt simre d&n MA 342 i biologisk bekdmpning mot kornets bladflacksjuka i
upprepade vaxthusforsok var detta resultat ett bevis for att DDR har en viktig roll i bakteriens
kamp mot bladflacksjukesvampen pa kornkdrnans yta (Hokeberg, 1998). Positionerna for de
fem mutationerna har markerats med fyllda pilspetsar pa genkartan (Fig. 1).

Jakten pd kosmidkloner som angrinsade DNA:et i pVB105 genom kolonihybridisering
resulterade i1 upptéckten av klon pVB131, som tyvérr endast hade 3-4 kb nytt DNA, till hoger
om det i pVB105. Klonen 6verlappade alltsé DNA:t i pVB105 en hel del. PVB131 innehéll
gener for biosyntesen av DDR, som utgjorde en fortséttning pa de gener som identifierats i
pVBI105 (Fig. 1). Nér vi bytt strategi till PCR {or att {4 fram ytterligare kosmidkloner, fick vi
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efter att ha anvint PCR primerpar 1 fram en ny kosmidklon, pGM100, som inneh6ll DNA till
vénster om det i pVB105, och den strickte sig 14ngt ut till vinster. Denna klonades sedan om 1
ménga mindre delar for att underlitta sekvenseringsarbetet. Tre av dessa syns i Figur 1 — Eco
3-4, Apa 6 och Apa 3-1, samt en mindre klon som framstillts ur Eco3-4, s.k. Pst 1. Ytterligare
ett tiotal mindre kloner vars DNA &nnu inte kunnat placeras in pd genkartan har framstillts ur
pGM100. Vi dr i fard med att sekvesera inserten hos dessa kloner. Vi hittade pa sa sitt
ytterligare gener som star for biosyntesen av DDR (men som dnnu inte kan placeras in pa
kartan, inte forrdn mer DNA sekvens finns tillgdnglig). Vi har bl.a. hittat ytterligare en gen for
ett metyltransferas, som inte kan placeras in dnnu.

DDR generna har pd DNA-niva inte mycket likhet med andra sekvenser i databaserna, men pé
aminosyreniva har de mycket stor (40-50%) likhet med gener inblandade i biosyntesen av typ
I (icke-aromatiska) polyketider, t. ex. makrocykliska laktoner fran Streptomyces- och
Bacillus-arter. Detta stimmer mycket vdl med strukturen av DDR, som &r en makrocyklisk
lakton (Hokeberg, 1998). Polyketidsyntes av typ I utfors av stora enzymkomplex vari
atskilliga enzymatiska funktioner finns representerade (Katz och Donadio, 1993). Vi hade
tidigare hittat funktionerna ketoacylsyntas (KS), dehydras (DH), acylbararprotein (ACP) och
ketoacylreduktas (KR) i DNA:et. Gener som star for produktionen av dessa komplex ir ofta i
storleksordningen 10 - 25 kb (Motamedi et al., 1997; Molnar et al., 1996; Scotti et al., 1993).
Vi har dessutom hittat ytterligare funktioner som brukar knytas till polyketidsyntes; S-
malonyltransferas, metyltransferas, cytokrom P450 monooxidas, acetyltransferas, tioesteras
och icke-ribosomal peptidsyntes (NRPS). Dessa enzymer ligger i enskilda, normalstora gener,
till skillnad fran dem vi forst upptéckte i pVB100 (KS, DH, ACP och KR; se ovan). De ligger
allra langst ut till hoger i pVB105 (Fig. 1), och enligt Dr. Alison Hill, polyketidkemist, ar det
dessa som antagligen kommer att utféra de sista stegen i DDR-biosyntesen, vilket betyder att
den hogra sidan av pVB105, eller ddr i ndrheten antagligen utgor "slutet" av alla de gener som
kodar for biosyntesapparaten.

Interaktioner med forskargrupper i England rorande DDR.

For att pd sikt formulera en mojlig biosyntesvdg for DDR krdvs ocksa ett samarbete med
kemister som har erfarenhet av arbete med inmérkning av substrat och spérning av
intermediéra substanser i biosynteskedjan, och helst d&ven polyketidsyntes. Sedan jag ar 2000
knot kontakt med tva av de ur internationellt perspektiv mest ansedda forskningsgrupperna
inom polyketidomradet, ledda av Dr. Peter Leadlay resp. Dr. Jim Staunton, vid Inst. for
biokemi respektive Inst. for kemi, Cambridge University, England, har jag fatt tvd nya,
mycket vérdefulla polyketidkemistkontakter I England. Kemisterna &r Dr. Alison Hill, vid
University of Exeter och Dr. Rebecca Goss vid Univ. of East Anglia. Vi planerade ett
gemensamt framtida forskningssamarbete.

Nya mutanter av MA 342

Mutanterna gav varierande grad av skydd, frén att ge ett lika bra skydd som MA 342 till att
inte alls ge ndgot skydd. Utav de ursprungligen ca 600 mutanter som testats, upprepades
testerna for 40 mutanter mer rigordst, med sex upprepningar av varje mutantbehandling. Det
var mycket otvetydiga resultat: &tta mutanter visade konsekvent en markant forsdmrad
biologisk bekdmpningsformaga mot D. feres. Analysen av metabolittesterna visade en
spridning hos mutanterna, dven om metabolitprofilerna ocksa till viss del sammanfoll i
grupper. Vi upptickte att alla utom tre mutanter (Vb13, Vb14 och Vb18) bildar DDR.
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Sekvenserna i1 de sex mutanter som sedan analyserades genetiskt visade att i princip alla hade
mutationer i gener som styrde andra gener, sk. regleringsgener. Mutanterna Vb13 och Vbl4
var muterade i en gen som heter gacS och som star for ett globalt regleringsprotein i bakterier.
Det dr sedan tidigare kédnt att GacS-proteinet reglerar biologisk bekdmpning hos
pseudomonader. GacS sitter i cellmembranet och tar in signaler frd&n omivningen och styr
sedan en méngd processer i bakteriecellerna (se figur nedan). Vad vi nu ocksa fick veta, och
som e¢j tidigare var ként, dr att GacS reglerar DDR-produktion. GacS-mutanterna var de som
gjorde sédmst ifrdn sig 1 biologisk bekdmpning. Nast simst var mutant Vb18, en intressant
mutant, eftersom funktionen hos homologer till den muterade genen &nnu ej karakteriserats.
Vi hoppas att bli de forsta som beskriver funktionen hos regleringsproteinet som denna gen
kodar for.
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Malen for projektet — att fortsdtta att karakterisera och kartldgga DDR-generna uppfylldes och
arbetet fortlopte under projektperioden. Sekvenseringen av kosmidklonen (pVBI105)
slutférdes. Direfter tog det minga forsok innan vi hittade intilligande kloner med tillrackligt
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nytt DNA. Sa smaningom hittade vi nya kloner och fick ny sekvens bade till vénster och
hoger om det redan karakteriserade DNA:et. DDR ér tillhor en grupp kemiska dmnen som
kallas polyketider. Det &r dérfor inte forvanande att DDR-generna kodar for polyketidsyntaser
(dvs. enzymer som katalyserar bildandet av polyketider). Det anmérkningsvérda var att dessa
polyketidsyntaser representerar en fOr bakterier helt ny typ av polyketidbiosyntes, och
projektresultaten fick dérfor stor internationell vetenskaplig uppmaérksamhet.

Analysen av sekvenserna skulle leda till formuleringen av en mojlig biosyntesvig for DDR.
Trots att vi dnnu inte avslutat sekvensprojektet fick vi med hjilp av en polyketidkemist fran
England, Dr. Alison Hill, fram en hypotetisk biosyntesvig (Fig. 2), baserat pa sldktskapen av
DDR med andra, liknande molekyler och det som 4r kint om dessa biosyntesvégar.

Vi framséllde nya mutanter av MA 342 som hade fordndringar i 6vriga egenskaper som var
av betydelse for biologisk bekdmpning. Det visade sig att mutanterna som ej var nedsatta i
bekdmpningsformiga mestadels var muterade i gener som stod for produktionen av
regleringsprotein, och att de dirfor fordndrats i manga egenskaper. Vi hittade atta mutanter
som hade viss eller mycket nedsatt biologisk bekdmpningsformaga. En del av dessa
studerades i detalj pa genniva och fenotypiskt.

Det visade sig att minst tre av dessa nya mutanter har mutationer i gener som star for
reglering av DDR-produktion (Vb13, Vb14 och Vb18). Vb13 och Vb14 har muterats i en gen
som heter gacS. Trots att GacS (global activator sensor kinase) har beskrivits i minga andra
Pseudomonas-arter vet fortfarande ingen vilken signal det &r som proteinet kidnner av i sin
omgivning, ej heller exakt vilka gener som regleras. Informationen om signalerna som
mottages av bakteriecellen kan anvéndas for att f& fram ett effektivare biologiskt
bekdampningspreparat eller effektivare bekdmpning med existerande biologiska betningsmedel
genom olika tillsatser.
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Fg. 1. Karta dwver det DNA som klonats | pvB108-, pWB131- och pGM1 OCkosmidema, tre kloner ur det genomiska biblioteket.
Vardera kloren innehdler 32 kb genomiskt DNA. Kosmidkloren pGM1 00 irnehdler DNA som ligger till vanster om det i pvB10S.

DNAt i tre subkloner ur pGM1 00; Eco3-4, Apaé och Apa 3-1 visas ocksd. Pst 1 &r en subklon ur Bco 3-4. De fargade partiema

visar de olika enzymatiska funktioner som detta DNA& kodar fur (se bildschemat ovan). Bokstévema stdr for restriktions-

stillena: &, Aod; B, SamHl, E, feoRl, P, Atfoch X, Abaf De fllda trianglama stér for positioner hos transposoneri fem

mutanter som saknar o mdgan att bilda DDR. Den roda flldalinjen overst i bilden visar hur mycket DNA som hittills sekvens-
bestamts, ca 37 000 baser (dvs. 37 kh). PCR primempar], som visas dverst till vansteri hilden anvandes fur att identifiera
kosmidklonen pGM100, och det dverst till htger i bilden (PCR primemar 2) anvands nu for att hitta en ny kosmidklon i biblioteket
innehdllande DNA som ligger intill och dvedappar det i pWB131 pd hoger sida. Det pimerpar som ligger |#ngst ut t. v.(PCR primerpar 3)
anvands fur attleta upp en ny kosmidklon som innehdler DNA till vanster om det som klonats | pGM1 00, Detta primerpar ligger
egentligen |#ngre ut tll vanster #n vad bilden anger, eftersom ocksd pGM1 00 stracker sig langre ut till vanster #n sidan tilldter att fita.
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Fig. 2. Hypotetisk biosyntesvig for DDR (2,3-deepoxy-2,3-didehydro-rhizoxin).
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