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Ryzosfera, czyli strefa przykorzeniowa roslin (zewngetrzna warstwa komorek korzeni wraz z wydzielinami
korzeniowymi, gleba bezposrednio przylegajaca do korzeni i zamieszkujacymi ja (mikro)organizmami)
w przeciwienstwie do gleby pozbawionej wptywu korzeni roslin, jest srodowiskiem wysokiej aktywnos$ci
mikroorganizméw. W §rodowisku tym mikroorganizmy konkuruja o substancje odzywcze i nisze
ekologiczna, ksztattujac swoisty ,,rynek”, gdzie ,kupujagcymi” i ,sprzedajacymi” sa mikroorganizmy
(pozyteczne lub patogenne bakterie, grzyby, wirusy czy pierwotniaki) oraz ich gospodarze (rosliny). Ta
mikrobiologiczna ,,gietda” podlega zjawiskom ,hossy” i ,bessy”, zaleznym od sktadu i dostgpnosci
substancji odzywczych, metabolitéw wtérnych i czasteczek sygnalizacyjnych przedostajacych si¢ do danego
srodowiska. Efektami jej funkcjonowania sg m.in.: sktad gatunkowy mikroorganizméw kolonizujacych dane
srodowisko oraz modulowanie odpornos$ci gospodarza. Szereg bakterii produkuje metabolity wtdérne
o charakterze przeciwdrobnoustrojowym. Substancje te moga korzystnie wplywac¢ na rosling, ale przede
wszystkim pozwalaja bakteriom przezy¢é w S$rodowisku ryzosfery w warunkach wysokiego
wspotzawodnictwa. Bakterie z rodzaju Pseudomonas zasiedlajace zrdéznicowane $rodowiska (wodg, glebe
i organy roslin), posiadaja duza plastycznos$¢ adaptacyjna i zdolno$¢ do konkurowania w $rodowisku. Szereg
szczepow bakterii z tego rodzaju cechuje si¢ zdolnosciag do promowania wzrostu ros§lin oraz hamowania
rozwoju i rozprzestrzeniania si¢ fitopatogenow. Sa to tzw. bakterie promujace wzrost roslin (ang. plant
growth promoting (rhizo)bacteria, PGPR)

Szczep P482 nalezy do malo poznanego gatunku P. donghuensis, opisanego w 2014r. Szczep ten wydaje
sie by¢ szczegolnie interesujacy, ze wzgledu na to, ze produkuje czynnik przeciwdrobnoustrojowy nieopisane
wczesniej u innych szczepow bakterii z rodzaju Pseudomonas. Ponadto, wykazuje cechy szczepu zdolnego
do promocji wzrostu i ochrony ro$liny przed chorobotwodrczymi dla nich bakteriami i grzybami. Szczep P482
chroni tkanke roslin przed aktywnoscig bakterii chorobotworczych oraz kolonizuje korzenie roslin pomidora,
kukurydzy i ziemniaka. Nasze badania pozwolity okresli¢ podtoze genetyczne szczepu P482 istotne dla
produkcji czynnika o aktywnoS$ci przeciwdrobnoustrojowej. Geny odpowiedzialne za syntez¢ tego czynnika
w szczepie P482 znajdujg si¢ posrod 800 gendéw unikalnych dla tego szczepu. Co wigcej, wykazaty, ze
produkcja tego czynnika zalezna jest od dostepnosci substancji odzywczych oraz jonow zelaza. Mozna
przypuszczaé, ze w Srodowisku ryzosfery dochodzi do specyficznego wlaczania gendw odpowiedzialnych za
produkcje metabolitow o aktywnos$ci przeciwdrobnoustrojowej w szczepie P482, atakze genow
warunkujacych przezywalno$¢ i adaptacje tych bakterii do Srodowiska ryzosfery. Jednoczesnie wiaczanie
tych gendw moze zaleze¢ od rodzaju substancji wydzielanych przez korzenie ros$lin oraz czasteczek
sygnatowych i metabolitow wydzielanych przez mikroorganizmy bytujace w ryzosferze badanych roslin.
Dlatego celem proponowanych badan jest identyfikacja i analiza molekularnych mechanizméw istotnych dla
wzajemnego oddziatywania szczepu P482 z korzeniami ro$lin: jednolisciennej - kukurydzy i dwuliscienne;j -
pomidora.

W  proponowanych badaniach zastosujemy nowoczesne podejScie badawcze oparte o techniki
molekularne: i) technik¢ RNA-seq polegajaca na poznanie transkryptu gendéw ulegajacych globalnej i
specyficznej ekspresji (wlaczeniu) w szczepie P. donghuensis P482, w zalezno$ci od sktadu wydzielin
korzeniowych, ii) technik¢ IVET — in vivo expression technology - oparta na ,,wylapywaniu” i identyfikacji
genow szczepu P482 specyficznie wiaczanych w danym $rodowisku — ryzosferze badanych roslin, pod
wplywem zaré6wno wydzielin korzeni, jak imikroorganizméw obecnych w tym $rodowisku, oraz iii)
technike mikromacierzy pozwalajaca na analize genéw kukurydzy i pomidora, uruchomianych w odpowiedzi
na obecno$¢ szczepu P482 w ryzosferze tych ros§lin. W projekcie wykorzystane zostana takze analizy
ekologiczne majace na celu: a) okreslenie dynamiki populacji szczepu P482 oraz jego mutanta negatywnego
w genie gacA (gen gacA koduje biatko regulatorowe istotne dla syntezy metabolitow wtornych) w ryzosferze
badanych ro$lin oraz b) okreslenie wptywu szczepu P482 i mutanta gac4™ na promocj¢ wzrostu i witalnos¢
ro$lin. Badania przezywalnos$ci szczepu P482 i mutanta gacA” w ryzosferze oraz efektywno$¢ kolonizacji
roslin prowadzone beda z wykorzystaniem wariantu szczepu P482 wyznakowanego biatkiem zielonej
fluorescencji (GFP). Pozwoli to na obserwacje mikroskopowe skutecznosci kolonizacji. Zdolno$¢ szczepu
P482 i jego mutanta gacA™ do promocji wzrostu roslin kukurydzy i pomidora bedzie odzwierciedlona przez
zwigkszenie masy i dtugosci korzeni, liczby ich rozgaltezien oraz przyrost dtugosci todyg.

Proponowane badania maja charakter badan podstawowych i nie maja na celu osiagni¢cia wymiernych
korzysci ekonomicznych, jednak uzyskane wyniki moga mie¢ istotne znaczenie w pdzniejszych projektach o
charakterze aplikacyjnym. Poszerzenie wiedzy dotyczacej aktywno$ci przeciwdrobnoustrojowej szczepu
P482 w §rodowisku ryzosfery odmiennych gatunkéw roslin, daje mozliwo$¢ podjecia kolejnych badan nad
opracowaniem strategii kontroli bakteryjnych i grzybowych patogendw ro§lin. Bioragc pod uwage
konieczno$¢ poszukiwania nowych, przyjaznych §rodowisku metod zwalczania patogenow ro$lin niniejszy
projekt wpisuje si¢ w mys$l strategii Komisji Europejskiej, dotyczacej zmniejszenia uzycia $rodkow
chemicznych do ochrony roslin.



