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Bakterie zyjace w S$rodowiskach naturalnych rzadko wystepuja w formie planktonicznych,
,plywajacych”, komorek, jakie najczesciej hodowane sa w laboratoriach badawczych. Czg$ciej tworza
wielokomorkowe konsorcja przytwierdzone do réznych powierzchni, zarowno sztucznych (metal, szklo,
plastik, protezy dentystyczne, przewody dializatorow), jak i naturalnych (np. tkanki roslinne i zwierzgce),
budujac skomplikowane struktury zwane biofilmami. To, czy bakterie osiada na danej powierzchni i utworza
biofilm, zalezne jest od wielu czynnikéw $rodowiskowych, takich jak dostgpnos$¢ okreslonych substancji
odzywczych, temperatury otoczenia, obecnosci innych organizméw (np. roslin-gospodarzy, czy
konkurencyjnych szczepoéw bakterii, w tym patogendw) oraz czynnikdw zwiazanych z tlem genetycznym,
charakterem i budowa komorki danego gatunku czy szczepu bakterii. Mechanizm tworzenia biofilmu jest wiec
niezwykle ztozony i zréznicowany, czeSciowo opisany jedynie dla najlepiej zbadanych gatunkoéw bakterii.

Celem prezentowanego projektu jest zidentyfikowanie genéw i mechanizméw rzadzacych procesem
tworzenia biofilmu przez pozyteczny, wyizolowany ze strefy przykorzeniowej pomidora, szczep bakterii
Pseudomonas donghuensis P482, na roznego typu powierzchniach (plastik, szkto, tkanki roslin) w zalezno$ci
od zroéznicowanego wplywu otoczenia. Szczep ten jest niezwykle interesujacy pod wzgledem badawczym,
poniewaz skutecznie hamuje wzrost wielu bakteryjnych i grzybowych patogendéw roslin, a podloze tej
aktywnosci jest ciggle niepoznane — nie produkuje on substancji o charakterze antybiotycznym, typowych dla
innych gatunkow bakterii z rodzaju Pseudomonas. Z dotychczasowych badan wynika, ze moze on tworzy¢
biofilm na powierzchni szkta i plastiku oraz skutecznie kolonizowa¢ korzenie wielu uprawnych roslin, takich
jak ziemniak, pomidor, kukurydza, co moze ulatwia¢ ich ochrone przed patogenami. W ramach
proponowanych badan chcemy dowiedzie¢ sig, od czego zalezy zdolno$¢ tworzenia biofilmu na tak roznych
powierzchniach oraz w jaki sposob bedzie ona modulowana, jezeli zmienimy warunki, w jakich badany przez
nas szczep bedzie przebywaé. Dla zrealizowania celow badawczych zastosujemy szereg metod biologii
molekularnej, dzieki ktérym uzyskamy mutanty szczepu P482, z wytaczonymi okreslonymi genami, ktérych
produkty moga by¢ odpowiedzialne za tworzenie biofilmu. Mutanty te nastepnie beda analizowane pod katem
zdolnosci do tworzenia biofilmu z wykorzystaniem nowoczesnych metod mikroskopii konfokalno-
fluorescencyjnej, pozwalajacych na obserwacje bakterii wyznakowanych fluorescencyjnie (,,§wiecacych”) na
réznych podlozach. Zbadamy takze poziom ekspresji poszczegélnych gendéw, tzn. zmiane w ilosci
syntetyzowanego w komorce matrycowego RNA (co moze przektadac si¢ na ilos¢ syntetyzowanego biatka),
w odpowiedzi na zmienne warunki hodowli i/lub kontakt z rosling czy bakteriami patogennymi za pomoca
ilo$ciowej reakcji tancuchowej polimerazy z odwrotng transkryptaza (RT-gPCR).

Whyniki uzyskane w badaniach powinny poszerzy¢ naszag wiedze dotyczaca mechanizméw
zaangazowanych w proces formowania biofilmu przez interesujacy nas szczep P. donghuensis P482, ale takze
ogo6lnej regulacji tego procesu w bakteriach. Do§wiadczenia prowadzone w obecnosci gospodarzy ros§linnych
powinny rzuci¢ $wiatlo na proces kolonizacji tkanek roslin przez pozyteczne szczepy bakterii, a takze pozwoli¢
lepiej zrozumie¢ interakcje (kompetycj¢) z bakteriami patogennymi. Wyniki te mogg przyczyni¢ si¢ takze do
lepszego zrozumienia oddzialywan bakterie-roslina na poziomie komorkowym i molekularnym.



