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miedzynarodowych.

Sumaryczny impact factor powyzszych prac zgodnie z rokiem ich opublikowania wynosi
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ktére obejmujg 7 oryginalnych publikacji oraz 1 prace przeglagdowa (sumaryczny IF prac —
20,817, Pkt wnisw 2010 — 193):
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PRZEBIEG PRACY NAUKOWO-BADAWCZEJ

Studia rozpoczetam w 1989 roku na Wydziale Biologii i Nauk o Ziemi (obecnie
Wydziat Biologii i Biotechnologii) Uniwersytetu Marii Curie-Sklodowskiej w Lublinie. W
roku 1994 uzyskatam tytut magistra biotechnologii ze specjalnoscig mikrobiologia, a za
wyniki w nauce na tym kierunku studidw zostatam wyrézniona nagrodg J. M. Rektora
UMCS. Prace magisterskg pt.: ,Wptyw flawonoidow na wzrost szczepdw Rhizobium
leguminosarum biowar trifolii i na ekspresje genéw nod” wykonatam w Zakfadzie
Mikrobiologii Ogdlnej pod kierunkiem dr hab. Mieczystawy Deryto. Praca ta dotyczyta
wptywu flawonoidow oraz wyciggu korzeniowego koniczyny na wzrost wybranych
szczepOw symbiotycznej bakterii R. leguminosarum bv. trifolii i ekspresje genoéw nod,
odpowiedzialnych za synteze czgsteczki sygnalnej - czynnika Nod. Efektem tej pracy byto
wykazanie, ze niektore flawonoidy, takie jak: apigenina, naryngina i rutyna, réwnie
efektywnie indukowaty ekspresje genéw nodABC jak wyciag korzeniowy koniczyny,
bedacej makrosymbiontem dla tego gatunku bakterii. Natomiast inne flawonoidy nie
indukowaty ekspresji fuzji nodABC-lacZ (flawon, hesperetyna, hesperydyna) Iub
hamowaty transkrypcje tych genéw (kwercetyna). Wykazano, ze biologiczna aktywnosc¢
tych zwigzkéw zalezy od ich struktury chemicznej, stezenia oraz szczepu bakterii.

Ponadto zaobserwowano, ze flawonoidy oraz wycigg korzeniowy koniczyny wptywaty na

4



wzrost bakterii R. leguminosarum bv. trifolii i wykazano roznice pomiedzy badanymi
szczepami. Wyniki badan zawarte w pracy magisterskiej prezentowano na Ogolnopolskim

Sympozjum (Kazimierz Dolny, 1994 r.) oraz opublikowano w Microbiol. Res. 1997.

W sierpniu 1994 r. zostatam zatrudniona w Zakfadzie Mikrobiologii Ogélnej UMCS
(obecnie Zaktad Genetyki i Mikrobiologii) na etacie asystenta stazysty, a od pazdziernika
1995 r. na etacie asystenta. Jednym z wiodgcych tematéw badawczych tego zakfadu jest
zagadnienie przyswajania azotu czgsteczkowego przez bakterie zwane ogdlnie rizobiami,
w symbiozie z roslinami motylkowatymi. Symbioza ta ma fundamentalne znaczenie dla
funkcjonowania biosfery z powodu bardzo duzej ilosci azotu atmosferycznego wigczanego
do puli zwigzkéw azotowych dostepnych dla roslin. Globalna ilos¢ azotu zredukowanego
przez organizmy diazotroficzne stanowi 60% nowo przyswojonego azotu i znaczaco
przewyzsza ilos¢ azotu wprowadzang do srodowiska w postaci nawozow azotowych
(25%). Symbiotyczne przyswajanie azotu przez rosliny motylkowate cechuje wysoka
wydajnosé, ktéra wynosi od 100 do 400 kg N/ha/rok w zaleznosci od gatunku rosliny,
wiasciwosci zakazajgcego szczepu oraz warunkéw srodowiska. Chociaz inne bakterie
wolno zyjgce (np. Azotobacter czy Clostridium) posiadajg rowniez zdolnos¢ redukcji azotu
czgsteczkowego, jednak proces ten przeprowadzajg ze znacznie nizszg wydajnoscig (1
do 3 kg N/ha/rok). Rizobia stanowig bardzo zréznicowang grupe bakterii glebowych, ktére
majg zdolnos¢ indukowania specyficznych organéw, zwanych brodawkami, na korzeniach
lub todygach roslin motylkowatych, wewnatrz ktérych odbywa sie proces redukcji azotu
atmosferycznego. Po zakazeniu wtosnikdéw korzeniowych i zasiedleniu brodawek rizobia
przeksztatcajg sie w specyficzne formy zwane bakteroidami, ktére redukujg azot
atmosferyczny do zwigzkéw azotowych przyswajalnych dla roslin. Symbioza jest
procesem wysoce swoistym, co oznacza, ze dany gatunek bakterii zakaza okreslone
rosliny motylkowate; np. Rhizobium leguminosarum bv. trifolii zakaza wytgcznie koniczyne
(Trifolium), a Sinorhizobium meliloti zakaza rosliny z rodzajéw Medicago, Melilotus i
Trigonella. Na powierzchni komoérek rizobidw wystepujg rézne polisacharydy, bedace
integralnym sktadnikiem $ciany (lipopolisacharyd) badz luzniej z nig zasocjowane (kwasny
i obojetny polisacharyd, kapsularny polisacharyd oraz polisacharyd zelujgcy), ktére majg
istothne znaczenie dla nawigzania efektywnej symbiozy. Obecnosé¢ kwasnego
egzopolisacharydu (EPS) jest niezbedna u tych gatunkow bakterii, ktore wchodzg w
symbiotyczne interakcje z roslinami motylkowatymi tworzgcymi brodawki o trwale
funkcjonujgcym merystemie (np. koniczyna, wyka i lucerna). Rizobia defektywne w
syntezie EPS (Exo’) sg niezdolne do skutecznego zakazenia korzenia gospodarza
rodlinnego i w konsekwencji do nawigzania efektywnej symbiozy (Fix). EPSy
produkowane przez rizobia sg gatunkowo swoistymi polimerami, sktadajgcymi sie z

kilkucukrowych podjednostek, ktére zawierajg gtéwnie podstawowe cukry (glukoza,
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galaktoza, mannoza, ramnoza, kwas glukuronowy i kwas galakturonowy) i sg dodatkowo
modyfikowane podstawnikami niecukrowymi (grupy acetylowe, pirogronianowe,
bursztynianowe i 3-hydroksymaslanowe). Wyréznia sie dwie frakcje EPS roznigce sie
stopniem polimeryzacji: frakcje o wysokiej masie czagsteczkowej (10°-10" Da), ktéra
zawiera od setek do tysiecy podjednostek oraz frakcje o niskiej masie czgsteczkowej,
ktéra zawiera monomery, dimery i ftrimery podjednostek. Zaobserwowano duze
zréznicowanie struktury chemicznej EPS rizobiéw, ktére dotyczy sktadu cukrowego i
wielkosci podjednostki, rodzaju wigzan glikozydowych oraz podstawnikow niecukrowych.
Na przyktad EPS R. leguminosarum zawiera osmiocukrowe podjednostki, sktadajgce sie z
glukozy, kwasu glukuronowego i galaktozy w proporcji 5:2:1, modyfikowane grupami
acetylowymi,  pirogronianowymi i  3-hydroksymaslanowymi. = Natomiast EPS
Bradyrhizobium japonicum zbudowany jest z pieciocukrowych podjednostek
modyfikowanych resztami acetylowymi, w ktérych wystepuje mannoza, kwas
galakturonowy, glukoza i galaktoza, w proporcji 1:1:2:1. EPS pefni réznorodne funkcje w
symbiozie: jest skfadnikiem strukturalnym nici infekcyjnych (specjalnych rurkowatych
struktur powstajgcych przez wrastanie $ciany i btony komérkowej do wnetrza komorki
wiosnika), supresorem reakcji obronnej rosliny, zas jego forma niskoczgsteczkowa petni

bardziej swoistg role czgsteczki sygnalnej.

Zespot Prof. dr hab. Anny Skorupskiej od wielu lat zajmuje sie zagadnieniem
genetycznej kontroli syntezy EPS i roli tego polisacharydu w symbiozie R. leguminosarum
bv. trifolii z koniczyng czerwong (Trifolium pratense). W 1995 r. dotgczytam do grupy Prof.
dr hab. A. Skorupskiej i rozpoczetam badania zwigzane z identyfikacjg i funkcjonalng
analizg gendw odpowiedzialnych za synteze EPS wyzej wymienionego gatunku bakterii,

ktére staty sie tematem mojej pracy doktorskiej.
DOKTORAT (1995-2001)

Celem pracy doktorskiej byta identyfikacja i analiza funkcjonalna regionu DNA R.
leguminosarum bv. trifolii uczestniczagcego w syntezie EPS. W ramach tego problemu
badawczego zidentyfikowatam region genomu zawierajgcy dwa geny (pssA i pssB) istotne
dla syntezy EPS i regulacji tego procesu u R. leguminosarum bv. trifolii. W wyniku
przeprowadzonych analiz wyizolowatam z banku genomowego tej bakterii kosmid p2456
komplementujgcy mutacje Exo” w szczepie Rt74, ktorej efektem fenotypowym byto
zahamowanie syntezy EPS. Okreslitam, ze kosmid ten zawiera fragment DNA o wielkosci
25 kpz. Przeprowadzitam analize restrykcyjng wstawki kosmidu p2456, a nastepnie
klonowanie fragmentéw DNA uzyskanych po trawieniu enzymem EcoRI na wektor
pRK7813 o szerokim zakresie gospodarza. Na podstawie analizy komplementacyjnej z
uzyciem plazmidéw zawierajgcych fragmenty wstawki p2456 o réznej wielkosci ustalitam,
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ze fragment EcoRI o 3,5 kpz posiada zdolnos¢ komplementacji mutacji Exo’. Ponadto,
ustalitam chromosomowg lokalizacje tego fragmentu DNA oraz jego sekwencje
nukleotydowa. W regionie tym zidentyfikowatam dwa geny: pssA oraz pssB i okreslitam
biologiczne funkcje kodowanych biatek. Wykazatam, ze gen pssA koduje biatko o masie
22,3 kDa (200 aa), ktére zawiera na N-kohcu silnie hydrofobowg domene. Biatko to jest
glukozylo-IP-transferazg uczestniczacg w pierwszym etapie syntezy podjednostki EPS.
Natomiast gen pssB koduje fosfataze monofosforanu inozytolu (IMP-aze). Wykorzystujgc
skonstruowany przeze mnie plazmid zawierajgcy kasete insercyjng wewnatrz genu pssB,
uzyskatam szczep z mutacja w tym genie, ktéry poddatam szczegdtowej analizie
genetycznej. Ustalitam, ze mutacja w genie pssB powodowata istothe zwiekszenie ilosci
syntetyzowanego EPS (144%) oraz utrate zdolnosci indukowania efektywnych brodawek
na koniczynie (Fix’), natomiast dodatkowe kopie tego genu znaczgco obnizaly poziom
produkcji EPS (73%). Dane te wskazywaty na udziat biatka PssB w negatywnej regulaciji
syntezy tego polisacharydu oraz wazng funkcje w symbiozie R. leguminosarum bv. trifolii
z koniczyng. Gen pssB, potozony powyzej genu pssA, koduje biatko o masie 28 kDa,
ktérego profil hydrofobowosci wskazuje na cytoplazmatyczng lokalizacje w komérce. W
sekwencji aminokwasowej PssB wykryto obecnosé trzech funkcjonalnych domen, z
ktorych domeny 1 i 2 sg odpowiedzialne za wigzanie jonéw metali, natomiast domena 3
uczestniczy w wigzaniu substratu. Biatko PssB R. leguminosarum bv. trifolii wykazuje
wysokg identycznos¢ sekwencji do PssB u pokrewnej bakterii R. leguminosarum bv.
viciae (97,5%) oraz znacznie nizszg identycznos$¢ sekwencji do biatka CysQ E. coli
(41,2%), CysQ Actinobacillus actinomycetemcomitans (30,5%) oraz do IMP-az
pochodzacych z roslin i ssakow (~25%). IMP-aza hydrolizuje wigzanie estrowe
wystepujace w fosforanie myo-inozytolu, uwalniajgc myo-inozytol oraz P;. Enzym ten
odgrywa kluczowg role w biosyntezie fosforanéw inozytolu oraz fosfolipidow
inozytolowych, ktére wuczestniczg w przekazywaniu sygnatbw w komorkach
eukariotycznych. U bakterii biatka homologiczne do IMP-az wykazujg plejotropowe funkcje
w komoérce. W celu potwierdzenia aktywnosci enzymatycznej PssB R. leguminosarum bv.
trifolii  sklonowatam gen pssB w wektor ekspresyjny, a nastepnie otrzymatam
rekombinacyjne biatko (His)sPssB, ktére po oczyszczeniu w warunkach natywnych zostato
wykorzystane do oznaczenia jego wiasciwosci katalitycznych oraz do otrzymania
przeciwciat poliklonalnych anty-PssB. Przeprowadzone analizy potwierdzity, ze PssB
posiada aktywnosc¢ fosfatazy i rozpoznaje szerokie spektrum substratéw (najbardziej
swoistym substratem jest fosforan myo-inozytolu), co jest typowg cechg enzymow
nalezacych do rodziny IMP-az. Enzym ten wykazywat najwyzszg aktywnos¢ w pH 7,8 i
temperaturze 30°C. Okreslitam kinetyczne parametry PssB (K,=0,23 MM, V2x=3,27 pmol

P, min? (mg biatka)™®) oraz wykazatam, ze biatko to funkcjonuje w formie dimeru i do



swojej aktywnosci wymaga obecnosci jonédw magnezu (optymalne stezenie wynosito 3
mM). Natomiast jony litu hamowaty aktywnos$¢ tego enzymu. Wrazliwo$¢ na jony Li*
zostata opisana réwniez dla innych IMP-az bakteryjnych oraz eukariotycznych. W
dalszych badaniach potwierdzitam wystepowanie aktywnosci IMP-azy w szczepie dzikim
R. leguminosarum bv. trifolii oraz jej brak w szczepie zawierajgcym mutacje genu pssB.
Funkcja PssB w symbiozie jest trudna do jednoznacznego okreslenia. Wydaje sie, ze
biatko to najprawdopodobniej uczestniczy w metabolizmie inozytolu, ktéry jest istotny dla
przezywalnosci i konkurencyjnosci rizobiow w ryzosferze oraz moze petni¢ wazng funkcje
w adaptacji bakterii do warunkéw panujacych wewnatrz brodawek korzeniowych. Badania
innych naukowcow potwierdzajg, ze myo-inozytol wystepuje w brodawkach tworzonych na
korzeniach grochu oraz soi i jest sktadnikiem powszechnie znajdowanym w bakteroidach
R. leguminosarum bv. viciae i B. japonicum wyizolowanych z tych brodawek. Uzyskane
przeze mnie wyniki byty efektem realizacji zadan w 2 projektach KBN/MNiSW (nr 6 PO4B
014 10: 1996-1999 i nr 6 PO4A 058 18: 2000-2003) oraz byly prezentowane na kilku
konferencjach w kraju i za granicg. Udziat w trzech konferencjach miedzynarodowych byt
mozliwy dzieki uzyskaniu przeze mnie stypendiow konferencyjnych (FEMS Young
Scientist Grants) w latach: 1996, 1998 i 2000. Wyniki wymienionych badan zostaty
opublikowane w trzech oryginalnych pracach naukowych (Bulletin of the Polish Academy
of Sciences 1996, FEMS Microbiol. Lett. 1999 i Arch. Microbiol. 2001) oraz jednej pracy
przegladowej (Postepy Mikrobiologii 1999).

10 stycznia 2001 r. obronitam prace doktorskg pt.: ,ldentyfikacja genow i ich
produktéow biorgcych udziat w syntezie zewnatrzkomérkowego polisacharydu Rhizobium
leguminosarum biowar trifolii”, ktérej promotorem byta Prof. dr hab. A. Skorupska. Jeden z
recenzentdw mojej pracy doktorskiej, Prof. dr hab. Adam Jaworski z Centrum
Mikrobiologii i Wirusologii PAN i Zaktadu Genetyki Drobnoustrojow Uniwersytetu
tédzkiego, doceniajgc wartos¢ poznawczg zawartych w niej wynikow, wnioskowat o jej

nagrodzenie do Rady Wydziatu Biologii i Nauk o Ziemi UMCS.

BADANIA PROWADZONE PO UZYSKANIU STOPNIA DOKTORA NAUK
BIOLOGICZNYCH (2001-2011)

Wyniki badan stanowigce osiggniecie naukowe zawarte w
monotematycznym cyklu publikacji pod wspélnym tytutem: ,,Rola genu rosR w
syntezie egzopolisacharydu i symbiozie Rhizobium leguminosarum bv. trifolii z

koniczyna”.

Po uzyskaniu stopnia doktora nauk biologicznych zostatam zatrudniona od 1

marca 2001 r. na stanowisku adiunkta w Zaktadzie Mikrobiologii Ogéinej UMCS (obecnie
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Zaktad Genetyki i Mikrobiologii), w ktérym pracuje do dnia dzisiejszego. W poczatkowym
okresie kontynuowatam badania dotyczgce analizy funkcjonalnej genow pssA i pssB R.
leguminosarum bv. trifolii, koncentrujgc sie na okresleniu ich aktywnosci transkrypcyjnej w
bakteriach wolno zyjacych oraz zasiedlajgcych brodawki korzeniowe makrosymbionta, jak
réwniez zbadaniu wptywu réznych czynnikéw srodowiskowych na ekspresje tych genéw w
warunkach ex planta. Do okre$lenia poziomu ekspresji gendw pssA i pssB w rizobiach
bytujacych w dwdéch odmiennych $rodowiskach skonstruowatam fuzje transkrypcyjne z
bezpromotorowym genem lacZ do doswiadczen w warunkach ex planta (pssA-lacZ i
pssB-lacZ) oraz z genem gusA do badan in planta (pssA-gusA i pssB-gusA). Ustalitam, ze
transkrypcja genu pssA zachodzita na bardzo niskim poziomie, zarobwno w bakteriach
wolno zyjacych, jak réwniez podczas symbiozy wewnagtrz brodawek korzeniowych,
wskazujgc tym samym na $cistg regulacje ekspresji tego kluczowego genu dla syntezy
EPS. Natomiast ekspresja genu pssB zachodzita na wysokim poziomie w obu
testowanych warunkach, potwierdzajgc istotng role biatka PssB w adaptacji rizobiow do
tych odmiennych nisz ekologicznych. Ponadto wykazatam, zZe niektére czynniki
srodowiskowe (wycigg korzeniowy koniczyny oraz niedobér zrédta fosforu i azotu)
wptywaty na poziom transkrypcji pssA i pssB, potwierdzajgc ztozong regulacje ekspresji
tych gendw. Transkrypcja fuzji pssA-lacZ i pssB-lacZ wzrastata w obecnoéci fosforanéw
oraz wyciaggu korzeniowego. Natomiast, w obecnosci jondw amonowych zaobserwowano
znaczne obnizenie ekspresji fuzji pssB-lacZ. Gen pssA zawiera bardzo dtugi (780 nt)
region regulatorowy, w ktorym zidentyfikowatam dwa motywy stanowigce potencjalne
miejsca oddziatywan biatek regulatorowych. Pierwszy motyw wykazywat znaczgce
podobienstwo sekwencji do motywu Ros-box rozpoznawanego przez biatko Ros
regulujgce poziom syntezy EPS u Agrobacterium tumefaciens. Natomiast motyw drugi
wykazywat istotne podobienstwo sekwencji do kasety PHO box, bedacej miejscem
oddziatywania biatka PhoB, ktére uczestniczy w regulacji fosforanowej (Antonie van
Leeuwenhoek 2004).

Poziom syntezy EPS, struktura jego podjednostki oraz stopien polimeryzacji sg
bardzo wazne dla funkcji tego polisacharydu w symbiozie. Dane literaturowe dla najlepiej
dotychczas zbadanego gatunku rizobiéw — Sinorhizobium meliloti wskazywaty, ze synteza
EPS podlega zlozonej regulacji z udziatem wielu biatek regulatorowych oraz réznych
sygnatéw srodowiskowych. R. leguminosarum cechuje sie duzg odmiennoscig w stosunku
do S. meliloti, a dane na temat syntezy EPS i regulacji tego procesu byly poznane u tego
gatunku bakterii tylko fragmentarycznie. Dlatego postanowitam zajg¢ sie bardziej
szczegotowo tym problemem. Swoje zainteresowania naukowe skierowatam na
identyfikacje kluczowych genéw R. leguminosarum kodujgcych biatka odpowiedzialne za

nadrzedng regulacje syntezy EPS oraz wykrycie czynnikdw Srodowiskowych, ktore
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wptywajg na poziom syntezy tego polisacharydu. Analizy genetyczne utrudniat brak
sekwencji genomu tego gatunku bakterii. Genom R. leguminosarum zostat
zsekwencjonowany dopiero w 2006 roku (Young i wsp. 2006). Pierwsze z wytypowanych
przeze mnie do analizy genow, ktére kodowaty biatka homologiczne do opisanych juz
regulatoréw syntezy EPS u innych gatunkéw rizobiéw (jak np. gen homologiczny do exoR

S. meliloti) okazaly sie nie petni¢ tak istotnej roli w R. leguminosarum.

Kolejnym kandydatem do roli genu kodujgcego nadrzedny regulator syntezy EPS
byt gen homologiczny do rosR Rhizobium etli - gatunku pokrewnego do R.
leguminosarum. Gen ten odgrywat istotng role w konkurencyjnosci tych bakterii podczas
interakcji z jego gospodarzem ros$linnym - fasolg (Phaseolus sp.). Szczep zawierajgcy
mutacje w rosR byt znacznie mniej konkurencyjny w zakazaniu rosliny od szczepu
dzikiego, stad gen ten zostat nazwany ,czynnikiem konkurencyjnosci” (determinant of
competitiveness). Dane te staly sie dla mnie inspiracja do poszukiwania genu
homologicznego do rosR R. etli w genomie R. leguminosarum i zbadania, czy ma on
wptyw na synteze EPS. Dzieki uprzejmosci Prof. J. Handelsmana (University of
Wisconsin-Madison, USA) otrzymatam zestaw szczepow i konstruktow plazmidowych,
ktére postuzyty mi do identyfikacji tego genu. Na podstawie sekwencji nukleotydowej rosR
R. etli zaprojektowane zostaty startery do reakcji PCR. Uzyskatam sekwencje rosR dla
dwoéch szczepdw R. leguminosarum bv. trifolii, a poniewaz gen ten wykazywat bardzo
wysoki poziom konserwatywnosci sekwencji, dalsze badania byty prowadzone gtéwnie na
szczepie Rt24.2. Na podstawie analizy sekwencyjnej ustalono, ze rosR koduje biatko
cytoplazmatyczne o masie 15,7 kDa (143 aa), ktére wykazuje znaczace podobienstwo
sekwencji do biatek biorgcych udziat w regulacji syntezy EPS u pokrewnych gatunkow
bakterii, takich jak: RosR R. etli (98% identycznosci), Ros A. tumefaciens (80%), RosAR
Agrobacterium radiobacter (80%) i MucR S. meliloti (80%). Wymienione biatka nalezg do
rodziny transkrypcyjnych regulatoréw, ktére zawierajg na C-kohcu domene wigzacg DNA
0 strukturze palca cynkowego C,H,. W RosR R. leguminosarum bv. trifolii domena ta
zawiera 19 aminokwasow (region biatka: 79 - 97 aa) o sekwencji C-N,-C-Ng-H-N3-H-H, w
ktorej 2 konserwatywne cysteiny i 2 histydyny wigzg jeden atom cynku, tworzgc strukture
palca cynkowego. Ponizej otwartej ramki odczytu rosR wykryto obecnos¢ terminatora
transkrypcji niezaleznego od biatka Rho. Sekwencja ta o dtugosci 39 nukleotydéw zawiera
12-nt odwrécone powtdrzenia, ktore tworzg stabilng strukture typu ,szpilki do wtosow” (AG
= -20,3 kcal) (Mol. Plant Microbe Interact. 2007).

W celu okreslenia, czy biatko RosR jest faktycznie zaangazowane w regulacje
syntezy EPS R. leguminosarum, przeprowadzitam ukierunkowang mutageneze szczepu

Rt24.2 i uzyskatam szczepy zawierajgce mutacje genu rosR w regionie promotorowym
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(mutant Rt2441) oraz w obrebie jego otwartej ramki odczytu (mutanty Rt2440 i Rt2472).
Dla obu rodzajéw mutantéw rosR zaobserwowano bardzo podobne zmiany fenotypowe.
Przeprowadzone przeze mnie analizy tych szczepéw potwierdzity, ze rosR petni bardzo
wazng role w syntezie EPS R. leguminosarum. Szczepy zawierajgce mutacje genu rosR
produkowaty 3-krotnie mniej EPS od szczepu dzikiego, a dodatkowe kopie tego genu
wprowadzone na plazmidzie do szczepu dzikiego powodowaty prawie 2-krotny wzrost
syntezy EPS. Ponadto, EPS produkowany przez mutanty rosR zawierat znhacznie
mniejszg ilos¢ frakcji niskoczgsteczkowej, ktdra peini w symbiozie bardzo wazng role
czgsteczki sygnalnej, co wskazuje, ze biatko RosR wptywa nie tylko na poziom syntezy
EPS, ale réwniez na stopieh jego polimeryzacji. Mutacja genu rosR powodowata
dodatkowo wiele innych zmian fenotypowych, takich jak: zmiany ilosciowe w skfadzie
cukrowym czesci O-swoistej LPS, zmiany w profilach biatek btonowych i
zewnagtrzkomorkowych, zwiekszona wrazliwo$¢ na niektére antybiotyki (karbenicylina,
ampicylina i polimyksyna B), detergenty (SDS i DOC), zwigzki osmotycznie czynne oraz
czynniki stresowe (NaCl, NazPO,, (NH4).SO, i NaNO;), co wskazywato na zmiany w
btonie bakteryjnej. We frakcji biatek btonowych mutanta rosR (Rt2472) wykazano wieksze
ilosci biatek o masie ~30 i ~63 kDa, natomiast istotnie mniejszg ilos¢ biatek 0 masie ~20,
~34 i ~36 kDa, w poréwnaniu do frakcji biatek btonowych szczepu dzikiego. Masa
ostatnich trzech biatek byta zblizona do masy biatek: RopB1 (20,1 kDa), RopA (36 kDa) i
RopA1 (38 kDa), ktére zostaty opisane wczesniej u R. leguminosarum przez Roest i wsp.
(1995). Sposrdd biatek, dla ktorych zaobserwowano réznice ilosciowe pomiedzy frakcjami
mutanta rosR i szczepu dzikiego, zidentyfikowatam biatko o masie 20 kDa jako RopB1 (na
podstawie sekwencji 15 aminokwaséw od N-konca). RopB1l jest biatkiem biony
zewnetrznej, ktére wykazuje 100% identyczno$¢ sekwencji w obrebie analizowanego
fragmentu (25-39 aa) do biatka OmpA R. leguminosarum bv. trifolii WSM1325 oraz RopB1
R. etli.

Analiza poréwnawcza frakcji biatek zewngtrzkomoérkowych mutanta rosR i szczepu
dzikiego rowniez wykazata znaczne roznice. Wsrod najistotniejszych zmian nalezy
wymieni¢ obecnos¢ dwoéch biatek o masach ~13 i ~83 kDa we frakcji biatek
wyizolowanych z supernatantu pohodowlanego mutanta, ktérych nie wykazano we frakciji
biatek szczepu dzikiego. Sugerowato to niespecyficzny wyptyw pewnych biatek przez
btone bakteryjng, prawdopodobnie spowodowany zmianami w przepuszczalnosci bfony,
ktére bylty efektem mutacji genu rosR. Z drugiej strony, we frakcji biatek
zewnatrzkomérkowych mutanta nie wykryto obecnosci biatek o masie ~36 kDa, ktore
wystepowaty w duzej ilosci w supernatancie szczepu dzikiego, co sugeruje zaburzone

dziatanie w tym szczepie systemu transportu PrsDE typu I.
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Bakterie zawierajgce mutacje genu rosR charakteryzowaty sie réwniez zmieniong
morfologig kolonii na podiozu statym, rosty znacznie wolniej od szczepu dzikiego i
wykorzystywaty mniejszg liczbe zwigzkéw jako zrédto wegla i azotu. Sposréd testowanych
zwigzkéw jako zrodlo wegla (190 zwigzkéw), azotu (95), fosforu (59) i siarki (35),
wykazano, ze mutant Rt2472 nie wykorzystywat 9 zwigzkow jako zrodia wegla i 12 jako
zrodta azotu, a wiele pozostatych sktadnikéw byto wykorzystywanych ze znacznie nizszg
wydajnoscig w poréwnaniu do szczepu dzikiego. Ponadto, mutanty rosR
charakteryzowaly sie obnizong ruchliwoscig i adhezjg do powierzchni korzeni roslin, a
takze tworzyty znacznie mniej biofilmu (od 37% do 45% w zalezno$ci od rodzaju mutanta
rosR), ktory roznit sie istotnie pod wzgledem takich parametréw, jak: organizacja, grubosé
i zywotno$¢ komorek, od biofilmu tworzonego przez szczep dziki. Efektem mutacji
wptywajgcym w bardzo istotnym stopniu na przebieg symbiozy byta bardzo znacznie
obnizona zdolnos¢ kolonizacji wiosnikdw korzeniowych, ktora jest etapem niezbednym dla
prawidtowej infekcji korzenia rosliny. W doswiadczeniach roslinnych z uzyciem szczepdéw
wyznakowanych plazmidem pHC60, ktéry zawierat gen gfp kodujacy biatko o zielonej
fluorescencji zaobserwowano, ze komorki mutanta rosR przylegaty do wiosnikow
korzeniowych koniczyny z niewielkg czestoscig i duzym opdznieniem w poréwnaniu do
szczepu dzikiego. Ponadto, wtosniki korzeniowe miaty nietypowy, rozdety ksztatt, a nici
infekcyjne byty tworzone w nich jedynie sporadycznie. W efekcie tego, mutanty rosR
indukowaty duzo mniejsza liczbe brodawek, ktore pojawiaty sie ze znacznym opo6znieniem
w porownaniu do brodawek indukowanych przez szczep dziki i byly one niezdolne do
wigzania azotu (Fix). Wykazano takze bardzo istotnie obnizong konkurencyjnos¢ bakterii
posiadajgcych mutacje tego genu. Zaobserwowane zmiany fenotypowe mutantéw rosR
wskazujg, ze produkt tego genu jest niezbedny, nie tylko dla optymalnego poziomu
syntezy EPS, ale petni bardziej ogding funkcje w komorce, istotng dla adaptacji bakterii R.
leguminosarum bv. trifolii do warunkéw stresowych panujgcych w glebie oraz w interakcji

z gospodarzem roslinnym (Mol. Plant Microbe Interact. 2007, BMC Microbiol. 2010).

Powyzsze dane sktonity mnie do podjecia dalszych badan nad rolg genu rosR i
EPS w symbiozie. Do tych analiz dotgczytam pssA, ktory jest kluczowym genem w
procesie syntezy tego polisacharydu. Dla zbadania wptywu dodatkowych kopii gendéw
rosR i pssA oraz sprawdzenia czy obserwowane efekty majg uniwersalny charakter i
wystepuja w roznych szczepach nalezacych do gatunku R. leguminosarum,
zastosowatam szczepy bedace pochodnymi Rt24.2 oraz kilku wybranych izolatow
pochodzacych z brodawek koniczyny, ktére zawieraty te geny na plazmidzie pBBR1MCS.
Wykazatam, ze obecnos¢ genow rosR i pssA w dodatkowej liczbie kopii (6-7 kopii
plazmidu/komorke) powoduje znaczny wzrost ilosci produkowanego EPS we wszystkich

badanych szczepach (w przypadku pssA wynosit on srednio 1,7-razy, a dla rosR prawie 2
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razy). Ponadto wykazatam, ze dodatkowe kopie tych genow wptywajg pozytywnie rowniez
na wiasnosci symbiotyczne bakterii, przyczyniajgc sie do zwiekszenia liczby brodawek
indukowanych na korzeniach koniczyny, znaczacego wzrostu konkurencyjnosci w
zasiedlaniu brodawek oraz wzrostu liczby bakterii zasiedlajgcych dang brodawke, co w
konsekwencji prowadzito do zwiekszenia efektywnosci symbiozy, objawiajgcej sie
zwiekszeniem masy czesci nadziemnej roslin. Wykazano, ze szczepy zawierajgce
dodatkowe kopie genow rosR i pssA zasiedlaty o 23% do 56% wiecej brodawek w
poréwnaniu ze szczepami typu dzikiego. Ponadto, brodawki indukowane przez szczepy z
dodatkowymi kopiami tych genéw byty zasiedlone przez 10-krotnie wiekszg liczbe bakterii
niz brodawki indukowane przez szczepy nhiezmodyfikowane. Uzyskane wyniki
potwierdzajg istotng role EPS we wczesnych etapach symbiozy i wskazujg, ze wieksza
ilos¢ polisacharydu syntetyzowana przez rizobia zapewnia im lepszg adaptacje do
warunkéw glebowych oraz wiekszg konkurencyjnos¢ w zasiedlaniu korzenia
makrosymbionta. Polepszenie wiasnoéci symbiotycznych byto obserwowane u wszystkich
zmodyfikowanych szczepdw, a w szczegolnosci w szczepach zawierajgcych dodatkowe
kopie genu rosR. Dodatkowo, w wyniku ukierunkowanej mutagenezy szczepu Rt24.2
uzyskatam mutanta w genie pssA, ktéry zostat dotgczony wraz z mutantem rosR do tych
badan. Wykazatam, ze szczep posiadajgcy mutacje w genie pssA nie produkowat EPS i
indukowat 3-krotnie mniejszg liczbe brodawek na koniczynie od szczepu dzikiego, ktore
byly jedynie w niewielkim stopniu zasiedlone przez bakterie. Réwniez mutant w genie
rosR indukowat 2 razy mniej brodawek, w ktérych wystepowato 10-krotnie mniej bakterii
niz w brodawkach indukowanych przez szczep dziki. Dane te potwierdzajg istotng role
genow rosR i pssA w syntezie EPS i symbiozie R. leguminosarum bv. trifolii z koniczyng
(Antonie van Leeuwenhoek 2009). Powyzsze wyniki byty prezentowane na IV
Miedzynarodowej Konferencji Polskiego Towarzystwa Biologii Eksperymentalnej Roslin w
Krakowie w 2009 r., na ktérej poster pt.. ,osR and pssA are involved in
exopolysaccharide production, symbiotic competitiveness and clover nodulation in R.
leguminosarum bv. trifolii strains” zostat nagrodzony przez organizatorow w konkursie na

najlepsze prezentacje posterowe.

Kolejne analizy dotyczace rosR i pssA wykazaly, ze geny te stanowig niezalezne
jednostki transkrypcyjne i wystepujg w pojedynczych kopiach w genomach szczepow
nalezacych do trzech biowarow gatunku R. leguminosarum: bv. trifolii, viciae i phaseoli.
Dla kilkku wybranych izolatbw, bedgcych przedstawicielami kazdego biowaru
przeprowadzona zostata analiza filogenetyczna w oparciu o sekwencje tych genéw oraz
genu 16S rRNA, ktéra potwierdzita wysokg konserwatywnos¢ ich sekwenciji
nukleotydowych. Wykazano, ze sekwencje kodujgce genu rosR tych izolatow byly w

99,3%-99,7% identyczne z sekwencjg genu rosR szczepu Rt24.2. Podobnie dla genu
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pssA zaobserwowano bardzo wysokg identycznos¢ sekwenciji, ktéra wynosita od 99,1%
do 99,5% dla poszczegdinych izolatbw w poréownaniu do szczepu Rt24.2. Natomiast
wieksze zroznicowanie sekwencji wykryto w regionach regulatorowych gendéw rosR i
pssA. Dane te zostaly wykorzystane przeze mnie do opracowania szybkiej i specyficznej
metody identyfikacji izolatdw nalezacych do gatunku R. leguminosarum, odrézniania ich
od innych blisko spokrewnionych gatunkéw bakterii, a nastepnie przyporzadkowania do
poszczegoélnych biowaréw R. leguminosarum. Metoda ta wykorzystuje 3 reakcje duplex-
PCR i 7 zestawéw starteréw zaprojektowanych na podstawie sekwencji genéw: rosR,
pssA, pssY, psiA oraz regA-mgl2. Wykazana skutecznosé¢ tej metody wskazuje, ze geny
rosR i pssA, na ktérych sekwencji opiera sie w wiekszoséci ta analiza, mogg zostac¢ uznane
za nowe markery przydatne w identyfikacji i analizie pokrewienstwa filogenetycznego w
obrebie szczepdw nalezacych do R. leguminosarum. Ponadto, metoda ta moze byé
wykorzystana do selekcji rizobiéw uzyskanych w wyniku izolacji bakterii z gleby lub
brodawek korzeniowych (Arch. Microbiol. 2009). Podczas realizacji tego zadania
badawczego uzyskatam 50 sekwencji nukleotydowych wymienionych genéw z réznych

szczepdw R. leguminosarum, ktére zostaty zdeponowane w bazie GenBank.

Réwnolegle do opisanych powyzej analiz kontynuowatam badania dotyczgce
dalszej charakterystyki genu rosR. W pierwszym etapie pracy wykonatam analize in silico
sekwencji nukleotydowej regionu promotorowego rosR w celu identyfikacji motywow
potencjalnie zaangazowanych w regulacji transkrypcji tego genu. Do analizy
wykorzystane zostaty sekwencje konsensusowe rozpoznawane przez rozne biatka
regulatorowe, ktére reagujg na zmieniajgcy sie poziom okreslonych czynnikow
Srodowiskowych, takich jak np. fosforany, flawonoidy czy rodzaj zrédta wegla. Wstepne
analizy wykazaly, ze gen rosR zawiera dtugi region regulatorowy (450 nt) poprzedzajgcy
jego otwartg ramke odczytu, w ktérym zidentyfikowano kilka sekwencji palindromowych
oraz motywdw stanowigcych potencjalne miejsca oddziatywan biatek regulatorowych. Dla
potwierdzenia rzeczywistej funkcji tych sekwencji w regulacji ekspresji genu rosR
skonstruowatam zestaw 23 fuzji rosR-lacZ zawierajgcych fragmenty regionu
regulatorowego o réznej wielkosci sklonowane na niskokopijnym plazmidzie pMP220. Dla
tych konstruktow okreslony zostat poziom aktywnosci B-galaktozydazy w tle genetycznym
Escherichia coli oraz R. leguminosarum bv. trifoli w obecnosci réznych zwigzkéw
chemicznych. W oparciu o wyniki tych analiz ustalitam, Zze gen rosR zawiera dwa
promotory, z ktérych dystalny promotor P1 (5-TTGGCG-N;,-TATTTG-3’) wyrdznia sie
bardzo wysokg aktywnoscig w porownaniu z innymi dotychczas scharakteryzowanymi
promotorami gendéw R. leguminosarum, podczas gdy proksymalny promotor P2 (5’-
ATGCAA-N,-TACAAT-3’) wykazuje bardzo stabg aktywnos$é. Wykazatam rowniez, ze

syntetyzowane sg dwa transkrypty rosR o réznej dtugosci i wyznaczytam dla nich miejsca
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startu transkrypcji. Heksamery -35 i -10 zidentyfikowane w promotorze P1 przypominaty
swojg sekwencjg i wewnetrzng organizacjg promotory Eubakterii rozpoznawane przez
podjednostke o079 polimerazy RNA. Wykazatam, ze za wyjgtkowg site promotora P1
odpowiedzialne sg dwa dodatkowe motywy zlokalizowane w jego regionie: element UP
obecny przed heksamerem -35 oraz sekwencja ,TGN extended -10” przed heksamerem -
10, ktére odgrywajg istotng role w inicjacji transkrypcji genu rosR. Te elementy
regulatorowe wykrywane sg w promotorach jedynie nielicznych gendéw bakteryjnych i jest
to prawdopodobnie pierwszy opisany przyktad promotora genu o takiej organizacji w
rizobiach (Mol. Plant Microbe Interact. 2007, FEMS Microbiol. Lett. 2009). Ponadto, w
regionie regulatorowym rosR wykrytam obecnos¢ 6 motywow zawierajgcych odwrdécone
powtérzenia (IR - inverted repeats) o roznej diugosci sekwencji, sposrod ktérych motyw
IR5 wyrdzniat sie najdtuzszg, 12-nt sekwencjg. Analiza in silico struktur drugorzedowych
RNA dwéch transkryptéw rosR wykazata, ze sekwencje konca 5 odgrywajg istotng role w
stabilizacji tych struktur, a motyw IR5 pemni w tym procesie zasadniczg role (Int. J. Mol.
Sci. 2011, 12, 4132-4155). Zamierzam kontynuowac¢ te badania w celu okreslenia roli
pozostatych motywéw IR w stabilizacji struktur drugorzedowych RNA i ekspresji rosR z
udziatem biatek regulatorowych. Nawigzana w ostatnim czasie wspétpraca z zespotem
Prof. dr hab. J. Bujnickiego z Laboratorium Bioinformatyki i Inzynierii Biatek w Warszawie

moze przyczynic sie do bardziej szczegdtowej charakterystyki tych struktur.

W kolejnych latach pracy przeprowadzitam badania, ktore miaty na celu
potwierdzenie biologicznej funkcji motywdéw zidentyfikowanych w regionie regulatorowym
rosR R. leguminosarum bv. trifolii jako miejsc oddziatywan okreslonych biatek
regulatorowych. Sposréd tych motywow, sekwencja RosR-box o dlugosci 22 nt i
zawierajgca 9-nt odwrécone powtdrzenia (CGGAATCTA-G,-TGGATTTCG) okazata sie
by¢ kluczowa w regulacji ekspresji genu rosR. Motyw ten wykazuje bardzo wysokag
identycznos¢ sekwencji do kaset Ros-box zlokalizowanych w promotorach genow
homologicznych do rosR R. leguminosarum bv. trifolii u pokrewnych gatunkéw bakterii,
takich jak: rosR R. etli, rosAR A. radiobacter i ros A. tumefaciens. W celu potwierdzenia
udziatu biatka RosR w regulacji transkrypcji rosR, sklonowatam ten gen w wektor
ekspresyjny i otrzymatam biatko rekombinacyjne (His)sR0sR, ktére zostato oczyszczone w
warunkach natywnych. W doswiadczeniach EMSA (Electrophoretic Mobility Shift Assay) z
uzyciem (His)sRosR wykazatam, ze biatko to funkcjonuje w formie dimeru i efektywnie
wigze sie do motywu RosR-box zlokalizowanego w promotorze genu rosR R.
leguminosarum bv. trifolii. Zaobserwowatam réwniez, ze RosR hamuje transkrypcje
wlasnego genu (autoregulacja), natomiast pozytywnie wptywa na ekspresje genu pssA, w
ktérego regionie promotorowym zidentyfikowatam wczesniej motyw o wysokim

podobienstwie sekwencji do kasety Ros-box (Mol. Plant Microbe Interact. 2007, Antonie
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van Leeuwenhoek 2004). W regionie regulatorowym rosR wykryte zostaty rowniez 3
motywy wykazujgce istotne podobienstwo sekwencji do motywu TGTGA-Ns-TCACA
rozpoznawanego przez kompleks cAMP-CRP u E. coli, ktére wskazywaty na represje
kataboliczng transkrypcji tego genu. W obecnosci glukozy zaobserwowano obnizenie
ekspres;ji rosR, natomiast nie wykazano takiej regulacji w szczepach E. coli zawierajgcych
mutacje genu crp oraz genu cyaA kodujgcego cyklaze adenylowg (Mol. Plant Microbe
Interact. 2007). Ustalitam, ze motywy 1 i 2 sg niezbedne dla optymalnej ekspresji rosR
kierowanej z gidbwnego promotora P1, podczas gdy motyw 3 uczestniczy w transkrypcji
tego genu z udziatem promotora P2. Potozenie motywow cAMP-CRP 1 i 2 powyzej
miejsca startu transkrypciji TS1 wskazuje, ze CRP-zalezna aktywacja transkrypcji rosR z
promotora Pl zachodzi najprawdopodobniej wedtug modelu opisanego u E. coli
(synergistic class Ill mechanism), w ktérym sg zaangazowane dwa lub wiecej dimerow
biatka CRP albo CRP i innych biatek aktywatorowych. Potozenie motywu cAMP-CRP 3
pomiedzy heksamerami -35 a -10 P2 sugeruje, ze promotor ten jest aktywowany zgodnie
Z mechanizmem dziatania promotora CRP-zaleznego klasy Il u E. coli. W tej klasie
promotorow, biatko CRP wigze sie do sekwencji zlokalizowanej w poblizu heksameru -35 i
za posrednictwem 2 domen (AR1 i AR2) oddziatuje z polimerazg RNA. Ponadto
wykazano, ze R. leguminosarum bv. trifolii produkuje znacznie wiecej EPS w obecnosci
glicerolu niz w obecnosci glukozy, co wskazuje na regulacje tego procesu za
posrednictwem biatka RosR (FEMS Microbiol. Lett. 2009).

W Kkolejnych dodwiadczeniach potwierdzitam funkcje motywéw LysR, PHO box
oraz IR4 w regulacji ekspresji genu rosR. Motyw LysR [(T-Ny:-A)s], potozony w poblizu
kasety RosR-box, jest rozpoznawany przez biatko NodD, bedace m. in. aktywatorem
ekspresji gendw nod, ktére w obecnosci wyciggu korzeniowego koniczyny zwieksza
ekspresje rosR. Wyniki przeprowadzonych analiz wskazywaty réwniez, ze stezenie
fosforanéw ma wplyw na ekspresje genu rosR i regulacja ta zachodzi za posrednictwem
motywow o znaczgcym podobienstwie sekwencji do kasety PHO box (CTGTCAT-Ny-
CTGTCAT) rozpoznawanej przez biatko PhoB o funkcji pozytywnego regulatora. W
szczepie E. coli zawierajgcym mutacje genu phoB zaobserwowano nizszy poziom
transkrypciji fuzji rosR-lacZ w poréwnaniu do szczepu dzikiego, co potwierdza udziat tego
biatka aktywatorowego w regulacji ekspresji rosR. Kolejny motyw, IR4 (GATTGT-Ns-
ACAATC) zawierajgcy 6-nukleotydowe odwrocone powtorzenia zlokalizowano
nieznacznie ponizej promotora Pl i pierwszego miejsca startu transkrypcji TS1.
Wykazano, ze motyw ten czesciowo pokrywa sie z heksamerem -10 promotora P2. W
wyniku przeprowadzonej mutagenezy poszczegolnych nukleotydéw w obrebie pierwszej i
drugiej czedci motywu IR4 ustalono, ze sekwencja ta uczestniczy w negatywnej regulacji

transkrypciji rosR i jest rozpoznawana przez specyficzne biatko rizobiowe, poniewaz takiej
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represji nie wykazano w tle genetycznym E. coli. Natomiast sekwencja -10 P2 jest
niezbedna dla optymalnego poziomu transkrypcji rosR, gdyz mutacja tego miejsca
powodowata 4-krotne obnizenie ekspresji fuzji rosR-lacZ (Int. J. Mol. Sci. 2011, 12, 4132-
4155). W pracy tej wykazatam ponadto, ze obecnos¢ wyciggu korzeniowego koniczyny
oraz niedobdr fosforandéw powoduje wzrost syntezy EPS oraz ilosci tworzonego biofilmu
przez szczep dziki R. leguminosarum bv. trifolii 24.2 oraz jego pochodng zawierajgca
dodatkowe kopie genu rosR. Te czynniki srodowiskowe wptywajg réwniez w istotnym
stopniu na takie parametry symbiotyczne, jak: liczba brodawek tworzonych na korzeniach
koniczyny, liczba bakterii zasiedlajgcych brodawki oraz masa czesci nadziemnej roslin.
Zaobserwowano, ze optymalnym stezeniem fosforanéw dla przebiegu symbiozy R.
leguminosarum bv. trifolii z koniczyng jest 1,5 mM. Natomiast niedobdr, jak rowniez
nadmiar fosforanow wptywa negatywnie na wszystkie parametry symbiotyczne. Ponadto
wykazano, ze inkubacja bakterii w obecnoéci wyciggu korzeniowego koniczyny przed
wprowadzeniem ich na korzenie roslin wplywa bardzo korzystnie na symbioze,
przyczyniajgc sie do znacznego wzrostu ilosci bakterii zasiedlajgcych brodawki oraz liczby
brodawek indukowanych na korzeniach koniczyny (Int. J. Mol. Sci. 2011, 12, 4132-4155).

Podsumowujgc, uzyskane przeze mnie wyniki wskazujg, ze regulacja transkrypcji
genu rosR jest bardzo zlozona, w ktoérej potwierdzono udziat czterech biatek
regulatorowych (RosR, CRP, NodD i PhoB). Biatka te (z wyjatkiem RosR) uczestniczg w
regulacji ekspresji tego genu w odpowiedzi na takie czynniki srodowiskowe, jak: zrédto
wegla, wycigg korzeniowy koniczyny oraz fosforany. W obecnosci wyciggu korzeniowego,
niskich stezen fosforanéw oraz przy braku glukozy zaobserwowano zwiekszong ekspresje
rosR oraz wyzszy poziom produkcji EPS. Bardzo waznym miejscem docelowym biatka
RosR jest gen pssA. W mutancie rosR transkrypcja pssA jest prawie 2-krotnie nizsza niz
w szczepie dzikim, co wskazuje na pozytywny wptyw RosR na ekspresje tego kluczowego
dla syntezy EPS genu (Mol. Plant Microbe Interact. 2007, FEMS Microbiol. Lett. 2009, Int.
J. Mol. Sci. 2011). W dalszej pracy zamierzam kontynuowac¢ badania majgce na celu
wyjasnienie, czy produkt genu rosR wptywa na ekspresje innych genéw R.
leguminosarum zwigzanych z syntezg EPS. Obecnie kontynuowane sg badania
dotyczgce analizy mikroskopowej brodawek indukowanych przez mutanta rosR we
wspotpracy z Katedrg Botaniki SGGW w Warszawie. Dodatkowo, prowadzone sg réwniez
doswiadczenia dotyczgce biofilméw tworzonych przez mutanty w genie rosR i pssA oraz
szczepy zawierajgce dodatkowe kopie tych gendw, a ich analizy mikroskopowe
wykonywane sg we wspotpracy z Zaktadem Biochemii Uniwersytetu Medycznego w

Lublinie.
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Uzyskane przeze mnie wyniki dotyczace roli EPS i genu rosR w regulacji syntezy
tego waznego symbiotycznie polisacharydu moga przyczyni¢ sie do lepszego zrozumienia
molekularnych mechanizmoéw interakcji zachodzgcych podczas symbiozy rizobidw z

roslinami motylkowatymi i efektywniejszego wykorzystania tych bakterii w rolnictwie.

Praca przegladowa pt.: "Environmental signals and regulatory pathways that
influence exopolysaccharide production in rhizobia” (Int. J. Mol. Sci. 2011, 12, 7898-7933)
stanowi podsumowanie moich wieloletnich badan dotyczgcych charakterystyki genu rosR
i funkcji kodowanego przez niego biatka w regulacji syntezy EPS oraz w symbiozie R.
leguminosarum bv. trifolii z koniczyng, w kontekscie wynikéw uzyskanych przez wiodgce
osrodki naukowe, obejmujgcych produkcje EPS przez rézne gatunki rizobiéw oraz wptyw

czynnikow $rodowiskowych na regulacje tego procesu.

Podsumowanie najwazniejszych wynikéw, ktére stanowiag osiggniecie
naukowe dotyczace roli genu rosR w syntezie egzopolisacharydu i symbiozie R.
leguminosarum bv. trifolii z koniczyna:

¢ Identyfikacja genu rosR kodujgcego pozytywny regulator syntezy EPS w genomie
R. leguminosarum bv. trifolii.

o Wykazanie, ze ekspresja rosR odbywa sie z dwoch promotoréw: dystalnego
promotora P1 o wysokiej aktywnosci i proksymalnego promotora P2 o bardzo
niskiej aktywnosci. rosR jest transkrybowany na bardzo wysokim poziomie i za ten
efekt odpowiedzialny jest promotor Pl zawierajgcy oprocz sekwencji -35 i -10,
dodatkowo dwa unikalne elementy, ktére uczestniczg w inicjacji transkrypciji tego
genu: element UP oraz ,TGN extended -10".

o Wykazanie, ze syntetyzowane sg dwa transkrypty rosR o roznej dtugosci, dla
ktorych ustalono miejsca startu transkrypcji. W stabilizacji struktur drugorzedowych
RNA biorg udziat motywy IR zawierajgce sekwencje palindromowe, z ktérych
motyw IR5 wyrdznia sie najbardziej istotng funkcja.

o Wykazanie, ze biatko RosR jest czynnikiem transkrypcyjnym zawierajacym
domene wigzgcg DNA o strukturze C,H,. RosR negatywnie reguluje transkrypcje
wlasnego genu poprzez wigzanie sie do motywu RosR-box zlokalizowanego w
regionie regulatorowym rosR (autoregulacja). Natomiast biatko to wptywa
pozytywnie na transkrypcje pssA kodujgcego kluczowy enzym w syntezie EPS
(glukozylo-1P-transferaze).

o Wpykazanie, ze czynniki srodowiskowe, takie jak: fosforany, rodzaj zrodta wegla
oraz flawonoidy zawarte w wyciggu korzeniowym koniczyny wptywajg na poziom
transkrypcji rosR i syntezy EPS oraz ilosci tworzonego biofimu przez R.
leguminosarum bv. trifolii.
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o Wykazanie, ze regulacja transkrypcji rosR jest bardzo ztozona, w ktorej
potwierdzono udziat kilku biatek regulatorowych oraz motywdéw wykrytych w
regionie promotorowym tego genu:

1) Motyw LysR rozpoznawany przez biatko NodD w obecnosci flawonoiddw;

2) Motywy cAMP-CRP rozpoznawane przez kompleks cAMP-CRP przy braku
glukozy;

3) Motywy PHO box rozpoznawane przez biatko PhoB w warunkach
niedoboru fosforanow;

4) Motyw IR4 jako miejsce oddziatywania regulatora specyficznego dla
rizobiéw.

o Wykazanie, ze biatko RosR petni bardzo wazng funkcje w regulacji syntezy EPS u
R. leguminosarum bv. trifolii i adaptacji tych bakterii do warunkéw panujgcych w
glebie oraz podczas symbiotycznych interakcji z gospodarzem roslinnym.
Potwierdzajg to nastepujgce cechy fenotypowe mutantéw rosR:

1) 3-krotnie nizszy poziom syntezy EPS w poréwnaniu do szczepu dzikiego,
w ktorym wykryto jedynie niewielkg ilos¢ frakcji niskoczgsteczkowej o
funkcji czasteczki sygnalnej;

2) Zmiany ilosciowe w sktadzie cukrowym czesci O-swoistej LPS;

3) Zwiekszona wrazliwo$¢ na niektore antybiotyki, detergenty, zwigzki
osmotycznie czynne i czynniki stresowe;

4) Zmiany w profilach biatek btonowych i zewnagtrzkomorkowych;

5) Obnizona zdolnos¢ wykorzystywania niektorych zrédet wegla i azotu;

6) Istotnie obnizona ruchliwosé¢ komoérek i adhezja do korzeni roslin oraz
zdolnos¢ tworzenia biofilmu;

7) Bardzo istotnie obnizona konkurencyjnos¢ oraz zdolnosé¢ infekcji wiosnikéw
korzeniowych i indukowania brodawek na koniczynie (powstajgce nieliczne
brodawki byty nieefektywne w wigzaniu azotu).

e Wykazanie istotnej roli EPS w adaptacji rizobiéw do warunkéw glebowych oraz w
skutecznej infekcji korzenia rosliny motylkowatej i efektywnej symbiozie.
Potwierdzajg to wyniki uzyskane dla szczepow R. leguminosarum bv. trifolii
zawierajgcych dodatkowe kopie gendw rosR i pssA. Obecno$¢ dodatkowych kopii
tych genéw powodowata prawie 2-krotny wzrost syntezy EPS i przyczyniata sie do
istotnego polepszenia wszystkich wtasnosci symbiotycznych (liczba brodawek
indukowanych na korzeniach, liczba bakterii zasiedlajgcych dang brodawke i masa
czesci nadziemnej rosliny).

e Opracowanie szybkiej i skutecznej metody identyfikacji izolatow pochodzacych z
gleby lub brodawek korzeniowych, ktére nalezg do gatunku R. leguminosarum w
oparciu o reakcje PCR i sekwencje genow zwigzanych z syntezg EPS.

Wyniki powyzszych badan zostaty opublikowane w 7 oryginalnych pracach
naukowych (Antonie van Leeuwenhoek (2), Mol. Plant Microbe Interact., FEMS Microbiol.
Lett., Arch. Microbiol., BMC Microbiol., Int. J. Mol. Sci.) oraz 1 pracy przegladowej (Int. J.
Mol. Sci.). We wszystkich pracach oryginalnych bytam gtéwnym wykonawcag
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przedstawionych eksperymentow. Wyniki te byty réwniez prezentowane przeze mnie w
formie referatéw na 2 konferencjach krajowych (Polski Kongres Genetyki 2004 r. i 2007 r.)
oraz 1 konferencji miedzynarodowej (8" European Nitrogen Fixation Conference, Belgia
2008 r.).

Realizacja powyzszych zadan badawczych byta mozliwa dzieki pozytywnie
zakonczonym staraniom o uzyskanie dodatkowego finansowania moich badan — tgcznie 5
projektéw. Bytam kierownikiem jednego projektu MNiSW (nr N N303 092234: 2007-2011),
wykonawcg badan w 2 grantach MNiSW (nr 6 PO4A 058 18: 2000-2003 i nr 2 PO4A 094
26: 2004-2007) oraz gtébwnym wykonawcg w Interdyscyplinarnym grancie zespotowym
Prorektora UMCS ds. Nauki (nr NB-16-2009: 2009) i grancie indywidualnym Prorektora
UMCS ds. Badan Naukowych i Wspotpracy z Zagranicg (nr NB-23-2002: 2002).

Za opublikowane prace otrzymatam dwukrotnie nagrode zespotowg Rektora
UMCS | stopnia (2010 i 2011) oraz nagrode zespotowg Il stopnia Polskiego Towarzystwa
Genetycznego w 2002 r. Ponadto, wystepowatam o dofinansowanie uczestnictwa w
miedzynarodowych konferencjach. Moje starania zaowocowaty uzyskanym stypendium
konferencyjnym (FEMS Young Scientist Grants) na udziat w 5" European Nitrogen

Fixation Conference, Wielka Brytania 2002 r.

PRACA NAUKOWA PO DOKTORACIE NIEWLICZANA DO OSIAGNIECIA
NAUKOWEGO STANOWIACEGO MONOTEMATYCZNY CYKL PUBLIKACJI

Po doktoracie bratam réwniez udziat w badaniach dotyczgcych innych wiasnosci
bakterii R. leguminosarum, ktére obejmowaty m. in. synteze lipopolisacharydu (LPS) oraz
charakterystyke szczepdédw zawierajgcych mutacje wplywajgce na synteze tej
makroczgsteczki. LPS rizobidéw petni bardzo wazng funkcje w adaptacji tych bakterii do
warunkow panujgcych wewnatrz brodawki korzeniowej. Ustalono, ze mutacje w regionie
miedzygenowym pssB-pssA oraz w genie pssB wptywajg na szereg procesow, do ktdrych
nalezg m.in. zmiany w syntezie LPS (J. Plant Physiol. 2001, Acta Biol. Cracov. Bot. 2007,
Biochemistry-Moscow 2011). Do badan tych zostat wigczony mutant Rt120 uzyskany w
wyniku przypadkowej mutagenezy z uzyciem transpozonu Tn5, ktéry nie produkowat EPS
i syntetyzowat LPS o zmienionej strukturze czesci O-swoistej. Wykazatam obecnos¢
transpozonu Tn5 w genomie tego mutanta, w odlegtosci 93 nt ponizej genu pssB i 675 nt
przed genem pssA. Przeprowadzona przeze mnie identyfikacja miejsca insercji Tn5 w
Rt120 i analiza sekwencyjna tego regionu DNA wykazata, ze mutacja sekwencji potozonej
w znacznej odlegtosci od pssA wywotuje taki sam negatywny efekt na proces syntezy
EPS, jak mutacja tego genu w obrebie jego otwartej ramki odczytu (J. Plant Physiol.

2001). Wskazuje to na obecnos¢ w tym miejscu regionu regulatorowego motywow
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waznych w regulacji ekspresji pssA. We wspotpracy z Katedrg Botaniki SGGW w
Warszawie scharakteryzowane zostaty struktury brodawek indukowanych na koniczynie
przez mutanty R. leguminosarum bv. trifolii niezdolne do syntezy EPS oraz wykazujgce
zmieniong synteze EPS i LPS (Rt120, Rt12A). Analiza mikroskopowa brodawek
indukowanych przez szczep Rt120 wykazata, ze byly one nieefektywne w wigzaniu azotu i
zawieraly jedynie nieliczne bakteroidy. Szczep Rt12A zawierajgcy mutacje genu pssB
réwniez utracit zdolnos¢ nawigzywania efektywnej symbiozy. Brodawki indukowane przez
tego mutanta gromadzity ogromne ilosci skrobi, tworzyly nietypowe puste struktury
blonowe wewnagtrz komoérek i wykazywaty defekt w uwalnianiu bakterii do komorek
roslinnych (Acta Biol. Cracov. Bot. 2007).

Dalsza analiza funkcjonalna genu pssA wykazata, ze moze on petni¢ bardziej
ogdlng role w metabolizmie bakterii, wptywajgc dodatkowo na inne geny R.
leguminosarum (Res. Microbiol. 2003). Zaobserwowano, ze pssA komplementuje oprocz
mutacji we wiasnym genie, takze mutacje w innych genach, ktére powodujg zahamowanie
syntezy EPS. Dodatkowe kopie genu pssA wprowadzone na plazmidzie do siedmiu
mutantow Exo  przywracaly produkcje EPS. Dokonatam identyfikacji miejsc insercji
transpozonu Tn5 w tych szczepach i ustalitam, ze mutacje te znajdowaty sie w obrebie
genow kodujgcych miedzy innymi: liaze (mutant Rt55), sktadnik systemu transportu
zelaza (Rt56), receptor sideroforu (Rt66) i pirofosfataze NADH (Rt80). Wyniki te sugeruja,
ze biatko PssA, oprocz aktywnosci enzymatycznej, moze dodatkowo posiadaé funkcje
regulatorowg. Potwierdzajg to réwniez badania innych naukowcéw, ktére pokazujg
zmieniony poziom Kilkunastu biatek w mutancie pssA R. leguminosarum bv. trifolii w
poréwnaniu do szczepu dzikiego. Jestem réwniez wspodtautorem pracy przeglgdowej
dotyczgcej genetycznej kontroli syntezy egzopolisacharydéw rizobiowych i ich funkcji w
symbiozie (Microb. Cell Fact. 2006).

Ponadto, prowadze wspétprace z Instytutem Agrofizyki Polskiej Akademii Nauk w
Lublinie, ktérej efektem byto opracowanie metody badania potencjatu elektrokinetycznego
rizobibw w celu wykorzystania do charakterystyki tych bakterii w réznych stanach
fizjologicznych oraz w r6znych rodzajach pozywek (J. Microbiol. Meth. 2011). Potencjat
elektrokinetyczny jest jednym z parametrow okreslajgcych wiasciwosci fizykochemiczne
Sciany bakterii. Zbadano wptyw takich czynnikow, jak: rodzaj pozywki, faza wzrostu
bakterii, gestos¢ zawiesiny bakteryjnej i temperatura pomiaru. Ustalono, ze wszystkie te
czynniki majg wptyw na potencjat elektrokinetyczny R. leguminosarum bv. trifolii, z ktorych
rodzaj pozywki uzytej do przygotowania zawiesin bakteryjnych ma najwieksze znaczenie.
W dalszych planach zamierzamy okreslic wiasciwosci powierzchniowe rizobiow w

aspekcie ich adhezji do korzeni rodlin motylkowatych dla kilku wybranych ukfadéw
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symbiotycznych. Uzyskane wyniki przyczynig sie do lepszego zrozumienia interakcji
zachodzgcych pomiedzy bakterig a gospodarzem rodlinnym, co mogtoby zosta¢ w
przysziosci wykorzystane dla podniesienia wydajnosci symbiozy. Projekt o takim tytule

zostat ztozony na konkurs do Narodowego Centrum Nauki (2011 r.).

W ostatnim czasie moje zainteresowania naukowe skupiajg sie réwniez na
genetycznej charakterystyce innych organizmow, takich jak: Fusarium culmorum oraz
Trichoderma harzianum, ktére prowadze we wspotpracy z Zaktadem Mikrobiologii
Srodowiskowej oraz Zaktadem Mikrobiologii Przemystowej UMCS. Izolaty F. culmorum
charakteryzujg sie duzym zréznicowaniem genetycznym oraz fizjologicznym, co objawia
sie roznym wplywem na wzrost roslin, od wilasnosci promujgcych wzrost, przez
umiarkowanie szkodliwe, az po patogeniczne. Wykazano, ze ten rézny wplyw
poszczegolnych izolatdbw na rosliny wynika z roéznic w aktywnosciach okreslonych
enzymow hydrolitycznych i te réznice fenotypowe mozna skorelowac z zaobserwowanymi
réznicami filogenetycznymi. Dla kilku wybranych izolatéw, bedacych przedstawicielami
poszczegolnych grup F. culmorum ze wzgledu na ich rézny wptyw na rosliny, wykonatam
analize filogenetyczng w oparciu o sekwencje obejmujgcg 2 regiony miedzygenowe oraz
gen 5.8S rRNA (ITS1, 5.8S rRNA i ITS2). Ustalitam, ze patogeniczny izolat DEMFc37 byt
najbardziej odlegty filogenetycznie od pozostatych analizowanych izolatéw, a izolat
DEMFc2 promujgcy wzrost roslin znajdowat sie w grupie obejmujacej inne izolaty F.

culmorum o takich wtasnosciach (Mycologia 2011).

Uczestniczytam réwniez w badaniach dotyczacych identyfikacji i analizy
funkcjonalnej genu kodujgcego a-1,3-glukanaze (mutanaze) T. harzianum, ktéra ma
zdolno$¢ hydrolizy wigzan a-1,3-glikozydowych wystepujgcych w glukanach $cian
komérkowych grzybow oraz budujgcych plytke nazebng. Enzym ten jest skutecznym
narzedziem w rozktadzie sciany komorkowej grzybow patogenicznych oraz wykazuje
zdolno$¢ degradacji mutanu syntetyzowanego przez bakterie préchnicotwércze
(Streptoccocus). Wykonatam analize sekwencji mutAW na poziomie DNA i biatka oraz
analize filogenetyczng tego genu. mutAW T. harzianum wykazuje wysokg homologie
sekwencji do genu mutanazy Hypocrea lixii (96,2% identyczno$ci) i T. asperellum (82,8%)
oraz genu mutA Penicillium purpurogenum (72,7%). Ustalitam, ze gen mutAW o dtugosci
2000 nt zawiera 2 introny o 52 nt i 43 nt, a jego cDNA koduje biatko o masie 68 kDa (634
aa). 111 nukleotydow od konca 5 genu koduje peptyd sygnalny o dtugosci 37
aminokwasow. Okreslitam, ze a-1,3-glukanaza jest wysoce konserwatywnym biatkiem i
zawiera dwie funkcjonalne domeny: N-terminalng domene katalityczng (38-490 aa) i C-

terminalng domene (551-634 aa) wigzacg polisacharyd. Sekwencja genu mutAW zostata
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wprowadzona do bazy danych GenBank, a wyniki tych analiz zostaty ostatnio
opublikowane (Pol. J. Microbiol. 2011).

W okresie ostatnich kliku lat zajmuje sie takze badaniami genetycznymi
dotyczgcymi bakterii z rodzaju Legionella, ktére odpowiedzialne sg za wywotywanie
atypowego zapalenia ptuc, zwanego legionellozg. Dotychczasowe dane wskazujg, ze
Legionella to bardzo zréznicowana grupa bakterii, zarowno pod wzgledem genetycznym,
jak i biochemicznym, ktéra obejmuje obecnie 52 gatunki. Patogennos¢ tych bakterii zalezy
od wielu makroczgsteczek powierzchniowych, do ktorych nalezg m.in. fosfolipidy. Wiedza
na temat fosfolipidow Legionella jest fragmentaryczna i dotyczy gtéwnie najbardziej
patogennego gatunku L. pneumophila. Jednym z fosfolipidow jest fosfatydylocholina,
ktérej obecnos¢ zostata wykryta u bakterii symbiotycznych i patogennych wchodzgcych w
interakcje z komérkami eukariotycznymi. Ten sktadnik btony bakteryjnej moze byé
syntetyzowany przez dwa alternatywne szlaki: jednoetapowg synteze z udziatem enzymu
PcsA oraz szlak trzyetapowej metylacji, w ktdorym uczestniczy biatko PmtA. Wykazano, ze
oba szlaki sg obecne u L. pneumophila, jak réowniez u symbiotycznych bakterii R.
leguminosarum i S. meliloti. Stad, podjete zostaly przez nas proby identyfikacji szlakow
biosyntezy fosfatydylocholiny u innych wysoce patogennych gatunkéw Legionella (L.
bozemanae, L. micdadei i L. dumofii) oraz okreslenia struktury fosfolipidow i roli w
wirulencji tych bakterii. Dotychczas udowodniliSmy, ze gatunek L. bozemanae, podobnie
jak L. pneumophila, posiada oba funkcjonalne szlaki syntezy fosfatydylocholiny.
Przeprowadzone przeze mnie analizy wykazaty, ze genom L. bozemanae zawiera geny
pmtA oraz pcsA, niezbedne do funkcjonowania tych szlakéw. Ze wzgledu na do$¢ niskie
podobienstwo sekwencji genéw pmtA i pcsA L. pneumophila do genéw homologicznych L.
bozemanae (co zostalo wykazane w hybrydyzacji typu Southern), do identyfikacji i
uzyskania sekwencji tych genéw zastosowano startery zdegenerowane. Ustalitam, ze gen
pcsA L. bozemanae wykazywat najwieksze podobienstwo sekwencji do pcsA L.
longbeachae (80% identycznosci), a nizsze podobienstwo sekwencji do pcsA L.
drancourti (75,5%) i L. pneumophila (72%). Réwniez gen pmtA L. bozemanae wykazywat
najwieksze podobienstwo sekwencji do genu homologicznego L. longbeachae (79,3%
identycznosci), a nizsze podobienstwo do pmtA L. pneumophila (73,6%). Wyniki te
wskazujg, ze L. bozemanae jest blizej spokrewniony z gatunkiem L. longbeachae, a
bardziej odlegty filogenetycznie od gatunku L. pneumophila (Microbiol. Res. 2011).
Ponadto, jestem wspotautorem pracy przegladowej dotyczgcej bakterii Legionella i
odpowiedzi immunologicznej, jakg one wywotujg (Folia Microbiol. 2010). Identyfikacja i
analiza funkcjonalna genéw homologicznych do pmtA oraz pcsA u dwdch kolejnych
gatunkow Legionella (L. dumofii i L. micdadei) jest przeprowadzana przeze mnie w
ramach projektu MNiSW (nr N303 822640: 2011-2014) pt.: ,Genetyczne i biochemiczne
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badanie szlakéw biosyntezy fosfatydylocholiny Legionella spp.”, ktérego jestem gtéwnym
wykonawcg. Jednym z zamierzen tego projektu jest opracowanie szybkiej i wiarygodnej
metody diagnostycznej do identyfikacji infekcji wywotywanych przez ten rodzaj bakterii,
opierajgcej sie na reakcji multiplex-PCR i starterach komplementarnych do sekwenciji

genow pmtA i pcsA.
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