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WSTEP:

Agrobacterium fabrum C58 to Gram-ujemne, tlenowe, mezofilne pateczki glebowe nalezace do rodziny Rhizobiaceae. Jest to fitopatogen
infekujgcy gtoéwnie rosliny dwuliscienne, odpowiedzialny za wywotywanie choroby zwane] guzowatoscig, powstajgcg w wyniku transformacji
genetycznej tkanek rosliny-gospodarza. Geny vir zlokalizowane na plazmidzie pTi sg odpowiedzialne za transformacje nowotworowg tkanek.
Ekspresja tych gendw podlega indukcji pod wptywem nastepujgcych czynnikow: niskie pH, obecnosc¢ cukrow prostych oraz zwigzkow fenolowych
(acetosyringonu). Kluczowe znaczenie w bezposredniej interakcji bakterii z rosling petnig lipidy btonowe Agrobacterium. Przeprowadzono badania
lipidomu mutanta A. fabrum C58, defektywnego w syntezie gtdwnego lipidu btonowego — fosfatydyloetanolaminy, w warunkach standardowych
oraz w warunkach stresu indukujgcego geny vir, na podtozu pozbawionym egzogennej choliny. Analiza lipidow komorkowych przeprowadzona
technikami TLC oraz wysokorozdzielczej] spektrometrii mas (MALDI-MS oraz MS-MS), pozwolita na wykrycie zmian o charakterze ilosciowym oraz
jakosciowym w analizowanych preparatach.

CZESC EKSPERYMENTALNA:
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Ryc. 1 Analiza lipidow z komérek A. fabrum C58ApssA hodowanych w warunkach standardowych — pH 6,7 (A, C) PG(34:2)747:%213 949 5554
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przedstawiajg rozdziat lipiddw metodg TLC z wizualizacjg poprzez spalanie (spryskanie ptytki 5% roztworem H,SO, gl ~ o
w etanolu, i ogrzewanie na ptycie grzejnej). Panele C i D przedstawiajg wizualizacje przy uzyciu ninhydryny — 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600 1700 1800 1900  miz

detekcja lipidow aminowych. Chromatogramy rozwijano solwentami: 1D - chloroform:metanol:woda (14:6:1, v/viv),

2D — chloroform:metanol: kwas octowy (13:5:2, VAVIV). Ryc. 2. Widma masowe MALDI-MS lipidéw wyizolowanych z komorek A. fabrum C58ApssA hodowanych w warunkach

standardowych (pH 6,7), Panel gérny przedstawia widmo jonéw dodatnich, panel dolny — widmo jonéw ujemnych.
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Ryc. 4 Wykresy Venna obrazujgce podobienstwa i réznice w puli lipidow wyizolowanych z komérek A. fabrum Ryc. 3._YVidm'a masowe MALDI-MS Iipid'c')v_v wyizolowanych z komorek A. fabrum C58ApssA hodowanych w warunkach
C58ApssA hodowanych w warunkach standardowych (pH 6,7) oraz w warunkach indukcji genéw vir (pH 5,5), na indukeji genow vir (pH 5,5, w obecnosci glukozy i acetosyringonu). Panel gorny przedstawia widmo jonéw dodatnich,
podstawie wynikow analiz technikg spektrometrii mas MALDI-MS). Panel A przedstawia analize poréwnawcza panel dolny — widmo jonow ujemnych.
lipidéw w trybie w jondw dodatnich, panel B — jony ujemne.
Badania prowadzono na szczepie A. fabrum C58ApssA, mutancie defektywnym w| |+ Hodowla mutanta A. fabrum C58ApssA, w warunkach imitujgcych proces
syntezie PE. Hodowle bakterii prowadzono na podtozu 79CA bez wyciggu zakazania powoduje gtownie zmiany ilosciowe w sktadzie lipidow btonowych.
drozdzowego: w warunkach normalnych (pH 6,7) oraz w warunkach imitujgcych proces| |+ W warunkach indukcji gendw vir komorki mutanta produkujg mniejsze ilosci |
zakazania (pH 5,5, dodatek 1% glukozy oraz w obecnosci induktora genow vir — mniejszg roznorodnosc puli PG.

acetosyringonu). Wyizolowane preparaty lipidow btonowych poddano analizie technikg | |+ Zwiekszeniu ulega pula lipidow bezfosforowych (OL) oraz lizofosfolipidow (L-PL).
2D TLC z detekcjg przez spalanie oraz w obecnosci ninhydryny (wykrywanie lipidow z| |+ Analiza podobienstwa puli lipidow na podstawie wykresow Venna dla

wolng grupg aminowag) (Ryc.1l). Analize lipidomiczng przeprowadzono technikg poszczegolnych warunkow hodowli, wykazata niewielkie roéznice jakosciowe
wysokorozdzielczej spektrometrii mas z zastosowaniem instrumentu SYNAPT G2-Si pomiedzy pulami lipidow — jedynie pojedyncze zwigzki byty unikalne dla warunkow
HDMS (Waters), pracujgcym w opcji MALDI-MS oraz MS-MS. Widma rejestrowano w eksperymentu (warunki normalne versus indukujgce geny vir).

zakresie 100- 2000 Da, w trybie jonow dodatnich i ujemnych (Ryc. 2 i 3). Jako matryce | |+ W warunkach braku egzogennej choliny nadal syntetyzowana jest niewielka pula
uzyto kwas 2,5-dihydroksybenozoesowy (DHB, 20 mg/ml, w 50% metanolu). Analize PC, co sugeruje istnienie trzeciej, alternatywnej drogi syntezy tej klasy lipidow.

poréwnawczg preparatow wykonano przy zastosowaniu oprogramowania InteractivVenn
(Ryc.4) [https://lwww.interactivenn.net/; doi: 10.1186/s12859-015-0611-3].
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