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PRZEBIEG PRACY NAUKOWO-BADAWCZEJ
Praca magisterska

Prace naukowo-badawczg rozpoczatlem w zespole kierowanym przez prof. dr hab.
Ann¢ Skorupska w roku 1995 jako student IV roku kierunku Biotechnologia, Wydziatu
Biologii i Nauk o Ziemi, Uniwersytetu Marii Curie-Sktodowskiej w Lublinie. W latach 1996-
1997 otrzymywalem stypendium Ministra Edukacji Narodowej za bardzo dobre wyniki w
nauce i prace naukowg. Przeprowadzone przeze mnie badania wpisywaty si¢ w ogdlng
tematyke badawcza Zaktadu Mikrobiologii Ogolnej UMCS (obecna nazwa Zaktad Genetyki i
Mikrobiologii), ktére dotycza genetycznych uwarunkowan oddzialywan symbiotycznych
miedzy bakteriami z rodzaju Rhizobium i roslinami motylkowatymi. Mialy one na celu
sprawdzenie, czy hipotetyczny system transportu zlozony z bialek PrsDE 1 Orf3 moze
eksportowac na zewnatrz komorki bakteryjnej heterologiczny substrat, ktorym byta proteaza
PrtB E. chrysanthemi. Biatka te sg kodowane przez geny prsDE, orf3 zidentyfikowane w
regionie odpowiedzialnym za biosyntez¢ egzopolisacharydu (EPS) Rhizobium leguminosarum
bv. trifolii. Podstawg do badania zdolnosci transkomplementacji procesoOw sekrecyjnych w
ukladzie, w ktorym poszczegdlne elementy pochodza z réznych systemow transportu, bylo
podobienstwo aminokwasowe obydwu systemow sekrecji. Uzyskane transformanty E. coli,
zawierajace po dwa zrekombinowane plazmidy ze sklonowanymi genami prs i prtB badano
pod katem aktywnosci proteolitycznej stosujac testy ptytkowe oraz zymografie. Wyniki tych
doswiadczen pozwalaty przypuszczaé, ze taka komplementacja sekrecji moze wystepowac,
jednakze na bardzo niskim poziomie: obserwowana aktywnos$¢ proteolityczna
skonstruowanych szczepow E. coli byla niska. Badania te zostaly opisane w pracy
magisterskiej pt. ,,Systemy transportu substratow w Rhizobium leguminosarum biovar trifolii
TA1 w aspekcie funkcjonalnej komplementacji z ukladem sekrecji proteaz Erwinia
chrysanthemi”, ktorg obronitem w czerwcu 1997 r. z wynikiem bardzo dobrym. Wyniki badan

stanowiagcych przedmiot mojej pracy magisterskiej zostaty czesciowo opublikowane w pracy:

e Mazur A., Wielbo J., Krol J., Kopcinska J., Lotocka B., Golinowski W., Skorupska A.
(1998) Molecular characterization and symbiotic importance of prsD gene of
Rhizobium leguminosarum bv. trifolii TAL. Acta Biochim. Pol. 45:1067-1073.
1F1996=0.477



Praca doktorska

Po uzyskaniu tytulu magistra kontynuowatem prace w zespole prof. dr hab. Anny
Skorupskiej — poczatkowo jako uczestnik studiow doktoranckich UMCS (pazdziernik 1997 —
maj 1999 r.), a nastepnie (od czerwca 1999 r.) jako asystent w Zaktadzie Mikrobiologii
Ogolnej. Prowadzone przeze mnie badania koncentrowaly si¢ na problemach badawczych
zespotu zwigzanych z genetyczng kontrolg biosyntezy egzopolisacharydu (EPS) Rhizobium
oraz jego roli w symbiozie R. leguminosarum bv. trifolii z koniczyng (Trifolium pratense).
EPS w symbiozie odgrywa istotng rolg, poniewaz jest czynnikiem warunkujgcym efektywne
zakazenie ro$liny i wigzanie azotu atmosferycznego. Badania jakie wykonywatem w latach
1997-2002 dotyczyly systemow transportu typu ABC odpowiedzialnych za eksport
zewnatrzkomorkowych polisacharydow w R. leguminosarum bv. trifolii TAl. Uzyskane
wyniki zlozyly si¢ na moja rozprawe doktorska pt. ,,Molekularna i funkcjonalna
charakterystyka genow psSNOP kontrolujacych biosynteze egzopolisacharydu Rhizobium
leguminosarum bv. trifolii TA1”. Tematyka pracy doktorskiej dotyczyta identyfikacji oraz
analizy genetycznej 1 funkcjonalnej genéw psSNOP, ktorych produkty biatkowe tworza w
Rhizobium leguminosarum bv. trifolii TAL system transportu typu | odpowiedzialny za
polimeryzacje¢ i transport egzopolisacharydu (EPS). Wykazatem, ze biatko PssP pehni funkcje
blonowo-peryplazmatycznego biatka pomocniczego typu MPA (Membrane Periplasmic
Auxiliary) regulujacego stopien polimeryzacji EPS, a PssN jest zlokalizowane w blonie
zewnetrznej 1 nalezy do rodziny zewnatrzbtonowych bialek pomocniczych typu OMA (Outer
Membrane Auxiliary). Rola biatka PssO 1 jego udzial w systemie transportu EPS, nie zostaly
do konca wyjasnione, ale wykazano, ze jest istotne w oddzialywaniach symbiotycznych
pomiedzy rizobiami a ro$ling motylkowata, tzn. mutanty pssO byty niezdolne do wigzania
azotu. W trakcie badan zidentyfikowalem takze gen pssT, ktory koduje kolejny istotny
element w/w systemu: transporter specyficzny dla polisacharydéw typu PST (Polysaccharide
Specific Transporter). Poslugujac si¢ fuzjami transkrypcyjnymi z genami reporterowymi
zbadatem aktywnos$¢ transkrypcyjng regionu psSTNOP oraz topologie btonowa wybranych

bialek systemu transportu typu I.
Prace doktorska obronitem 04.12.2002.

W tym czasie uczestniczylem takze w pracach dotyczacych funkcjonowania innych genéw
biosyntezy polisacharydéw (mutageneza, badania aktywno$ci transkrypcyjnej) m.in. W
ramach realizowanego w zespole projektu KBN pt. ,,Molekularna 1 funkcjonalna

charakterystyka gendéw pss kontrolujacych biosynteze¢ kwasnego egzopolisacharydu
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Rhizobium leguminosarum bv. trifolii” (6 PO4A 05818, lata 2000-2003) kierowanego przez

prof. dr hab. Ann¢ Skorupska, w ktérym bylem jednym z wykonawcow. Przeprowadzone

badania opisano w 4 publikacjach w czasopismach o zasi¢gu migdzynarodowym, ktorych

bylem wspdtautorem:

1.

Krol J., Wielbo J., Mazur A., Kopcinska J., Lotocka B., Golinowski W., Skorupska A.

(1998) Molecular characterization of pssCDE genes of Rhizobium leguminosarum bv.

trifolit TAL: pssD mutant is affected in exopolysaccharide synthesis and endocytosis of

bacteria. Mol. Plant Microbe Interact. 11: 1142-1148.

1F1998=3.450

Janczarek M., Krdl J., Kutkowska J., Mazur A., Wielbo J., Borucki W., Kopcinska J.,

Lotocka B., Urbanik-Sypniewska T., Skorupska A. (2001) Mutation in pssB-pssA

intergenic region of Rhizobium leguminosarum bv. trifolii affects the surface

polysaccharides synthesis and nitrogen fixation ability. J. Plant Physiol. 158: 1565-1574.
1F200,=1.180

Mazur A., Krél J., Skorupska A. (2001) Isolation and sequencing of Rhizobium

leguminosarum bv. trifolii pssN, pssO and pssP genes encoding the proteins involved in

polymerization and translocation of exopolysaccharide. DNA Seq. 12: 1-12.

1F200:=0.594

Mazur A., Krdl J., Wielbo J., Urbanik-Sypniewska T., Skorupska A. (2002) Rhizobium

leguminosarum bv. trifolii PssP protein is required for exopolysaccharide biosynthesis

and polymerization. Mol. Plant Microbe Interact. 15: 388-397.

1F200,=3.845

oraz 13 krajowych i migdzynarodowych doniesieniach konferencyjnych.

Wymienione publikacje byty nagrodzone m.in.:

e nagroda zespotowg II stopnia Rektora UMCS (rok 1998),
e nagrodg zespotowg Polskiego Towarzystwa Genetycznego (rok 2001)

e nagrodg zespotowa Komitetu Organizacyjnego Krajowego Kongresu Biotechnologii
(rok 2003)

Po uzyskaniu stopnia doktora nauk biologicznych zostatem zatrudniony od 1 marca 2003 r. na

stanowisku adiunkta w Zaktadzie Mikrobiologii Ogo6lnej UMCS (obecnie Zaklad Genetyki i

Mikrobiologii), w ktorym pracuj¢ do dnia dzisiejszego.
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Praca naukowo-badawcza po uzyskaniu stopnia doktora (2003-2012)

Dorobek naukowy po uzyskaniu stopnia doktora obejmuje:

e 15 oryginalnych prac naukowych w tym 13 w czasopismach z listy JCR;

e 5 artykuldw przegladowych w tym 2 w czasopismach z listy JCR;

o 4 referaty wygloszone na konferencjach, w tym 1 na konferencji miedzynarodowej;

e 37 doniesien zjazdowych, w tym 21 prezentowanych na konferencjach
mi¢dzynarodowych

® 438 zgloszonych rekordow sekwencji nukleotydowych w bazie danych GenBank

National Center for Biotechnology Information (NCBI)

Wyniki badan stanowiace:

OSIAGNIECIE NAUKOWE REALIZUJACE ART. 16 UST. 2 USTAWY O
STOPNIACH NAUKOWYCH

Tytul:

Organizacja i zmienno$¢ genomu Rhizobium leguminosarum bv. trifolii: molekularna
analiza regionow genomu istotnych dla adaptacji do endosymbiotycznego i glebowego

srodowiska

Publikacje wchodzace w sklad zglaszanego osiagni¢cia naukowego:
(8 oryginalnych prac eksperymentalnych i 2 prace przegladowe):

1. Mazur A., Krol J., Marczak M., Skorupska A. (2003) Membrane topology of PssT, the
transmembrane protein component of type | exopolysaccharide transport system in the
Rhizobium leguminosarum bv. trifolii strain TA1. J. Bacteriol., 185: 2503-2511.

IF003: 4,175 MNISW: 35

2. Wielbo J., Mazur A., Krol J.E., Marczak M., Kutkowska J., Skorupska A. (2004)
Complexity of phenotypes and symbiotic behaviour of Rhizobium leguminosarum biovar
trifolii exopolysaccharide mutants. Arch. Microbiol., 182: 331-336.

IF2004: 2,374 MNISW: 20



10.

Mazur A., Marczak M., Krél J.E. and Skorupska A. (2005) Topological and
transcriptional analysis of pssL gene product: a putative Wzx-like exopolysaccharide
translocase in Rhizobium leguminosarum bv. trifolii TA1. Arch. Microbiol., 184: 1-10.
IF2005: 2,135 MNiISW: 20

Skorupska A, Janczarek M, Marczak M, Mazur A, Krol J. (2006) Rhizobial
exopolysaccharides: genetic control and symbiotic functions. Microb. Cell Fact. 5:7.

I F2006: 2,59 MNiSW: 40

Krol J., Mazur A., Marczak M., Skorupska A. (2007). Syntenic arrangements of the
surface polysaccharide biosynthesis genes in Rhizobium leguminosarum. Genomics, 89:
237-247.

IF2007: 3,613 MNiSW: 30

Krol J., Mazur A., Marczak M., Skorupska A. (2008). Application of physical and genetic
map of Rhizobium leguminosarum bv. trifolii TAL to comparison of three closely related
rhizobial genomes. Mol. Genet Genomics 279, 107-121.

I F2008: 2,838 MNISW: 25

Wielbo J., Marek-Kozaczuk M., Mazur A., Kubik-Komar A., Skorupska A. (2010)
Genetic and metabolic divergence within a Rhizobium leguminosarum bv. trifolii
population recovered from clover nodules. Appl. Environ. Microbiol., 76: 4593-4600.
IF2010: 3,778 MNiSW: 40

Mazur A., Majewska B., Stasiak G., Wielbo J., Skorupska A. (2011) repABC-based
replication systems of Rhizobium leguminosarum bv. trifolii TA1 plasmids:
incompatibility and evolutionary analyses. Plasmid, 66: 53-66.

IF2011: 1,516 MNiSW: 20

Mazur A., Stasiak G., Wielbo J., Kubik-Komar A., Marek Kozaczuk M., Skorupska A.
(2011) Intragenomic diversity of Rhizobium leguminosarum bv. trifolii clover nodule
isolates. BMC Microbiol., 11:123.

IF2011: 3,044 MNiSW: 30

Mazur A., Koper P. (2012) Rhizobial plasmids - replication, structure and biological role.
Central European Journal of Biology 7, 571-586.

1Fo011: 1,0 MNIiSW: 20

Laczny impact factor w.w. publikacji zgodnie z rokiem opublikowania: 27,063
Suma punktéw za w.w. publikacje zgodnie z wykazem MNiSW 280 pkt
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Omowienie celu naukowego w/w prac i osiggnietych wynikow

WPROWADZENIE — przedmiot badan

Rhizobia to bakterie glebowe zdolne do tworzenia mutualistycznych uktadow
symbiotycznych z roslinami motylkowatymi. Mikrosymbiont (Rhizobium) zakazajac korzen
lub todyge rosliny tworzy struktury zwane brodawkami, wewnatrz ktérych wigze (redukuje)
azot atmosferyczny do tatwo przyswajalnych zwigzkéw azotowych transportowanych do
makrosymbionta (rosliny motylkowatej). W zamian ro$lina dostarcza bakteriom
weglowodanow - produktéw fotosyntezy. Symbioza rizobidow z roslinami motylkowatymi jest
Kluczowym procesem w obiegu azotu w biosferze, a takze wydajnym, naturalnym systemem,
pozwalajacym na znaczne ograniczenie nawozenia azotowego i rozw9j tzw. zrOwnowazonego
rolnictwa. Znaczenie badan nad t3 wunikalng grupa bakterii wynika z mozliwosci
manipulowania ich genomami w celu uzyskania zwigkszonej wydajno$ci wigzania azotu.

Nawigzanie symbiozy jest zlozonym procesem, wymagajacym precyzyjnego
rozpoznania partneréOw, ktore opiera si¢ na wymianie sygnatow molekularnych, pomiedzy
makro- i mikrosymbiontem, sposrdéd ktorych najwazniejszymi sg roslinne flawonoidy oraz
oligosacharydy lipochitynowe (LCO), tzw. czynniki Nod tworzone przez rizobia. Jednym z
waznych bakteryjnych sygnalow symbiotycznych sa takze skladniki polisacharydowych
struktur powierzchniowych, m.in. egzopolisacharyd (EPS), ktory jest istotnym czynnikiem
infekcyjnosci rizobidw zakazajacych rosliny tworzace brodawki o trwalym merystemie.

Genomy rizobiow s3 duze 1 w wiekszosci gatunkow (zwlaszcza tzw. rizobiow
szybkorosngcych) podzielone na chromosom (tzw. core genome) i jeden lub kilka duzych
plazmidow, ktére ze wzgledu na wielko$¢ nazywane sa megaplazmidami. Struktura genomow
jest ksztattowana zaréwno przez ztozone srodowisko bytowania rizobiow, czyli glebe, jak tez
przez $rodowisko endosymbiotyczne. Plazmidy, czyli pozachromosomalne elementy
genetyczne, sg czesto okreslane mianem ,,genomu pomocniczego” (accessory genome):
pozwalaja bowiem na przechowywanie czgsci dodatkowej informacji, tworzac tym samym
znaczny potencjal metaboliczny (adaptacyjny), ktory moze by¢é wykorzystany w
odpowiednich warunkach zywieniowych czy stresowych w glebie lub w roslinie (w stanie
wegetatywnym lub endosymbiotycznym). Taka struktura genomu uwazana jest za jeden z
elementow konkurencyjnosci bakterii w $rodowisku, w ktérym dostgpnos¢ substancji

odzywczych bywa czgsto ograniczona. Z drugiej strony jest takze przyczyng znacznej



plastycznosci genomu gtéwnie na skutek wewnatrzgenomowych rearanzacji oraz nabywania
innych plazmidow droga horyzontalnego transferu, co jest charakterystyczne dla rizobiow.
Gatunek Rhizobium leguminosarum obejmuje trzy biowary (biotypy): viciae, trifolii i
phaseoli (z ktorego wydzielono kilka nowych gatunkow m. in. Rhizobium etli, R. phaseoli czy
R. pisi), roznigce si¢ specyficznoscig zakazania roslin motylkowatych. W ciagu ostatnich lat
zgromadzono wiele danych dotyczacych wihasciwosci genetycznych i fenotypowych blisko
spokrewnionych gatunkéw R. leguminosarum bv. viciae i R. etli. Modelem przedstawionych
badan byl symbiont koniczyny R. leguminosarum bv. trifolii szczep RtTAL oraz szczepy
glebowe izolowane z brodawek koniczyny. Badania nad tymi szczepami pozwolity na
uzyskanie obrazu zmiennosci i ewolucji molekularnej gatunku R. leguminosarum.
Zrealizowany plan badan zaktadat analize organizacji genomu R. leguminosarum bv. trifolii
(RIt) oraz zakresu jego zmiennos$ci. Szczegoélny nacisk potozono na molekularng analize
regioné6w genomu RIt istotnych zarowno dla saprofitycznego jak i symbiotycznego trybu
zycia rizobiow, jakimi sg skupiska genow uczestniczacych w biosyntezie powierzchniowych
polisacharydow oraz geny zlokalizowane na megaplazmidach. Analiza puli plazmidowego
DNA RIt byta takze proba odpowiedzi na pytanie, w jaki sposob pozachromosomalny DNA
wpltywa na potencjal metaboliczny rizobidw ksztaltujacy ich adaptacje do zmiennego

srodowiska.

OMOWIENIE PRZEPROWADZONYCH BADAN

W toku realizacji planu badawczego okreslono organizacje genomu RtTAI, na ktory
sklada si¢ chromosom i cztery megaplazmidy oznaczone pRleTAla-pRIeTAld. Stosujac
kombinacje mapowania restrykcyjnego wysokoczasteczkowego DNA, elektroforezy w
zmiennym polu elektrycznym (PFGE) oraz serii hybrydyzacji Southerna skonstruowano mape
fizyczng genomu RtTA1 umieszczajac na niej ponad 100 markerow genetycznych (Mol.
Genet Genomics, 2008). Ze wzgledu na wysoka zawarto$¢ par G+C w zsekwencjonowanych
genomach rizobiow do konstrukcji mapy fizycznej RtTA1l wybrano enzymy restrykcyjne
rozpoznajace 8-nukleotydowe sekwencje bogate w pary A+T oraz enzym I-Ceul, ktory
rozpoznaje konserwatywne 26 nt sekwencje w obrebie operonow dla rybosomalnego RNA
(rrn). Na podstawie analizy fragmentow restrykcyjnych catkowita wielko$¢ genomu
oszacowano na 7257 + 8 kpz. Wielkosci plazmidow zawieraly si¢ w przedziale od 476 do 808
kpz. Najmniejszy plazmid pRIeTAla oznaczono jako plazmid symbiotyczny (pSym),

poniewaz na nim zidentyfikowano geny bezposrednio odpowiedzialne za symbiotyczne
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interakcje z koniczyng (nod-nif). Na chromosomie zidentyfikowano trzy operony rrn
zlokalizowane, podobnie jak w innych genomach bakteryjnych, w poblizu origin replikacji.
W sasiedztwie hipotetycznego ori replikacji chromosomu RTA1 zidentyfikowano tez inne
istotne geny podstawowego metabolizmu, takie jak dnaK czy rpoH.

Opracowang map¢ makro-restrykcyjng i genetyczng genomu RtTA1 wykorzystano do
poréwnania organizacji calych chromosomoéw trzech blisko spokrewnionych bakterii tj.
RtTAL, R. leguminosarum bv. viciae szczep 3841 (RIv) oraz R. etli szczep CFN42 (Rhe).
Analiza porownawcza map genetycznych bakterii nalezacych do tego samego rodzaju, jak
rowniez szczepodw blisko spokrewnionych (wewnatrzgatunkowo), zwane genomika
mikroewolucyjng pozwalaja uzyska¢ informacje dotyczace konserwacji uktadu genoéw na
chromosomach, a takze pozwalaja na okreSlenie mechanizméw genetycznych
odpowiedzialnych za rearanzacje genomowe. W przypadku genomow rizobiowych ocena
stopnia kolinearnosci jest szczegolnie ciekawa, ze wzgledu na ich niestabilno$¢ i sktonnos$¢ do
rearanzacji zarowno na skutek wewnetrznych przegrupowan, jak i na drodze horyzontalnego
transferu  DNA. Wykazano znaczng kolinearnos¢ (czyli podobny uklad markerow
genetycznych) na catej dtugosci chromosomow tych gatunkow, co pozwolito na wniosek, iz
ewolucyjna dywergencja gatunkow R. leguminosarum i R. etli od hipotetycznego wspdlnego
przodka nie pociagneta za soba znacznych rearanzacji chromosoméw, przy widocznych
potencjalnych $ladach horyzontalnego transferu, duplikacji lub utraty pewnych odcinkéw
DNA - zjawisk charakterystycznych dla plastycznych i niestabilnych genoméw rizobiowych.
Mimo znacznego podobienstwa chromosomalnego DNA, genomy RtTAIl, RIlv and Rhe
wyraznie roznity si¢, m.in. dystrybucja materialu genetycznego pomigdzy poszczegédlne
plazmidy, co moze przektada¢ si¢ na r6znice w potencjale adaptacyjnym bakterii, wlaczajac
symbiotyczne interakcje z rosling.

Uzupetieniem prac dotyczacych organizacji i zmienno$ci genomu RIt byty badania
przeprowadzone na waznych obszarach genomu RtTA1 jakimi sg regiony odpowiedzialne za
biosyntez¢ powierzchniowych polisacharydow (Genomics, 2007). Analiza klonéw biblioteki
genomowej RtTA1l skonstruowanej w sztucznym chromosomie bakteryjnym (BAC)
doprowadzita do identyfikacji pieciu duzych skupisk genéw oznaczonych Pss-I - Pss-V (ang.
polysaccharide synthesis) oraz szeregu pojedynczych gendéw biosyntezy polisacharydow
rozproszonych w genomie. Wigkszos¢ z nich zlokalizowano na chromosomie RtTAL, tylko
region oznaczony jako Pss-III zmapowano na plazmidzie pRleTAlb. Najwigkszy region
Pss-1, zawieral 24 geny, kodujace glikozylotransferazy, enzymy modyfikujace podstawowa

podjednostke EPS oraz biatka odpowiedzialne za polimeryzacje 1 wyprowadzanie EPS poza
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komorke. Ten region uznano za gléwne zgrupowanie gendéw odpowiedzialnych za biosynteze
egzopolisacharydu w R. leguminosarum bv. trifolii, poniewaz opisano w nim szereg mutacji,
ktorych efektem byt brak syntezy EPS. Komputerowa analiza przewidywanych funkcji biatek
kodowanych przez geny zlokalizowane w regionach Pss-1I (14 kpz, 10 genéw), Pss-1V (10
kpz, 10 genow) oraz Pss-V (3 kpz, 4 geny), sugeruje ich udziat w biosyntezie
lipopolisacharydu (LPS) RtTAL. Region Pss-11l zidentyfikowany na plazmidzie zawiera 7
gendw, ktorych hipotetyczne produkty biatkowe to przede wszystkim glikozylotransferazy.

Wyniki analizy regionow Pss dostarczyly wielu informacji dotyczacych mikroewolucji
genomu RtTAl na tle catego gatunku R. leguminosarum. Odnoszac je do badan nad
organizacja genomu RIt stwierdzono, ze duza liczba regionow Pss wskazuje na
charakterystyczny dla genomoéw rizobiowych '"nadmiar" informacji genetycznej z
powtdrzeniami licznych genow (wsrdd zidentyfikowanych w RtTA1 genow pss byto wiele
paralogéw np. pssP i pssP2, pssA i pssA2, powtdrzenia IpsB). Z drugiej strony, ewolucyjne
ulokowanie wigkszos$ci z genéw pss na chromosomie, wskazuje na ich przynaleznos$¢ do tzw.
genomu rdzeniowego (core genome) i $wiadczy o ich istotnosci dla prawidlowego
funkcjonowania komorki.

W celu okreslenia przynalezno$ci poszczegoélnych regiondow i skupisk genow pss
RtTA1 do tzw. rdzeniowych lub dodatkowych elementow genomu wykonano komputerowa
analize zawarto$ci par G+C oraz zmienno$ci zawartosci G+C w trzeciej, zmiennej pozycji
kodonu (GC3S). Czgs¢ rdzeniowa genomu, zwykle chromosomalna, ma wyzsza warto$¢
G+C, podczas, gdy dodatkowe elementy genomu maja nizszg zawarto$¢ G+C 1 sg
zlokalizowane gléwnie na plazmidach lub na wyspach chromosomalnych. Stwierdzono, ze
chromosomalne regiony Pss-I1, Pss-1V, Pss-V wykazuja warto$ci tych parametrow typowe dla
tzw. rdzeniowych elementéw genomu, podczas gdy parametry plazmidowego regionu Pss-111
wskazujg na typowy charakter dodatkowego elementu genomu RtTAl. W przypadku
chromosomalnego regionu Pss-1, wartosci %GC oraz GC3S, sg nizsze niz plazmidowego
regionu Pss-II1. Takie cechy w przypadku chromosomalnej, rdzeniowej cze$ci genomu, moga
oznacza¢ ewolucyjne przeniesienie regionu Pss-I z innego replikonu lub jego zewnatrz
gatunkowe pochodzenie i1 charakter "wyspy" genomowej, wskazujac tym samym na
mozaikowa struktur¢ genomu RtTA1l 1 ztozong histori¢ ewolucyjng. Skupiska Pss
wykazywaly znaczny poziom syntenii 1 kolinearnosci (konserwatywnej zawartosci 1 uktadu
gendw) w porownaniu z genomami Rlv oraz Rhe. Zachowawczo$¢ uktadu gendéw i samej
sekwencji DNA w obrebie regionéw Pss §wiadczy o ich znaczeniu zaréwno dla metabolizmu

komorki jak 1 dla symbiozy z rosling. Ewolucyjna zachowawczos$¢ uktadu 1 sgsiedztwa genow
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jest tez zwykle istotna dla utrzymania okreslonego potencjatu adaptacyjnego genomu, w
ktérym produkty biatkowe lezacych obok siebie genéw uczestnicza w podobnych procesach
komoérkowych, co ttumaczy konserwacje uktadu genow. Taki konserwatywny uktad genow
obserwujemy w obrebie plazmidowego regionu Pss-III, chociaz plazmidy sa uwazane za
jedno z gtéwnych Zrédel zmiennosci i plastycznosci genomu.

Rownolegle do opisanych powyzej badan regionéw biosyntezy polisacharydow
wykonywanych z perspektywy zmiennej organizacji genomu RIt, prowadzitem takze prace
dotyczace molekularnej funkcji poszczegdlnych gendéw uczestniczagcych w  biosyntezie
egzopolisacharydu (EPS). Ten nurt badan stanowil kontynuacj¢ prac bedacych przedmiotem
mojej rozprawy doktorskiej, w ktorych zidentyfikowano i1 cze$ciowo opisano sktadniki
systemu transportu EPS na zewnatrz komorki bakteryjnej. W toku tych analiz wykazano, ze
mechanizm polimeryzacji 1 translokacji egzopolisacharydu w RtTA1 jest zalezny od systemu
typu Wzy/Wzx - charakterystycznego i rozpowszechnionego w bakteriach Gram-ujemnych,
m.in. w E. coli, a ktory w RtTA1 tworzg biatka PssT/PssL (J. Bacteriol., 2003, Arch.
Microbiol., 2005). Za pomocg fuzji genowych z genami reporterowymi phoA i lacZ okreslono
topologie btonowa (tj. ukltad domen biatkowych w blonie cytoplazmatycznej) dwoch
kluczowych biatek tego systemu transportu: PssT - polimerazy EPS typu Wzy i PssL - flipazy
typu Wzx. Skonstruowany przeze mnie mutant z delecja C-koncowej domeny PssT
produkowat wigksze ilosci egzopolisacharydu oraz wykazywal zaburzong proporcje frakcji
wysoko- i niskoczasteczkowej polimeru w poréwnaniu ze szczepem dzikim. Wykazano, ze
PssL - flipaza typu Wzx jest odpowiedzialna za translokacje oligosacharydow przez btong
cytoplazmatyczng. Na podstawie uzyskanych wynikow zaproponowano, po raz pierwszy dla
gatunku R. leguminosarum, model procesu polimeryzacji i transportu egzopolisacharydu na
powierzchni¢ komorki bakteryjne;.

O istotnej roli gendw pss w adaptacji do symbiotycznego i glebowego Srodowiska
rizobiéw $wiadczg wyniki fenotypowych badan mutantéw w tych genach. Wykazano, ze
mutacje w genach pss wywierajg plejotropowy efekt na komorki, co znaczagco wptywa na
funkcjonowanie rizobidw, zarowno w odniesieniu do ich zdolno$ci symbiotycznych jak
réwniez wegetatywnego trybu zycia w naturalnym srodowisku glebowym. Mutanty w genach
pssD, pssP, pssT czy pssO nie syntetyzujace EPS lub produkujace EPS w zmienionej iloSci i
stopniu polimeryzacji, zasiedlaty jedynie mtodsze strefy rozwoje brodawki korzeniowej
indukujac przy tym wigkszy poziom odpowiedzi stresowej ze strony gospodarza roslinnego.

Ponadto mutacje pss powodowaty zmiany we wrazliwosci na detergenty, etanol czy niektore
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antybiotyki, co wskazuje na zaburzenia integralnosci oston komoérkowych bakterii (Arch.
Microbiol., 2004).

Opisane powyzej badania pozwolily na okreSlenie organizacji genomu R.
leguminosarum bv. trifolii TA1, a poprzez poréwnania z blisko spokrewnionymi szczepami
Rhizobium, poziom jego zmiennosci na tle catego gatunku. Zidentyfikowano i zmapowano
regiony genomu RtTALl istotne dla komorki, jakimi sg skupiska genow biosyntezy
polisacharydow, co pozwolilo na wyciagnigcie wnioskow dotyczacych mikroewolucji
genomu RIt. Wybrane geny pss zbadano na poziomie molekularnym oraz przedstawiono ich
funkcj¢ poprzez izolacje i analiz¢ mutantow. Wyniki tych badan pozwolily na opisanie
kluczowych elementow systemu eksportu EPS na powierzchni¢ komorki 1 wykazanie istotne;j
roli genow odpowiedzialnych za biosynteze zewnatrzkomoérkowych polisacharydow w
adaptacji do zmiennego $rodowiska zycia rizobiow. Dodatkowo dopracowano dla potrzeb
modelu doswiadczalnego (R. leguminosarum bv. trifolii), szereg technik badawczych, a
przede wszystkim rozdziat catych replikonéw rizobiowych w zmiennym polu elektrycznym
(PFGE) 1  hybrydyzacj¢  Southerna  wykonywana dla  tak  rozdzielanego,
wysokoczasteczkowego DNA. Umozliwito to podjgcie kolejnych etapow analizy organizacji 1
zmiennosci genomu RIt, ktore dotyczyly wigkszych obszarow genomu, czyli puli
plazmidowego DNA stanowigcego kluczowy element plastycznosci genomu i adaptacyjnego
potencjatu metabolicznego rizobiow.

Cecha charakterystyczng plazmidow rizobiowych jest ich niska liczba kopii w
komorkach oraz unikalny ws$rdd bakterii system replikacji, w ktorym elementy
odpowiedzialne za partycje (aktywna segregacje) i replikacje znajduja si¢ w obrebie jednego
operonu, ztozonego z gendw repABC. W toku przeprowadzonych badaf zidentyfikowano 1
zbadano na poziomie molekularnym systemy replikacji wszystkich plazmidow RtTAl
(Plasmid, 2011). W kazdym z nich zidentyfikowano geny repABC kodujace zdolnos¢
replikacji 1 aktywnej segregacji zreplikowanych kopii plazmidéow do komorek potomnych
oraz elementy zwigzane ze zjawiskiem niezgodnoséci plazmidow, takie jak inca. Mimo
ogblnego podobienstwa regionow rep plazmidow RtTAl do dotychczas opisanych,
wykazywaty one takze pewien poziom zmienno$ci dotyczacy np. obecnos$ci i lokalizacji
centromero-podobnych  sekwencji  typu parS. Potwierdzono eksperymentalnie, ze
poszczegbdlne plazmidy RtTAl nalezag do roéznych grup niezgodnosci, a wykorzystujac
elementy inca RtTA1, zidentyfikowano takze plazmidy z tych samych grup niezgodno$ci w
Rlv i Rhe. Ponadto zaobserwowano, ze w RtTAIl, Rlv i Rhe mozna wyr6zni¢ grupy

plazmidoéw, ktorych systemy replikacji, poza przynaleznoscia do tych samych grup
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niezgodno$ci, wykazuja znaczne podobienstwo sekwencji aminokwasowej poszczegdlnych
bialeck Rep, co sugeruje, ze moga tworzy¢ szkielet (ang. framework) puli
pozachromosomalnego DNA wspélny dla gatunkéw R. leguminosarum i R. etli. Badania
systemow replikacji dostarczyly takze cennych informacji dotyczacych ewolucji plazmidow.
Analiza filogenetyczna wykonana w oparciu o sekwencje bialek Rep RtTA1 wykazala, ze
poszczegblne plazmidy tego szczepu mogly zosta¢ nabyte na drodze niezaleznych zdarzen
horyzontalnego transferu, ktoremu towarzyszyta homologiczna rekombinacja, umozliwiajgca
koegzystencje wielu plazmidow wykorzystujacych ten sam system replikacji w jednej
komorce. Stwierdzono, ze ewolucyjnie "najmtodszym" plazmidem RtTAIl jest plazmid
symbiotyczny pRleTAla. Ponadto systemy replikacji niektorych plazmidow RtTA1
wykazywatly podobienstwo do opisanych w innych rizobiach, pozachromosomalnych
replikonow, o cechach posrednich pomigdzy plazmidem i chromosomem. Replikony te
nazwano chromidami, poniewaz posiadaty typowy dla plazmidow system replikacji i
roéwnoczesnie zawieraly geny wazne lub nawet niezbedne dla przezywalnosci komorki.
Podobienstwo plazmidow RtTAl do chromidow oraz fakt, ze zaden nich z nie ulegal
calkowitej eliminacji z komorki pod wpltywem elementéw niezgodnosci dostarczonych in
trans, pozwala przypuszczaé, ze przynajmniej niektore z tych plazmidow mogg mie¢ cechy
tzw. drugorzgdowych chromosoméw (ang. secondary chromosomes).

Wyniki uzyskane w trakcie badan systemoéw replikacji plazmidéw RtTA1 stanowily
punkt wyjscia do analizy zmienno$ci genomu R. leguminosarum bv. trifolii przeprowadzonej
na wigkszej populacji szczepow. Obiektem doswiadczalnym byta grupa kilkudziesigciu
szczepoOw, wyizolowanych z brodawek koniczyny, ktéra stanowila reprezentacje lokalnej
populacji RIt (Appl. Environ. Microbiol. 2010 oraz BMC Microbiol., 2011). Wyizolowane
szczepy roznity sie¢ znaczaco organizacjg genomu - liczba replikonéw pozachromosomalnych
wynosita od 3-6, a ich wielko§¢ od ok. 200 kpz do ponad 1 Mpz. Wigkszo$¢ zbadanych
szczepOw posiadata duzy plazmid (>1 Mpz). Zawartos¢ pozachromosmalnego DNA w
badanych szczepach wynosita od 1,89 do 3,25 Mpz, co stanowi odpowiednio od 26 do 45%
wielkosci genomu. Przeprowadzono analiz¢ zmienno$ci genomu populacji RIt poprzez serie
hybrydyzacji Southerna z sondami molekularnymi bgdacymi markerami poszczegodlnych
replikonow RtTA1. Na podstawie hybrydyzacji z sondami stanowigcymi geny rep plazmidow
RtTA1, w genomie RIt wyrdzniono trzy odrgbne przedziaty tj. chromosom, replikony o typie
chromidu oraz pozostate plazmidy, do ktorych zaliczono plazmid symbiotyczny, pSym.
Mimo duzego zroznicowania badanych genoméw pod wzgledem liczby 1 wielkoSci

replikonéw pozachromosomalnych stwierdzono wzgledng stabilnos¢ lokalizacji uzytych

14



markeréw na poszczegdlnych replikonach, zwtaszcza w obrebie chromosomu. Ten wynik jest
komplementarny z wykazang wczes$niej syntenig gendw w chromosomalnych regionach Pss.
Zaobserwowano takze wymiane markerow miedzy poszczegdlnymi czg¢sciami genomu, jak
rowniez utrat¢ niektérych z nich. Jedynie u dwodch sposrod 23 zbadanych szczepow
zidentyfikowano wszystkie badane markery, co moze $wiadczy¢ o pangenomicznej strukturze
populacji RIt, w ktorej kazdy ze szczepdéw poza tzw. genomem rdzeniowym posiada zasoby
informacji genetycznej specyficzne tylko dla niego samego.

W wybranej puli szczepow RIt czeSciowo zsekwencjonowano kilkanascie markeréw
chromosomowych oraz markeréw replikonéw chromido-podobnych i plazmidowych. Stopien
ewolucyjnego dopasowania (amelioration) genéw zlokalizowanych w réznych przedziatach
genomu, mierzony indeksem adaptacji kodonow (CAI, codon adaptation index), wykazat
nizszy poziom adaptacji gendw zlokalizowanych w puli plazmidowej obejmujacych pSym.
Mozna przypuszczaé, ze nabyte w trakcie ewolucji plazmidy tego przedzialu genomu
,»Spedzily” w nim relatywnie najkrotszy czas. Zaobserwowane roznice, ktore przektadaja sig
na poziom translacji genow, prawdopodobnie odzwierciedlaja rownowage pomiedzy presja
selekcyjng a czestoScig przypadkowych mutacji punktowych w  funkcjonalnie
zrdznicowanych przedziatach genomowych.

Mozna zatem stwierdzié, ze struktura genomu RIt jest duzo bardziej ztozona niz
poczatkowo przypuszczano. Z calg pewnoscig nie nalezy traktowac zestawu plazmidow RIt
jako kryptycznych, ktore stanowia jedynie zapasowy (a zatem zbywalny, zb¢dny) genom. W
pozachromosomalnym DNA mozna wyrdézni¢ grupy plazmidow, ktore sa potencjalnie
wspoélne nie tylko dla szczepoéw RIt, ale rowniez dla pokrewnych gatunkow i sg one starsze
ewolucyjnie, o czym $wiadczy ich wigkszy stopien dopasowania do genomu. Niektore z nich
maja cechy chromidow, lub nawet drugorzedowego chromosomu i mogg zawiera¢ geny
istotne dla przezywalnosci komorki.

Biorgc pod uwage powyzsze dane, m.in. znaczng zawartos¢ plazmidowego DNA
stanowigcag nawet 45%  wielkoSci genomu, podjeto badania nad wplywem
pozachromosomalnego DNA na potencjal metaboliczny i symbiotyczny rizobiow (Appl.
Environ. Microbiol., 2010). Dla grupy reprezentatywnych izolatow RIt r6znigcych si¢ istotnie
organizacja genomu (przede wszystkim profilem plazmidowym), przeprowadzono
profilowanie metaboliczne z uzyciem komercyjnego testu mikroptytkowego Biolog
(BIOLOG, Hayward, USA). Zbadano zdolnos¢ wykorzystywania roznych zrodet wegla i
energii oraz podj¢to probe znalezienia korelacji pomigdzy zmianami w organizacji genomu a

potencjalem metabolicznym szczepow. Statystyczna analiza uzyskanych wynikéw z
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zastosowaniem analizy skladowych gtownych (PCA) wykazata, ze wigkszo$¢ szczepow
charakteryzuje si¢ duza wszechstronno$cia metaboliczng, tzn. brakiem szczegolnych
preferencji w wykorzystywaniu okreslonych substratow odzywczych. Tylko nieliczne izolaty
RIt wykazywaly okreslone preferencje metaboliczne. Zestawiajgc wyniki tych badan z
wynikami opisanymi w pracy BMC Microbiol., 2011, zaobserwowano takze, ze wsrod
szczepéw wykazujacych preferencje metaboliczne byty takie, ktore nie mialy duzego
replikonu (>1 Mpz). Testy roSlinne wykazaly, ze szczepy wszechstronne metabolicznie
charakteryzuja si¢ zdolno$cig do promowania wzrostu roslin na $rednim poziomie, podczas
gdy szczepy, ktére maja pewne metaboliczne preferencje sa symbiotycznie wysokowydajne.
Pozwala to przypuszczad, ze czynnikiem, ktory umozliwia rizobiom przetrwanie w ztozonym
srodowisku 1 konkurencj¢ z innymi bakteriami, moze by¢ takze pewien poziom specjalizacji
metabolicznej. Przykiad odrgbnych metabolicznie i symbiotycznie szczepdw roznigcych sig
wyraznie profilem plazmidowym wskazuje, ze pula pozachromosomalnego DNA odgrywa
istotng role w dopasowaniu (adaptacji) R. leguminosarum bv. trifolii do endosymbiotycznego
i glebowego $srodowiska. Postawiono hipotezg, ze wsrod plazmidow RIt sg takie, ktore mozna
nazwac "clover rhizosphere specific" umozliwiajace lepsza adaptacje bakterii do gospodarza
roslinnego przez dostosowanie metabolizmu mirosymbionta do zasobow ryzosfery
okreslonych gatunkow roslin. Uprawniony wydaje sie¢ roéwniez wniosek, ze dla adaptacji i
metabolicznego dopasowania rizobidow do okreslonych warunkéw srodowiskowych niezbedna

jest kooperacja wszystkich czgsci genomu: chromosomu i replikondéw pozachromosomalnych.

Podsumowujac, za najwazniejsze wyniki zwiazane z opisanym powyzej nurtem badawczym,

zawarte w monotematycznym cvyklu 8 oryginalnych prac eksperymentalnych mozna uznaé:

e wykazanie zlozonej organizacji genomu Rhizobium leguminosarum bv. trifolii,
ktorego  istotng  cze$§¢, obok  chromosomu, stanowi zmienna pula
pozachromosomalnego DNA  wskazujaca na pangenomiczng strukture R.
leguminosarum biowar trifolii. Potwierdza to obecno$¢ ewolucyjnie starszych
plazmidow (o czym s$wiadczy ich wigkszy stopien dopasowania do genomu),
wspolnych dla licznych szczepow RIt oraz plazmidéw unikalnych dla indywidualnych
SZCZEepOw;

e wskazanie mozliwej drogi ewolucji genomu RIt, przebiegajacej poprzez kolejne
zdarzenia horyzontalnego transferu catych plazmidéw lub fragmentéw DNA, ktorym
towarzyszyly przegrupowania i rearanzacje genomu. Ta plastyczno$¢ genomu mogta

doprowadzi¢ do nabycia przez plazmidy waznych lub nawet istotnych gendéw, a w
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konsekwencji do powstania niezb¢dnych replikonéw o charakterze drugorzedowych
chromosomoéow;

e udowodnienie réznego tempa ewolucji poszczegoélnych przedziatow genomu RIt.
Zidentyfikowane regiony biosyntezy powierzchniowych polisacharydow wykazaty
duzo mniej dynamiczny (w poréwnaniu do plazmidow) przebieg ewolucji
chromosomu, w ktérym geny zachowuja uktad i podobienstwo sekwencji;

e wykazanie istotnego znaczenia konserwatywnych i syntenicznych chromosomalnych
skupisk genow biosyntezy powierzchniowych polisacharydow w adaptacji do
endosymbiotycznego i saprofitycznego stylu zycia rizobiow;

e scharakteryzowanie na poziomie molekularnym genéw biosyntezy powierzchniowych
polisacharydow oraz zaproponowanie modelu translokacji na zewnatrz komorki
polimeru EPS, ktory w duzej mierze decyduje o przezywalnosci i infekcyjnosci
rizobidw;

e wskazanie plazmidow jako elementéw w istotny sposob ksztaltujacych potencjat

metaboliczny, a przez to konkurencyjnos¢ rizobiow w srodowisku.

Wyniki powyzszych badan zostaty opublikowane w 8 oryginalnych pracach naukowych.
We wszystkich pracach oryginalnych bylem gtownym wykonawca eksperymentow lub
wniostem znaczacy wktad, jesli chodzi o koncepcje badan, analiz¢ wynikdéw 1 przygotowanie

manuskryptow (w 5 pracach bytem autorem korespondencyjnym).

Wyniki wlasne dyskutowano z wynikami opublikowanymi przez badaczy z wiodacych
osrodkow w 2 artykutach przegladowych: Microb. Cell Fact., 2006, Central European
Journal of Biology 2012, w przygotowaniu ktérych miatem istotny udziat (w 1 bylem

autorem korespondencyjnym).

Opisane powyzej publikacje, ktore stanowig gldéwny nurt badan zatytulowanych:
,Organizacja i zmienno$¢ genomu Rhizobium leguminosarum bv. trifolii: molekularna
analiza regionow genomu istotnych dla adaptacji do endosymbiotycznego i glebowego
srodowiska”, byly nagradzane:
e wyroznieniem Komitetu Mikrobiologii PAN przyznawanym w konkursie na najlepsze
prace eksperymentalne z zakresu mikrobiologii wykonane w kraju (2004)

e dwukrotnie nagrodg zespotowa I stopnia Rektora UMCS (2010 i 2011)
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e nagroda III stopnia Zarzadu Gléwnego Polskiego Towarzystwa Genetycznego W
konkursie na najlepsza pracg¢ eksperymentalng z zakresu genetyki wykonana w kraju
(2011).

Ponadto w okresie po uzyskaniu stopnia naukowego doktora moja dziatalno$¢ naukowa

zostata nagrodzona Stypendium Krajowym FNP dla miodych naukowcéw (rok 2004 z

przedluzeniem na rok 2005).

Znaczaca czeS¢ przedstawionych powyzej badan wykonano w ramach grantow:

1.

,Molekularna 1 funkcjonalna charakterystyka genow pss kontrolujacych biosynteze
kwasnego egzopolisacharydu Rhizobium leguminosarum bv. trifolii” (grant KBN nr 6
PO4A 05818, lata 2000-2003, kierownik: prof. dr hab. Anna Skorupska, A. Mazur —
wykonawca)

»ldentyfikacja genu pssL 1 analiza topologii blonowej biatka PssL, skladnika
alternatywnego systemu eksportu egzopolisacharydu w Rhizobium leguminosarum bv.
trifolii TA1” (grant indywidualny Prorektora UMCS ds. Badan Naukowych i Wspotpracy
z Zagranica, przyznany na rok 2003)

,Genomika funkcjonalna: konstrukcja mapy kontigoéw megaplazmidu pExo i analiza
funkcji gendéw kontrolujacych biosynteze polisacharydow Rhizobium leguminosarum bv.
trifolii” (grant KBN nr 2 PO4A 03426, lata 2003-2006, kierownik: prof. dr hab. Anna
Skorupska, A. Mazur — wykonawca)

,Genetyczne uwarunkowania adaptacji Rhizobium leguminosarum bv. trifolii do
endosymbiotycznego i glebowego $rodowiska" (grant Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa

Wyzszego nr N N301 028734, lata 2008-2011, kierownik: A. Mazur)

18



OMOWIENIE INNYCH PRAC NAUKOWO BADAWCZYCH NIEWLICZANYCH DO
OSIAGNIECIA NAUKOWEGO STANOWIACEGO MONOTEMATYCZNY CYKL
PUBLIKACIJI

1. Badania genow biosyntezy egzopolisacharydu (EPS) R. leguminosarum bv. trifolii TA1
Po uzyskaniu stopnia doktora bratem réwniez udzial w badaniach genow pss w
RtTA1, ktore dotyczyly m.in. analizy ich ekspresji jak rowniez wilasnosci 1 lokalizacji w

komorce produktow biatkowych wybranych gendéw pss.
e Analiza ekspresji genéw pss R. leguminosarum bv. trifolii

Przeprowadzono analiz¢ poziomu transkrypcji genéw pss w komodrkach bakterii
wolnozyjacych oraz w bakteroidach w ukladzie symbiotycznym. Stosujac geny reporterowe
lacZ i gusA zaobserwowano, ze ekspresja niektorych genow zlokalizowanych w regionie
Pss-1 (np. psSTNOP), a szczegélnie pssO, w ktorego regionie promotorowym
zidentyfikowano sekwencj¢ regulatorowa typu nod-box, w rizobiach wolnozyjacych moze
by¢ regulowana przez czynniki $rodowiskowe, w tym sygnaly inicjujgce symbioze
(flawonoidy), a w warunkach symbiozy z koniczyng, m.in. przez poziom fosforanéw. Ztozona
regulacja ekspresji genow pss wskazuje na istotng role EPS zarowno w symbiozie jak i w
srodowisku glebowym. Wyniki tych badan opisano w pracy:

e Wielbo J., Mazur A., Krél J.E., Marczak M., Skorupska A. (2004) Environmental
modulation of the pssTNOP gene expression in Rhizobium leguminosarum bv. trifolii.

Can. J. Microbiol. 50: 201-11.

e Analiza funkcji i lokalizacji komérkowej bialka PssN R. leguminosarum bv.
trifolii
Scharakteryzowano biatko PssN bedace kolejnym sktadnikiem systemu transportu
egzopolisacharydu (EPS) w R. leguminosarum bv. trifolii TAL (RtTA1). Stwierdzono, ze
PssN jest lipoproteing zasocjowang z btong zewnetrzng i skierowang do przestrzeni
peryplazmatycznej RtTAl, a nie jak wczes$niej przypuszczano poryng, czyli integralnym
biatkiem tej membrany. Udowodniono, ze biatko to jest kierowane do btony zewnetrznej przy
pomocy N-koncowej sekwencji sygnalnej i moze wystepowa¢ w postaci homooligomeru
ztozonego z co najmniej dwoch podjednostek, w ktérych dominujg struktury typu .
Wprowadzenie do komérek RtTA1 dodatkowych kopii genu pssN na plazmidzie o szerokim

zakresie gospodarza powodowato zwigkszenie ilosci wydzielanego EPS o ok. 25% w
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poréwnaniu ze szczepem dzikim. Uzyskane wyniki pozwolity stwierdzi¢, ze PssN jest
istotnym sktadnikiem systemu transportu EPS w RtTA1, a wlasnosci i lokalizacja tego biatka
wskazuja, ze pelni ono wazng funkcje jako element laczacy komponenty biatkowe systemu
zlokalizowane w btonie cytoplazmatycznej z btong zewnetrzng. Wyniki tych badan opisano w
pracy:
e Marczak M., Mazur A., Krdl J.E., Gruszecki W.I., Skorupska A. (2006) Lipoprotein
PssN of Rhizobium leguminosarum bv. trifolii: subcellular localization and possible
involvement in exopolysaccharide export. J. Bacteriol. 188, 6943-6952.

Powyzsza praca zostata nagrodzona I Nagroda Komitetu Mikrobiologii PAN przyznawang w
konkursie na najlepsze prace eksperymentalne z zakresu mikrobiologii wykonane w kraju
(rok 2007).

¢ Rola bialka PssO w biosyntezie egzopolisacharydu R. leguminosarum bv. trifolii

Prace dotyczace biatka PssO stanowity koncowy etap moich dotychczasowych badan
nad Dbiosyntezg egzopolisacharydu w rizobiach. Gen pssO jest zlokalizowany w
chromosomalnym regionie Pss-1 R. leguminosarum bv. trifolii TA1 (RtTAL). Hipotetyczne
biatka o wysokim stopniu identycznosci z PssO zidentyfikowano in silico tylko w genomach
RIv i Rhe. Mimo braku znaczacego podobienstwa do innych znanych biatek bakteryjnych,
biorgc pod uwage lokalizacje genu pssO w grupie gendéw psST-pSSN-pssO-pssP tworzacych
opisany system eksportu EPS w RtTA1, stwierdzono, ze pssO odgrywa wazng rolg¢ w syntezie
lub sekrecji EPS. W badaniach molekularnych okre§lono lokalizacj¢ subkomorkowa,

strukture drugorzedowaq oraz udzial biatka PssO w syntezie i/lub wydzielaniu EPS w RtTAL.

Badania te realizowano w ramach interdyscyplinarnego grantu zespotowego Prorektora
UMCS d/s Nauki pt.: "Badanie lokalizacji komérkowe;j, struktury drugorzedowej oraz funkcji
biatka PssO w syntezie i wydzielaniu egzopolisacharydu przez Rhizobium leguminosarum bv.
trifolii TA1", (rok 2007), w ktorym petnitem funkcje kierownika.

Biatko PssO naprodukowano w E. coli jako biatko fuzyjne PssO-Hiss i uzyto do uzyskania
kroliczej surowicy anty-PssO. W analizie typu Western z surowicg anty-PssO wykazano, ze w
RlIv i Rhe sg biatka pokrewne immunologicznie z PssO RtTA1, tj. reagujace z surowicg anty-
PssO. Surowica anty-PssO reagowata z frakcjg biatek zewnatrzkomoérkowych wytracanych z

supernatantu hodowli ptynnej co $wiadczy o tym, ze PssO jest biatkiem kierowanym na
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zewnatrz komorki i moze pozostawaé zwigzane z jej powierzchnig. Analiza spektroskopowa
typu FTIR wykazata, ze w strukturze drugorzgdowej PssO dominujg a-helisy (32%), a B-
kartki stanowig 12%. Mimo, iz nie okre$lono jednoznacznie funkcji biatka PssO, to
stwierdzono, ze jest ono niezbg¢dne w produkcji EPS przez RtTAl: mutant RtO112A, w
ktorym gen pssO zastgpiono kaseta opornosci na antybiotyk, nie wytwarzal EPS. RtO112A,
zakazal komorki gospodarza roslinnego, ale nie byl zdolny do wigzania azotu
atmosferycznego, co powodowato znaczne zmniejszenie zielonej masy zakazonych roslin.

Wyniki tych badan opisano w pracy:

e Marczak M., Mazur A., Gruszecki W., Skorupska A. (2008). PssO, a unique
extracellur protein important for exopolysaccharide synthesis in Rhizobium

leguminosarum bv. trifolii. Biochimie 90: 1781-1790.

Wiyniki badan dotyczacych biosyntezy powierzchniowych polisacharydéw opisano takze w

trzech pracach przegladowych:

e Marczak M., Mazur A., Skorupska A. (2003) Bakteryjne systemy transportu cukrow.
Postepy Biochemii 49: 278-289

e Krol J.,, Mazur A., Skorupska A. (2004) Genomy bakterii symbiotycznych. Na
pograniczu chemii i biologii. Tom X, red. H. Koroniak i J. Barciszewski,
Wydawnictwo Naukowe Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza, Poznan.

e Skorupska A., Krol J., Mazur A., Marczak M. (2008) Genomika Rhizobium
leguminosarum — badanie gendéw syntezy polisacharydow powierzchniowych.
Biotechnologia 2: 27-40

2. Badania zréznicowanie genetycznego i metabolicznego lokalnych populacji Rhizobium

leguminosarum

Uczestniczylem w  badaniach dotyczacych zrdéznicowania genetycznego i
fenotypowego lokalnych populacji R. leguminosarum bv. viciae izolowanych z brodawek
powstatych na korzeniach wybranej, matej grupy roslin grochu. Badania te realizowano w
ramach projektu MNiSW pt. "Genetyczne i fizjologiczne zréznicowanie populacji Rhizobium
leguminosarum bv. viciae: rola wybranych cech fizjologicznych mikrosymbiontow w

ksztattowaniu ich wlasno$ci kompetycyjnych oraz adaptacji do zasiedlania brodawek
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korzeniowych grochu” (NN304026734, lata 2008-2011, kierownik: dr Jerzy Wielbo), w

ktérym bytem wykonawca.

Badaniami objeto blisko 250 izolatéw RIv z brodawek grochu. Dla reprezentatywnych grup
izolatow oznaczono cechy genetyczne takie jak: profil plazmidowy, sekwencja
chromosomowego regionu 16-23S rDNA, sekwencja plazmidowego regionu symbiotycznego
nodA-nodF, a takze fenotypowe: profil metaboliczny, wzrost na podtozach syntetycznych lub
zawierajacych komponenty naturalne takie jak wyciag glebowy oraz wilasciwosci
symbiotyczne, tj. wydajnos¢ brodawkowania roslinnego gospodarza oraz symbiotycznego
wigzania azotu. Populacja RIv byta bardzo zrdéznicowana pod wzgledem organizacji genomu,
szczegblnie w odniesieniu do ilosci replikonéw pozachromosomalnych. Analiza sekwencji
nukleotydowej regionow 16-23S rDNA oraz nodA-nodF wykazata, ze w obrgbie populacji
mozna wyr6zni¢ sub-populacje (klady), czesto o charakterystycznym profilu metabolicznym
(np. preferencyjnie wykorzystujace okreslone substraty odzywcze). Stwierdzono, ze populacje
R. leguminosarum moga by¢ ztozone ze szczepow nalezacych do réznych linii ewolucyjnych
wspotistniejacych w  obrebie danego biotypu. Wigkszos¢ szczepow RIv wykazywata
relatywnie niska wydajno$¢ symbiotyczng, jednak pojedyncze rosliny grochu byty zwykle
zasiedlane przez kilka réznych szczepow, ktérych sumaryczna aktywno$¢ symbiotyczna

przyczyniata si¢ do promowania wzrostu ros$lin. Wyniki tych badan opublikowano w pracach:

e Wielbo J., Marek-Kozaczuk M., Mazur A., Kubik-Komar A., Skorupska A. (2009)
The diversity of Rhizobium leguminosarum bv. trifolii local population: genetic and
physiological traits connection. Microbiology and Biotechnology (Ukraina) 3: 40-47.

e Wielbo J., Marek-Kozaczuk M., Mazur A., Kubik-Komar A., Skorupska A. (2011)
The structure and metabolic diversity of population of pea microsymbionts isolated
from root nodules. British Microbiology Research Journal 1: 55-69.

3. Izolacja i analiza molekularna bakteriofagéw mezorizobiowych

Bratem udziat w badaniach bakteriofagow, zakazajacych bakterie glebowe z rodzaju
Mesorhizobium sp. Okreslona w mikroskopii elektronowej morfologia wyizolowanych fagow
pozwolila zaklasyfikowa¢ je do rodzin Podoviridae i Siphoviridae. Bakteriofagi wykazywaty
aktywnos¢ lityczna jedynie w odniesieniu do szczepow Mesorhizobium. W przypadku
jednego bakteriofaga stwierdzono, ze jego potencjalnym receptorem moga by¢ elementy

lipoplisacharydu (LPS) zlokalizowane na powierzchni komorki bakteryjnej. Materiatem
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genetycznym badanych bakteriofagéw jest DNA, ktorego profile restrykcyjne roznity si¢ od
siebie, mimo podobienstwa morfologicznego. Badania te opisano w pracy:
e Turska-Szewczuk A., Pietras H., Pawelec J., Mazur A., Russa R. (2010) Morphology
and general characteristics of bacteriophages infectious to Robinia pseudoacacia
mesorhizobia. Curr. Microbiol. 61: 315-321

4. Molekularna charakterystyka genu lakazy z grzyba tzw. bialej zgnilizny drewna
Cerrena unicolor

W ramach wspotpracy z Zaktadem Biochemii UMCS, bratem udziat w badaniach nad
identyfikacja 1 molekularng analiza genu lakazy zidentyfikowanego w genomie grzyba
Cerrena unicolor powodujacego tzw. bialg zgnilizng drewna.
Badania te byly finansowane z interdyscyplinarnego grantu zespotowego Prorektora UMCS
d/s Nauki pt. "Analiza molekularna genu lakazy grzyba biatej zgnilizny drewna Cerrena
unicolor"" (rok 2008, kierownik: dr Grzegorz Janusz), w ktorym bytem wykonawca.
Skonstruowano biblioteke ¢cDNA Cerrena unicolor, w ktorej zidentyfikowano fragment
dhugosci 1533 pz obejmujacy gen lacl. Komputerowa analiza sekwencji lacl wykazata, ze
dojrzate biatko lakazy sktada si¢ z 510 aa i posiada 20 aminokwasowy peptyd sygnalny. W
regionie promotorowym genu lacl wykryto potencjalne miejsca wigzania licznych czynnikow
transkrypcyjnych, co §wiadczy o ztozonej regulacji ekspresji genu lakazy. Wyniki tych badan
opisano w pracy:

e Janusz G., Mazur A., Checinska A., Matek W., Rogalski J., Ohga S. (2012) Cloning
and characterization of a laccase gene from biotechnologically important
basidiomycete Cerrena unicolor. J. Fac. Agr. Kyushu Univ. 57: 41-49,

Laczny impact factor ww. publikacji dotyczacych prac naukowo badawczych nie wliczanych

do osiagnigcia naukowego, zgodnie z rokiem opublikowania: 9,964

Suma punktéw za ww. publikacje zgodnie z wykazem MNiSW 138 pkt
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PLANY NA PRZYSZY.OSC

W najblizszej przyszitosci zamierzam kontynuowaé badania dotyczace biologii
plazmidow bakteryjnych, mechanizméw ich replikacji i partycji. W chwili obecnej jestem
wykonawcg w projekcie finansowanym ze s$rodkow Ministerstwa Nauki 1 Szkolnictwa
Wyzszego pt.: "Mutanty Bradyrhizobium pozbawione dlugotancuchowych hydroksykwasow -
wplyw zmiany struktury lipidu A na wlasciwosci fizyko-Chemiczne membrany zewngtrznej
(OM), zdolnos¢ bakterii do brodawkowania i ich przezywalno$¢ wewnatrz komorek
eukariotycznych”, (N303 822840), przyznanym na lata 2011-2013. Moje zadania badawcze w
tym projekcie dotycza konstrukcji mutantow w genie msbB odpowiedzialnym za synteze

dhugotancuchowych hydroksykwasow.

W przysztej pracy badawczej planuj¢ analize sekwencji genomdw/transkryptomow bakterii 1
eukariontow zwigzang z zakupionym przez Wydzial Biologii i Biotechnologii UMCS w
ramach Programu Rozwoju Polski Wschodniej 2007-2013, nowoczesnym zestawem

aparatury do tzw. wysokoprzepustowego sekwencjonowania DNA (Solid™

). Planowane sg
badania dotyczace genomiki i metagenomiki m.in. mikroorganizmoéw glebowych. Posiadana
aparatura umozliwila nam przystgpienie do migdzynarodowego konsorcjum, ktorego liderem
jest uniQure Biopharma B.V., (Holandia), w ramach ktorego zlozono aplikacje (nr
rejestracyjny wniosku 7900/9/14866/PS) o fundusze na finansowanie badan dotyczacych
terapii genowej choroby Huntingtona, ze $rodkéw Unii Europejskiej, w ramach programu

EUROSTAR.
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