»Istotno$¢ wybranych elementéw pozacytoplazmatycznego systemu kontroli jakosci biatek
(DsbA, DegP, DegS i FkpA) dla wirulencji i przetrwania warunkow stresowych patogenu ziemniaka,
bakterii Dickeya solani”
mgr inz.Tomasz Przepidra

Bakterie fitopatogenne stanowig istotny czynnik ograniczajgcy wydajnos¢ produkcji
w sektorze rolniczym. Ziemniak (Solanum tuberosum), bedacy jedng z kluczowych roslin uprawnych,
jest narazony na infekcje bakteriami z grupy , Soft Rot Pectobacteriaceae” (SRP), do ktérej nalezg
gatunki z rodzajéw Pectobacterium i Dickeya. Nowo wyodrebniony gatunek, Dickeya solani, jest
istotng przyczyna strat w uprawach ziemniakéw w wielu europejskich krajach, a takze w Gruzji, Turcji
i 1zraelu. Objawami choroby spowodowanej przez przedstawicieli grupy SRP, w tym D. solani, jest
mokra zgnilizna bulwy, bedgca efektem degradacji Scian komérkowych i dezintegracji tkanki
roslinnej, a takze czarna ndzka, czyli postepujace od strony bulwy gnicie todygi. Kluczowymi
czynnikami wirulencji bakterii SRP sg enzymy degradujgce sciane komdérkowg (PCWDE). D. solani
dysponuje szerokim arsenatem enzymoéw pektynolitycznych, ktérych aktywnosé skierowana jest na
pektyny i kwas poligalakturonowy budujgce Sciany komérkowe gospodarza. Inne enzymy wytwarzane
przez bakterie z rodzaju Dickeya i Pectobacterium biorgce udziat w rozktadzie $cian komdrkowych to
celulazy i proteazy. Do wydajnej infekcji organizmu gospodarza wymagane sg takze ruchliwos¢
i chemotaksja oraz zdolno$¢ do pobierania jondw metali, gtéwnie zelaza.
W toku cyklu zyciowego bakterie D. solani narazone sg na szereg czynnikdw stresogennych,
obejmujgcych miedzy innymi podwyzszong temperature, obecnosc reaktywnych form tlenu, zmiany
pH srodowiska i stres osmotyczny. Na stres srodowiskowy narazone sg szczegélnie peryferyjne
obszary komérki bakteryjnej - peryplazma i btony komérkowe. W wyniku dziatania niekorzystnych
czynnikéw czesto dochodzi do zaburzen w strukturze biatek, co moze doprowadzi¢ do utraty
petnionych przez nie funkcji, a w dalszych etapach do akumulacji agregatéw biatkowych. Aby temu
przeciwdziata¢, wzmozonej aktywnosci ulegajg elementy systemu kontroli jakosci biatek (SKJB). Sg
wsrdd nich biatka wspomagajace zwijanie (biatka opiekuncze oraz katalizatory zwijania biatek) oraz
proteazy, degradujace biatka o niewtfasciwych strukturach. Peryplazmatyczne elementy SKIB zostaty
doktadnie scharakteryzowane u bakterii modelowe]j Escherichia coli. Natomiast wiedza na temat roli
wspomnianych biatek u bakterii fitopatogennych jest zdecydowanie mniejsza. W przypadku D. solani
brak byto doniesier na ten temat.

Celem niniejszej pracy byto okreslenie istotnosci wybranych elementdéw peryplazmatycznego
SKJB, obejmujacych oksydoreduktaze disiarczkowg DsbA, proteazy DegP i DegS oraz izomeraze
peptydylo-prolinowa FkpA, na zdolno$¢ do wzrostu bakterii D. solani w warunkach stresowych,
wytwarzanie wyznacznikdéw wirulencji i skuteczno$¢ wywotania objawdéw infekcji w roslinie.

W pierwszym etapie uzyskano zmutowane szczepy D. solani, w ktérych przeprowadzono
inaktywacje gendw kodujgcych wymienione powyzej biatka poprzez przerwanie ich ciggtosci kasetg
warunkujgcg opornos$¢ na antybiotyk. W przypadku wiekszosci badanych mutantéw nie
zaobserwowano znaczacych réznic we wrazliwosci na pojedyncze czynniki stresowe w stosunku do
bakterii niezmutowanych. Jedynie zastosowanie kombinacji streséw, np. solnego i termicznego miato
bardziej negatywny wptyw na bakterie pozbawione elementéw SKIB. Obserwowane réznice nie byty
jednak duze. Wynik ten moze swiadczy¢ o mozliwosci wzajemnego zastepowania sie poszczegdlnych
elementdow SKJB u D. solani. Nastepnie stosujgc réznorodne modele roslinne (cate bulwy ziemniaka
lub plastry, liscie cykorii, rodliny ziemniaka z kultur in vitro oraz ziemniaki uprawiane w doniczkach)
zbadano zdolnos$¢ zmutowanych szczepdw do infekowania oraz wywotywania efektow chorobowych.
Sposrdéd badanych mutantéw tylko D. solani dsbA:cm wykazywat znaczaco obnizong wirulencje.
Mutacja w genie degS obnizata zdolno$¢ do infekcji bardzo nieznacznie, a mutacje w genach degP



i fkpA nie miaty wptywu na infekcyjnosé D. solani. Z tego wzgledu w dalszych badaniach skupiono sie
na efektach braku DsbA u D. solani. Doktadnie zbadano zdolnosé¢ D. solani dsbA:cm do produkcji
funkcjonalnych czynnikéw wirulencji, analizujgc aktywnos¢ wydzielanych PCWDE, ruchliwosé
komorek i ilos¢ pozakomdrkowych sideroforéw. Okazato sig, ze szczep ten charakteryzowat sie
bardzo niskg aktywnoscig pektynaz i celulaz, silnie ograniczong ruchliwoscia i znikoma produkcja
sideroforéw.

Aby lepiej poznaé¢ mechanizmy, w ktérych uczestniczy biatko DsbA, przeprowadzono ilosciowe analizy
proteomiczne SWATH-MS przy uzyciu chromatografii cieczowej sprzezonej ze spektrometrig mas.
Okazato sie, ze mutacja dsbA doprowadzita do wywotania w komérce D. solani zmian o charakterze
plejotropowym, ktérych efektem byto nie tylko obnizenie poziomu wydzielanych czynnikéw
wirulencji zwigzanych z ruchliwoscig i degradacjg sciany komarki roslinnej, lecz takze indukcja
systemow odpowiedzi na stres. Zaobserwowane zmiany wskazywaty na zaburzenia homeostazy
peryplazmy i bton komérkowych u D. solani dsbA:cm, o czym moze Swiadczyé podwyzszony poziom
biatek stresowych zwigzanych z systemami stresowymi zaleznymi od czynnikdéw of, Cpx i Rcs, a takze
zmiany poziomu niektdrych enzyméw gtéwnych szlakdéw metabolicznych, ktérych zadaniem jest
dostarczanie energii, sity redukujgcej i prekursoréow do biosyntez w celu przywrdcenia réwnowagi

w tym obszarze komorki. Interesujgcg obserwacjg u mutanta dsbA byta podwyzszona zawartosé
grupy biatek zwigzanych z odpowiedzig na stres w obrebie cytoplazmy. Wskazuje to, ze efekty braku
DsbA nie ograniczajg sie obszaréw pozacytoplazmatycznych, lecz majg wptyw na funkcjonowanie
catej komorki bakteryjnej. Ponadto, analiza sktadu sekretomu mutantéw dsbA wykazata obecnosé
znacznej ilosci biatek komérkowych, co sugerowato zaburzenia integralnosci bton komaérkowych.
Przypuszczenie to zostato potwierdzone, komarki D. solani dsbA:cm charakteryzowaty sie wyzsza
wrazliwoscig na detergent dodecylosiarczan sodu.

Podsumowujac, wyniki uzyskane w niniejszej pracy wskazuja, iz brak jednego z testowanych
elementow peryplazmatycznego SKJB nie wptywa znaczgco na zdolnos$é do wzrostu i przetrwania
warunkéw stresowych u bakterii D. solani. Sposréd badanych czynnikéw zwijania biatek, funkcje
petnione przez oksydaze DsbA okazaty sie niezbedne do wydajnej infekcji i wywotania objawdéw
chorobowych u roslinnego gospodarza przez D. solani.



