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A B S T R A C T 

Er wi ni a a m yl o v or a , t h e c a u s ati v e a g e nt of fi r e bli g ht, p o s e s a t h r e at t o p o m e f r uit pr o d u cti o n w orl d wi d e. Di s e a s e i niti ati o n i n-

v ol v e s a t r a n siti o n f r o m a n e pi p h yti c t o a n e n d o p h yti c g r o wt h st a g e, wit h e a rl y a cti v ati o n of t h e t y p e III s e cr eti o n s y st e m ( T 3 S S) 

o n fl or al sti g m a s e n a bli n g h o st ti s s u e i n v a si o n. A m o n g t h e di v er s e a r s e n al s of E. a m yl o v or a , t h e T 3 S S a n d it s eff e ct or s ( T 3 E s), 

al o n g wit h t h e e x o p ol y s a c c h a ri d e a m yl o v or a n, r e pr e s e nt c or e p at h o g e ni cit y d et er mi n a nt s. S y st e mi c c ol o ni s ati o n a n d p er si st e n c e 

wit hi n t h e h o st a r e or c h e st r at e d b y a c o m pl e x r e g ul at or y n et w or k t h at c o or di n at e s t r a n siti o n s b et w e e n m otil e pl a n kt o ni c a n d 

s e s sil e bi ofil m- a s s o ci at e d st at e s. C e nt r al t o t hi s r e g ul ati o n a r e f o u r c o n s er v e d t w o- c o m p o n e nt s y st e m s ( H r p X / H r p Y, R c s C/ R c s B, 

Gr r S/ Gr r A a n d E n v Z/ O m p R) a n d t h e s e c o n d m e s s e n g er c y cli c- di- G M P (c- di- G M P). T hi s r e vi e w s y nt h e si s e s c u r r e nt k n o wl e d g e 

a cr o s s f o u r i nt er r el at e d t h e m e s: (i) t h e di s e a s e c y cl e a n d h o st c ol o ni s ati o n st r at e gi e s of E. a m yl o v or a  a n d h o st d ef e n c e r e s p o n s e, 

(ii) p at h o g e ni cit y a n d vi r ul e n c e f a ct or s of E. a m yl o v or a  a n d t h ei r r e g ul at or y m e c h a ni s m s, (iii) r e g ul at or y ci r c uit s m o d ul ati n g lif e-

st yl e t r a n siti o n s d u ri n g s y st e mi c c ol o ni s ati o n b y t h e p at h o g e n f o c u si n g o n t h e r ol e of c- di- G M P a n d t w o- c o m p o n e nt s y st e m s a n d 

(i v) e v ol uti o n a r y p er s p e cti v e s o n t h e t w o- c o m p o n e nt s y st e m s a n d c- di- G M P al o n g wit h c o m p a ri s o n s t o r el at e d e nt er o b a ct eri al 

p at h o g e n s. T h e s e i n si g ht s a d v a n c e o u r u n d er st a n di n g of t h e m ol e c ul a r b a si s of fi r e bli g ht p at h o g e n e si s a n d a d a pt ati v e st r at e gi e s 

e m pl o y e d b y E. a m yl o v or a  t o t h ri v e i n di v er s e h o st e n vi r o n m e nt s. 

1  |  B a c k g r o u n d a n d I nt r o d u cti o n 

Fi r e  bli g ht,  c a u s e d  b y  t h e  b a ct eri al  p at h o g e n  Er wi ni a  a m yl o -

v or a , i s a hi g hl y d e st r u cti v e di s e a s e aff e cti n g m e m b er s of t h e 

R o s a c e a e f a mil y, i n cl u di n g e c o n o mi c all y i m p ort a nt p o m e f r uit 

cr o p s s u c h a s a p pl e s ( M al us s p p.) a n d p e a r s ( P yr us s p p.). W hil e 

t h e s e p o m e f r uit s a r e a m o n g t h e m o st s e v er el y i m p a ct e d, t h e 

h o st r a n g e of E. a m yl o v or a e xt e n d s t o s e v er al or n a m e nt al a n d 

wil d s p e ci e s, i n cl u di n g C ot o n e ast er , Cr at a e g us  ( h a wt h or n) a n d 

P yr a c a nt h a  ( V a n n e st e et  al.  1 9 9 5 ). H o w e v er, t h e i nt r o d u cti o n 

of s u s c e pti bl e E u r o p e a n p o m e f r uit c ulti v a r s b y s ettl er s i n t h e 

1 6 0 0 s  l e d  t o  wi d e s pr e a d  o ut br e a k s  a n d  t h e  e m er g e n c e  of  fi r e  

bli g ht e pi d e mi c s i n n e wl y e st a bli s h e d or c h a r d s ( V a n n e st e a n d 

E d e n- Gr e e n 2 0 0 0 b ; v a n d er Z w et a n d K eil 1 9 7 9 ). Si n c e t h e n, t h e 

di s e a s e h a s s pr e a d gl o b all y, c a u si n g s u b st a nti al a n n u al l o s s e s i n 

p o m e f r uit pr o d u cti o n. 

E r wi ni a  a m yl o v o r a  i s  a  g r a m- n e g ati v e,  n o n- s p or ul ati n g,  

m otil e  b a ct eri u m,  c h a r a ct eri s e d  b y  t h e  pr e s e n c e  of  2 – 7  p er -

it ri c h o u s fl a g ell a ( V a n n e st e a n d E d e n- Gr e e n  2 0 0 0 ).  N ot a bl y, 

E.  a m yl o v o r a  w a s  t h e  fi r st  b a ct eri al  s p e ci e s  i d e ntifi e d  a s  

t h e c a u s al a g e nt of a pl a nt di s e a s e i n t h e l at e 1 8 8 0 s ( B u r rill 

et  al.  2 0 0 3 ).  T h e  p at h o g e n  c a n  i nf e ct  v a ri o u s  pl a nt  ti s s u e s,  

i n cl u di n g  fl o w er s,  s h o ot s,  r o ot st o c k s  a n d  f r uit s.  A m o n g  

T hi s i s a n o p e n a c c e s s a rti cl e u n d er t h e t er m s of t h e C r e ati v e C o m m o n s Att ri b uti o n  Li c e n s e, w hi c h p er mit s u s e, di st ri b uti o n a n d r e pr o d u cti o n i n a n y m e di u m, 

pr o vi d e d t h e ori gi n al w or k i s pr o p erl y cit e d. 
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t h e s e,  fl or al  i nf e cti o n s  a r e  t h e  m o st  c o m m o n  a n d  e c o n o mi-

c all y d a m a gi n g ( E a st g at e  2 0 0 0 ); E. a m yl o v o r a  c a n al s o e nt er 

pl a nt s t h r o u g h n at u r al w o u n d s a n d o p e ni n g s i n s h o ot s a n d 

l e a v e s  ( Mill ett  et  al.  2 0 2 5 ;  v a n  d er  Z w et  et  al.  2 0 1 6 ). I niti al  

i nf e cti o n s t y pi c all y o c c u r i n s pri n g u n d er f a v o u r a bl e e n vi r o n-

m e nt al c o n diti o n s: t e m p er at u r e s a b o v e 1 8 ° C, r el ati v e h u mi d -

it y a b o v e 6 0 % a n d t h e pr e s e n c e of r ai n or wi n d ( S a nt a n d er a n d 

Bi o s c a 2 0 1 7 ). T h e di s e a s e s pr e a d s r a pi dl y wit hi n a n d b et w e e n 

or c h a r d s d u ri n g e a rl y s u m m er, p a rti c ul a rl y w h e n h o st ti s s u e s 

a r e  a cti v el y  g r o wi n g  ( L u e p s c h e n  et  al.  1 9 6 1 ).  C h a r a ct eri sti c  

s y m pt o m s  i n cl u d e  w at er- s o a k e d  l e si o n s,  wilti n g,  n e c r o si s  

r e s e m bli n g  fi r e  d a m a g e,  t h e  di sti n cti v e  ‘ s h e p h er d's  c r o o k’  

c u r v at u r e of i nf e ct e d s h o ot s, a n d t h e e x u d ati o n of b a ct eri al 

o o z e.  T h e  b a ct eri al  p at h o g e ni cit y  f a ct or s  e x o p ol y s a c c h a ri d e  

a m yl o v or a n,  t y p e  I I I  s e c r eti o n  s y st e m  ( T 3 S S)  a n d  T 3 S S  ef -

f e ct or D s p E a r e t h e m aj or c o nt ri b ut or s f or t h e i niti ati o n a n d 

c a u s ati o n  of  fi r e  bli g ht  s y m pt o m s  ( K h a r a di,  S el b m a n n,  a n d  

S u n di n 2 0 2 1 ; Y u a n, M c G h e e, et  al. 2 0 2 1 ). T h e p at h o g e n h a s 

t w o  g r o wt h  p h a s e s,  e pi p h yti c  a n d  e n d o p h yti c.  T h e  pri mi n g  

of E.  a m yl o v o r a  p at h o g e n  wit h  t h e  T 3 S S,  e s p e ci all y  d u ri n g  

e pi p h yti c g r o wt h o n fl o w er sti g m a s, h el p s s u b s e q u e nt e n d o -

p h yti c c ol o ni s ati o n of st e m ti s s u e s ( C ui et  al.  2 0 2 1 ). T h e eff e c-

t or D s p A / E c a u s e s pr o g r a m m e d c ell d e at h of pl a nt c ell s w hil e 

h el pi n g s y st e mi c s pr e a d of t h e p at h o g e n ( N o m u r a et  al.  2 0 2 3 ). 

E x o p ol y s a c c h a ri d e pl a y s a m aj or r ol e d u ri n g t h e e n d o p h yti c 

c ol o ni s ati o n of b a ct eri a a s it i s a m aj or c o nt ri b ut or f or bi ofil m 

f or m ati o n i n si d e t h e v a s c ul a r s y st e m ( K o c z a n et  al. 2 0 0 9 ). 

D e s pit e  e xt e n si v e  r e s e a r c h  o n  t hi s  hi st ori c all y  si g nifi c a nt  

p at h o g e n,  m a n y  a s p e ct s  of  it s  bi ol o g y  a n d  m a n a g e m e nt  r e -

m ai n  u n r e s ol v e d.  W e  a r e  i nt er e st e d  i n  E.  a m yl o v o r a  vi r u -

l e n c e m e c h a ni s m s, h o w t h e v a ri e d vi r ul e n c e m e c h a ni s m s a r e 

r e g ul at e d a n d h o w t h e s e r e g ul at or y s y st e m s e v ol v e d a n d di -

v er g e d f r o m r el at e d p at h o g e n s i n t h e O r d er E nt er o b a ct er al e s. 

T hi s  r e vi e w  i s  st r u ct u r e d  i nt o  f o u r  m ai n  s e cti o n s.  T h e  fi r st  

p a rt e x pl or e s t h e di s e a s e c y cl e of fi r e bli g ht a n d t h e m ol e c u -

l a r m e c h a ni s m s u n d erl yi n g p at h o g e n – h o st i nt er a cti o n s. T h e 

s e c o n d s e cti o n d el v e s i nt o t h e i m p ort a nt f a ct or s c o nt ri b uti n g 

t o E.  a m yl o v o r a  p at h o g e n e si s  a n d  vi r ul e n c e.  T h e  t hi r d  p a rt  

e x pl or e s t h e st at u s of t w o- c o m p o n e nt a n d c y cli c di- G M P ( c-

di- G M P) r e g ul at or y s y st e m s i n E. a m yl o v o r a , a n d t h e f o u rt h 

s e cti o n di s c u s s e s e v ol uti o n a r y p er s p e cti v e s of t w o- c o m p o n e nt 

s y st e m s  a n d  c- di- G M P,  p a rti c ul a rl y  i n  r el ati o n  t o  ot h er  i m -

p ort a nt g e n er a i n t h e E nt er o b a ct er al e s, wit h a n a s s e s s m e nt of 

h o w t h e s e r e g ul at or y s y st e m s h a v e c o nt ri b ut e d t o t h e di v er -

g e n c e of t hi s s p e ci e s a s a fi r e bli g ht p at h o g e n. 

2  |  I n v a si o n, C ol o ni s ati o n a n d S y st e mi c S p r e a d 

T h e di s e a s e c y cl e of E. a m yl o v or a  i s i niti at e d b y i nf e cti o n f r o m 

o v er wi nt eri n g i n o c ul u m s o u r c e s, i n cl u di n g c a n k er s o n p er e n -

ni al  ti s s u e s,  m u m mifi e d  f r uit s  a n d  a s y m pt o m ati c  pl a nt  p a rt s  

( Cr e p el a n d M a e s  2 0 0 0 ; d e l a P e ñ a- B a c a et  al. 2 0 2 3 ; W ei ß h a u pt 

et  al.  2 0 1 5 ). A m o n g t h e s e, c a n k er s a r e m o st i m p ort a nt, s er vi n g 

a s  pri m a r y  r e s er v oi r s  of  t h e  p at h o g e n  d u ri n g  d or m a n c y  a n d  

c o m m o nl y  f or mi n g  o n  br a n c h e s,  t r u n k s,  r o ot st o c k  a n d  o c c a -

si o n all y r o ot s ( S a nt a n d er et  al.  2 0 2 2 ; v a n d er Z w et et  al. 2 0 1 6 ) 

( Fi g u r e  1 ). I n r e s p o n s e t o p at h o g e n d et e cti o n or att e m pt e d i n -

v a si o n, t h e h o st pl a nt a cti v at e s d ef e n c e m e c h a ni s m s, i n cl u di n g 

t h e diff er e nti ati o n of c orti c al p a r e n c h y m a c ell s i nt o a s u b eri s e d 

p eri d er m t h at r e st ri ct s p at h o g e n m o v e m e nt i nt o a dj a c e nt ti s s u e s 

( D e b R o y et  al. 2 0 0 4 ; T h o m s o n 2 0 0 0 ). 

A m o n g r o ut e s of i nf e cti o n, bl o s s o m bli g ht i s t h e m o st e c o n o m -

i c all y si g nifi c a nt ( Wil s o n et  al. 1 9 8 9 ). T h e fl o w er sti g m a i s c o n-

si st e ntl y i d e ntifi e d a s t h e pri m a r y sit e of e pi p h yti c c ol o ni s ati o n. 

O n c e o n t h e sti g m a, u n d er f a v o u r a bl e c o n diti o n s ( o pti m al t e m -

p er at u r e, h u mi dit y a n d n ut ri e nt a v ail a bilit y), E. a m yl o v or a  c ell s 

m ulti pl y r a pi dl y, r e a c hi n g p o p ul ati o n s of 1 0 6 – 1 0 7 c ell s p er fl o w er 

wit hi n  1 – 2  d a y s  (J o h n s o n  et  al.  2 0 0 6 ;  P u s e y  a n d  C u r r y  2 0 0 4 ; 

Sl a c k et  al.  2 0 2 2 ). S u r pri si n gl y, t h e T 3 S S i s i m p ort a nt d u ri n g 

t h e  e pi p h yti c  g r o wt h  p h a s e  o n  t h e  sti g m a,  a s  m ut a nt s  l a c k-

i n g t h e T 3 S S s h o w r e d u c e d m ulti pli c ati o n o n t h e sti g m a ( C ui 

et  al.  2 0 2 1 ; J o h n s o n et  al. 2 0 0 9 ). I n t h e pr e s e n c e of m oi st u r e ( e. g., 

r ai n or d e w), p at h o g e n c ell s u s e fl a g ell a r m otilit y t o mi g r at e t o 

t h e  h y p a nt hi u m  a n d  e nt er  fl o w er s  t h r o u g h  n e ct a rt h o d e s,  t h e  

n at u r al o p e ni n g at t h e b a s e of t h e n e ct a r y ( B u b á n a n d Or o s z-

K o v á c s  2 0 0 3 ). T h e r e g ul ati o n of fl a g ell a r m otilit y i n E. a m yl o v -

or a  i s c o m pl e x a n d i s di s c u s s e d i n d et ail i n t h e p at h o g e ni cit y a n d 

vi r ul e n c e f a ct or s s e cti o n. P at h o g e n c ell s al s o e x hi bit c h e m ot a xi s 

t o w a r d s or g a ni c a ci d s a n d a s p a rt at e i n n e ct a r, b ut n ot t o w a r d s 

c o m m o n s u g a r s s u c h a s s u cr o s e, gl u c o s e or f r u ct o s e ( R a y m u n d o 

a n d Ri e s  1 9 8 0 ). 

F oll o wi n g  e nt r y  vi a  t h e  fl o w er  n e ct a rt h o d e s,  E.  a m yl o v o r a  

e st a bli s h e s  i nf e cti o n s  l e a di n g  t o  bl o s s o m  bli g ht  s y m pt o m s.  

Bl o s s o m  bli g ht  i s  c h a r a ct eri s e d  b y  n e c r o si s  of  fl or al  ti s s u e,  

s y st e mi c s pr e a d of p at h o g e n c ell s a n d o o z e e m er g e n c e, w hi c h 

pr o vi d e s t w o r o ut e s of s pr e a d t h at c a n r e s ult i n f u rt h er i nf e c -

ti o n  of  s h o ot s.  S y st e mi c  s pr e a d  wit hi n  t h e  a p o pl a sti c  s p a c e  

pr o c e e d s d o w n w a r d t h r o u g h t h e fl o w er p e di c el f r o m w hi c h E. 

a m yl o v o r a  c ell s e nt er s h o ot ti s s u e s. Alt er n ati v el y, di r e ct i nf e c-

ti o n of s h o ot s c a n o c c u r t h r o u g h m e c h a ni c al i nj u ri e s c a u s e d 

b y wi n d- bl o w n d e bri s, h ail, i n s e ct f e e di n g or w o u n d s r e s ult -

i n g f r o m t h e a b s ci s si o n of t ri c h o m e s, wit h c ell s f r o m b a ct e-

ri al o o z e s er vi n g a s t h e pri m a r y i n o c ul u m ( Mill ett et  al.  2 0 2 5 ; 

P e d r o n c elli a n d P u o p ol o 2 0 2 3 ). T h e s e i nf e cti o n s a r e m a r k e d 

b y  c h a r a ct eri sti c  ‘ s h e p h er d's  c r o o k’  s y m pt o m s  i n  y o u n g  

s h o ot s ( S u h a y d a a n d G o o d m a n  1 9 8 1 a ). R e m a r k a bl y, a s f e w a s 

1 0 0 b a ct eri al c ell s c a n i niti at e s h o ot bli g ht i nf e cti o n ( C r o s s e 

et  al.  1 9 7 2 ). I n i nf e ct e d c ulti v a r  G al a a p pl e s h o ot s, E. a m yl o -

v o r a  p o p ul ati o n s c a n e x c e e d 1 0 9 C F U/ g a n d r e m ai n el e v at e d 

f or o v er 2 0 d a y s, s pr e a di n g s y st e mi c all y at a n a v er a g e r at e of 

4. 2 c m p er d a y ( D o u g h ert y et  al.  2 0 2 5 ). Mi c r o s c o p y a n al y s e s 

h a v e  r e v e al e d  e xt e n si v e  c ol o ni s ati o n  of  t h e  c orti c al  p a r e n -

c h y m a  ( D o u g h ert y  et  al.  2 0 2 5 ;  S c h o ut e n  2 0 1 9 ),  p o siti o ni n g  

t h e p at h o g e n n e a r t h e s u rf a c e a n d f a cilit ati n g o o z e pr o d u c -

ti o n a n d e m er g e n c e ( Sl a c k et  al. 2 0 1 7 ), c riti c al f or b ot h di s e a s e 

s pr e a d a n d c a n k er f or m ati o n. 

Wit hi n  t h e  a p o pl a st,  E.  a m yl o v or a  e m pl o y s  t h e  T 3 S S  t o  i n -

j e ct  eff e ct or  pr ot ei n s  ( T 3 E s),  a  c e nt r al  vi r ul e n c e  m e c h a ni s m  

(Ji n  et  al.  2 0 0 1 ;  K h a r a di,  S c h a c ht erl e,  et  al.  2 0 2 1 ;  Vr a n c k e n 

et  al.  2 0 1 3 ).  T h e  T 3 S S  i s  e n c o d e d  b y  h y p er s e n siti v e  r e s p o n s e  

a n d  p at h o g e ni cit y  ( hr p )  l o ci,  w hi c h  a r e  i n d u c e d  b y  m a n nit ol,  

s alt s a n d a m m o ni u m s ul p h at e ( W ei et  al.  1 9 9 2 ). T h e i n d u cti o n 

i s f u rt h er pr o m ot e d b y t h e b a ct eri al al a r m o n e p p G p p, w hi c h a c-

ti v at e s t h e s y st e m u n d er n ut ri e nt-li mit e d c o n diti o n s (s h o w n i n 

Fi g u r e  2 ) ( A n c o n a et  al. 2 0 1 5 ; Y a n g et  al. 2 0 2 0 ). T r a n s cri pt o mi c 

a n al y s e s s h o w t h at T 3 S S g e n e s a n d t h ei r eff e ct or s a r e st r o n gl y 

u pr e g ul at e d wit hi n 2 4 h aft er i n o c ul ati o n ( P uł a w s k a et  al.  2 0 1 7 ). 
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F I G U R E 1 |  Di s e a s e  c y cl e  a n d  i nf e cti o n  st r at e g y  of Er wi ni a a m yl o v or a c a u si n g fi r e bli g ht di s e a s e. E. a m yl o v or a o v er wi nt er s i n c a n k er s a n d 

e m er g e s a s o o z e d r o pl et s i n s pri n g c o nt ai ni n g b a ct eri al c ell s t h at a r e di s s e mi n at e d vi a r ai n, wi n d a n d i n s e ct v e ct or s, s pr e a di n g t h e c ell s t o n e w ti s -

s u e s. Fl o w er sti g m a s a r e t h e pri m a r y l o c ati o n f or e pi p h yti c g r o wt h of t h e p at h o g e n; m otil e E. a m yl o v or a  c ell s t h e n t r a v el b y s wi m mi n g m otilit y t o 

t h e n e ct a rt h o d e s. T h e p at h o g e n c ol o ni s e s pri m a ril y u si n g t h e t y p e III s e c r eti o n s y st e m ( T 3 S S), w hi c h d eli v er s eff e ct or s ( e. g., D s p A / E, E o p 1, E o p 2, 

E o p 3, E o p 4, A v r R pt 2 a n d H o p Pt o C E a) t o di sr u pt h o st d ef e n c e s, alt er i o n fl u x, a n d c a u s e w at er s o a ki n g. E x o p ol y s a c c h a ri d e s a m yl o v or a n, l e v a n a n d 

c ell ul o s e al s o i m p a ct vi r ul e n c e a n d s y st e mi c m o v e m e nt vi a sli di n g m otilit y. H o st pl a nt s r e s p o n d t h r o u g h p att er n-t ri g g er e d i m m u nit y ( P T I), r e c o g -

ni si n g P A M P s li k e fl g 2 2 a n d li p o p ol y s a c c h a ri d e ( L P S), a n d eff e ct or-t ri g g er e d i m m u nit y ( E T I), m e di at e d b y N B S- L R R pr ot ei n s, a cti v ati n g M A P K 

c a s c a d e s, s ali c yli c a ci d si g n alli n g, r e a cti v e o x y g e n s p e ci e s ( R O S) b u r st s a n d h y p er s e n siti v e r e s p o n s e ( H R). H o w e v er, E. a m yl o v or a  c ell s s u r vi v e t h e 

h o st d ef e n c e r e s p o n s e a n d c o nti n u e t o i n v a d e t h e h o st s y st e mi c all y. D u ri n g br a n c h (s h o ot) i nf e cti o n, E. a m yl o v or a  c ell s al s o t r a n siti o n t o bi ofil m 

f or m ati o n i n x yl e m v e s s el s i n l e a v e s at s h o ot ti p s t h at pr e s u m a bl y i n c r e a s e s p o p ul ati o n si z e b ef or e c ell s e m er g e f r o m x yl e m a n d c o nti n u e t o m o v e 

s y st e mi c all y d o w n w a r d i n i nf e ct e d t r e e s t h r o u g h t h e a p o pl a st. I n s u s c e pti bl e h o st s, p at h o g e n c ol o ni s ati o n l e a d s t o s y st e mi c i nf e cti o n a n d n e c r o si s, 

w h er e a s r e si st a nt pl a nt s m o u nt st r o n g P T I / E T I r e s p o n s e s t h at r e st ri ct di s e a s e. 

A P P L E 
P L A N T 

c ell ul o s e 

' 1 U 1 
l e v a n 

s or bit ol 

P at h o g e n 

Di s s e mi n ati o n 

E o p 1, E o p 2, E o p 3, E o p 4 
( A vr R pt 2 E a,  H o p Pt o C E a) 

D s p A/ E 

# ~ 

• .: 6 
-:, 

O v er wi nt eri n g  C a n k er 

E R WI NI A C E L L 
~ Hr p N 

Hr p W ••' ':I Hr p J, Hr p K  C o m p etiti o n, m otilit y & e x o p ol y s a c c h ari d e 

,• e / pr o d u cti o n Fl a g ell a 
fli C  T 3 S S ' 1 T 6 S S  Effl x p u m p 0 A cr A B, 

M dt A B C, 
O H· K' M dt U V W 1• A P O P L A S T 

a m yl o v or a n 
""""" 4 J-,l'.• P'. ,: I ~ L Prfl g 2 2 

• • 

.,. :, • S A R 
C a'', H' • 

•• , P R R s 

n Eff e! or s \ / 
? Rr- ~ ' It 

/ 
)( j _ N _ B _ S _- L _ R _ R _ S A Si g n alli n g P A ~ P tri g g er e d i m m u nit y ( P TI) 

- -- R pt ei) n s \ . ~. 

-. :: H R r e s p o n s e • l 
.,, 0i J @ P L A N T C E L L 

• / I l o ~ft u x • • 

• O Et h y ~ n: pr o d u cti o n l St o m at a!  cl o s ur e -
A p o pt o si s 

C all o s e  d e p o siti o n 
M et a b oli c  r e pr o gr a m mi n g 

ll I S u s c e pti bl e R e si st a nt 
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F I G U R E 2 |  S h o ot i nf e cti o n b y Er wi ni a a m yl o v or a  i n v ol v e s a t r a n siti o n b et w e e n a m otil e pl a n kt o ni c p h a s e a n d a s e s sil e bi ofil m- a s s o ci at e d p h a s e, 

c o or di n at e d b y c o m pl e x r e g ul at or y n et w or k s. L eft p a n el ( m otil e pl a n kt o ni c p h a s e): U n d er n ut ri e nt li mit ati o n, t h e st ri n g e nt r e s p o n s e t ri g g er s R el A / 

S p o T- d e p e n d e nt ( p) p p G p p a c c u m ul ati o n, e n h a n ci n g R p o N- d e p e n d e nt t r a n s c ri pti o n of hr p S . H r p S, a cti v at e d b y t h e H r p X / H r p Y T C S a n d I H F, i n-

d u c e s hr p L , w h o s e pr o d u ct d ri v e s e x pr e s si o n of t y p e III s e c r eti o n s y st e m ( T 3 S S) st r u ct u r al a n d eff e ct or g e n e s vi a hr p - b o x pr o m ot er s. T 3 S S o ut p ut i s 

f u rt h er s h a p e d b y C sr A ( a nt a g o ni s e d b y cs r B , it s elf r e g ul at e d b y Gr r S/ Gr r A a n d I H F), Hf q- d e p e n d e nt s R N A s (ar c Z , r pr A), t h e R c s B C D a n d E n v Z / 

O m p R s y st e m s, Y h b H a n d pr ot e ol y si s m e di at e d b y L o n a n d Cl p X P t h r o u g h R p o S t u r n o v er. L o w i nt r a c ell ul a r c- di- G M P s u p p ort s hr p L /hr p A e x pr e s -

si o n, m otilit y a n d vi r ul e n c e. Ri g ht p a n el (s e s sil e bi ofil m p h a s e): El e v at e d c- di- G M P s u p pr e s s e s T 3 S S a n d m otilit y w hil e pr o m oti n g e xt r a c ell ul a r p ol y -

s a c c h a ri d e ( E P S) pr o d u cti o n a n d bi ofil m f or m ati o n. Di g u a n yl at e c y cl a s e s a n d p h o s p h o di e st er a s e s m o d ul at e c- di- G M P l e v el s, w hi c h r e g ul at e a m s G 

a n d t h e a m s  o p er o n t h r o u g h C sr D – R N a s e E- m e di at e d c o nt r ol of cs r B , C sr A a cti vit y a n d t h e R c s B C D p h o s p h or el a y. Hf q- a s s o ci at e d s m all R N A s (ar c Z , 

r pr A a s p o siti v e r e g ul at or s; o mr A B , hr s 6  a s n e g ati v e r e g ul at or s) a n d P r o Q f u rt h er i nfl u e n c e a m yl o v or a n a n d c ell ul o s e s y nt h e si s. P r o Q r e pr e s s e s E P S 

a n d c- di- G M P a c c u m ul ati o n b y m o d ul ati n g pr c  e x pr e s si o n; r e d u c e d P r c alt er s t h e P r c – Nl pI pr ot e a s e c o m pl e x, w hi c h i n hi bit s a m yl o v or a n, w hil e t h e 

P r c- d e g r a d e d h y d r ol a s e S pr e n h a n c e s E P S s y nt h e si s. L o n a n d Cl p X P fi n e-t u n e E P S pr o d u cti o n vi a t u r n o v er of R c s A B C D a n d R p o S. C ell ul o s e s y n -

t h e si s i s sti m ul at e d b y c- di- G M P t h r o u g h all o st eri c a cti v ati o n of B c s A a n d r e q ui r e s B c s Z f or effi ci e nt pr o d u cti o n. Bi ofil m m at u r ati o n i s r ei nf or c e d b y 

t h e p e pti d o gl y c a n h y d r ol a s e E a g A, w h er e a s E n v Z / O m p R n e g ati v el y r e g ul at e s a m s G . 

T h e e x pr e s si o n of T 3 S S g e n e s i s ti g htl y r e g ul at e d b y a c o m pl e x 

r e g ul at or y ci r c uit t h at i s e x pl ai n e d i n d et ail i n t h e p at h o g e ni cit y 

a n d vi r ul e n c e f a ct or s s e cti o n. 

D u ri n g t h e i niti al p h a s e of s h o ot bli g ht i nf e cti o n, E. a m yl o v or a 

c ell s i n v a d e x yl e m v e s s el s wit hi n l e af v ei n s, f or mi n g bi ofil m s. 

E.  a m yl o v or a pr o d u c e s t h r e e k e y e xt r a c ell ul a r p ol y s a c c h a ri d e s 

( E P S: a m yl o v or a n, l e v a n a n d c ell ul o s e) t h at a r e e s s e nti al f or bi o -

fil m f or m ati o n a n d vi r ul e n c e ( K h a r a di, S c h a c ht erl e, et  al. 2 0 2 1 ; 

O h a n d B e er  2 0 0 5 ). T h e s e bi ofil m s pr ot e ct t h e p at h o g e n f r o m 

h o st  d ef e n c e s  a n d  s a p  fl o w,  w hil e  s u p p orti n g  p o p ul ati o n  e x -

p a n si o n. E nt r y i nt o x yl e m v e s s el s m a y o c c u r di r e ctl y t h r o u g h 

w o u n d s  or  m or e  c o m m o nl y  vi a  p a r e n c h y m a,  g ui d e d  b y  E P S  

pr o d u cti o n  a n d  o s m oti c  or  n ut ri e nt  g r a di e nt s  ( S u h a y d a  a n d  

G o o d m a n  1 9 8 1 a , 1 9 8 1 b ).  Bi ofil m  f or m ati o n  i s  d e p e n d e nt  o n  

t h e  s e c o n d  m e s s e n g er  c o m p o u n d  c- di- G M P,  a s  a n  E. a m yl o v -

or a  c- di- G M P n ull m ut a nt i s i n c a p a bl e of att a c h m e nt ( K h a r a di 

et  al.  2 0 2 2 ), a t r ait t h at i s r e q ui r e d f or bi ofil m f or m ati o n. T h e 

r e g ul ati o n of bi ofil m f or m ati o n i n E.  a m yl o v or a  h a s b e e n di s-

c u s s e d i n d et ail i n t h e p at h o g e ni cit y a n d vi r ul e n c e f a ct or s e cti o n 

b el o w. F u rt h er s y st e mi c s pr e a d of E. a m yl o v or a  i n br a n c h e s al s o 

d e p e n d s o n bi ofil m di s p er s al, w hi c h i n v ol v e s di r e ct r u pt u ri n g 

a n d r el e a s e of c ell s f r o m x yl e m v e s s el s ( G ei d er  2 0 0 0 ). C ell s r e-

l e a s e d f r o m x yl e m v e s s el s r e- e nt er t h e c orti c al p a r e n c h y m a a n d 

G D P + P Pi 

c- di- G M P 

M otil e pl a n kt o ni c p h a s e 1 1 1 1 1 

• ;:, 1i u 1 n g m ot 1 1it y 

, d/i # • Hi g h l e v el of T 3 S S e x pr e s si o n  a n d 

"' 1- " " - eff e ct or  s e cr eti o n 
• Vir ul e n c e  g e n e a cti v ati o n 
• L o w c- di- G M P l e v el f a v or s hr pl 

' -, e x pr e s si o n,  hi g h l e v el s u p pr e s s e s 
hr pl e x pr e s si o n 

..... ....:. _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ 

+ P o siti v el y  r e g ul at e d 
- J N e g ati v el y  r e g ul at e d 
,-- E x pr e s si o n 

• S e s sil e p h a s e wit hi n bi ofll m 

•  S urf a c e att a c h m e nt 

•  E P S pr o d u cti o n  ( a m yl o v or a n, 
c ell ul o s e, l e v a n) 

•  Hi g h c- di- G M P l e v el 
•  C ol o ni z ati o n  a n d p er si st e n c e 
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r ei niti at e T 3 S S- m e di at e d i nf e cti o n ( B o g s et  al.  1 9 9 8 ). T h e Hf q-

d e p e n d e nt s R N A R pr A i s a k e y r e g ul at or of bi ofil m di s p er s al 

( P e n g et  al. 2 0 2 1 ). T h e t r a n siti o n f r o m bi ofil m t o T 3 S S- m e di at e d 

i nf e cti o n i s al s o c o nt r oll e d b y a n a dj u st m e nt of i nt r a c ell ul a r l e v-

el s of c- di- G M P f r o m hi g h t o l o w. Hi g h er l e v el s pr o m ot e bi ofil m 

f or m ati o n a n d r e pr e s s T 3 S S e x pr e s si o n, a n d l o w er l e v el s pr o-

m ot e T 3 S S e x pr e s si o n a n d r e pr e s s bi ofil m f or m ati o n ( K h a r a di 

et  al.  2 0 1 9 ). T h e i nt r a c ell ul a r l e v el s of c- di- G M P i n b a ct eri al c ell s 

a r e c o nt r oll e d b y a s y st e m of di g u a n yl at e c y cl a s e a n d p h o s p h o -

di e st er a s e  e n z y m e s  t h at  r e s p o n d  t o  e n vi r o n m e nt al  c o n diti o n s  

a n d  s y nt h e si s e  or  d e g r a d e  c- di- G M P,  r e s p e cti v el y  ( K h a r a di,  

S el b m a n n, a n d S u n di n  2 0 2 1 , 2 0 2 2 ). 

3  |  H o st D ef e n c e R e s p o n s e 

T h e  fi r e  bli g ht  p at h o g e n  h a s  b e e n  e xt e n si v el y  st u di e d  wit h  

r e s p e ct  t o  it s  di s e a s e  c y cl e,  e pi d e mi ol o g y,  p at h o g e ni cit y  a n d  

vi r ul e n c e  r e g ul ati o n.  H o w e v er,  t h e  g e n eti c  a n d  bi o c h e mi c al  

m e c h a ni s m s  u n d erl yi n g  h o st  r e si st a n c e  m e c h a ni s m s  r e m ai n  

c o m p a r ati v el y  u n d er e x pl or e d  ( K a m b er  et  al.  2 0 1 6 ).  I nf e cti o n  

of a p pl e fl o w er s a n d s h o ot s t ri g g er s a m ultil a y er e d i m m u n e r e -

s p o n s e t h at c a n b e br o a dl y di vi d e d i nt o p at h o g e n-t ri g g er e d i m -

m u nit y ( P TI) a n d eff e ct or-t ri g g er e d i m m u nit y ( E TI) ( Fi g u r e  1 ). 

P TI i s i niti at e d w h e n h o st p att er n-r e c o g niti o n r e c e pt or s ( P R R) 

d et e ct  c o n s er v e d  p at h o g e n- a s s o ci at e d  m ol e c ul a r  p att er n s  

( P A M P s) s u c h a s li p o p ol y s a c c h a ri d e c o m p o n e nt s (li pi d A) or t h e 

fl a g elli n- d eri v e d p e pti d e Fl g 2 2. T hi s r e c o g niti o n a cti v at e s e a rl y 

d ef e n c e  o ut p ut s,  i n cl u di n g  a p o pl a sti c  al k ali ni s ati o n,  o xi d ati v e  

b u r st  a n d  t h e  a c c u m ul ati o n  of  r e a cti v e  o x y g e n  s p e ci e s  ( R O S)  

( C o ut o a n d Zi pf el  2 0 1 6 ). I n a p pl e, E. a m yl o v or a fl g 2 2 m ut a nt s 

f ail t o i n d u c e c all o s e d e p o siti o n, a n d s u b s e q u e nt w or k d e m o n-

st r at e d t h at t h e h a r pi n eff e ct or s H r p N a n d H r p W a r e s p e cifi c all y 

r e q ui r e d f or t hi s P TI- a s s o ci at e d r e s p o n s e ( B o u r e a u et  al.  2 0 1 1 ). 

E TI r e pr e s e nt s a s e c o n d, m or e r o b u st l a y er of d ef e n c e a cti v at e d 

w h e n i nt r a c ell ul a r r e si st a n c e ( R) pr ot ei n s r e c o g ni s e p at h o g e n ef -

f e ct or s d eli v er e d vi a t h e T 3 S S. Eff e ct or r e c o g niti o n t y pi c all y t ri g-

g er s st r o n g R O S pr o d u cti o n, l o c ali s e d h y p er s e n siti v e r e s p o n s e 

( H R), pr o g r a m m e d c ell d e at h a n d c all o s e d e p o siti o n t o r e st ri ct 

b a ct eri al s pr e a d ( T or u ñ o et  al.  2 0 1 6 ). A m o n g E. a m yl o v or a  eff e c-

t or s, H r p N i s n ot a bl e f or it s pl ei ot r o pi c a cti vit y li k e eli citi n g H R, 

c all o s e eli cit ati o n, a cti v ati n g s ali c yli c a ci d- d e p e n d e nt si g n alli n g 

p at h w a y s,  ulti m at el y  c o nt ri b uti n g  t o  d ef e n c e  r e s p o n s e s  li k e  

s y st e mi c a c q ui r e d r e si st a n c e ( S A R) ( D o n g et  al.  1 9 9 9 ; B o u r e a u 

et  al.  2 0 1 1 ). R e si st a n c e t o fi r e bli g ht i n R o s a c e a e h o st s w a s fi r st 

r e p ort e d t o b e p ol y g e ni c ( Al d wi n c kl e a n d v a n d er Z w et  1 9 7 9 ; 

K or b a n et  al.  1 9 8 8 ), alt h o u g h T 3 E: R g e n e-f or- g e n e r e si st a n c e i n-

t er a cti o n s h a v e b e e n i d e ntifi e d a n d c h a r a ct eri s e d i n t h e 2 0 1 0 s, 

a n d n u m er o u s q u a ntit ati v e t r ait l o ci ( Q T L s) h a v e b e e n i d e ntifi e d 

( E m eri e w e n et  al. 2 0 1 9 ; Z e n g et  al. 2 0 2 4 ). H o w e v er, d et ail e d di s-

c u s si o n of t h e s e l o ci i s b e y o n d t h e s c o p e of t hi s r e vi e w. 

4  |  P at h o g e ni cit y a n d Vi r ul e n c e F a ct o r s of E. 
a m yl o v o r a 

Er wi ni a a m yl o v or a  d e pl o y s  a  s uit e  of  p at h o g e ni cit y  a n d  vi r u -

l e n c e f a ct or s t o e st a bli s h i nf e cti o n a n d c a u s e fi r e bli g ht di s e a s e 

i n  s u s c e pti bl e  h o st s.  T h e  t h r e e  e st a bli s h e d  pri m a r y  p at h o-

g e ni cit y d et er mi n a nt s a r e t h e T 3 S S, t h e T 3 E D s p A / E a n d t h e 

E P S a m yl o v or a n ( V e ni s s e et  al.  2 0 0 1 ). T h e s e a r e e s s e nti al f or 

i niti ati n g di s e a s e. I n c o nt r a st, vi r ul e n c e f a ct or s s u c h a s p at h o-

g e n  m otilit y,  bi ofil m  f or m ati o n,  si d er o p h or e  pr o d u cti o n  ( e. g.,  

d e sf er ri o x a mi n e, D F O), c at al a s e s ( C at A a n d C at G) a n d m et a -

b oli c p at h w a y s f or s or bit ol, s u cr o s e a n d s ul p h u r c o nt ri b ut e t o 

di s e a s e pr o g r e s si o n b ut a r e n ot s uffi ci e nt o n t h ei r o w n t o i niti -

at e i nf e cti o n ( Pi q u é et  al.  2 0 1 5 ). A d diti o n al c o nt ri b ut or s i n cl u d e 

t h e Tt y p e V I s e cr eti o n s y st e m ( T 6 S S) ( S mit s et  al.  2 0 1 0 ). T hi s 

s e cti o n f o c u s e s o n t h e m ol e c ul a r m e c h a ni s m s a n d r e g ul at or y 

n et w or k s u n d er pi n ni n g t h e s e f a ct or s, b e gi n ni n g wit h t h e T 3 S S. 

4. 1 |  T y p e I I I S e c r eti o n S y st e m ( T 3 S S ) 

T h e T 3 S S i s a criti c al vi r ul e n c e a p p a r at u s t h at e n a bl e s E. a m -

yl o v or a  t o  i nj e ct  eff e ct or  pr ot ei n s  di r e ctl y  i nt o  h o st  c ell s.  It  

i s  pri m a ril y  c o m p o s e d  of  H r p  ( h y p er s e n siti v e  r e s p o n s e  a n d  

p at h o g e ni cit y) a n d H r c ( H R a n d c o n s er v e d) pr ot ei n s, e n c o d e d 

b y  g e n e s  cl u st er e d  wit hi n  a  p at h o g e ni cit y  i sl a n d.  T hi s  i sl a n d  

c o m pri s e s f o u r r e gi o n s: t h e H r p/ H r c cl u st er, t h e H E E ( H r c ef -

f e ct or s a n d eli cit or s), t h e H A E ( H r p- a s s o ci at e d e n z y m e s) a n d 

t h e  I T  (i sl a n d  t r a n sf er)  r e gi o n  ( O h  et  al.  2 0 0 5 ).  T h r o u g h  t h e  

h r p- T 3 S S, E. a m yl o v or a  d eli v er s a r e p ert oi r e of eff e ct or s a n d a s-

s o ci at e d pr ot ei n s i nt o t h e h o st a p o pl a st a n d c yt o pl a s m. T h e s e i n -

cl u d e eff e ct or s — D s p A / E, E o p 1, E o p 2, E o p 3, E o p 4 ( A v r R pt 2 E a) 

a n d  H o p Pt o C E a ;  h a r pi n s — H r p N  a n d  H r p W;  a n d  ot h er  pr o-

t ei n s — H r p J a n d H r p K ( Y u a n, H uli n, a n d S u n di n  2 0 2 1 ). M a n y 

of  t h e s e  eff e ct or s  h a v e  h o m ol o g u e s  i n  ot h er  p h yt o p at h o g e n s  

s u c h  a s  P e ct o b a ct eri u m  c ar ot o v or u m,  Ps e u d o m o n as  s yri n g a e,  

X a nt h o m o n as  s p p.,  R alst o ni a  s p p.  a n d  R hi z o bi u m  s p p.  (J o s hi  

et  al.  2 0 2 6 ; R a y m u n d o 1 9 8 0 ). 

D s p A / E i s t h e c e nt r al p at h o g e ni cit y eff e ct or i n E. a m yl o v o r a , 

i n di s p e n s a bl e  f or  di s e a s e  i niti ati o n  ( G a u d ri a ult  et  al.  2 0 0 2 ; 

O h  et  al.  2 0 0 5 ).  It  i nt er a ct s  wit h  h o st  r e c e pt or  ki n a s e s  a n d  

pr ef er r e d o xi n s  t o  m a ni p ul at e  h o st  c ell ul a r  pr o c e s s e s  ( M e n g  

et  al.  2 0 0 6 ). T h e d eli v er y of D s p A / E i nt o h o st c ell s i s m e di at e d 

b y  t h r e e  c h a p er o n e s,  D s p B / F,  E s c 1  a n d  E s c 3,  t h at  c o o p er a -

ti v el y pr ot e ct it f r o m c yt o pl a s mi c d e g r a d ati o n a n d or c h e st r at e 

s e c r eti o n a n d t r a n sl o c ati o n ( C a sti bl a n c o et  al. 2 0 1 8 ; G a u d ri a ult 

et  al.  2 0 0 2 ). R e c e nt st u di e s h a v e u n c o v er e d a d diti o n al r ol e s 

f or D s p A / E, i n cl u di n g t h e f or m ati o n of a β- b a r r el st r u ct u r e 

t h at r e s e m bl e s b a ct eri al p ori n s all o wi n g s m all m ol e c ul e s t o 

m o v e a c r o s s t h at i n d u c e a p o pl a sti c fl o o di n g ( M e n g et  al.  2 0 0 6 ; 

N o m u r a et  al.  2 0 2 3 ). A d diti o n all y, t hi s eff e ct or w a s s h o w n t o 

i n c r e a s e  i n  a b s ci si c  a ci d  l e v el s,  l e a di n g  t o  st o m at al  cl o s u r e  

(J o s hi et  al.  2 0 2 6 ; P e st er et  al. 2 0 1 2 ). T o g et h er, t h e s e eff e ct s 

e n h a n c e  w at er  a n d  n ut ri e nt  a v ail a bilit y  f or  b a ct eri a  i n  h o st  

ti s s u e s, c r e ati n g a f a v o u r a bl e e n vi r o n m e nt f or p at h o g e n c ol o -

ni s ati o n a n d s y st e mi c s pr e a d. A n ot h er eff e ct or E o p 1, a m e m -

b er of t h e Y o p J/ A v r R x v f a mil y, e x hi bit s b ot h c y st ei n e pr ot e a s e 

a n d  a c et ylt r a n sf er a s e  a cti viti e s  ( H ot s o n  a n d  M u d g ett  2 0 0 4 ; 

L e wi s et  al.  2 0 1 1 ). E o p 3, h o m ol o g o u s t o H o p X / A v r P p h E, al s o 

f u n cti o n s a s a c y st ei n e pr ot e a s e, wit h it s N-t er mi n al d o m ai n 

e s s e nti al f or e n z y m ati c a cti vit y ( B o c s a n c z y et  al.  2 0 1 2 ). E o p 4, 

a n ot h er c y st ei n e pr ot e a s e, i s h o m ol o g o u s t o t h e P. s y ri n g a e ef -

f e ct or A v r R pt 2 a n d c o nt ri b ut e s t o vi r ul e n c e, a s m ut a nt s l a c k-

i n g E o p 4 s h o w r e d u c e d s y m pt o m s i n i m m at u r e p e a r a s s a y s 

( Z h a o et  al.  2 0 0 6 ). I nt er e sti n gl y, e x pr e s si o n of e o p 4 i n t r a n s-

g e ni c,  mi c r o g r aft e d  c ulti v a r  Pi n o v a  a p pl e  pl a nt s  w a s  s uffi -

ci e nt t o c a u s e t y pi c al fi r e bli g ht s h e p h er d's c r o o k s y m pt o m s 
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( S c h r ö pf er et  al.  2 0 1 8 ). T h e r ol e s of E o p 2 a n d H r p K r e m ai n s 

l e s s d efi n e d, t h o u g h t h e y a r e c o n s er v e d a c r o s s r el at e d p at h o-

g e n s ( Ki m a n d B e er  1 9 9 8 ). H r p N i s e s s e nti al f or f ull vi r ul e n c e 

a n d f a cilit at e s D s p A / E t r a n sl o c ati o n, w hil e H r p W eli cit s a n 

H R i n r e si st a nt h o st s ( C h oi et  al.  2 0 1 3 ; G a u d ri a ult et  al. 2 0 0 2 ). 

B ot h h a r pi n s a r e i n v ol v e d i n eff e ct or d eli v er y. 

R e g ul ati o n of t h e T 3 S S i n E. a m yl o v or a  i s g o v er n e d b y a m ul-

til a y er e d  n et w or k  t h at  i nt e g r at e s  e n vi r o n m e nt al  s e n si n g,  

t r a n s cri pti o n al  c o nt r ol  a n d  p o st-t r a n s cri pti o n al  m o d ul ati o n  

( Fi g u r e  2 ).  U n d er  n ut ri e nt-li mit e d  c o n diti o n s,  a cti v ati o n  of  

t h e st ri n g e nt r e s p o n s e l e a d s t o a c c u m ul ati o n of t h e al a r m o n e 

( p) p p G p p,  w hi c h  r e di r e ct s  R N A  p ol y m er a s e  a cti vit y  t o w a r d s  

t h e alt er n ati v e si g m a f a ct or R p o N. T hi s s hift e n h a n c e s R p o N-

d e p e n d e nt t r a n s cri pti o n of hr p S . E x pr e s si o n of hr p S  i s f u rt h er 

sti m ul at e d b y t h e H r p X / H r p Y t w o- c o m p o n e nt s y st e m, w h o s e 

a cti vit y i s p o siti v el y i nfl u e n c e d b y I nt e g r ati o n H o st F a ct or (I H F) 

( L e e a n d Z h a o  2 0 1 8 ; Y a n g et  al. 2 0 2 3 ; Z h a o et  al. 2 0 0 9 ). H r p S, 

a n  A A A +  e n h a n c er- bi n di n g  pr ot ei n,  c o o p er at e s  wit h  I H F-

m e di at e d D N A b e n di n g t o a cti v at e t r a n s cri pti o n of hr p L , w hi c h 

e n c o d e s t h e e xt r a c yt o pl a s mi c f u n cti o n ( E C F) si g m a f a ct or t h at 

s er v e s a s t h e m a st er r e g ul at or of t h e T 3 S S ( L e e et  al.  2 0 1 6 ). H r p L 

s u b s e q u e ntl y d ri v e s e x pr e s si o n of T 3 S S st r u ct u r al a n d eff e ct or 

g e n e s  b y  r e c o g ni si n g  t h e  c o n s er v e d  ~ 3 5- b p  hr p- b o x  m otif  i n  

t h ei r pr o m ot er s ( W ei a n d B e er 1 9 9 5 ). C o n si st e nt wit h t hi s r e g u-

l at or y c a s c a d e, m ut a nt s d ef e cti v e i n ( p) p p G p p s y nt h e si s e x hi bit 

r e d u c e d g r o wt h, att e n u at e d vi r ul e n c e a n d st r o n g d o w n r e g ul a -

ti o n of T 3 S S g e n e s, u n d er s c ori n g t h e i m p ort a n c e of t h e st ri n g e nt 

r e s p o n s e i n li n ki n g st r e s s a d a pt ati o n t o p at h o g e ni cit y ( A n c o n a 

et  al.  2 0 1 5 ; Y a n g et  al. 2 0 2 0 ). 

P o st-t r a n s c ri pti o n al r e g ul ati o n al s o pl a y s a c riti c al r ol e. T h e 

gl o b al  R N A- bi n di n g  pr ot ei n  C s r A  pr o m ot e s  t r a n sl ati o n  of  

h r p L  a n d  d o w n st r e a m  T 3 S S- a s s o ci at e d  t r a n s c ri pt s  ( A n c o n a  

et  al.  2 0 1 6 ). C s r A a cti vit y i s a nt a g o ni s e d b y t h e s m all R N A c s r B , 

w hi c h s e q u e st er s C s r A i n r e s p o n s e t o e n vi r o n m e nt al c u e s ( L e e 

et  al.  2 0 1 9 ). E x pr e s si o n of c s r B  i s c o nt r oll e d b y t h e Gr r S / Gr r A 

( G a c S / G a c A or B a r A / U v r Y) t w o- c o m p o n e nt s y st e m. Alt h o u g h 

n o di r e ct C s r A bi n di n g t o h r p L or h r p S t r a n s c ri pt s h a s b e e n d e-

t e ct e d, C s r A r e g ul at e s u p st r e a m f a ct or s s u c h a s r el A , r c s B  a n d 

fl h D ( L e e et  al. 2 0 1 9 ). A d diti o n al r e g ul at or y i n p ut i s pr o vi d e d 

b y  t h e  R c s B C D  p h o s p h or el a y,  w hi c h  s e n s e s  e n v el o p e  st r e s s  

a n d m o d ul at e s h r p S  e x pr e s si o n. T h e L o n pr ot e a s e f u rt h er e n-

s u r e s t h at r e g ul at or y pr ot ei n s d o n ot a c c u m ul at e u n d er n o n-

p er mi s si v e c o n diti o n s ( W a n g et  al.  2 0 0 9 ; L e e a n d Z h a o 2 0 1 8 ). 

T h e  Cl p X P  pr ot e a s e  i n di r e ctl y  i nfl u e n c e s  T 3 S S  b y  d e g r a d -

i n g  t h e  st ati o n a r y- p h a s e  si g m a  f a ct or  R p o S.  I n  t h e  a b s e n c e  

of Cl p X P, R p o S a c c u m ul at e s, r e s ulti n g i n a s hift of b a ct eri al 

t r a n s c ri pti o n  t o w a r d s  st r e s s-r e s p o n s e  b y  r e d u ci n g  T 3 S S  e x-

pr e s si o n a n d di mi ni s h e d vi r ul e n c e ( L e e a n d Z h a o  2 0 1 7 ). T h e 

ri b o s o m e- a s s o ci at e d  pr ot ei n  Y h b H  al s o  c o nt ri b ut e s  t o  effi -

ci e nt h r p L e x pr e s si o n, li n ki n g t r a n sl ati o n al c a p a cit y t o R p o N -

d e p e n d e nt  t r a n s c ri pti o n  ( A n c o n a  et  al.  2 0 1 4 ).  At  t h e  l e v el  

of t h e s e c r eti o n a p p a r at u s, t h e pr ot ei n s H r c U a n d H r p P a r e 

e s s e nti al f or pr o p er T 3 S S f u n cti o n, a n d d el eti o n of eit h er r e -

s ult s i n m a r k e dl y r e d u c e d vi r ul e n c e i n i m m at u r e p e a r a s s a y s 

( M c N all y et  al. 2 0 1 6 ). T h e s e c o n d m e s s e n g er c- di- G M P f u rt h er 

m o d ul at e s T 3 S S o ut p ut. S p e cifi c all y, el e v at e d c- di- G M P l e v el s 

r e pr e s s h r p A  ( e n c o di n g a m aj or pil u s s u b u nit) e x pr e s si o n a n d 

it s hift s b a ct eri al b e h a vi o u r t o w a r d s bi ofil m f or m ati o n w hil e 

s u p pr e s si n g m otilit y a n d T 3 S S a cti vit y ( E d m u n d s et  al.  2 0 1 3 ; 

K h a r a di  et  al.  2 0 1 9 , 2 0 2 1 b ).  Fi n all y,  t h e  E n v Z / O m p R  t w o-

c o m p o n e nt  s y st e m  n e g ati v el y  r e g ul at e s  h r p L ,  pr o vi di n g  y et  

a n ot h er l a y er of r e pr e s si o n u n d er s p e cifi c e n vi r o n m e nt al c o n -

diti o n s ( Li et  al.  2 0 1 4 ). 

4. 2 |  E x o p ol y s a c c h a ri d e s: A m yl o v o r a n, L e v a n 
a n d C ell ul o s e 

E P S s pl a y a vit al r ol e i n t h e p at h o g e ni cit y of E. a m yl o v or a  b y 

f a cilit ati n g bi ofil m f or m ati o n a n d o b st r u cti n g t h e pl a nt v a s c u-

l a r s y st e m, t h er e b y pr o m oti n g c ol o ni s ati o n a n d s y st e mi c s pr e a d 

( K o c z a n et  al.  2 0 1 1 ). T h e t h r e e m aj or E P S s pr o d u c e d b y E. a m -

yl o v or a ,  a m yl o v or a n,  l e v a n  a n d  c ell ul o s e,  c o nt ri b ut e  diff er e n-

ti all y t o vi r ul e n c e. 

A m yl o v or a n i s t h e pri m a r y E P S, a n d m ut a nt s d efi ci e nt i n a m -

yl o v or a n pr o d u cti o n a r e n o n p at h o g e ni c, u n d er s c ori n g it s criti -

c al r ol e ( K o c z a n et  al.  2 0 0 9 ; Vr a n c k e n et  al. 2 0 1 3 ). St r u ct u r all y, 

a m yl o v or a n  i s  a  h et er o p ol y m er  c o m p o s e d  of  r e p e ati n g  u nit s  

of  gl u c o s e,  g al a ct o s e  a n d  p y r u v at e  ( K h a r a di,  S el b m a n n,  a n d  

S u n di n 2 0 2 1 ;  Ni mt z  et  al.  1 9 9 6 ).  T h e  bi o s y nt h e si s  of  a m yl o -

v or a n i s g o v er n e d b y t h e a m s  g e n e cl u st er, w hi c h i n cl u d e s 1 2 

g e n e s  ( a m s A – a m s L )  t h at  e n c o d e  pr ot ei n s  wit h  di sti n ct  f u n c-

ti o n s  i n  bi o s y nt h e si s  a n d  e x p ort  ( B u g ert  a n d  G ei d er  1 9 9 5 ). 

A m yl o v or a n  bi o s y nt h e si s  i s  p o siti v el y  r e g ul at e d  b y  c- di- G M P  

t h r o u g h it s m o d ul ati o n of R c s B C D p h o s p h or el a y a n d t h e c- di-

G M P-r e s p o n si v e  P r o Q/ P r c  p at h w a y  ( Fi g u r e  2 )  ( Y u a n,  El d r e d,  

K h a r a di, et  al.  2 0 2 2 ). I n a d diti o n, it s pr o d u cti o n i s i nfl u e n c e d 

b y e n vi r o n m e nt al f a ct or s s u c h a s p H, t e m p er at u r e a n d c a r b o n 

s o u r c e s ( E d m u n d s et  al.  2 0 1 3 ). C o n v er s el y, t h e or p h a n r e g ul at or 

A m y R  n e g ati v el y  r e g ul at e s  a m yl o v or a n  pr o d u cti o n.  Alt h o u g h  

t h e a m y R  m ut a nt pr o d u c e s m or e a m yl o v or a n, it s vi r ul e n c e d o e s 

n ot e x c e e d t h at of t h e wil d t y p e ( W a n g et  al.  2 0 1 2 a ). T h e a d-

diti o n al d et ail s o n a m yl o v or a n pr o d u cti o n a r e di s c u s s e d u n d er 

bi ofil m f or m ati o n. 

L e v a n,  a  n e ut r al  p ol yf r u ct a n  ( β- 2, 6- D-f r u ct of u r a n a n),  i s  s y n -

t h e si s e d f r o m s u cr o s e vi a t h e e n z y m e l e v a n s u cr a s e, e n c o d e d b y 

t h e ls c g e n e ( D o m ż ał- K ę d zi a et  al. 2 0 2 3 ). W hil e n ot e s s e nti al f or 

p at h o g e ni cit y, l e v a n c o nt ri b ut e s t o bi ofil m st r u ct u r e a n d vi r u -

l e n c e.  It s  pr o d u cti o n  i s  t e m p er at u r e- d e p e n d e nt  a n d  p o siti v el y  

r e g ul at e d b y t h e rls A g e n e ( P e n g et  al. 2 0 2 1 ). T h e ls c g e n e i s l o-

c at e d d o w n st r e a m of d s p F  i n t h e d s p/ hr p  r e gi o n a n d i s u n r el at e d 

t o t h e a m s  g e n e cl u st er ( Z h a n g a n d G ei d er 1 9 9 9 ). 

C ell ul o s e,  c o m p o s e d  of  β- 1, 4-li n k e d  gl u c o s e  u nit s,  i s  a n ot h er  

k e y E P S t h at c o nt ri b ut e s t o t h e t h r e e- di m e n si o n al a r c hit e ct u r e 

of t h e bi ofil m ( C a sti bl a n c o a n d S u n di n  2 0 1 8 ). C ell ul o s e bi o s y n-

t h e si s i s r e g ul at e d b y c- di- G M P, w hi c h bi n d s all o st eri c all y t o t h e 

c at al yti c s u b u nit B c s A ( Fi g u r e  2 ). T h e e n z y m e B c s Z, a n e n d o g-

l u c a n a s e, i s al s o e s s e nti al f or c- di- G M P- m e di at e d a cti v ati o n of 

c ell ul o s e bi o s y nt h e si s ( D o m ż ał- K ę d zi a et  al.  2 0 2 3 ). 

4. 3 |  M otilit y 

M otilit y,  m e di at e d  b y  p erit ri c h o u s  fl a g ell a,  i s  a  k e y  vi r ul e n c e  

f a ct or t h at f a cilit at e s b ot h t h e i niti ati o n a n d pr o g r e s si o n of fi r e 

bli g ht di s e a s e ( S c h a c ht erl e et  al.  2 0 1 9 ). It e n a bl e s E. a m yl o v or a 

t o a cti v el y mi g r at e f r o m t h e fl o w er sti g m a t o t h e h y p a nt hi u m, 
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a criti c al st e p f or s u c c e s sf ul c ol o ni s ati o n a n d i nf e cti o n. I n t h e 

a b s e n c e of m otilit y, t h e p at h o g e n f ail s t o r e a c h i nf e cti o n sit e s, 

r e s ulti n g i n a l o s s of vi r ul e n c e ( S pi n elli et  al.  2 0 0 5 ). Fl a g ell a r 

s y nt h e si s i n E. a m yl o v or a  i s i nfl u e n c e d b y e n vi r o n m e nt al c o n-

diti o n s. O pti m al fl a g ell a r pr o d u cti o n o c c u r s at t e m p er at u r e s b e -

t w e e n 1 8 ° C a n d 2 5 ° C a n d p H r a n g e of 6 – 9 ( R a y m u n d o  1 9 8 0 ). 

Alt h o u g h fl a g ell a r m otilit y d o e s n ot r e q ui r e a n e xt er n al e n er g y 

s o u r c e, it i s e n h a n c e d i n t h e pr e s e n c e of s u g a r s s u c h a s m a n -

nit ol  a n d  gl u c o s e.  N ot a bl y,  E.  a m yl o v or a  c ell s  a r e  t y pi c all y  

n o n- m otil e  wit hi n  h o st  ti s s u e s  b ut  r e g ai n  m otilit y  w h e n  e x -

p o s e d  t o  f r e e  w at er  a n d  f a v o u r a bl e  e n vi r o n m e nt al  c o n diti o n s  

( R a y m u n d o 1 9 8 0 ). I nt er e sti n gl y, o n c e t h e p at h o g e n h a s e nt er e d 

t h e  a p o pl a st,  fl a g ell a  a p p e a r  t o  b e  di s p e n s a bl e.  St u di e s  h a v e  

s h o w n t h at fl a g ell a- d efi ci e nt m ut a nt s s pr e a d t h r o u g h y o u n g l e af 

ti s s u e s at r at e s c o m p a r a bl e t o wil d-t y p e st r ai n s, s u g g e sti n g t h at 

m otilit y i s pri m a ril y criti c al d u ri n g t h e i niti al st a g e s of i nf e cti o n 

a n d  e n vi r o n m e nt al  n a vi g ati o n,  r at h er  t h a n  d u ri n g  i nt er c ell u -

l a r c ol o ni s ati o n ( H olt a p p el s et  al.  2 0 1 8 ). R e c e ntl y, it h a s b e e n 

s h o w n t h at E. a m yl o v or a  u s e s E P S- d e p e n d e nt sli di n g m otilit y t o 

f a cilit at e m o v e m e nt wit h o ut fl a g ell a wit hi n t h e a p o pl a st ( Y u a n, 

El d r e d, a n d S u n di n 2 0 2 2 ), t h u s e n a bli n g t h e m ai nt e n a n c e of a 

m otil e p h e n ot y p e wit h o ut pr e s e nti n g t h e fl g 2 2 e pit o p e f or pl a nt 

r e c o g niti o n. 

T h e  r e g ul ati o n  of  m otilit y  i n  E.  a m yl o v or a  c e nt r e s  o n  t h e  

m a st er  r e g ul at or  Fl h D C,  w hi c h  c o nt r ol s  t r a n s cri pti o n  of  t h e  

fl a g ell a r  g e n e  c a s c a d e  a n d  i s  f r e q u e ntl y  c o- e x pr e s s e d  wit h  

T 3 S S- a s s o ci at e d g e n e s ( P uł a w s k a et  al.  2 0 1 7 ), hi g hli g hti n g t h e 

c o or di n at e d d e pl o y m e nt of m otilit y a n d vi r ul e n c e pr o g r a m m e s 

( Fi g u r e  S 1 ). T h e R N A c h a p er o n e Hf q m o d ul at e s fl h D C e x pr e s-

si o n t h r o u g h s e v er al R N A s, ar c Z , o mr A B  a n d r m a A , w hi c h c ol-

l e cti v el y fi n e-t u n e s wi m mi n g m otilit y ( Z e n g a n d S u n di n 2 0 1 4 ). 

T h e ar c Z  a n d  o mr A B  r e pr e s s  fl h D C p o st-t r a n s cri pti o n all y, 

w h er e a s ar c Z  a n d r m a A a ct a s p o siti v e t r a n s cri pti o n al r e g ul a-

t or s. T h e d u al r e g ul at or y r ol e of ar c Z , p a rti c ul a rl y it s p o siti v e 

i nfl u e n c e o n m otilit y, a p p e a r s t o b e u ni q u e t o E. a m yl o v or a  a n d 

m a y  r e pr e s e nt  a  r e c e nt  e v ol uti o n a r y  a d a pt ati o n  ( S c h a c ht erl e  

et  al.  2 0 1 9 ). T h e R c s C B D p h o s p h or el a y al s o i nt e g r at e s e n vi r o n-

m e nt al si g n al s t o m o d ul at e fl h D C e x pr e s si o n. Wit hi n t hi s s y s-

t e m, t h e r e s p o n s e r e g ul at or R c s B f u n cti o n s a s a t r a n s cri pti o n al 

r e pr e s s or of fl h D C ( L e e et  al. 2 0 1 8 ). P o st-t r a n s cri pti o n al c o nt r ol 

i s f u rt h er m e di at e d b y t h e gl o b al R N A- bi n di n g pr ot ei n C sr A, 

w hi c h e n h a n c e s t r a n sl ati o n of b ot h R c s B a n d Fl h D C. C sr A a c -

ti vit y i s a nt a g o ni s e d b y t h e s m all R N A csr B , w h o s e e x pr e s si o n 

i s p o siti v el y r e g ul at e d b y t h e Gr r S/ Gr r A t w o- c o m p o n e nt s y st e m 

a n d b y I H F ( A n c o n a et  al.  2 0 1 6 ). P r ot e ol yti c r e g ul ati o n b y L o n 

a n d  Cl p X P  i nfl u e n c e s  fl h D C e x pr e s si o n  ( A n c o n a  et  al.  2 0 1 6 ; 

L e e  a n d  Z h a o  2 0 1 7 ).  I n  L o n- d efi ci e nt  st r ai n s,  el e v at e d  R c s A /  

R c s B a cti vit y i n cr e a s e s hr p S  a n d a m s G  e x pr e s si o n w hil e r e d u c-

i n g fl h D a n d csr B  l e v el s; t h e r e s ulti n g d e cr e a s e i n C sr B r eli e v e s 

s e q u e st r ati o n  of  C sr A,  i n di r e ctl y  e n h a n ci n g  C sr A- d e p e n d e nt  

r e g ul ati o n  ( A n c o n a  et  al.  2 0 1 6 ).  A d diti o n al  r e g ul at or y  l a y er s  

i n cl u d e  t h e  E n v Z/ O m p R  t w o- c o m p o n e nt  s y st e m,  w hi c h  p o si-

ti v el y i nfl u e n c e s fl a g ell a r m otilit y, a n d t h e a nt a g o ni sti c a cti vit y 

of  Gr r S/ Gr r A  t o w a r d s  E n v Z/ O m p R  ( Li  et  al.  2 0 1 4 ).  T h e  s e c-

o n d m e s s e n g er c- di- G M P a ct s a s a p ot e nt n e g ati v e r e g ul at or of 

s wi m mi n g m otilit y ( E d m u n d s et  al.  2 0 1 3 ). B e y o n d r e pr e s si n g 

m otilit y, c- di- G M P or c h e st r at e s t h e m otilit y – bi ofil m t r a n siti o n: 

hi g h  i nt r a c ell ul a r  l e v el s  pr o m ot e  bi ofil m  f or m ati o n,  w h er e a s  

l o w l e v el s f a v o u r sli di n g m otilit y, p a rti c ul a rl y d u ri n g s y st e mi c 

m o v e m e nt t h r o u g h t h e x yl e m ( Y u a n, El d r e d, a n d S u n di n  2 0 2 2 ). 

T hi s b al a n c e i s d y n a mi c all y c o nt r oll e d b y t h e a cti viti e s of di g u a -

n yl at e c y cl a s e s a n d p h o s p h o di e st er a s e s. 

4. 4 |  Bi ofil m F o r m ati o n 

Bi ofil m f or m ati o n i s a criti c al vi r ul e n c e st r at e g y e m pl o y e d b y E. 

a m yl o v or a  t o c ol o ni s e h o st ti s s u e s a n d wit h st a n d e n vi r o n m e nt al 

st r e s s. Bi ofil m s a r e st r u ct u r e d m ulti c ell ul a r c o m m u niti e s e m -

b e d d e d i n a s elf- pr o d u c e d e xt r a c ell ul a r m at ri x c o m p o s e d of E P S, 

pr ot ei n s a n d n u cl ei c a ci d s ( H all a n d M a h  2 0 1 7 ). T hi s g r o wt h 

m o d e e n h a n c e s b a ct eri al s u r vi v al, n ut ri e nt a c q ui siti o n a n d r e -

si st a n c e  t o  a nti mi cr o bi al  a g e nt s  ( D a n h or n  a n d  F u q u a  2 0 0 7 ). 

Bi ofil m d e v el o p m e nt f oll o w s a c o or di n at e d s e q u e n c e of st a g e s: 

pl a n kt o ni c p h a s e, s u rf a c e att a c h m e nt, m at u r ati o n a n d d et a c h -

m e nt ( S a u er et  al.  2 0 0 2 ). I niti al att a c h m e nt i s m e di at e d b y t y p e 

I fi m br a e a n d t y p e I V pili, w hi c h a n c h or c ell s t o h o st s u rf a c e s. 

Wit hi n  t h e  x yl e m  v e s s el s,  E. a m yl o v or a f or m s  d e n s e  bi ofil m s  

t h at o b st r u ct n ut ri e nt fl o w, c o nt ri b uti n g t o v a s c ul a r wilti n g, a 

h all m a r k of fi r e bli g ht. All t h r e e m aj or E P S, a m yl o v or a n, l e v a n 

a n d c ell ul o s e, c o nt ri b ut e t o t h e bi ofil m m at ri x a n d st r u ct u r al 

i nt e g rit y.  N ot a bl y,  t h e  p at h o g e n  t r a n siti o n s  b et w e e n  s e s sil e  

a n d pl a n kt o ni c st at e s t h r o u g h o ut t h e i nf e cti o n c y cl e, e s p e ci all y 

d u ri n g s y st e mi c s pr e a d ( K o c z a n et  al.  2 0 1 1 ). 

T h e b a ct eri al s e c o n d m e s s e n g er c- di- G M P i s a c e nt r al r e g ul a -

t or of bi ofil m f or m ati o n i n E. a m yl o v or a  (s h o w n i n Fi g u r e  2 ) 

( K h a r a di  a n d  S u n di n  2 0 1 9 ).  El e v at e d  i nt r a c ell ul a r  c- di- G M P  

pr o m ot e s  E P S  pr o d u cti o n  a n d  bi ofil m  d e v el o p m e nt,  w hil e  si -

m ult a n e o u sl y s u p pr e s si n g fl a g ell a r m otilit y. C ell ul a r c- di- G M P 

l e v el s a r e d et er mi n e d b y t h e a cti viti e s of di g u a n yl at e c y cl a s e s 

( D G C s),  w hi c h  s y nt h e si s e  t h e  m ol e c ul e,  a n d  p h o s p h o di e st er-

a s e s ( P D E s) w hi c h d e g r a d e it (J e n al et  al.  2 0 1 7 ). D el eti o n of t h e 

D G C s, e d c C  a n d  e d c E ,  r e d u c e s  c- di- G M P  l e v el s  a n d  i m p ai r s  

bi ofil m f or m ati o n ( C a sti bl a n c o a n d S u n di n  2 0 1 8 ). C o n v er s el y, 

d el eti o n of t w o or m or e P D E g e n e s ( p d e A , p d e B , p d e C ) i n cr e a s e s 

i nt r a c ell ul a r c- di- G M P, e n h a n ci n g a m yl o v or a n pr o d u cti o n a n d 

c ell  a ut o a g g r e g ati o n  b ut  r e d u c e s  bi ofil m  f or m ati o n  i n  li q ui d  

c ult u r e ( K h a r a di a n d S u n di n  2 0 1 9 ). A c o m pr e h e n si v e 1 2- g e n e 

d el eti o n st u d y f u rt h er e st a bli s h e d c- di- G M P a s a gl o b al r e g ul a -

t or of lif e st yl e t r a n siti o n s a n d h o st c ol o ni s ati o n i n E. a m yl o v or a 

( K h a r a di et  al. 2 0 2 2 ). 

R N A c h a p er o n e s al s o c o ntri b ut e t o bi ofil m r e g ul ati o n t h r o u g h 

t h eir i nfl u e n c e o n a m yl o v or a n a n d c ell ul o s e s y nt h e si s. A m o n g 

Hf q- d e p e n d e nt s m all- R N A s, ar c Z  a n d r pr A a ct a s p o siti v e r e g u-

l at or s of a m yl o v or a n pr o d u cti o n, w h er e a s o mr A B  a n d hrs 6  a ct a s 

n e g ati v e r e g ul at or s ( P e n g et  al.  2 0 2 1 ; Z e n g et  al. 2 0 1 3 ). Alt h o u g h 

Hf q i s k n o w n t o pr o m ot e bi ofil m f or m ati o n i n ot h er pl a nt p at h o -

g e n s s u c h a s X a nt h o m o n as c a m p est ris  a n d P a nt o e a a n a n atis , it s 

pr e ci s e r ol e i n E. a m yl o v or a  r e m ai n s t o b e f ull y el u ci d at e d (J e n al 

et  al.  2 0 1 7 ). T h e c o n s er v e d R N A c h a p er o n e P r o Q al s o m o d ul at e s 

E P S bi o s y nt h e si s, a cti n g a s a n e g ati v e r e g ul at or of b ot h a m yl o -

v or a n a n d c ell ul o s e ( Fi g ur e  2 ). D el eti o n of pr o Q  i n cr e a s e s pr o -

d u cti o n of b ot h p ol y s a c c h a ri d e s a n d r e d u c e s pr c  m R N A l e v el s, 

c o n si st e nt wit h t h e pr c  pr o m ot er r e si di n g wit hi n t h e pr o Q  l o c u s. 

T h e  p eri pl a s mi c  pr ot e a s e  P r c  a n d  it s  p a rt n er  li p o pr ot ei n  Nl pI  

n e g ati v el y  r e g ul at e  a m yl o v or a n,  w h er e a s  S pr  ( a  P r c  d e g r a d e d  

p e pti d o gl y c a n  h y d r ol a s e)  p o siti v el y  i nfl u e n c e s  it s  s y nt h e si s.  

G e n o m e- wi d e tr a n s p o s o n m ut a g e n e si s li n k e d P r o Q t o c- di- G M P 

si g n alli n g, a s pr o Q  d el eti o n el e v at e d i ntr a c ell ul a r c- di- G M P a n d 
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c ell ul o s e  pr o d u cti o n,  p h e n ot y p e s  r e v er s e d  b y  d el eti n g  D G C-

e n c o di n g g e n e s. I n c o ntr a st, P r o Q p o siti v el y r e g ul at e s tr a n s cri pt s 

e n c o di n g c- di- G M P P D E s t h r o u g h a m e c h a ni s m i n d e p e n d e nt of 

m R N A d e c a y ( Y u a n, El d r e d, K h a r a di, et  al.  2 0 2 2 ). 

C y cli c di- G M P al s o i n di r e ctl y i nfl u e n c e s t r a n s cri pti o n of a m s G , 

t h e fi r st g e n e of t h e a m s  o p er o n, t h r o u g h bi n di n g t o t h e E A L-

d o m ai n pr ot ei n C sr D. C sr D a n d R N a s e E n e g ati v el y r e g ul at e t h e 

s m all R N A (s R N A)  csr B , w hi c h n or m all y s e q u e st er s a n d i n hi b-

it s t h e R N A- bi n di n g pr ot ei n C sr A ( K h a r a di a n d S u n di n  2 0 2 2 ). 

C sr A,  i n  t u r n,  p o siti v el y  r e g ul at e s  t h e  R c s B C D  p h o s p h or el a y.  

T h e R c s s y st e m i s a m aj or a cti v at or of a m yl o v or a n bi o s y nt h e -

si s, s u p p ort e d b y t h e pr e s e n c e of a n R c s B bi n di n g sit e i n t h e 

a m s G pr o m ot er ( W a n g et  al.  2 0 1 2 b ). R c s B a ct s a s a di r e ct t r a n-

s cri pti o n al  a cti v at or  of  t h e  a m s  o p er o n.  I n  c o nt r a st,  t h e  L o n  

pr ot e a s e n e g ati v el y r e g ul at e s a m yl o v or a n pr o d u cti o n b y m o d -

ul ati n g R c s A a n d R c s B l e v el s; t hi s r e pr e s si o n i s t h o u g ht t o b e 

c o u nt er a ct e d b y C sr A ( L e e et  al.  2 0 1 8 ). T h e Cl p X P pr ot e a s e al s o 

pr o m ot e s a m s G  e x pr e s si o n  b y  d e g r a di n g  t h e  st ati o n a r y- p h a s e  

si g m a f a ct or R p o S ( L e e a n d Z h a o  2 0 1 7 ).  A d diti o n all y,  c- di- G M P 

p o siti v el y r e g ul at e s a m s G  e x pr e s si o n t h r o u g h t h e p e pti d o gl y c a n 

h y d r ol a s e E a g A ( K h a r a di a n d S u n di n  2 0 2 0 ). Fi n all y, t h e E n v Z/ 

O m p R t w o- c o m p o n e nt s y st e m, w hi c h al s o r e pr e s s e s t h e T 3 S S, 

n e g ati v el y r e g ul at e s a m s G  a n d t h er e b y s u p pr e s s e s a m yl o v or a n 

pr o d u cti o n a n d bi ofil m f or m ati o n ( Li et  al.  2 0 1 4 ). 

4. 5 |  A d diti o n al Vi r ul e n c e D et e r mi n a nt s 

M a n y ot h er vi r ul e n c e d et er mi n a nt s a r e e n c o d e d b y E. a m yl o -

v or a a n d  a r e  i m p ort a nt  d u ri n g  v a ri o u s  p h a s e s  of  t h e  di s e a s e  

c y cl e.  T h e s e  i n cl u d e  s y st e m s  e n c o di n g  t h e  u pt a k e  a n d  utili -

s ati o n of m aj or R o s a c e a e f a mil y t r a n s p ort s u g a r s s or bit ol a n d 

s u cr o s e ( B or r u s o et  al.  2 0 1 7 ; Pi q u é et  al. 2 0 1 5 ), t h e si d er o p h or e 

d e sf er ri o x a mi n e t h at f a cilit at e s i r o n s c a v e n gi n g f r o m t h e h o st 

e n vi r o n m e nt, c at al a s e s K at A a n d K at G t h at c o u nt er a ct d a m a g e 

f r o m o xi d ati v e st r e s s a ri si n g m ai nl y f r o m h o st d ef e n c e s, a n d ef-

fl u x p u m p s s u c h a s A r c A B a n d N or M t h at e n a bl e t h e b a ct eri u m 

t o  r e si st  pl a nt- d eri v e d  a nti mi cr o bi al  c o m p o u n d s  a n d  c o m p et e  

wit h ot h er mi cr o b e s i n t h e h o st e n vi r o n m e nt. S ul p h u r m et a b -

oli s m c o nt ri b ut e s t o b ot h o xi d ati v e st r e s s m a n a g e m e nt a n d e n -

er g y pr o d u cti o n, w hi c h a r e vit al f or s u c c e s sf ul c ol o ni s ati o n a n d 

di s e a s e pr o g r e s si o n. T r a n s cri pt o mi c pr ofili n g of E. a m yl o v or a 

d u ri n g i nf e cti o n of a p pl e fl o w er s h a s r e v e al e d si g nifi c a nt u p -

r e g ul ati o n of s e v er al g e n e s i n v ol v e d i n s ul p h u r a s si mil ati o n a n d 

r e d o x h o m e o st a si s, i n cl u di n g is c S, t p x, c ys G , m as A  a n d d s b A . 

T h e s e g e n e s a r e a s s o ci at e d wit h s ul p h u r c y cli n g a n d s u g g e st a n 

a d a pti v e r e s p o n s e t o t h e o xi d ati v e e n vi r o n m e nt e n c o u nt er e d i n 

h o st ti s s u e s ( S c h a c ht erl e et  al.  2 0 2 2 ). 

I n a d diti o n, t h e T 6 S S h a s r e m ai n e d r el ati v el y u n d er st u di e d b ut i s 

e m er gi n g a s a n i m p ort a nt c o nt ri b ut or t o t h e p at h o g e n's vi r ul e n c e 

a n d e c ol o gi c al fit n e s s. G e n o mi c a n al y si s h a s i d e ntifi e d t h r e e di s -

ti n ct T 6 S S cl u st er s i n E. a m yl o v or a : T 6 S S- 1, T 6 S S- 2 a n d T 6 S S- 3 

( S mit s et  al.  2 0 1 0 ). T h e pri m a r y r ol e s f or T 6 S S i n E. a m yl o v or a 

i n cl u d e b a ct eri al c o m p etiti o n, E P S pr o d u cti o n, vi r ul e n c e, m otil-

it y a n d a nti b a ct eri al a cti vit y ( Ti a n et  al.  2 0 1 7 ). T r a n s cri pt o mi c 

a n al y s e s  of  T 6 S S  d el eti o n  m ut a nt s  h a v e  r e v e al e d  diff er e nti al  

e x pr e s si o n s of k e y vi r ul e n c e- a s s o ci at e d g e n e s, i n cl u di n g t h o s e 

i n v ol v e d i n T 3 S S, si d er o p h or e bi o s y nt h e si s, c h e m ot a xi s, fl a g el-

l a r a s s e m bl y a n d fi m bri al st r u ct u r e s ( K a m b er et  al. 2 0 1 7 ). T hi s 

s u g g e st s t h at t h e T 6 S S m a y a ct a s a r e g ul at or y h u b, i nfl u e n ci n g 

m ulti pl e vi r ul e n c e p at h w a y s. M or e o v er, g e n o mi c i sl a n d s a s s o -

ci at e d  wit h  T 6 S S  l o ci  oft e n  c o nt ai n  g e n e s  e n c o di n g  h all m a r k  

st r u ct u r al pr ot ei n s s u c h a s H c P a n d V g r G, al o n g wit h p ut ati v e 

eff e ct or d o m ai n s ( D e M a a y er et  al.  2 0 1 1 ). T h e s e eff e ct or s m a y 

b e  i n v ol v e d  i n  t a r g eti n g  c o m p eti n g  mi cr o b e s  or  m o d ul ati n g  

h o st e x p o s u r e, alt h o u g h t h ei r s p e cifi c f u n cti o n s i n E. a m yl o v or a 

r e m ai n t o b e el u ci d at e d. 

5  |  R e g ul at o r y N et w o r k s G o v e r ni n g Lif e st yl e 
T r a n siti o n s i n E. a m yl o v o r a 

T h e lif e st yl e t r a n siti o n of E. a m yl o v or a  i s ti g htl y r e g ul at e d b y a 

c o m pl e x n et w or k of si g n alli n g s y st e m s (s u m m a ri s e d i n Fi g u r e  2 ). 

T w o- c o m p o n e nt s y st e m s ( T C S s) a n d c- di- G M P r e m ai n t h e c e n -

t er of t hi s i nt ri c at e r e g ul at or y s y st e m. T C S s i n E. a m yl o v or a  a r e 

a n i m p ort a nt s e n s or of e n vi r o n m e nt al a n d h o st- d eri v e d si g n al s, 

e n a bli n g t h e p at h o g e n t o m o d ul at e vi r ul e n c e g e n e e x pr e s si o n, 

m otilit y  a n d  st r e s s  r e s p o n s e s.  C o m pl e m e nti n g  t h e s e  s y st e m s,  

c- di- G M P  a ct s  a s  a  gl o b al  r e g ul at or  of  lif e st yl e  t r a n siti o n s.  

El e v at e d l e v el s of c- di- G M P pr o m ot e t h e s wit c h f r o m a m otil e 

pl a n kt o ni c st at e t o a s e s sil e bi ofil m-f or mi n g p h a s e, e n h a n ci n g 

p er si st e n c e  a n d  r e si st a n c e  t o  e n vi r o n m e nt al  st r e s s  ( E d m u n d s  

et  al.  2 0 1 3 ) (s u m m a ri s e d i n Fi g u r e  2 ). C o n v er s el y, r e d u c e d c-

di- G M P l e v el s i n d u c e p at h o g e n m otilit y a n d T 3 S S e x pr e s si o n, 

t h er e b y f a v o u ri n g di s p er s al a n d a cti v e i nf e cti o n. T h e d y n a mi c 

i nt er pl a y b et w e e n T C S- m e di at e d si g n al t r a n s d u cti o n a n d c- di-

G M P m et a b oli s m all o w s E. a m yl o v or a  t o a d a pt r a pi dl y t o c h a n g-

i n g c o n diti o n s wit hi n t h e h o st a n d t h e e n vi r o n m e nt, b al a n ci n g 

vi r ul e n c e a n d s u r vi v al. U n d er st a n di n g t h e s e r e g ul at or y m e c h a -

ni s m s i s cr u ci al f or d e v el o pi n g t a r g et e d st r at e gi e s t o di sr u pt bi o -

fil m f or m ati o n a n d di s e a s e pr o g r e s si o n i n a g ri c ult u r al s etti n g s. 

B el o w, w e s u m m a ri s e k e y T C S s a n d c- di- G M P si g n alli n g p at h -

w a y s i n E. a m yl o v or a  t h at c o nt ri b ut e t o it s p at h o g e ni cit y a n d 

lif e st yl e t r a n siti o n s. A d et ail e d c o m p a r ati v e a n al y si s of T C S s a n d 

c- di- G M P  a m o n g  m aj or  s p e ci e s/st r ai n s  f r o m  E nt er o b a ct er al e s  

or d er  al o n g  wit h  t h e  e v ol uti o n a r y  t r aj e ct ori e s  a n d  f u n cti o n al  

di v er sifi c ati o n  of  t h e s e  s y st e m s  i s  e x pl or e d  i n  t h e  s u b s e q u e nt  

s e cti o n. 

6  |  M aj o r T w o- C o m p o n e nt S y st e m s i n 
E.  a m yl o v o r a 

T w o- c o m p o n e nt s y st e m s a r e c e nt r al t o t h e a bilit y of E. a m yl o v -

or a  t o p er c ei v e a n d r e s p o n d t o e n vi r o n m e nt al a n d h o st- d eri v e d 

si g n al s  d u ri n g  i nf e cti o n.  T h e s e  s y st e m s  t y pi c all y  c o n si st  of  a  

m e m br a n e- b o u n d  hi sti di n e  ki n a s e  ( H K)  t h at  d et e ct s  s p e cifi c  

sti m uli a n d a c or r e s p o n di n g r e s p o n s e r e g ul at or ( R R) t h at m o d -

ul at e s g e n e e x pr e s si o n. T h e g e n o m e of E. a m yl o v or a e n c o d e s 2 0 

H K a n d 2 4 R R ( Z h a o et  al.  2 0 0 9 ) a n d a s u m m a r y of s el e ct e d 

m aj or  t w o- c o m p o n e nt  s y st e m s  a s s o ci at e d  wit h  vi r ul e n c e  i s  

s u m m a ri s e d h er e t o pr o vi d e c o nt e xt f or s u b s e q u e nt a n al y s e s of 

H K / R R e v ol uti o n a r y r el ati o n s hi p s a n d d o m ai n a r c hit e ct u r e. 

F o u r  m aj or  t w o- c o m p o n e nt  s y st e m s  ( R c s B C D  p h o s p h or e -

l a y — R c s C/ R c s B,  E n v Z/ O m p R,  Gr r S/ Gr r A  a n d  H r p X / H r p Y)  

c o nt ri b ut e  t o  vi r ul e n c e,  m otilit y  a n d  bi ofil m  f or m ati o n  i n  

E. a m yl o v or a . A m o n g t h e s e, H r p X / H r p Y f u n cti o n s e x cl u si v el y 
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i n T 3 S S r e g ul ati o n, w h er e a s R c s C/ R c s B, E n v Z/ O m p R a n d Gr r S/ 

Gr r A i nt e g r at e m ulti pl e si g n al s t o c o or di n at e fl a g ell a r m otilit y, 

T 3 S S a cti vit y a n d bi ofil m d e v el o p m e nt. T h e H r p X / H r p Y – H r p S – 

R p o N c a s c a d e i s t h e c or e r e g ul at or y p at h w a y c o nt r olli n g T 3 S S 

e x pr e s si o n i n E. a m yl o v or a  a n d i s c o n s er v e d a cr o s s ot h er s oft-

r ot  p e ct o b a ct eri a,  i n cl u di n g  P e ct o b a ct eri u m a n d Di c k e y a s p p. 

( K vit k o et  al. 2 0 2 5 ; L e e et  al. 2 0 1 6 ; W ei et  al. 2 0 0 7 ). I n r e s p o n s e 

t o  a p o pl a st-li k e  c u e s  s u c h  a s  l o w  p H  or  n ut ri e nt  li mit ati o n,  

H r p X p h o s p h or yl at e s H r p Y, w hi c h a cti v at e s t h e σ 5 4 - d e p e n d e nt 

e n h a n c er- bi n di n g  pr ot ei n  H r p S.  H r p S  t h e n  sti m ul at e s  R p o N  

(σ 5 4 ), i niti ati n g t r a n s cri pti o n of hr p L , t h e m a st er r e g ul at or of T 3 S S 

g e n e s ( W ei et  al.  2 0 0 7 ). T h e R c s B C D p h o s p h or el a y ( al s o r ef er r e d 

t o  a s  R c s A B C D,  wit h  R c s A  a cti n g  a s  a  n o n- p h o s p h or yl ati n g  

a c c e s s or y  pr ot ei n)  p o siti v el y  r e g ul at e s  b ot h  hr p L  a n d  a m s G , 

t h er e b y pr o m oti n g T 3 S S e x pr e s si o n a n d a m yl o v or a n- m e di at e d 

bi ofil m f or m ati o n, w hil e si m ult a n e o u sl y r e pr e s si n g t h e fl a g el -

l a r m a st er r e g ul at or fl h D C ( W a n g et  al. 2 0 0 9 , 2 0 1 2 b ). T h e Gr r S/ 

Gr r A s y st e m i n di r e ctl y i nfl u e n c e s t h e s e p at h w a y s b y a cti v ati n g 

t h e s R N A csr B , w hi c h s e q u e st er s C sr A a n d t h er e b y e n h a n c e s 

R c s B C D- d e p e n d e nt r e g ul ati o n of bi ofil m f or m ati o n, T 3 S S a n d 

m otilit y ( A n c o n a et  al.  2 0 1 6 ; L e e et  al. 2 0 1 9 ). E n v Z/ O m p R e x-

ert s o p p o si n g eff e ct s o n m otilit y a n d vi r ul e n c e. O m p R a cti v at e s 

fl h D C, pr o m oti n g fl a g ell a r m otilit y ( Li et  al. 2 0 1 4 ), b ut r e pr e s s e s 

hr p L  a n d  hr p N ,  l e a di n g  t o  r e d u c e d  T 3 S S  a cti vit y.  O m p R  al s o  

d o w n r e g ul at e s a m s G , s u p pr e s si n g a m yl o v or a n pr o d u cti o n a n d 

bi ofil m f or m ati o n ( Li et  al.  2 0 1 4 ) ( Fi g u r e 2 ). T o g et h er, t h e s e t w-

c o m p o n e nt s y st e m s f or m a n i nt e g r at e d r e g ul at or y n et w or k t h at 

e n a bl e s E. a m yl o v or a  t o fi n e-t u n e m otilit y, s e cr eti o n a n d bi ofil m 

f or m ati o n i n r e s p o n s e t o d y n a mi c h o st e n vi r o n m e nt s. 

7  |  C y cli c di- G M P i n E. a m yl o v o r a A s s o ci at e d Wit h 
Vi r ul e n c e 

C y cli c di- G M P i s a c o n s er v e d b a ct eri al s e c o n d m e s s e n g er t h at 

r e g ul at e s t h e t r a n siti o n b et w e e n m otil e a n d s e s sil e lif e st yl e s b y 

c o or di n ati n g  m otilit y,  E P S  pr o d u cti o n,  s u rf a c e  a d h e si o n  a n d  

vi r ul e n c e t r ait s ( Fi g u r e  2 ) (J e n al et  al. 2 0 1 7 ; R ö mli n g et  al. 2 0 1 3 ). 

I n E. a m yl o v or a , c- di- G M P pr o m ot e s bi ofil m f or m ati o n t h r o u g h 

u pr e g ul ati o n of k e y bi ofil m m at ri x c o m p o n e nt s a m yl o v or a n a n d 

c ell ul o s e, w hil e c o n c u r r e ntl y r e pr e s si n g fl a g ell a r m otilit y a n d 

T 3 S S g e n e e x pr e s si o n. T hi s r e g ul at or y s hift f a cilit at e s t r a n siti o n 

f r o m a c ut e a p o pl a st i n v a si o n t o x yl e m a s s o ci at e d c ol o ni s ati o n 

( E d m u n d s et  al.  2 0 1 3 ). c- di- G M P i s s y nt h e si s e d f r o m t w o g u a-

n o si n e  t ri p h o s p h at e  ( G T P)  m ol e c ul e s  b y  di g u a n yl at e  c y cl a s e s  

( D G C s)  c o nt ai ni n g  G G D E F  d o m ai n s.  It s  d e g r a d ati o n  o c c u r s  

vi a  p h o s p h o di e st er a s e  ( P D E s)  i n  a  t w o- st e p  pr o c e s s:  E A L  or  

H D- G Y P d o m ai n c o nt ai ni n g P D E fi r st li n e a ri s e c- di- G M P i nt o 

t h e  i nt er m e di at e  m ol e c ul e  5′- p h o s p h o g u a n yl yl-( 3′, 5′)- g u a n o s 

i n e ( p G p G), w hi c h i s s u b s e q u e ntl y h y d r ol y s e d i nt o g u a n o si n e 

m o n o p h o s p h at e ( G M P) b y oli g ori b o n u cl e a s e or H D- G Y P P D E s. 

T h e s e  e n z y m e s  a r e  m o d ul at e d  b y  di v er s e  eff e ct or  pr ot ei n s  

a n d all o st eri c r e g ul at or s of E P S s y nt h a s e s ( A n s o et  al.  2 0 2 4 ). 

G G D E F d o m ai n pr ot ei n s oft e n p o s s e s s a d diti o n al s e n s or y m o d -

ul e s,  e n a bli n g  e n vi r o n m e nt al  c u e s  t o  i nfl u e n c e  i nt r a c ell ul a r  

c- di- G M P  l e v el s  ( H e n g g e  2 0 2 0 ). I n E. a m yl o v or a , c ell ul o s e s y n-

t h e si s i s a cti v at e d b y c- di- G M P t h r o u g h B c s A a n d s u p p ort e d b y 

B c s Z, li n ki n g si g n al t r a n s d u cti o n t o m at ri x p ol y m er pr o d u cti o n 

( C a sti bl a n c o a n d S u n di n 2 0 1 8 ). E A L d o m ai n P D E s c h a r a ct er-

i s e d  b y  t h e  c o n s er v e d  gl ut a m at e- al a ni n e-l e u ci n e  m otif,  f r e-

q u e ntl y e x hi bit m o d ul a r a r c hit e ct u r e s wit h N-t er mi n al s e n s or y 

d o m ai n s t h at h y d r ol y s e c- di- G M P i nt o li n e a r p G p G ( C h ri st e n 

et  al.  2 0 0 7 ; G al p eri n 2 0 0 1 ; R ö mli n g et  al. 2 0 1 3 ). H D- G Y P d o-

m ai n P D E s, t h o u g h l e s s c o m m o n, b el o n g t o t h e H D s u p erf a mil y 

of m et al d e p e n d e nt p h o s p h o h y d r ol a s e s a n d d e g r a d e c- di- G M P 

t o G M P, c o nt ri b uti n g a d diti o n al fl e xi bilit y t o t h e si g n alli n g n et-

w or k ( G al p eri n et  al.  1 9 9 9 ; St elit a n o et  al. 2 0 1 3 ). I n E. a m yl o v or a , 

t h r e e E A L d o m ai n P D E s: P d e A, P d e C a n d P d e A / B/ C, c o u nt er-

b al a n c e D G C a cti vit y t o fi n e-t u n e bi ofil m f or m ati o n. D el eti o n 

of t h e s e P D E s l e a d s t o i n cr e a s e d s u rf a c e att a c h m e nt a n d E P S 

pr o d u cti o n, u n d er s c ori n g t h ei r r ol e i n r e g ul ati n g vi r ul e n c e a n d 

p er si st e n c e ( R ö mli n g et  al.  2 0 1 3 ; R y a n et  al. 2 0 0 9 ). 

8  |  E v ol uti o n a r y P e r s p e cti v e o n T w o- C o m p o n e nt 
S y st e m s a n d c- di- G M P i n E. a m yl o v o r a  Wit h 
R e s p e ct t o Ot h e r E nt e r o b a ct e r al e s 

8. 1 |  P h yl o g e n eti c a n d D o m ai n L e v el A n al y si s 
of H K s a n d R R s 

T w o- c o m p o n e nt  s y st e m s  i n  E.  a m yl o v or a  h a v e  li k el y  e v ol v e d  

u n d er  s el e cti v e  pr e s s u r e s  u ni q u e  t o  it s  e c ol o gi c al  ni c h e  a n d  

p at h o g e ni c lif e st yl e. Wit hi n t h e or d er E nt er o b a ct er al e s, s p e ci e s 

e x hi bit di v er s e vi r ul e n c e st r at e gi e s a n d h o st a d a pt ati o n s, w hi c h 

a r e r efl e ct e d i n t h e e v ol uti o n a r y t r aj e ct ori e s of t h ei r si g n al t r a n s -

d u cti o n s y st e m s ( C a pr a a n d L a u b  2 0 1 2 ). T o i n v e sti g at e t hi s, w e 

a n al y s e d t h e a mi n o a ci d di v er g e n c e of f o u r k e y t w o- c o m p o n e nt 

s y st e m s: R c s C/ R c s B, E n v Z/ O m p R, Gr r S/ Gr r A a n d H r p X / H r p Y 

a cr o s s 1 3 b a ct eri al s p e ci e s t h at a r e r e pr e s e nt ati v e of f o u r f a m -

ili e s  (Er wi ni a c e a e , P e ct o b a ct eri a c e a e , E nt er o b a ct eri a c e a e  a n d  

Yersi ni a c e a e )  wit hi n  E nt er o b a ct er al e s  or d er,  i n cl u di n g  t w o  E. 

a m yl o v or a  st r ai n s ( T a bl e S 1 ). 

Er wi ni a a m yl o v or a  e n c o d e s 2 0 H K s a n d 2 4 R R s t h at c oll e cti v el y 

f a cilit at e  e n vir o n m e nt al  s e n si n g  a n d  r e g ul ati o n  of  vir ul e n c e  

( Z h a o  et  al.  2 0 0 9 ).  W e  p erf or m e d  p h yl o g e n eti c  a n al y s e s  of  s e -

l e ct e d H K s ( R c s C, E n v Z, Gr r S a n d H r p X) a n d R R s ( R c s B, O m p R, 

Gr r A a n d H r p Y), pr e vi o u sl y i d e ntifi e d a s k e y vir ul e n c e- a s s o ci at e d 

c o m p o n e nt s  ( m et h o d s  d et ail e d  i n Fil e  S 1 ).  T h e s e  a n al y s e s  r e-

v e al e d t h e f or m ati o n of di sti n ct cl a d e s b y e a c h of t h e H K s a n d 

R R s ( Fi g ur e  3 a, b ). N ot a bl y, H K s a n d R R s f r o m Pe ct o b a ct eri u m 

( P b 1 6 9 2  a n d  W P P 1 4)  a n d  Di c k e y a  ( M E 2 3  a n d  I P O 2 2 2 2)  (c y a n  

bl u e c ol o ur t e xt i n Fi g ur e  3 ) g r o u p e d wit h H K s a n d R R s f r o m 

E.  a m yl o v or a ( pi n k c ol o ur t e xt i n Fi g ur e 3 ), d e s pit e t h e s e or g a n-

i s m s b el o n gi n g t o t h e Pe ct o b a ct eri a c e a e  f a mil y. I nt er e sti n gl y, t h e 

H r p X a n d c o g n at e r e c e pt or H r p Y f r o m Pe ct o b a ct eri u m , Di c k e y a 

a n d Er wi ni a  s p e ci e s f or m di sti n ct cl a d e s a n d di v er g e d f r o m ot h er 

s p e ci e s  f r o m  E nt er o b a ct eri a c e a e t h at  f or m e d  a  s e p ar at e  cl a d e  

( Fi g ur e 3 a, b ). T hi s p h yl o g e n eti c pr o xi mit y b et w e e n H K s a n d R R s 

of Pe ct o b a ct eri u m , Di c k e y a  a n d Er wi ni a  s p e ci e s s u g g e st s a s h ar e d 

a n c e str al  ori gi n,  c o n si st e nt  wit h  t h eir  hi st ori c al  cl a s sifi c ati o n  

u n d er g e n u s Er wi ni a . T h e s e g e n er a m a y h a v e r et ai n e d c o n s er v e d 

t w o- c o m p o n e nt s y st e m pri or t o t a x o n o mi c di v er g e n c e. Alt h o u g h 

it will b e di s c u s s e d i n d et ail i n t h e l at er s e cti o n, it i s w ort h m e n-

ti o ni n g h er e t h at H r p X a n d H r p Y i n ot h er st u di e d b a ct eri al s p e-

ci e s h a v e e v ol v e d t o diff er e nt f u n cti o n s t h at ar e w ritt e n i n t h e 

p ar e nt h e s e s i n p h yl o g e n eti c tr e e s i n Fi g ur e  3 a, b . 

A m o n g  t h e  t w o- c o m p o n e nt  s y st e m s  a n al y s e d,  H r p X /  

H r p Y  s h o w e d  hi g h  di v er g e n c e  i n  b ot h  H K  a n d  R R  d o m ai n s  

( Fi g u r e  S 2 a ,  Fi g u r e  3 c ).  D o m ai n  l e v el  a n al y si s  r e v e al e d  t h at  
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F I G U R E 3 |  P h yl o g e n eti c r el ati o n s hi p s a n d d o m ai n l e v el di v er g e n c e a n al y si s of H K s a n d R R s f r o m 1 3 E nt er o b a ct er al e s s p e ci e s. ( a) M a xi m u m-

li k eli h o o d p h yl o g e n eti c t r e e of H K s ( R c s C, E n v Z, Gr r S a n d H r p X). ( b) M a xi m u m-li k eli h o o d p h yl o g e n eti c t r e e of R R s ( R c s B, O m p R, Gr r A a n d H r p Y). 

E a c h H K a n d R R f or m e d di sti n ct cl a d e s, r efl e cti n g t h ei r e v ol uti o n a r y s e p a r ati o n. Pi n k,  Er wi ni a a m yl o v or a  st r ai n s 1 1 8 9 a n d A T C C 1 5 5 8 0; c y a n bl u e, 

P e ct o b a ct eri u m  st r ai n s ( P b 1 6 9 2, W P P 1 4) a n d Di c k e y a  st r ai n s ( M E 2 3 a n d I P O 2 2 2 2); p al e  g r e e n, Yer si ni a  st r ai n Y e p _ Y 1 1; br o w n, P a nt o e a  st r ai n P A 1 3; 

bl u e-, Cit r o b a ct er  st r ai n Cf M S B 1 _ 1 H. T h e n u m b er s at t h e n o d e s i n di c at e b o ot st r a p s u p p ort v al u e f r o m 1 0 0 0 it er ati o n s. T r e e l a b el s di s pl a y g e n e I D s 

f oll o w e d b y t h e g e n u s a n d s p e ci e s i niti al s a n d t h e st r ai n I D, wit h e a c h el e m e nt s e p a r at e d b y a n u n d er s c or e. T h e pr ot ei n I D s f or H r p X a n d H r p Y t h at 

h a v e a c q ui r e d diff er e nt f u n cti o n al a n n ot ati o n s a r e i n t h e p a r e nt h e s e s wit h b ol d l ett er s. (c) H e at m a p s h o wi n g r el ati v e d o m ai n di v er g e n c e a c r o s s i n -

di vi d u al H K s ( R c s C, E n v Z, Gr r S a n d H r p X) a n d t h ei r c o g n at e r e s p o n s e r e g ul at or s ( R c s B, O m p R, Gr r A a n d H r p Y). T h e st r ai n n a m e i s w ritt e n u si n g 

t h e g e n u s a n d s p e ci e s i niti al s f oll o w e d b y t h e st r ai n I D. ( d) H e at m a p s h o wi n g d o m ai n- wi s e di v er g e n c e p att er n s of H K s (s e n s or [ S e n], ki n a s e [ Ki n] 

a n d R R s, r e c ei v er [ R e c], D N A- bi n di n g d o m ai n [ D B D]) a c r o s s s el e ct e d 1 3 b a ct eri al st r ai n s. S e n a n d Ki n a r e t h e H K d o m ai n s a n d R e c a n d D B D a r e t h e 

R R d o m ai n s. Di v er g e n c e i s e x pr e s s e d a s a mi n o a ci d s u b stit uti o n s p er 1 0 0 r e si d u e s. 

s e n s or a n d ki n a s e d o m ai n s of H K w er e m or e di v er g e nt t h a n t h e d o m ai n s e v ol v e t o a c c o m m o d at e di v er s e sti m uli, R R d o m ai n s 

r e c ei v er a n d D N A- bi n di n g d o m ai n s of R R ( Fi g u r e 3 b ), e x c e pt f or r e m ai n  c o n s er v e d  t o  m ai nt ai n  p h o s p h or yl ati o n  c o m p ati bilit y  

t h e s e n s or d o m ai n of E n v Z, w hi c h r e m ai n e d hi g hl y c o n s er v e d a n d D N A- bi n di n g s p e cifi cit y ( C a pr a a n d L a u b  2 0 1 2 ). 

pr o b a bl y d u e t o it s u ni v er s al o s m or e g ul ati o n f u n cti o n ( Ai b a a n d 

Mi z u n o 1 9 9 0 ). T h e hi g h di v er g e n c e of H r p X / H r p Y r efl e ct s a d- T o q u a ntif y di v er g e n c e, w e c o m p a r e d t h e p er c e nt a g e a mi n o a ci d 

a pt ati o n t o h o st s p e cifi c e n vi r o n m e nt al c u e s s u c h a s p H, r e d o x di v er g e n c e of H K s a n d R R s t o 1 5 a r bit r a ril y s el e ct e d c or e g e n e s 

st at e a n d n ut ri e nt a v ail a bilit y ( M eri g hi et  al.  2 0 0 3 ). W hil e H K ( C G) a cr o s s t h e 1 3 s p e ci e s ( T a bl e S 1 ). H K s e x hi bit e d si g nifi c a ntl y 

a 

C 
P a _ P A 1 3 

d 
D o m ai n 

St _ T y 2 
1. 5 

E a _ 1 1 8 9 S e n  Ki n  R e c  D B D  A v er a g e 

E a _ A T C C 1 5 5 8 0 
1 

P b _ 1 6 9 2 0. 5 R c s C/ R c s B 
1 8. 5  4. 7  2. 6  1 9. 4 

P c _ W P P 1 4 0 

D d _ M E 2 3 - 0. 5 

D s _l P O 2 2 2 2 - 1 
Hr p X/ Hr p Y 

5 7. 9 5 0. 5  4 9. 6 5 7. 4 
% Di v er g e n c e 

Y e p _ Y 1 1 - 1. 5 

K p _ D 2 3 

6 0 
Grr S/ Grr A 

4 2. 1  1 9  1 4  7. 2  2 0. 6 4 0 
E _ cl o _l D A A R G O S 1 4 3 1 

Cf _ M S B 1 _ 1 H E n v Z/ O m p R 
2 0 

0  1 6. 3  9. 2  8. 2  8. 4 
E c _ K 1 2 0 

I  I G) G) ;: o ;: o m 0 
- a - a Vi I ~ " " 3 "' "' < 
> < - < 0 O J I N 1l 
I  I I I I ? I ;: o I ;: o 

I ;: o I 
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;: o 
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hi g h er di v er g e n c e t h a n C G s ( Fi g u r e  S 2 a ), c o n si st e nt wit h pr e-

vi o u s fi n di n g s ( B a r r ett o et  al.  2 0 2 4 ). T hi s el e v at e d di v er g e n c e 

li k el y  r efl e ct s  t h e  n e e d  f or  H K s  t o  r e c o g ni s e  di v er s e  e xt er n al  

sti m uli. R R s, i n c o nt r a st, s h o w e d l o w er di v er g e n c e r at e s, q uit e 

si mil a r t o C G s, s u g g e sti n g c o n s er v ati o n of i nt r a c ell ul a r si g n al -

li n g r ol e s ( Fi g u r e S 2 a ) ( C a pr a a n d L a u b  2 0 1 2 ). H K s oft e n c o n-

t ai n m o d ul a r s e n s or y d o m ai n s ( e. g., p eri pl a s mi c d o m ai n s, P A S, 

H A M P, G A F), w hi c h a r e hi g hl y v a ri a bl e a n d f a cilit at e d o m ai n 

s h uffli n g, e n a bli n g t h e e v ol uti o n of n o v el s e n si n g c a p a biliti e s 

( G al p eri n et  al. 2 0 0 1 ). H e at m a p a n al y si s of p ai r wi s e di v er g e n c e 

( Fi g u r e  S 2 b, c ) s h o w e d l o w er di v er g e n c e v al u e s a m o n g E.  a m -

yl o v or a , P e ct o b a ct eri u m  a n d  Di c k e y a  st r ai n s,  s u p p orti n g  t h ei r  

s h a r e d  a n c e st r y  a n d  si mil a r  n e cr ot r o p hi c  lif e st yl e s.  T h e s e  

p at h o g e n s  r el y  o n  si mil a r  f u n cti o n al  t w o- c o m p o n e nt  s y st e m s 

s u c h  a s  H r p X / H r p Y  n e g ati v el y  r e g ul at e s  E P S  pr o d u cti o n  a n d  

bi ofil m  f or m ati o n,  w h er e a s  p o siti v el y  r e g ul at e s  T 3 S S  e x pr e s -

si o n vi a a cti v ati o n of m a st er r e g ul at or hr p L  ( L e e a n d Z h a o 2 0 1 8 ; 

Y a p et  al.  2 0 0 8 ). T h e f u n cti o n al r ol e of Gr r S/ Gr r A, E n v Z/ O m p R 

a n d R c s C/ R c s B i n v ol v e d i n vi r ul e n c e of t h e s e s p e ci e s a r e c o n -

s er v e d. O v er all, p ai r wi s e c o m p a ri s o n of E. a m yl o v or a  (E a 1 1 8 9 

a n d A T C C 1 5 5 8 0) t o all h u m a n p at h o g e n s h a v e di v er g e n c e v al u e 

g r e at er t h a n 1 0 0. B e c a u s e t hi s i s a r el ati v e a n al y si s t o c or e g e n e s, 

t hi s  o b s er v ati o n  s u p p ort s  t h e  fi n di n g  t h at  h u m a n- a s s o ci at e d  

E nt er o b a ct er al e s s plit m or e r e c e ntl y ( B a u ml er et  al.  2 0 1 3 ). T h e s e 

diff er e n c e s li k el y r efl e ct di sti n ct h o st i nt er a cti o n s a n d vi r ul e n c e 

st r at e gi e s. N ot a bl y, t h e p ai r wi s e di v er g e n c e of H K s a n d R R s i n 

E.  a m yl o v or a ( E a 1 1 8 9 a n d A T C C 1 5 5 8 0) a n d pl a nt p at h o g e n P. 

a n a n atis  P A 1 3 w a s hi g h er. P. a n a n atis  P A 1 3, alt h o u g h a pl a nt 

p at h o g e n wit hi n Er wi ni a c e a e , e m pl o y s t o xi n- d e p e n d e nt n e cr ot-

r o p h y, di v er gi n g f r o m t h e T 3 E s a n d E P S- b a s e d st r at e gi e s of E. 

a m yl o v or a  ( K vit k o et  al. 2 0 2 5 ). 

8. 2 |  M o d ul a r Di v e r sit y i n H K s C o m p a r e d t o T h ei r 
R R s i n E. a m yl o v o r a 

Hi sti di n e  ki n a s e s  i n  E.  a m yl o v or a  e x hi bit e d  g r e at er  d o m ai n  

c o m pl e xit y a n d m o d ul a rit y t h a n t h ei r c o g n at e R R, r efl e cti n g 

t h ei r r ol e i n e n vi r o n m e nt al si g n al d et e cti o n a n d t r a n s d u cti o n. 

T y pi c all y, H K s p o s s e s s b et w e e n fi v e a n d ei g ht di sti n ct d o m ai n s 

w h er e a s R R s a r e c o m p o s e d of o nl y t w o: a r e c ei v er ( R e c) d o -

m ai n a n d a D N A- bi n di n g d o m ai n ( D B D) ( Fi g u r e  S 3 ). F or e x a m-

pl e, R c s C a n d Gr r S a r e h y bri d H K s c h a r a ct eri s e d b y a s e n s or 

d o m ai n l o c at e d b et w e e n t r a n s m e m br a n e h eli c e s, e n a bli n g d e -

t e cti o n of e xt r a c ell ul a r si g n al s, f oll o w e d b y a c o n s er v e d Hi s K A 

a n d  H A T P a s e  d o m ai n s  r e s p o n si bl e  f or  a ut o p h o s p h or yl ati o n  

( Fi g u r e  S 3 ) ( R o g o v et  al.  2 0 0 6 ). T h e s e H K s al s o c o nt ai n a C-

t er mi n al R e c d o m ai n, i n di c ati v e of a m ulti- st e p p h o s p h or el a y 

m e c h a ni s m.  Gr r S  f u rt h er  e x e m plifi e s  d o m ai n  c o m pl e xit y  b y  

i n c or p or ati n g a H A M P d o m ai n at t h e N-t er mi n u s, w hi c h f a-

cilit at e s  si g n al  t r a n s d u cti o n  a n d  a  hi sti di n e  p h o s p h ot r a n sf er  

( H P T) d o m ai n at t h e C-t er mi n al, w hi c h m e di at e s p h o s p h at e 

t r a n sf er t o it s c o g n at e R R. E n v Z, a c a n o ni c al H K, i n cl u d e s a 

s e n s or d o m ai n, H A M P, H K a n d H A T P a s e d o m ai n s f u n cti o n -

i n g  i n  o s m or e g ul ati o n  t h r o u g h  p h o s p h or yl ati o n  of  O m p R  

( Y o s hi d a et  al.  2 0 0 2 ). I n c o nt r a st, H r p X r e pr e s e nt s o n e of t h e 

m o st di v er g e nt H K s i d e ntifi e d i n o u r a n al y si s. I n E. a m yl o v or a , 

a s w ell a s i n P e ct o b a ct e ri u m  a n d Di c k e y a  s p e ci e s, H r p X al o n g 

wit h it s c o g n at e r e s p o n s e r e g ul at or H r p Y p o siti v el y r e g ul at e s 

t h e m a st er r e g ul at or H r p L, w hi c h i n t u r n a cti v at e s T 3 S S g e n e s. 

H o w e v er, i n ot h er E nt er o b a ct eri al m e m b er s s u c h a s S al m o n ell a 

e nt e ri c a  s er o v a r T y p hi T y 2, a n d P. a n a n ati s  P A 1 3 H r p X / H r p Y 

h a v e e v ol v e d t o N a r X / N a r L a n d N a r Q/ N a r P T C S s r e s p e cti v el y, 

b ot h i n v ol v e d i n r e s p o n di n g t o e n vi r o n m e nt al nit r at e a n d ni -

t rit e ( D a r wi n a n d St e w a rt  1 9 9 5 ). I n E nt er o b a ct er al e s s p e ci e s 

s u c h  a s  E nt e r o b a ct e r  c o c hl e a  F D A A R G O S  1 4 3 2,  Kl e bsi ell a 

p n e u m o ni a e  D 2 3, Es c h e ri c hi a c oli  K 1 2 1 H, Ye r si ni a p e sti s  Y 1 1 

a n d Cit r o b a ct e r  f r e u n dii  M s B 1 _ 1 H,  H r p X / H r p Y  h a s  e v ol v e d  

t o  U h p B/ U h p A  T C S  i n v ol v e d  i n  u pt a k e  a n d  utili s ati o n  of  

h e x o s e  p h o s p h at e s  ( W e st o n  a n d  K a d n er  1 9 8 8 ).  T hi s  e v ol u-

ti o n a r y pl a sti cit y i s f u rt h er s u p p ort e d b y st u di e s s h o wi n g t h at 

t h e  H r p X / H r p Y  s y st e m  h a s  h o m ol o g u e s  i n  ot h er  b a ct eri al  

t a x a,  s u c h  a s  Vs r A / Vs r D  i n  R al st o ni a  s ol a n a c e ar u m ,  D e g S/  

D e g U i n B a cill u s s u btili s  a n d U h p B/ U h p A a n d N a r X / N a r P i n 

E.  c oli ( W ei et  al. 2 0 0 7 ). I n c o nt r a st t o H K s, R R s i n E. a m yl o v -

or a  di s pl a y si m pl er a r c hit e ct u r e. M o st c o nt ai n a R E C d o m ai n 

f or p h o s p h or yl ati o n a n d a D B D of t h e h eli x-t u r n- h eli x L u x R 

t y p e ( H T H- L u x R), w hi c h i s c o m m o nl y a s s o ci at e d wit h r e g ul a-

ti o n of q u or u m s e n si n g, vi r ul e n c e f a ct or s, m otilit y a n d s e c r e -

ti o n ( Br a m e y er a n d H e er m a n n  2 0 1 6 ). A n e x c e pti o n i s O m p R, 

w h o s e D B D b el o n g s t o t h e T r a n s _ r e g _ C f a mil y, c h a r a ct eri s e d 

b y a wi n g e d h eli x-t u r n- h eli x m otif. T h e m o d ul a rit y a n d di v er -

sit y of H K s u n d er s c or e t h ei r e v ol uti o n a r y a d a pt a bilit y, all o w -

i n g b a ct eri a t o i nt e g r at e a wi d e r a n g e of e n vi r o n m e nt al si g n al s. 

I n c o nt r a st, t h e c o n s er v e d n at u r e of R R d o m ai n s r efl e ct s f u n c -

ti o n al  c o n st r ai nt s  r e q ui r e d  f or  m ai nt ai ni n g  p h o s p h or yl ati o n  

c o m p ati bilit y a n d pr e ci s e g e n e r e g ul ati o n. 

8. 3 |  Di v e r g e n c e a n d S p e ci ali s ati o n of c- di- G M P 
Si g n alli n g D o m ai n s i n E. a m yl o v o r a 

T o u n d er st a n d t h e di v er sit y a n d e v ol uti o n a r y a d a pt ati o n of c-

di- G M P, 1 2 w ell c h a r a ct eri s e d c- di- G M P a s s o ci at e d g e n e s i n E. 

a m yl o v or a  w er e r et ri e v e d f r o m N C BI, al o n g wit h 3 0 c- di- G M P 

r el at e d g e n e s, i n cl u di n g 2 9 f r o m E. c oli K 1 2  a n d  o n e  f r o m E. 

c oli  5 5 1 8 9 ( K h a r a di et  al.  2 0 2 2 ; P o v ol ot s k y a n d H e n g g e 2 0 1 6 ). 

I niti all y, B L A S T p s e a r c h e s w er e p erf or m e d u si n g b ot h s et s of 

c- di- G M P  pr ot ei n  s e q u e n c e s  a g ai n st  pr ot ei n  s e q u e n c e s  f r o m  

1 3 diff er e nt st r ai n s wit hi n E nt er o b a ct er al e s i n or d er t o e n s u r e 

c o m pr e h e n si v e  c o v er a g e  a n d  cr o s s- v ali d ati o n  f r o m  all  p ot e n -

ti al s e q u e n c e s. Hit s c o nt ai ni n g c- di- G M P-r el at e d d o m ai n s w er e 

f u rt h er a n al y s e d u si n g t h e S M A R T d o m ai n i d e ntifi c ati o n t o ol 

( m et h o d s d et ail e d i n Fil e S 1 ). T h r o u g h t hi s pr o c e s s, w e i d e ntifi e d 

a c oll e cti o n of pr ot ei n s a cr o s s t h e 1 3 st r ai n s t h at c o nt ai n e d t h e 

G G D E F d o m ai n, t h e E A L d o m ai n, or b ot h d o m ai n s ( T a bl e  S 2 ). 

Wit hi n  t h e  E nt er o b a ct er al e s,  E.  a m yl o v or a  h a s  t h e  l o w e st  

n u m b er of pr ot ei n s h a r b o u ri n g c- di- G M P si g n alli n g d o m ai n s,  

i n  c o nt r a st  t o  h u m a n  p at h o g e n s  s u c h  a s  E.  c oli , E nt er o b a ct er 

a n d Kl e bsi ell a  s p p.,  w hi c h  p o s s e s s  t h e  hi g h e st  di v er sit y  of  

t h e s e  d o m ai n s  ( T a bl e  S 2 ).  Si mil a rl y,  m e m b er s  of  t h e  s oft  r ot  

P e ct o b a ct eri a c e a e  ( S R P)  al s o  di s pl a y  r e d u c e d  n u m b er  of  c- di-

G M P  si g n alli n g  pr ot ei n s.  T h e  e x p a n d e d  di v er sit y  o b s er v e d  i n  

g e n er ali st a n d o p p ort u ni sti c s p e ci e s i s h y p ot h e si s e d t o s u p p ort 

a  m or e  c o m pl e x  a n d  fl e xi bl e  c- di- G M P  r e g ul at or y  n et w or k,  

p ot e nti all y f a cilit ati n g a d a pt ati o n t o a br o a d er h o st r a n g e a n d 

e n vi r o n m e nt al ni c h e s S c hi r m er  (2 0 1 6 ). I n c o nt r a st, t h e li mit e d 

n u m b er of c- di- G M P si g n alli n g pr ot ei n s i n h o st- a d a pt e d p at h o -

g e n s s u c h a s E. a m yl o v or a , m a y r efl e ct a st r e a mli n e d si g n alli n g 

a r c hit e ct u r e t ail or e d t o it s s p e ci ali s e d h o st i nt er a cti o n s. D e s pit e 

t h e r e d u c e d n u m b er of c- di- G M P d o m ai n- c o nt ai ni n g pr ot ei n s, 
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a u xill a r y  s e n s or y  d o m ai n s,  s u c h  a s  P A S,  P A C,  G A F,  H A M P,  

B L U F, d C a c h e, G A P E S a n d M A S E, w er e d et e ct e d a cr o s s all s u r -

v e y e d E nt er o b a ct er al e s s p e ci e s i n cl u di n g E. a m yl o v or a . H o w e v er, 

t h ei r a b u n d a n c e w a s p o siti v el y c or r el at e d wit h t h e t ot al n u m b er 

of  c- di- G M P  si g n alli n g  pr ot ei n s.  T h e  pr e s e n c e  of  t h e s e  a d di -

ti o n al  m o d ul e s  li k el y  e n h a n c e s  si g n alli n g  v er s atilit y,  e n a bli n g  

i nt e g r ati o n of di v er s e e n vi r o n m e nt al a n d i nt r a c ell ul a r c u e s i nt o 

t h e c- di- G M P r e g ul at or y f r a m e w or k ( Cr u z et  al.  2 0 1 2 ; H e n g g e 

et  al.  2 0 1 6 ; K o p p e n h öf er a n d L a n g 2 0 2 2 ). N ot a bl y, m o st D G C a n d 

P D E d o m ai n s e x hi bit e d hi g h s e q u e n c e di v er sit y a cr o s s st r ai n s, 

wit h  m a n y  l a c ki n g  d efi niti v e  f u n cti o n al  a n n ot ati o n s,  c o m pli -

c ati n g pr e di cti v e a n al y s e s. O n e e x c e pti o n w a s t h e d e g r a d ati o n 

r e g ul at or  pr ot ei n  C sr D  ( y h d A ),  w hi c h  w a s  c o n s er v e d  a cr o s s  

all 1 3 st r ai n s e x a mi n e d. C sr D i s c at al yti c all y i n a cti v e b ut pl a y s 

a pi v ot al r ol e i n t h e t u r n o v er of s m all r e g ul at or y R N A s ( C sr B 

a n d C sr C) vi a R N a s e E, t h er e b y m o d ul ati n g t h e gl o b al c a r b o n 

st or a g e r e g ul at or s y st e m ( C sr A- C sr B/ C) ( Fi g u r e  2 ) ( R o m e o a n d 

B a bit z k e 2 0 1 4 ). Alt h o u g h C sr D c o nt ai n s b ot h G G D E F a n d E A L 

d o m ai n s, it l a c k s t h e c at al yti c r e si d u e s r e q ui r e d f or e n z y m ati c 

a cti vit y. I n st e a d, it f u n cti o n s a s a r e g ul at or y a d a pt or li n ki n g c-

di- G M P si g n alli n g t o R N A d e g r a d ati o n p at h w a y s. S p e cifi c all y, 

t h e G G( D/ E) E F m otif i n G G D E F d o m ai n i s C sr D f e at u r e s a d e-

g e n er at e H R S D F m otif ( C h a n et  al.  2 0 0 4 ), w hil e E X L X R m otif 

i n E A L d o m ai n r et ai n s t h e c o n s er v e d E X L X R m otif e s s e nti al f or 

c- di- G M P bi n di n g ( B a r e n d s et  al.  2 0 0 9 ; Mi n a s o v et  al. 2 0 0 9 ). 

I n E. a m yl o v or a , t h e l e u ci n e r e si d u e at p o siti o n 4 3 5 ( L 4 3 5) wit hi n 

t h e E A L d o m ai n of C sr D h a s b e e n i m pli c at e d i n c- di- G M P bi n d-

i n g,  i nfl u e n ci n g  R N a s e  E- m e di at e d  d e g r a d ati o n  of  C sr B  a n d  

pr o m oti n g t h e pr o d u cti o n of a m yl o v or a n, bi ofil m f or m ati o n a n d 

ot h er  vi r ul e n c e  t r ait s  ( K h a r a di  a n d  S u n di n  2 0 2 2 ).  T o  f u rt h er  

i n v e sti g at e  t h e  e v ol uti o n a r y  c o n s er v ati o n  a n d  f u n cti o n al  di-

v er g e n c e of C sr D, m ulti pl e s e q u e n c e ali g n m e nt w a s p erf or m e d 

a cr o s s  st r ai n s  t o  a s s e s s  p ai r wi s e  a mi n o  a ci d  di v er g e n c e  a n d  

i d e ntif y c o n s er v e d r e si d u e s wit hi n a cti v e m otif sit e s ( Fi g u r e 4 ). 

A mi n o  a ci d  di v er g e n c e  a n al y si s  r e v e al e d  t h at  C sr D  i s  a  r el a -

ti v el y c o n s er v e d pr ot ei n a cr o s s E nt er o b a ct er al e s, wit h p ai r wi s e 

di v er g e n c e  v al u e s  pr e d o mi n a ntl y  r a n gi n g  b et w e e n  4 0 %  a n d  

5 0 %,  s u g g e sti n g  f u n cti o n al  c o n s er v ati o n  wit hi n  t hi s  b a ct eri al  

or d er ( Fi g u r e  4 a ). Cl o s el y r el at e d s p e ci e s of P e ct o b a ct eri u m  a n d 

Di c k e y a  g e n er a, a s w ell a s s p e ci e s or st r ai n s wit hi n t h e s a m e 

F I G U R E 4 |  V a ri ati o n i n t h e C sr D pr ot ei n a c r o s s s p e ci e s wit hi n E nt er o b a ct er al e s or d er. ( a) T h e h e at m a p r e pr e s e nt s p ai r wi s e a mi n o a ci d di v er-

g e n c e ( %) of t h e C sr D pr ot ei n a m o n g 1 3 E nt er o b a ct er al e s s p e ci e s. E a c h c ell i n di c at e s t h e p ai r wi s e a mi n o a ci d di v er g e n c e b et w e e n t w o st r ai n s, wit h 

l o w er v al u e s ( pi n k) si g nif yi n g l o w er a mi n o a ci d di v er g e n c e a n d hi g h er v al u e s ( bl u e) r e pr e s e nti n g g r e at er di v er g e n c e. T h e t w o Er wi ni a a m yl o v or a 

st r ai n s ( E a _ 1 1 8 9 a n d E a _ A T C C 1 5 5 8 0) h a v e i d e nti c al C sr D s e q u e n c e s ( 0 % di v er g e n c e), w hil e s h o wi n g l o w t o m o d er at e di v er g e n c e ( ~ 3 5 % – 5 0 %) a c r o s s 

t h e g e n er a. ( b) M ulti pl e s e q u e n c e ali g n m e nt of t h e E X L X R m otif ( hi g hli g ht e d) i n E A L d o m ai n s h o w s p a rti al c o n s er v ati o n, wit h a r gi ni n e ( R) r e si d u e s 

r et ai n e d, w h er e a s t h e l e u ci n e ( L) p o siti o n i s v a ri a bl e a m o n g s p e ci e s. (c) Ali g n m e nt of t h e G G D E F d o m ai n s h o w s a d e g e n er at e Hi s- A r g- S er- A s p- P h e 

( H R S D F) m otif ( hi g hli g ht e d) i n C sr D ort h ol o g s. O nl y t h e s eri n e ( S) a n d a s p a rti c a ci d ( D) r e si d u e s r e m ai n e d c o n s er v e d a c r o s s all st r ai n s. 

a. b. 

4 6. 8 D d _ M E 2 3 
C B Y 2 5 4 6 6. 1I Y e p _ Y 1 1 

7 0 C sr DI P b _ 1 6 9 2 

4 7. 4 2. 7 D s _l P O 2 2 2 2 C sr D! P c _ W P P 1 4 

- 6 0 
C sr D! D d _ M E 2 3 

1 5. 9  4 6. 2  4 6. 4 E c _ K 1 2 C sr DI D s _l P O 2 2 2 2 
• 5 0 

C sr D! K p _ D 2 3 

2 2.I  4 5. 9  4 6. 3  2 2. 3 E _ cl o _ F D A A R G O S 1 4 3 1 
- 4 0 C sr DI E _ cl o _ F D A A R G O S 1 4 3 1 

E a _ 1 1 8 9 
C sr DI E c _ K 1 2 

4 7. 7 4 4. 3  4 4. 3  4 6. 0  4 6. 1 
- 3 0 C sr D! Cf _ M S B 1 _ 1 H 

4 7. 7  4 4. 3  4 4. 3  4 6. 0  4 6. 1  0. 0 E a  A T C C 1 5 5 B 0 A A 0 7 0 8 2 5. 1 I St _ T y 2 

- 2 0 C sr D! E a _ 1 1 8 9 

2 5. 2  4 7. 2  4 7. 4  2 5. 9  2 3. 7  4 6. 3 4 6. 3 
K p _ D 2 3 C sr DI E a _ A T C C 1 5 5 8 0 

• 1 0 
Y h d AI P a _ P A 1 3 

4 7. 0 2 8. 3  2 8. 7  4 6. 3 4 5. 2 4 4. 7  4 4. 7  4 5. 2 P b _ 1 6 9 2 4 3 5 

0 
C. 

4 6. 9  2 8. 4  2 8. 8  4 6. 4  4 5. 3  4 5. 2  4 5. 2  4 5. 5  1. 9 P c _ W P P 1 4 C B Y 2 5 4 6 6. 1 I Y e p _ Y 1 1 

C sr DI P b _ 1 6 9 2 

4 8. 1  4 7. 8 4 8. 1 4 6. 3 4 7. 8 3 8. 5  3 8. 5 4 8. 3 4 8. 9 4 8. 9 P a _ P A 1 3 
C sr DI P c _ W P P 1 4 

1 4. 1  4 6. 5  4 6. 6 1 5. 6 2 1. 4 4 5. 8 
St _ T y 2 C sr DI D d _ M E 2 3 

4 5. 8  2 4. 3 4 6. 4 4 6.l  4 7. 2 

C sr DI D s _l P O 2 2 2 2 

4 9. 1  4 3. 4  4 3. 5  4 8. 4  4 9. 3  4 9. 1  4 9. 1  4 9. 6  4 3. 6  4 3. 6  5 2. 6  4 8. 7 Y e p _ Y 1 1 C sr DI K p _ D 2 3 

C sr DI E _ cl o _ F D A A R G O S 1 4 3 1 

I "' N N ;;; 0 N ' <l " "' N C sr DI E c _ K 1 2 
N N 0) < X) 0) 0:: I w N ' <l " 

< X) U 1 "' ( 0 

ai ::i:: N UI 
U 1 N a. _ 1 C sr DI Cf _ M S B 1 _ 1 H 

0 0 I 
I 

Cf) I I Cf) 
Cf) 

D 9:: w 0 "' 
() I . 0 "' L () C. a. ul a. A A 0 7 0 8 2 5. 1I St _ T y 2 

0 I Cl w 
_ 1 e n er: a. 
() 0 I C sr DI E a _ 1 1 8 9 

"' 0 w C sr DI E a _ A T C C 1 5 5 8 0 L L 
I 

0 Y h d AI P a _ P A 1 3 u 
I 

w 
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g e n er a,  e x hi bit e d  mi ni m al  di v er g e n c e.  I n  c o nt r a st,  Er wi ni a 

st r ai n s w er e n e a rl y i d e nti c al, c o n si st e nt wit h t h ei r cl o s e p h yl o -

g e n eti c r el ati o n s hi p. W e f u rt h er p erf or m e d s e q u e n c e ali g n m e nt 

of  t h e  c o n s er v e d  m otif s  wit hi n  E A L  a n d  G G D E F  d o m ai n s.  

E A L d o m ai n h a s E X L X R m otif, w h er e a r gi ni n e r e si d u e ( R 4 3 7) 

c o n s er v e d  a cr o s s  all  a n al y s e d  E nt er o b a ct er al e s  m e m b er s  

( Fi g u r e  4 b ).  T h e  l e u ci n e  r e si d u e  ( L 4 3 5),  pr e vi o u sl y  k n o w n  t o  

m e di at e c- di- G M P bi n di n g a n d i nfl u e n c e R N a s e E- d e p e n d e nt 

t u r n o v er of C sr B ( K h a r a di a n d S u n di n 2 0 2 2 ), st a y e d t h e s a m e i n 

P a nt o e a  a n d Er wi ni a  s p e ci e s. T hi s c o n s er v ati o n li k el y r efl e ct s 

t h ei r cl o s e g e n eti c r el ati o n s hi p a n d s h a r e d p at h o g e ni c lif e st yl e, 

a s c- di- G M P r e g ul ati o n pl a y s a c e nt r al r ol e i n bi ofil m f or m ati o n 

a n d vi r ul e n c e ( Bi bl e et  al.  2 0 2 1 ). Di v er g e n c e of L 4 3 5 t o M or F 

w a s o b s er v e d i n ot h er E nt er o b a ct er al e s. B e c a u s e t h e s e a mi n o 

a ci d s  a r e  n o n p ol a r  a n d  h y d r o p h o bi c,  t h e y  mi g ht  n ot  h a v e  a  

st r o n g c h e mi c al c o n s e q u e n c e t o t h e E X L X R m otif. 

T h e  G G D E F  d o m ai n  h a s  H R S D F  m otif,  of  w hi c h  s eri n e  ( S)  

a n d a s p a rti c a ci d ( D) r e si d u e s a r e c o n s er v e d a c r o s s all t e st e d 

E nt er o b a ct er al e s  ( Fi g u r e  4 c ).  Ot h er  r e si d u e s  a r e  p o orl y  c o n-

s er v e d a c r o s s E nt er o b a ct er al e s, si mil a r t o o b s er v ati o n s m a d e i n 

S al m o n ell a  A T M 3 3 7 5 w h er e t h e h o m ol o g u e of C sr D h a s b e e n 

r ef er r e d t o a s h a vi n g a d diti o n al a cti vit y of bi n di n g c- di- G M P 

or ot h er r el at e d n u cl e oti d e s u b st r at e s (J o n a s et  al.  2 0 1 0 ). T h e 

d o m ai n mi g ht h a v e a c q ui r e d R N A bi n di n g f u n cti o n alit y f r o m 

t h e P al m d o m ai n f a mil y of n u cl e oti d ylt r a n sf er a s e s a n d R N A-

bi n di n g pr ot ei n s ( P ei a n d Gri s hi n  2 0 0 1 ; R ö mli n g et  al. 2 0 1 3 ), 

c o n si st e nt  wit h  it s  r ol e  i n  R N a s e  E  m e di at e d  d e g r a d ati o n  of  

C sr B  a n d  C sr C.  Gi v e n  t h e  st r u ct u r al  si mil a rit y  b et w e e n  c-

di- G M P  a n d  s m all  ci r c ul a r  R N A s  ( S u z u ki  et  al.  2 0 0 6 ),  t hi s  

r e pr e s e nt s  a n  e v ol uti o n a r y  t r aj e ct or y  f r o m  R N A  bi n di n g  ori -

gi n t o di g u a n yl at e c y cl a s e a cti vit y, a n d s u b s e q u e ntl y t o R N A 

r e g ul at or y f u n cti o n. T hi s di v er g e n c e of C sr D f r o m c a n o ni c al 

di g u a n yl at e c y cl a s e s a n d p h o s p h o di e st er a s e s, a n d it s e v ol uti o n 

i nt o a n o n- e n z y m ati c r e g ul at or y a d a pt or, u n d er s c or e s t h e r e-

m a r k a bl e pl a sti cit y of t h e c- di- G M P si g n alli n g n et w or k a c r o s s 

E nt er o b a ct er al e s.  T hi s  f u n cti o n al  r e p u r p o si n g  hi g hli g ht s  t h e  

a d a pti v e p ot e nti al of si g n alli n g pr ot ei n s i n r e s p o n s e t o e c ol o gi -

c al a n d p at h o g e ni c pr e s s u r e s. 

9  |  C o n cl u si o n a n d F ut u r e P r o s p e ct s 

Er wi ni a  a m yl o v or a  e m pl o y s a s o p hi sti c at e d a r r a y of vi r ul e n c e 

f a ct or s t o i niti at e a n d s u st ai n i nf e cti o n, b e gi n ni n g wit h t h e e a rl y 

pri mi n g of t h e T 3 S S d u ri n g it s e pi p h yti c p h a s e, a n d pr o g r e s si n g 

t o e n d o p h yti c i n v a si o n a n d s y st e mi c c ol o ni s ati o n of t h e a p o pl a st 

a n d v a s c ul a r ti s s u e s. A criti c al a s p e ct of t h e p at h o g e ni c st r at -

e g y of E. a m yl o v or a  i s t h e t r a n siti o n f r o m a m otil e, pl a n kt o ni c 

lif e st yl e t o a s e s sil e, bi ofil m- a s s o ci at e d st at e. T hi s t r a n siti o n i s 

g o v er n e d b y a c o m pl e x r e g ul at or y n et w or k. A m o n g t h e r e g ul a -

t or y n et w or k s, f o u r t w o- c o m p o n e nt s y st e m s di s c u s s e d i n t hi s 

r e vi e w pl a y vit al r ol e s i n b ot h vi r ul e n c e a n d lif e st yl e t r a n siti o n s. 

W hil e  s e v er al  t w o- c o m p o n e nt  s y st e m s  s u c h  a s  Gr r S/ Gr r A,  

R c s C/ R c s B  a n d  E n v Z/ O m p R  e x hi bit  f u n cti o n al  c o n s er v ati o n  

a cr o s s E nt er o b a ct er al e s s p e ci e s, H r p X / H r p Y st a n d s o ut d u e t o 

it s f u n cti o n al a n d s e q u e n c e di v er g e n c e i n r el at e d g e n er a s u c h 

a s P a nt o e a , Cit r o b a ct er  a n d ot h er h u m a n- a s s o ci at e d p at h o g e n s. 
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n o n- h o st a n d alt er n at e h o st pl a nt s t o p at h o g e n p er si st e n c e a n d 

di s s e mi n ati o n  i s  still  p o orl y  d efi n e d.  S e v er al  T 3 S S- a s s o ci at e d  

pr ot ei n s,  i n cl u di n g  eff e ct or s  s u c h  a s  E o p 2  a n d  s e cr et e d  c o m -

p o n e nt s  li k e  H r p K,  r e m ai n  f u n cti o n all y  u n c h a r a ct eri s e d.  

Alt h o u g h t h e m e c h a ni s m s u n d erl yi n g bi ofil m f or m ati o n a r e i n -

cr e a si n gl y w ell u n d er st o o d, t h e r e g ul at or y c u e s a n d m ol e c ul a r 

m a c hi n er y  g o v er ni n g  bi ofil m  di s p er s al  a r e  l a r g el y  u n k n o w n.  

Si mil a rl y, t T 6 S S, n o w r e c o g ni s e d a s a n i m p ort a nt d et er mi n a nt 

of vi r ul e n c e a n d e c ol o gi c al c o m p etiti v e n e s s, h a s o nl y r e c e ntl y 

b e g u n t o r e c ei v e att e nti o n i n t hi s s p e ci e s. 

A  m aj or  g a p  i n  o u r  u n d er st a n di n g  li e s  i n  t h e  e v ol uti o n a r y  

d y n a mi c s  of  vi r ul e n c e  g e n e s  a n d  t h ei r  r e g ul at or y  n et w or k s.  
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lif e st yl e  t r a n siti o n s,  h o st  s p e ci ali s ati o n,  a n d  e c ol o gi c al  pr e s-

s u r e s  h a v e  s h a p e d  t h e  di v er sifi c ati o n  of  k e y  r e g ul at or y  s y s -

t e m s,  y et  t h e s e  t r aj e ct ori e s  r e m ai n  u n d er e x pl or e d  f or  E. 

a m yl o v or a .  F ut u r e  r e s e a r c h  i nt e g r ati n g  f u n cti o n al  g e n o mi c s, 

e v ol uti o n a r y  bi ol o g y  a n d  e c ol o gi c al  st u di e s  will  b e  e s s e nti al  

f or u n r a v elli n g h o w r e g ul at or y ci r c uit s s u c h a s c- di- G M P si g-

n alli n g  a n d  t w o- c o m p o n e nt  s y st e m  p at h w a y s  h a v e  e v ol v e d  

a n d  h o w  t h e y  c o nt ri b ut e  t o  h o st  a d a pt ati o n,  e n vi r o n m e nt al  

p er si st e n c e a n d di s e a s e e m er g e n c e. A d v a n ci n g t hi s k n o wl e d g e 

will n ot o nl y d e e p e n o u r u n d er st a n di n g of pl a nt p at h o g e ni cit y 
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t u r al l a n d s c a p e s. 
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D at a A v ail a bilit y St at e m e nt 

All  pr ot ei n  s e q u e n c e s  u s e d  i n  t hi s  st u d y  h a v e  b e e n  d e p o sit e d  i n  a  
Fi g s h a r e  r e p o sit or y  htt p s: //fi g s h a r e. c o m / a rti cl e s/ d at a s et / Vi r ul e n c e _ 
R e g ul ati o n _ a n d _ Lif e st yl e _ T r a n siti o n s _ T h e _ r ol e _ of _ t w o- c o m p o 
n e nt _ s y st e m s _i n _i _ E r wi ni a _ a m yl o v o r a _i _ a n d _it s _ e v ol uti o n a r y _ 
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