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Antagonizm szczepu Pseudomonas P482 wzgledem bakteryjnych patogenéw roslin z rodzajow

Pectobacterium i Dickeya w warunkach in vitro i in planta
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Szczep Pseudomonas sp. P482 jest Gramujemng bakterig pozyskang z ryzosfery pomidora, zdolng do
hamowania wzrostu fitopatogenow z rodzajow Pectobacterium i Dickeya w testach in vitro. Pectobacterium i
Dickeya to bakterie pektynolityczne powodujace mokra zgnilizng wielu warzyw i ro§lin ozdobnych. Pomimo
powaznych strat ekonomicznych powodowanych przez te patogeny, metody ich kontroli sg ograniczone.

W ramach niniejszych badan wykorzystano techniki eksploracji danych genomowych w potaczeniu z
mutagenezg ukierunkowana do identyfikacji genéw Pseudomonas sp. P482 istotnych dla antagonizmu tego
szczepu wzgledem Pectobacterium spp. i Dickeya spp. Sekwencje genomowa szczepu P482 otrzymano w
ramach ustugi zewnetrznej i poddano automatycznej anotacji. Otrzymane dane genomowe zostaly poddane
analizie ze szczegdlnym uwzglednieniem przeszukiwania sekwencji pod katem wystepowania genow
potencjalnie zaangazowanych w synteze metabolitow wtornych. Wykorzystano dwie strategie eksploracji
danych: reczng, z wykorzystaniem narzedzia blastp, oraz zautomatyzowana, bazujaca na wykorzystaniu
programu antiSMASH 2.0. Na podstawie przeprowadzonych in silico analiz wybrano 5 genow, kazdy
reprezentujacy jeden z klastrow wytypowanych przez antiSMASH 2.0 w ramach przeszukiwania przy
parametrach podstawowych. Inaktywacja tych genéw na drodze mutagenezy ukierunkowanej wykazata, ze
geny te nie sg odpowiedzialne za badang aktywno$¢ przeciwbakteryjng szczepu P482. Przeszukiwanie
genomu Pseudomonas sp. P482 z wykorzystaniem antiSMASH 2.0 w oparciu o baz¢ domen Pfam
(przeszukiwanie ,rozszerzone”) ujawnilo w genomie szczepu P482 18 dodatkowych Kklastrow
klasyfikowanych jako ,,hipotetyczne”. Mutant transpozonowy szczepu P482, otrzymany w ramach rownolegle
prowadzonych badan i niezdolny do hamowania wzrostu Dickeya spp., okazat si¢ posiada¢ mutacje w obrebie
jednego z tych hipotetycznych klastrow. Eksploracja danych genomowych stanowi dobrg strategie do
poszukiwania klastrow genowych, warunkujacych produkcje metabolitdw wtornych przez bakterie. Niemnigj
jednak gdy w gre wchodza metabolity wczesniej niepisane, jak ma to miejsce w przypadku czynnika
warunkujgcego aktywno$¢ przeciwbakteryjng szczepu P482, eksploracja danych powinna zosta¢ uzupetniona
przez wykorzystanie innych metod.

Kolejnym z celow badan bylo okreslenie potencjatu szczepu Pseudomonas sp. P482 do ochrony
tkanki roslinnej przed objawami chorobowym, powodowanymi przez Dickeya i Pectobacterium spp. Testy
ochrony tkanki przed maceracjg przeprowadzono poprzez koinokulacj¢ tkanki bulw ziemniaka i lisci glowek
cykorii zawiesinami bakterii patogennych i szczepu P482. Test na tkance bulw ziemniaka wykazat, Zze chociaz
szczep P482 jest w stanie, w warunkach in vitro, hamowaé¢ wzrost zaréwno Pectobacterium jak i Dickeya
spp., tak zdolno$¢ tego szczepu do ochrony tkanki przed maceracja jest szczepowo zalezna: P482 jest
skuteczny wzgledem Pectobacterium spp., jednak nieskuteczny wzglgdem Dickeya spp. Niespodziewanie
jednak, szczep P482 okazat si¢ bardzo skuteczny wzglgdem Dickeya spp. na lisciach gtowek cykorii. W
rezultacie badan nad przyczyna obserwowanej tkankowej specyficzno$ci antagonizmu P482 wzgledem
Dickeya na cykorii wykazano, ze szczep P482, rosngcy w soku z gtéwek cykorii, zakwasza ten sok, podczas
gdy sok z bulw ziemniaka ulega alkalizacji. Kwas organiczny, produkowany przez szczep P482 w soku z
glowek cykorii zostat zidentyfikowany jako kwas glukonowy z wykorzystaniem techniki NMR. Wstegpne
badania z wykorzystaniem mutanta szczepu P482 niezdolnego do produkcji tego kwasu sugeruja, ze
produkcja kwasu glukonowego przez szczep P482 przyczynia si¢ do zdolnos$ci tego szczepu do ochrony lisci
glowek cykorii, jednak nie jest gtownym czynnikiem warunkujacym obserwowany efekt. Co ciekawe, mutant
transpozonowy szczepu P482, niezdolny do hamowania wzrostu Dickeya, nie posiada znaczaco obnizonej
aktywnos$ci wzgledem tego patogenu na lisciu gléwek cykorii. Pokazuje to, mechanizm antagonistycznego
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oddziatywania szczepu P482 wzgledem Dickeya spp. w warunkach in vitro nie warunkuje zdolno$ci tego
szczepu do ochrony tkanki roslinnej w zastosowanych warunkach in planta.

Dodatkowo w ramach prowadzonych badan wykazano, ze szczep P482 jest zdolny do kolonizacji
ryzosfery roslin ziemniaka, rosngcych w glebie z pola, chociaz nie w stopniu tak znacznym, jak szczep
referencyjny, pozyskany z tej niszy ekologicznej. Oznacza to, ze mozliwe jest wykorzystanie ro$liny
ziemniaka w charakterze rosliny-gospodarza w badaniach in planta nad oddziatlywaniem pomiedzy szczepem
P482 a bakteriami pektynolitycznymi.
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