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Bacillus subtilis (laseczka sienna) jest bardzo dobrze zbadang bakterig Gram-dodatnig
i czgsto stosowanym organizmem modelowym. Jest szeroko rozpowszechniony w naturze,
a jego gtéwnym miejscem bytowania jest gleba. Cecha charakterystyczng B. subtilis jest
zdolnos¢ do tworzenia endospor, wysoce odpornych form przetrwalnych, umozliwiajgcych
przeczekanie niekorzystnych warunkéw Srodowiskowych. Powstajg one w wyniku Scisle
koordynowanego przez komoédrke, wielogodzinnego procesu zwanego sporulacjg,

inicjowanego gtéwnie przez gtdd aminokwasowy oraz odpowiednig gestos¢ hodowli.

Celem niniejszej pracy byto scharakteryzowanie potréjnego delecyjnego mutanta
ArpmEBArpmGCArpsNB B. subtilis (okreslanego w niniejszej pracy jako szczep 3KO) w
kontekscie przeprowadzania przez niego procesu sporulacji, w celu przeanalizowania roli,

jaka wyspecjalizowane rybosomy mogg odgrywaé podczas tego procesu.

Wyspecjalizowane rybosomy to hipotetyczne subpopulacje rybosomdéw, ktére maja
roéznic sie od siebie strukturalnie i funkcjonalnie, a tym samym wptywaé na wynik translacji,
np. poprzez preferencyjne wigzanie sie z konkretnym podzbiorem transkryptéw. W ten
sposdb rybosom zyskuje dodatkowg role, stajac sie aktywnym elementem w zarzadzaniu
przeptywem informacji genetycznej, co dodaje nowy poziom w regulacji ekspresji genéw.
Dowodow potwierdzajgcych istnienie wyspecjalizowanych rybosomoéw przybywa, jednak
hipoteza ta wcigz pozostaje zagadnieniem kontrowersyjnym, gtéwnie przez trudnosci w
udowodnieniu ich odmienne] funkcjonalnosci. Jest ona badana i weryfikowana zaréwno w

komoérkach eukariotycznych, jak i prokariotycznych.

W pierwszej kolejnosci dokonano charakterystyki fenotypowej badanych szczepow:
WT i 3KO B. subtilis. Oba szczepy wykazywaty podobny wzrost zaréwno w pozywkach
bogatych w sktadniki odzywcze (LB, CH), jak réwniez w ubogich (BMM), na co wskazujg ich
krzywe wzrostu. Nie réznity sie one rowniez wrazliwoscig na wybrane zwigzki chemiczne,

w tym lizozym, antybiotyki (ampicylina, kwas fusydowy, spektynomycyna, tiostrepton),



detergenty (SDS, Tween-20) i sole (Na;S04, MnSQO4, ZnCl,). Ponadto stwierdzono brak réznic
w tworzeniu biofilmu, przy czym oba szczepy tworzyty silnie rozbudowane i trwate biofilmy.
Dla dodatkowe]j weryfikacji poprawnosci wynikdw uzyto dodatkowego szczepu B. subtilis
BGSC, ktdéry wytwarzat o wiele stabsze i nietrwate struktury. Zaobserwowano za to réznice
w mobilnosci szczepdw, przy czym 3KO wykazywat znaczgco mniejszg mobilnosé w pozywce

potptynnej o zawartosci agaru < 0,33%.

Nastepnie zbadano przebieg procesu sporulacji szczepdw B. subtilis 3KO i WT poprzez
sekwencjonowanie RNA (RNA-seq) i profilowanie rybosomoéw (RIBO-seq) oraz obserwacije
mikroskopowe. Proces monitorowano przez siedem godzin od indukcji sporulacji,
pobierajgc prébki co godzine. Rdznica w wydajnosci translacji zostata wykryta tylko w
siédmej godzinie procesu dla 65 gendw, w tym dla 38 gendw poziom translacji byt wyzszy
w szczepie WT, za$ dla 27 genéw byt on wyiszy w szczepie 3KO. Sposréd 65
zidentyfikowanych genéw najwiekszg grupe o znanej funkcji stanowity geny zwigzane z
tworzeniem ptaszcza, zewnetrznej powtoki ochraniajgcej spore (15 gendw), z czego
wiekszos¢ dotyczyta najbardziej zewnetrznej warstwy, zwianej skorupg (11 gendéw) i niemal
wszystkie (13 gendw) wykazywaty wydajniejszg translacje w szczepie WT. Drugg
najliczniejszg grupa gendéw, byty ogdlne biatka stresu (6 gendw) i wszystkie wykazywaty
wydajniejszg translacje w szczepie 3KO. Genami o najwiekszej réznicy w wydajnosci
translacji (od 7,5 do 5,5) byty yurS (biatko sporulacyjne o nieznanej funkcji), ylgC
(domniemane biatko wigzace RNA), gyrA (podjednostka A gyrazy DNA), yloS
(pirofosfokinaza tiaminy) oraz mazF (toksyna, powodujgca programowg smieré komorki) i

wszystkie wykazywaty wydajniejszg translacje w szczepie WT.

Do obserwacji mikroskopowych uzyto barwnikédw SynaptoRed w celu wizualizacji
bton komérkowych; DAPI w celu wizualizacji chromosomu bakteryjnego oraz OPP-Alexa w
celu wizualizacji miejsc aktywnej translacji, a takze markera molekularnego GFP w fuzji z
biatkiem rybosomalnym RpsB w celu detekcji lokalizacji rybosoméw. W wyniku obserwacji
mikroskopowej wykryto subpopulacje komadrek szczepu 3KO w szdstej godzinie po indukcji

sporulacji, ktéra cechowata sie mniej wydajng translacja.

Wykryto istotng statystycznie réinice w wydajnosci germinacji spor. Srednia

wydajnos¢ germinacji spor szczepu WT wynosita 61,5% + 2,98, zas dla spor szczepu 3KO



byta niemal dwukrotnie mniejsza i wynosita 30,2% + 12,78. Rdznica to zostata réwniez

potwierdzona w krzywych wzrostu hodowli zapoczgtkowanych ze spor.

Z powodu zaobserwowania wyraznych réznic w germinacji spor, przeprowadzono
obserwacje mikroskopowe réwniez dla tego procesu. Obserwacji poddano dojrzate,
catonocne spory przed i po inkubacji w wysokiej temperaturze 90°C przez 40 minut, a takze
po 30, 60, 90, 120 i 180 minutach od indukcji germinacji. Analiza zdje¢ mikroskopowych
ujawnita, ze po poddaniu spor dziataniu wysokiej temperatury, gwattownie spadat odsetek
spor szczepu 3KO, ktéore wykazywaty fluorescencje GFP-RpsB. Pomiar intensywnosci
fluorescencji réwniez potwierdzit istotng statystycznie réznice pomiedzy sporami szczepow
3KO i WT dla wszystkich zbadanych punktéw czasowych, za wyjatkiem pierwszego z nich,
ktdry odpowiadat momentowi sprzed inkubacji w wysokiej temperaturze. Wskazuje to, ze
spory szczepu 3KO sg wrazliwe na dziatanie wysokiej temperatury, ktéra moze powodowadé
denaturacje biatek w ich rdzeniu, w tym biatek RpsB. Jednoczesnie procent spor
wykazujgcych niebieskg fluorescencje DAPI przed i w momencie indukcji germinacji réznit
sie pomiedzy szczepami i byt niemal o potowe nizszy dla szczepu WT, jednak w kolejnych
badanych punktach czasowych byt do siebie zblizony w obu szczepach i wykazywat
tendencje wzrostowg. Moze by¢ to spowodowane rdznicg w przepuszczalnosci spor, przy
czym spory 3KO bytyby bardziej przepuszczalne dla barwnika DAPI. Zréwnanie sie odsetek
spor szczepu 3KO i WT w wykazywaniu fluorescencji DAPI po 30 minutach od indukcji
germinacji moze mieé uzasadnienie w rozpoczeciu tego procesu, poniewaz germinujgce
spory posiadajg podobng przepuszczalno$é, jak te zabite przez wysoka temperature (Black
& Gerhardt, 1962; Mtimet i in., 2017; Trunet i in., 2019). Ttumaczy to réwniez tendencje

wzrostowg w odsetku spor wykazujgcych fluorescencje DAPI wraz z postepem germinacji.

W wyniku obserwacji mikroskopowych w intensywnosci fluorescencji OPP-Alexa,
ktdra reprezentuje aktywnie przeprowadzang translacje, wykryto, ze spory szczepu 3KO
wykazujg statystycznie istotnie nizszy poziom translacji w 30 minutach oraz w 2 godzinie od
indukcji germinacji. Ponadto generalnie widaé¢ tendencje wzrostowg w intensywnosci
fluorescencji OPP-Alexa wraz z postepem germinacji. Wykryto réwniez réznice w dtugosci
spor pomiedzy szczepami, ktéra po 60 minutach od indukcji germinacji staje sie istotna
statystycznie. Aspekt dfugosci spor powigzano z rdinica w poziomie translacji,

reprezentowang przez fluorescencje OPP-Alexa.



