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Celem projektu jest okreslenie jaka role pelnig sktadniki btony zewngtrznej Agrobacterium tumefaciens
W procesie tworzenia guzow (tumordéw) na todygach roslin uprawnych.

Gloéwnymi sktadnikami btony zewnetrznej (OM) otaczajacej komorki bakterii z gatunku Agrobacterium
tumefaciens sa: lipopolisacharyd, fosfolipidy i lipidy alternatywne (czyli te lipidy ktore bakterie syntetyzuja
zyjac w warunkach braku dostepnosci rozpuszczalnych zwiazkow zawierajacych fosfor) oraz biatka - zar6wno
peryferyjne jak i transbtonowe. Lipopolisacharyd tworzy warstwe zewnetrzna btony zajmujac co najmniej 75-
80% jej powierzchni. Pozostata czgs¢ wypelniona jest przez biatka, wsrdd ktorych dominujg biatka porynowe.
Na wolne lipidy (fosfolipidy) pozostaje skrajnie mato miejsca lub nie ma go wcale. Te zwigzki dominujg po
stronie wewnetrznej blony zewnetrznej konstytuujac ja. Agrobakterie, zyjac w podtozu (Srodowisku) bogatym
w skladniki odzywcze i zawierajacym rozpuszczalne zwiazki fosforu, syntetyzuja gtéwnie fosfolipidy. Sa
wérod nich: PE (~30%), PG (~12%), CL (~15%), PC (~24%) oraz MMPE (~15%) i DMPE (~4%). Stwierdza
si¢ czasem niewielkie ilosci PS i PI a takze lipidow zawierajacych ornityne lub lizyne. W warunkach stresu
fosforowego fosfolipidy ulegaja aktywnej degradacji, a na ich miejsce wprowadzana jest cala gama zwigzkow
lipofilnych pozbawionych fosforu. W takich warunkach dominuja lipidy ornitynowe, gliceroglikolipidy czy
lipidy betainowe. Rizobia, w tym rowniez Agrobacterium, a takze wiele patogenow wewnatrzkomorkowych
(np. Brucella czy Legionella) maja zdolno$¢ do syntezy i wiaczania do lipidu A (lipofilnej czesci LPSu)
dhugotancuchowych hydroksykwasow ttuszczowych typu (w-1) (VLCFA). Obecnos¢ VLCFA sprawia, ze OM
jest bardziej zwarta, a bakterie nig otoczone sa bardziej odporne na zmieniajace si¢ warunki otoczenia.
Agrobacterium tumefaciens jest groznym patogenem roslin dwuliSciennych. Kolonizujac genetycznie tkanke
ros$ling powoduje jej nadmierny rozrost i zmusza komorki tej tkanki (modyfikujac je genetycznie) do syntezy
i sekrecji opin. Stanowig one szczegdlnie dobre zrodto wegla i azotu dla tego patogena. Rozro$nicta tkanka
staje si¢ bezpieczng nisza ekologiczng dla agrobakterii. Wchodzac w interakcje z komorkami roslin bakterie
kontaktujag si¢ ze srodowiskiem panujacym w przestrzeniach migdzykomorkowych. Bezpieczny kontakt
z takim mikro§wiatem zapewnia im odpowiednia architektura $ciany komorkowej, a przede wszystkim
odpowiednia organizacja przestrzenna OM, ktora jest pierwsza i najbardziej zewnegtrznag linia obrony.
Dowiedziono, ze powazne niedobory fosfatydylocholiny uniemozliwiajg Agrobacterium tumefaciens
transformacj¢ komorek roslinnych. Réwnoczesnie, takie bakterie staja si¢ znacznie bardziej podatne na
stresory (detergenty czy podwyzszona temperatura). Z kolei brak mozliwos$ci syntezy lipidow ornitynowych
zwigksza inwazyjnos¢ A. tumefaciens. Konstruujac mutanty defektywne w syntezie PE, pragniemy sprawdzi¢
jak zachowaja si¢ te szczepy, ktore w wyniku dzialan kompensacyjnych (syntezy dodatkowych porcji PG)
majg zmodyfikowang architekture OM. Synteza zwiekszonych ilosci PG zmieni tadunek powierzchniowy OM,
co moze skutkowa¢ brakiem prawidlowego sfaldowania biatek membranowych. Spodziewamy si¢ takze, ze
obnizone zostang wtasciwosci patogenne mutantow A. tumefaciens defektywnych w syntezie i wigczaniu do
lipidu A dtugotancuchowych kwasoéw thuszczowych. Ostabiona w ten sposdb, a wigc bardziej przepuszczalna
struktura OM, moze sprawi€, ze mutanty beda stabiej (wolniej) rozwijaly si¢ wewnatrz tworzacej si¢
tumorowatej tkanki. Przypuszczamy, ze Agrobacterium zostanie najbardziej ostabione przez zmutowanie genu
msbB kodujacego specyficzng acylotransferaze. Brak tego enzymu uniemozliwi bakteriom przytaczanie do
lipidu A jakiegokolwiek acylowego podstawnika w zastgpstwie VLCFA. Analogiczne mutacje u rizobiow
powodowaty znaczne uposledzenie tworzacych si¢ uktadow symbiotycznych.

Przewidujemy, Ze ostabione w wyniku planowanych mutacji agrobakterie bedg inaczej zachowywaty si¢
w tkankach zakazonych roslin. Aby potwierdzi¢ nasze przypuszczenia zamierzamy $ledzi¢ rozwdj infekcji,
rozrost tumoru i rozprzestrzenianie si¢ bakterii w tkankach roslinnych uzywajac do tego celu r6znych technik
obrazowania: mikroskopie¢ konfokalng, mikroskopi¢ FTIR, obrazowanie ramanowskie i obrazowanie
z wykorzystaniem spektrometru mas (MSI MALDI-TOF). Technika MSI pozwoli takze na precyzyjng
lokalizacje wydzielanych przez tkanke guza wtornych metabolitow.



