Streszczenie

Biologiczne wiazanie azotu (ang. Biological Nitrogen Fixation, BNF) jest procesem
przeprowadzanym przez bakterie, w ktérym azot atmosferyczny jest redukowany do
amoniaku. Najwazniejsza grupe bakterii zdolng do przeprowadzania BEFN stanowig
mikroorganizmy z rodziny Rhizobiaceae, zwane ogélnie rizobiami, ktére majg zdolInos¢ do
nawigzywania symbiozy z roslinami bobowatymi. Badania dotyczace tego typu symbiozy sg
istotne, gdyz rosliny bobowate maja duze znaczenie uzytkowe, natomiast rizobia znaczgco
wzbogacajg glebe w skladniki odzywcze niezbedne do wazrostu roélin. W wyniku
symbiotycznej interakcji rizobiow z roslinami bobowatymi dochodzi do rozwoju specjalnych
struktur na korzeniach lub pedach, zwanych brodawkami, wewnatrz ktorych bakterie te
przeksztalcaja si¢ w bakteroidy wigzace azot atmosferyczny. Nawigzanie symbiozy rizobia —
rosliny bobowate jest zlozonym procesem, ktéry wymaga wymiany szeregu sygnalow
molekularnych mig¢dzy symbiotycznymi partnerami. Najwazniejszymi z nich sg roslinne
flawonoidy oraz bakteryjne czynniki Nod i egzopolisacharydy (EPS).

W warunkach braku gospodarza roslinnego rizobia bytuja w glebie jako wolno zyjace
mikroorganizmy. Woéwczas sq one narazone na dzialanie szeregu czynnikow, ktore wplywaja
niekorzystnie na ich przezycie i namnazanie. Rizobia musialy zatem wyksztalci¢ mechanizmy
umozliwiajgce im przystosowanie do réznych stresow srodowiskowych (sg to m.in.: quorum-
sensing, systemy transportu bialek, synteza polisacharydoéw powicrzchniowych i zdolnogé
poruszania sig).

Zdolnos¢ zasiedlania réznych nisz ekologicznych przez rizobia (gleba, ryzosfera,
brodawki) sugeruje, ze wystgpuja u nich zlozone sieci regulatorowe, ktére umozliwiajg
przystosowanie do réznych warunkéw srodowiskowych. Kluczowa role¢. w odpowiedzi
bakterii na te zmiany odgrywa regulacja ekspresji genéw. Wykazano, ze biatka nalezace do
rodziny transkrypcyjnych regulatorow Ros/MucR s3 bardzo waznym elementem sieci
regulatorowej u rizobiéw. Do rodziny tej nalezy m.in. biatko RosR R. leguminosarum bv.
trifolii, ktore wykazuje znaczace podobienstwo sekwencji do biatka RosR pokrewnej bakterii
Rhizobium etli oraz bialek MucR Ensifer meliloti i E. fredii. Biatka Ros i MucR
zaangazowane sg w regulacj¢ syntezy EPS i nawigzanie efektywnej symbiozy z roglinnymi
gospodarzami. Mutacje w genach rosR i mucR wplywaja negatywnie nie tylko na nawiazanie

symbiozy tych bakterii z roslinami bobowatymi, ale powodujg réwniez zaburzenia w



funkcjonowaniu wolno zyjacych komoérek. Dane te sugerujg istotng rolg bialek z rodziny
Ros/MucR w sieci regulacyjnej rizobiow.

Celem niniejszej rozprawy doktorskiej bylo okreslenie roli biatka RosR w regulacji
transkrypcji  gendéw  R.  leguminosarum bv. trifolii oraz poznanic mechanizmow
uczestniczacych w regulacji ekspresji genu kodujacego to biatko.

Przeprowadzone do$wiadczenia pozwolily stwierdzi¢, ze regulacja transkrypcji rosR
R. leguminosarum bv. trifolii jest zlozona i uczestnicza w niej motywy regulatorowe
znajdujace si¢ w regionie promotorowym tego genu (tj. element UP, ,,TGn-extended -10”
oraz motywy: IR3, IR5 i IR6), jak rowniez biatko PraR. Motywy IRS i IR6 zaangazowane sg
takze w tworzenie i stabilizacje struktur drugorzedowych mRNA rosR. Regulacja ta zapewnia
utrzymanie odpowiedniego poziomu biatka RosR w komorce. Przeprowadzona analiza
poréwnawcza transkryptomow szczepu dzikiego R. leguminosarum bv. trifolii Rt24.2 i
mutanta w genie rosR Rt2472 wykazala, Z¢ biatko RosR wptywa na transkrypcj¢ 1106 genow.
Do regulonu RosR naleza liczne geny zwigzane z ruchliwoscig rizobiow, regulacja
transkrypcji, synteza powierzchniowych polisacharydow i innych komponentow otoczki
bakteryjnej, synteza skladnikéw réznych systemow transportu oraz innymi procesami
komérkowymi. Skutkiem zmian w poziomie transkryp‘cji tych genow byly roznice w cechach
fenotypowych mutanta Rt2472 w stosunku do szczepu dzikiego Rt24.2. Zaobserwowano
roznice w profilach bialek zewnatrzkomorkowych, blonowych i peryplazmatycznych,
poziomie syntezy roznych polisacharydow (CPS, GPS i cyklicznych B-glukanow), agregacji i
ruchliwosci komorek, jak réowniez ich wlasnosciach powierzchniowych (hydrofobowosci,
whasciwosciach nanomechanicznych oraz przepuszczalnodci blony zewnetrznej). Mutacja w
genie rosR powoduje rowniez zaburzenia w nawigzaniu symbiozy R. leguminosarum bv.
trifolii z koniczyna.

Podsumowujgc, w niniejszej pracy wykazano, ze bialkko RosR jest globalnym
regulatorem ekspresji genow u R. leguminosarum bv. trifolii, ktory odgrywa kluczowg rolg w
przystosowaniu tej bakterii do zycia w Srodowisku glebowym oraz w symbiozie z roslinnym
gospodarzem. Transkrypcja genu rosR podlega bardzo zlozonej regulacji, w ktorej
uczestnicza liczne elementy zlokalizowane w regionic promotorowym tego genu oraz biatko
PraR. Bialko RosR reguluje w sposob bezposredni badZz posredni ekspresj¢ wielu genéow

uczestniczacych w adaptacji R. leguminosarum bv. trifolii do stresu Srodowiskowego.
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