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1. Streszczenie

Rosliny bobowate (Fabaceae) sg organizmami odgrywajacymi istotng role w zyciu
czlowieka. Stanowig one bogate zZrodto biatka, stuzg jako nawozy naturalne oraz
polepszaja zyznos¢ gleb. W warunkach niedoboru azotu rosliny bobowate sa zdolne do
nawigzywania symbiozy z bakteriami glebowymi, ktore w procesie tzw. biologicznego
wigzania azotu (ang. Biological Nitrogen Fixation, BNF), przeksztalcaja wolny azot
atmosferyczny w formy amonowe dostepne dla roslin. Do najwazniejszej grupy
mikroorganizmow zdolnej do przeprowadzania BNF nalezg bakterie z rodziny
Rhizobiaceae, zwanymi powszechnie ryzobiami.

Na symbioz¢ pomiedzy roslinami bobowatymi a ryzobiami wptywa wiele czynnikow
srodowiskowych, takich jak: temperatura, pH, =zasolenie gleby, potencjat
oksydoredukcyjny oraz jony metali cigzkich. Wsrdd tych czynnikéw najgrozniejszym
w kontek$cie zanieczyszczenia $rodowiska oraz zdrowia czlowieka sa metale ciezkie,
ktorych obecnos¢ w glebie spowodowana jest gldwnie stale postepujaca industrializacja
oraz urbanizacjg. Akumulacja metali cigzkich w roslinach uprawnych prowadzi do
zahamowania ich wzrostu oraz symbiozy z bakteriami wigzacymi azot. Na szczeg6lng
uwage zastuguje tutaj cynk, ktory w stezeniach fizjologicznych peini rolg mikroelementu
i jest niezbedny do prawidtowego rozwoju oraz funkcjonowania, zarowno ro$lin, jak
I ryzobiow. Natomiast jego stgzenie przekraczajace zapotrzebowanie organizmOw na ten
pierwiastek prowadzi do zaburzen w procesach metabolicznych zachodzacych
w komérkach. W konsekwencji moze dochodzi¢ do ich $mierci. Aby przetrwad
niekorzystne warunki oraz zachowa¢ zdolno$¢ do nawigzywania interakcji
symbiotycznych z roSlinami, ryzobia wyksztalcilty szereg mechanizméw obronnych,
z ktorych do najwazniejszych nalezy zdolno$¢ produkcji oraz sekrecji do otoczenia
znacznej ilosci polisacharydu (EPS). Polimer ten stanowi naturalng barier¢ chronigcg
bakterie wolnozyjace przed niekorzystnymi warunkami panujacymi w glebie, a takze jest
niezbednym czynnikiem umozliwiajgcym nawigzanie symbiozy z gospodarzem ro$linnym.
Co wigcej, whasciwosci EPS daja mozliwos¢ na wykorzystanie ryzobiow w réznych
technikach remediacyjnych, takich jak bioremediacja, czy tez jako organizmy
wspomagajace wzrost roslin (ang. plant growth promoting rhizobacteria, PGPR).

Dotychczas nie przeprowadzono kompleksowych badan dotyczacych wptywu jonow
cynku na wilasnoséci fenotypowe oraz symbiotyczne ryzobiow, a takze niewiele jest
informacji na temat roli, jaka moze petni¢c EPS w ochronie tych bakterii przed stresem
wywotanym obecno$cig metali cigzkich w glebie. Dlatego tez, przedmiotem badan

opisanych w niniejszej rozprawie bylo ustalenie roli tego polimeru w adaptacji bakterii
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Rhizobium leguminosarum bv. trifolii do stresu $rodowiskowego wywotanego obecnoscia
jonow cynku oraz przeprowadzenie szczegdtowej charakterystyki wptywu jonéw Zn?* na
komorki ryzobiow i uktad symbiotyczny ryzobia-rosliny bobowate, a takze okreSlenie
wydajnos$ci biosorpcji tych jonéw przez czasteczki EPS.

Przeprowadzone do$wiadczenia pozwolily stwierdzi¢, ze obecno$¢ jonow Zn?*
negatywnie wplywa na wiele procesow fizjologicznych oraz wiasnosci fenotypowych
komorek ryzobidw, ale réwniez stymuluje ich mechanizmy ochronne. Wykazano, ze jony
cynku hamuja wzrost badanych mikroorganizméw oraz wplywaja negatywnie na ich
przezywalnos¢, jak rowniez powoduja obnizenie ruchliwosci i wydajnosci oddychania
komdrek ryzobiéw. Ustalono, ze sposrod testowanych bakterii, najbardziej odporne na
szkodliwe dziatanie cynku okazaly si¢ by¢ szczepy, ktore produkowaly zwickszong ilo$é
EPS [Rt24.2(pBAl) i Rt24.2(pBR1)] w poréwnaniu do szczepu dzikiego (Rt24.2).
Ponadto, zaobserwowano, ze obecno$¢ jonow Zn?* w $rodowisku wzrostu stymuluje
bakterie do zwigkszonej produkcji EPS i innych polisacharydéw powierzchniowych,
tworzenia wigkszej ilosci biofilmu, a takze dziala na wzrost aktywno$ci enzymow
komorkowych odpowiedzialnych za usuwanie wolnych rodnikéw. Stwierdzono takze, ze
wplyw czynnika stresowego na wlasciwosci fizykochemiczne komorek bakterii,
szczegblnie na ich ruchliwo$¢ elektroforetyczng, zalezy od ilo$ci syntetyzowanego EPS,
fazy wzrostu bakterii, liczby martwych komorek oraz stezenia jonow cynku i pH
srodowiska. Wyniki badan pokazaty réwniez, ze obecno$é jondw Zn?* istotnie obniza
efektywnos$¢ symbiozy szczepdw ryzobiowych z koniczyng lakowa, dziatajac negatywnie
zarowno na mikrosymbionta, jak i gospodarza roslinnego. Zauwazono, ze szczepy
nadprodukujace EPS charakteryzowaty si¢ duzo lepsza adhezja do korzeni koniczyny oraz
efektywnoscig symbiozy. Analizy majace na celu okreslenie wydajnosci biosorpcji jonow
cynku przez EPS wyizolowany ze szczepu Rt24.2 wykazaly, ze polimer ten posiada dobre
wlasciwosci sorpeyjne.

Podsumowujac, w niniejszej pracy wykazano, ze EPS peini kluczowa rolg
w adaptacji wolnozyjacych bakterii R. leguminosarum bv. trifolii do warunkow stresowych
wywolanych obecno$cig jonéw cynku, jak réwniez podczas ich symbiozy z koniczyna
tagkowa. Nadprodukcja EPS zapewnia ryzobiom skuteczniejszg adaptacje do warunkow
stresowych, a takze zwigksza mozliwo$¢ ich zastosowania w procesach remediacji.
Co wigcej, dobre wlasciwosci sorpcyjne EPS daja mozliwo$¢ zastosowania go

w biotechnologii, jako polimeru wydajnie wiazacego jony Zn?*.

Stowa kluczowe: symbioza ryzobia-rosliny bobowate, metale cigzkie, cynk,
egzopolisacharyd
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2. Abstract

Legumes (Fabaceae) are organisms that play an important role in human life. They
are a rich source of protein, serve as natural fertilizers and improve soil fertility. Under
nitrogen deficiency, legumes are capable of establishing symbiosis with soil bacteria,
which transform free atmospheric nitrogen into ammonium (forms available to plants) in
the process of so-called Biological Nitrogen Fixation (BNF). The most important group of
microorganisms capable of carrying out BNF are bacteria from the Rhizobiaceae family,
commonly called rhizobia.

The symbiosis between legumes and rhizobia is affected by many environmental
factors, such as temperature, pH, soil salinity, oxidoreductive potential and heavy metal
ions. The most dangerous among them, in the context of environmental pollution and
human health, are heavy metals. Their presence in soil is mainly caused by constantly
progressing industrialization and urbanization. The accumulation of heavy metals in crops
leads to inhibition of their growth and symbiosis with nitrogen-fixing bacteria. The
element that deserves special attention is zinc. On the one hand, in physiological
concentrations it plays the role of a micronutrient and it is necessary for the proper
development and functioning of both plants and rhizobia. On the other hand, its
concentration exceeding the organism's demand leads to disorders in cellular metabolic
processes, which may result in their death. To survive adverse conditions and preserve the
ability to establish symbiotic interactions with plants, rhizobia has developed a number of
defensive mechanisms. The most important among them is the ability to produce and
release a significant amount of polysaccharide (EPS) to the environment. This polymer is a
natural barrier that protects free-living bacteria against unfavorable soil conditions. It is
also an essential factor enabling symbiosis with the plant host. Moreover, the properties of
EPS create the opportunity to use rhizobia in various remediation techniques, such as
bioremediation, or as plant growth promoting rhizobacteria (PGPR).

Thus far, no comprehensive research has been conducted into the effects of zinc
ions on the phenotypic and symbiotic properties of rhizobia. Not much is known about the
contribution of EPS in protecting these bacteria from heavy metal stress. Therefore, the
purpose of the experiments described in this dissertation was to determine the role of this
polymer in the adaptation of the bacterium Rhizobium leguminosarum bv. trifolii to
environmental stress caused by the presence of zinc ions. A detailed characterization of the

effect of Zn?* ions on rhizobia cells and the rhizobia-legumes symbiosis was conducted.
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Additionally, the efficiency of biosorption of these ions by EPS molecules was determined.
The conducted experiments showed that the presence of Zn?* ions negatively affects many
physiological processes and phenotypic properties of rhizobia cells, but also stimulates
their protective mechanisms. Zinc ions have been shown to inhibit the growth of the
studied microorganisms and negatively affect their survival rate, as well as reduce the
mobility and efficiency of rhizobia cell respiration. Among the tested bacteria, the strains
that produced an increased amount of EPS [Rt24.2 (pBA1) and Rt24.2 (pBR1)] proved to
be the most resistant to the harmful effects of zinc compared to the wild strain (Rt24.2). In
addition, it has been observed that the presence of Zn?* ions in the growth environment
stimulates bacteria to increase the production of EPS and other surface polysaccharides,
form larger amounts of biofilm, and also increase activity of cellular enzymes responsible
for the removal of free radicals. The presence of this stress factor causes a variety of
changes in the physicochemical properties of the bacterial cell, especially in
electrophoretic mobility, dependingly on the amount of EPS synthesized, the phase of
bacterial growth, the number of dead cells as well as the concentration of zinc ions and the
pH of environment. Additionally, Zn?* ions reduce effectiveness of the symbiosis between
rhizobial strains and clover, negatively affecting both microsymbiont and plant host. It was
observed that strains overproducing EPS were characterized by much better adhesion to
clover roots and the efficiency of symbiosis. The EPS isolated from the Rt24.2 strain
showed good ability to sorb Zn?* ions.

Summarizing, EPS plays a key role in the adaptation of the free-living bacteria
R. leguminosarum bv. trifolii to stress conditions caused by the presence of zinc ions, as
well as during their symbiosis with clover. Overproduction of EPS by rhizobia increases
the effectiveness of their adaptation to stress conditions, and also applicability in the
remediation processes. Moreover, good sorption properties of EPS make it potentially

useful in biotechnology.

Key words: Rhizobium-legumes symbiosis, heavy metals, zinc, exopolysaccharide
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3. Wstep

3.1.Wprowadzenie

Problem zanieczyszczenia $rodowiska glebowego, ze wzgledu na zagrozenie jakie
stanowi dla zdrowia cztowieka, skupia coraz wigksza uwage naukowcéw na catym
swiecie. Nieustannie rozwijajacy si¢ przemyst oraz wzmozone zabiegi urbanizacyjne sg
glowng przyczyng uwalniania do $rodowiska naturalnego toksycznych odpadow
chemicznych, pestycydow oraz zwigzkow metali cigzkich. Spos$rod nich, najwiekszy
problem stanowia metale cigzkie, ktore sg istotnym czynnikiem ograniczajagcym
wykorzystanie gleb w produkcji rolniczej, a takze, poprzez ich akumulacj¢ w roslinach,
negatywnie wptywaja na zdrowie cztowieka.

Metale ciezkie znaczaco oddzialujg réwniez na bytujace w $srodowisku glebowym
mikroorganizmy, dzialajac negatywnie na ich wzrost, przezywalno$¢ oraz
bioroznorodno$é. Wsréd mikroorganizméw glebowych duza grupe stanowia bakterie z
rodziny Rhizobiaceae (np. rodzaje: Rhizobium, Mesorhizobium, Sinorhizobium i
Bradyrhizobium), zwane ogdlnie ryzobiami, ktorych charakterystyczng cechg jest zdolnos¢
nawigzywania symbiozy z roslinami bobowatymi (Fabaceae).

Ryzobia stanowig zr6znicowana grup¢ bakterii Gram-ujemnych, ktore wykorzystujac
enzymatyczny kompleks nitrogenezy, sa zdolne do redukcji azotu atmosferycznego do

form amonowych przyswajalnych dla ro$lin (Ryc. 1) [Downie, 2010].
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KOMPLEKS ENZYMATYCZNY NITROGENAZY

2ADP+2P;
Ferredoksyna Blalko Fe Blalko MoFe N, + SH*
zredukowana utlenlone zredukowane 2

DINITROGENAZA

Ferredoksyna Bialko-Fe Bialko-MoFe
utleniona zredukowane utlenione 2NH; + H,

2 Mg + 2 ATP

Ryc. 1 Schemat dzialania kompleksu enzymatycznego nitrogenazy [opracowanie wlasne na
podstawie publikacji Rees i Howard, 2000].

Proces ten, nazywany biologicznym wigzaniem azotu (Biological Nitrogen Fixation,
BNF), jest bardzo wydajny. Szacuje si¢, ze dostarcza on rocznie okoto 200 min ton azotu
do globalnego obiegu tego pierwiastka w przyrodzie [Zahran, 1999; Graham i Vance,
2000; Santi i in., 2013]. Azot uzyskany na tej drodze stanowi prawie potowe¢ zwigzkoéw
azotowych wprowadzanych do $rodowiska. Jest to zatem alternatywa dla powszechnie
uzywanych w rolnictwie mineralnych nawozow azotowych. Oddziatywania jakie zachodza
pomiedzy ryzobiami a ich gospodarzami ro$linnymi s3 wigec wazne, zardwno
z ekonomicznego, jak i1 ekologicznego punktu widzenia. Dzigki zdolnos$ci do wigzania
azotu ryzobia wspomagaja wzrost roslin bobowatych, ktore sa grupa roslin o duzym
znaczeniu uzytkowym (nalezg do nich np. groch, koniczyna, fasola, soja, soczewica, bob),
a takze przyczyniaja si¢ do wzbogacenia gleby w sktadniki odzywcze, co zwigksza jej

zyzno$¢ oraz poprawia warunki bytowania organizméw w niej zyjacych (Ryc. 2).

16



Azotatmosferyczny (N,) Rosliny bobowate

Wiazanie azotu
atmosferycznego
przez bakterie
wolnozyjace oraz

denitryfikacja nitryfikacja amonifikacja
D -

Ryc. 2 Obieg azotu w przyrodzie [schemat opracowany na podstawie publikacji Adamczyk
i Godlewski, 2010].

Szczatki organizmow

Na nawigzanie efektywnej symbiozy pomigdzy ryzobiami a odpowiednim
makrosymbiontem majg wplyw warunki panujace w glebie. Wolnozyjace mikroorganizmy
(przed znalezieniem partnera symbiotycznego) sa narazone na dziatanie ro6znych
czynnikow Dbiotycznych 1 abiotycznych, mogacych ogranicza¢ ich rozwdj oraz
przezywalno$¢ [Zaidi i in., 2012]. Dlatego tez, ryzobia w toku ewolucji wyksztalcily
szereg mechanizmow adaptacyjnych umozliwiajacych im przystosowanie si¢ do trudnych
warunkéw Srodowiskowych. Dotychczasowe dane literaturowe sugeruja, ze kluczowym
elementem bioragcym udzial w adaptacji ryzobiéw do stresu Srodowiskowego jest
egzopolisacharyd (EPS) — polimer produkowany przez te bakterie w duzej iloSci
I wydzielany na zewnatrz komorki. Heteropolimer ten tworzy warstwe, luzno zwiagzang z
powierzchnig komorki, ktora stanowi pierwszg lini¢ obrony przed szkodliwymi

czynnikami oraz substancjami hamujacymi wzrost bakterii [Mandal i in., 2007].
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3.2.Metale ci¢zkie w glebie

Zanieczyszczenie $rodowiska glebowego powodowane jest m.in. nadmiarem,
nieumicjetnym stosowaniem lub/i Zle dobranym skladem nawozéw i $rodkéw ochrony
roslin ale takze obecnoscig réznych odpaddéw chemicznych, zawierajacych zwigzki metali
ciezkich. Zrédlem tych zwigzkéw sa przede wszystkim $cieki, wody kopalniane i nawozy
[Dragovi¢ i in., 2008; Fergusson i Kim, 1991; Adelekan i Abegunde, 2011, Cortez i in.,
2010], a takze naturalne procesy, takie jak erupcje wulkanéw czy wietrzenie mineratow
[Kimball i in., 2010].

Przyjmuje sie, Ze metalami ciezkimi s3 te o gestosci wyzszej niz 4,5 - 5 g cm™
[Holleman i Wiberg, 1985]. Ich toksycznos¢ jest zréznicowana i zalezy w gtownej mierze
od rodzaju metalu, formy wystepowania oraz stezenia w jakim wystepuja w Srodowisku.
W pracy Ociepa-Kubickiej i Ociepa [2012] zaproponowano podzial metali ciezkich na te
0 potencjalnie bardzo wysokim (np. Cd, Hg, Pb, Zn), wysokim (np. Mo, Mn, Fe, Se),
srednim (np. Ni, Co, V, W) oraz niskim (np. Sr, Zr, Nb, Ta) zagrozeniu dla §rodowiska.

Na szczeg6lng uwage zashuguje fakt, ze wiele sposrdd jonéw metali ciezkich petni
jednocze$nie wazne funkcje w komorkach wszystkich organizméw zywych (Tab. 1).

Do pierwiastkdéw takich zaliczamy, mi¢dzy innymi: miedz, cynk, mangan czy zelazo,
ktore w niskich stezeniach pelnig funkcj¢ mikroelementéw. Wchodza one w sktad wielu
enzymoOw, biorg udziat w stabilizacji struktury biatek i1 $ciany komorkowej, sa kofaktorami
reakcji chemicznych, a takze uczestnicza w utrzymywaniu roéwnowagi oSMOtycznej
w komérce oraz zachodzacych w niej reakcjach oksydoredukcyjnych [Kosolapov i in.,
2004]. Z drugiej strony, nawet te pierwiastki, jezeli znajdg si¢ w organizmie w stezeniach
przekraczajacych biologiczne zapotrzebowanie komorek, moga wywotywaé zmiany
niepozadane. Przyktadem moze by¢ cynk, ktory u mikroorganizmow zaangazowany jest
W podziatly komorkowe, syntez¢ biatek oraz metabolizm lipidow, cukrow 1 kwasow
nukleinowych [Collins, 1981], natomiast w wyzszych stezeniach ogranicza ich wzrost
[Wani 1 Khan, 2011]. Wigkszo$¢ metali cigzkich nie odgrywa jednak zadnej roli
w prawidlowym funkcjonowaniu organizméw (np. kadm, otéw) a ich akumulacja
w komoérkach powoduje np. zmiany specyficznosci enzymow, prowadzi do uszkodzen

DNA oraz $mierci komorki [Bruins i in., 1999].
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Tab. 1 Znaczenie biologiczne wybranych mikroelementéw oraz skutki ich niedoboru u réznych
organizméw zywych [opracowanie wlasne na podstawie prac: Farago, 1994; Zoroddu i in.,

2019].

Mikroelement Znaczenie biologiczne Skutki niedoboru

Bor U roslin: U roslin:
sktadnik $ciany komorkowej roslin e uposledzenie wzrostu
udziat w  metabolizmie kwasow e zaprzestanie wytwarzania nasion
nukleinowych, biosyntezie ligniny oraz U ludzi i zwierzat:
w regulacji gospodarki e ostabienie zdolno$ci uczenia sie
weglowodanowe; ¢ demineralizacja kosci
U ludzi i zwierzat:
regulacja metabolizmu, wzrostu
i rozwoju tkanki kostnej

Chrom U ludzi i zwierzat: U ludzi i zwierzat:
udziat w regulacji metabolizmu e zaburzenia gospodarki lipidow i
glukozy biatek
wzmaganie dziatania insuliny ¢ hipercholesterolemia
obnizenie poziomu cholesterolu e mozliwy rozwdj cukrzycy

Cynk U roélin: U roélin:
regulacja réwnowagi kwasowo- e zahamowanie wzrostu i rozwoju
zasadowej e chloroza i skartowacenie lisci
udzial w metabolizmie azotowym e przedwczesne opadanie lisci
uczestnictwo w syntezie hormonow i kwiatow, skrocenie miedzywezli
ro$linnych (auksyny) U ludzi i zwierzat:
U ludzi i zwierzat: e zaburzenia  biosyntezy  biatek
uczestnictwo w biosyntezie biatek, i kwasow nukleinowych
weglowodanéw i lipidow o niedokrwistos¢
sktadnik wielu enzyméw (polimeraza
RNA, dysmutaza ponadtlenkowa typu
Cu/Zn, anhydraza weglanowa), udziat
w replikacji DNA oraz ekspresji genow

Kobalt U roslin: U roslin i bakterii:
jako  sktadnik ureazy — wudzial e zahamowanie rozwoju  bakterii
w reakcjach enzymatycznych roslin brodawkowych i procesu wigzania
bobowatych azotu przez ro$liny bobowate
U ludzi i zwierzat: U ludzi i zwierzat:
sktadnik witaminy B, (kobalaminy) e anemia i zaburzenia krzepnigcia
udzial w biosyntezie hemoglobiny krwi

e zaburzenia  biosyntezy  bialek
i kwaséw nukleinowych
Mangan U roélin: U roélin:

aktywator oraz skladnik enzymow
bioracych udzial w fotosyntezie oraz
w metabolizmie azotowym

U ludzi i zwierzat:

sktadnik dysmutazy ponadtlenkowej
typu MnSOD

aktywator wielu hydrolaz i karboksylaz
(np. arginazy)

zwigkszenie asymilacji miedzi
udziat w  metabolizmie
i weglowodanow

biatek

tamliwos¢ pedow oraz usychanie
lisci

chloroza

U ludzi i zwierzat:
zaburzenia
komorkowego

oddychania

e zahamowanie wzrostu
¢ spowolnienie metabolizmu glukozy
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Mikroelement

Znaczenie biologiczne

Skutki niedoboru

Miedz U roélin: U roélin:
sktadnik enzyméw fotosyntetycznych e chloroza
udzial w biosyntezie chlorofilu e utrata turgoru
U ludzi i zwierzat: U ludzi i zwierzat:
sktadnik i aktywator wielu enzymoéw e zaburzenia  biosyntezy  bialtek
(Cu/ZN SOD, oksydaza cytochromowa, strukturalnych
ceruloplazmina) e zaburzenia oddychania
udziat w syntezie kolagenu, adrenaliny, komdrkowego
melaniny e anemia
sktadnik hemocyjaniny
Molibden U roslin: U roslin:
udzial w biosyntezie witaminy C e Chloroza
U ludzi i zwierzat: U ludzi i zwierzat:
sktadnik niektorych enzyméw e zahamowanie wzrostu
flawinowych (oksydazy ksantynowej, e zaburzenia  metabolizmu  zasad
nitrogenezy, reduktazy azotanowej) azotowych
udziat w metabolizmie zasad
azotowych i detoksyfikacji
ksenobiotykow
Nikiel U roélin, ludzi i zwierzat: U roélin:
sktadnik ureazy, dysmutazy e ograniczony wzrost
ponadtlenkowej typu NiSOD, U ludzi i zwierzat:
glikozylazy e zaburzenia  metabolizmu  azotu
i zelaza
Wanad U ludzi i zwierzat: U ludzi i zwierzat:
uczestnictwo w metabolizmie e zahamowanie wzrostu
cholesterolu oraz weglowodandéw ¢ hipercholesterolemia
aktywator enzymow uczestniczacych e rozwdj cukrzycy i miazdzycy
w biosyntezie ATP
stymuluje produkcje glutationu
Zelazo U roélin: U roélin:
sktadnik enzymow fotosyntetycznych e chloroza lisci
oraz enzymow uczestniczacych e zaburzenia fotosyntezy
W wigzaniu azotu atmosferycznego U ludzi i zwierzat:
katalizator w biosyntezie chlorofilu e anemia i hipoksja
U ludzi i zwierzat: e ograniczenie wzrostu
sktadnik ~ enzymoéw  oddechowych e zaburzenia wchlaniania witamin
(cytochroméw, peroksydaz, katalazy) z grupy B

udziat w Dbiosyntezie hemoglobiny,
mioglobiny oraz biatek hemowych
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3.3.Charakterystyka cynku i jego rola w przyrodzie

Cynk jest jednym z najczg$ciej zanieczyszczajacych $rodowisko glebowe metali
ciezkich. Pod wzgledem chemicznym jest to pierwiastek nalezacy do metali przejsciowych
z grupy cynkowcow. Charakteryzuje go niebieskawoszara barwa, heksagonalna struktura
krystaliczna a takze wysoka temperatura topnienia oraz wrzenia (Tt = 419,53 °C,
Tw =907 °C) [Weast, 1984]. Wystepuje powszechnie w skorupie ziemskiej, a jego
zawarto$s¢ w skatach wynosi 10-120 ppm. Najczesciej spotykang formg tego pierwiastka
jest siarczek cynku (ZnS) oraz weglan cynku (Na2COz). Cynk tworzy mineraty krzemowe,
a w $srodowiskach hipergenicznych i glebowych tworzy jony kompleksowe. Najczesciej
wystepuje w postaci dwuwartosciowej (Zn?"), jednak ze wzgledu na amfoteryczny
charakter jego tlenkow i wodorotlenkow, spotykane sa rowniez formy anionowe:
[Zn[(OH)4]* oraz ZnO%*. Wszystkie zwiazki cynku posiadaja wysoka rozpuszczalno$é,
szczegblnie w §rodowiskach kwasnych, a uwalniane jony tworza polaczenia mineralne
oraz organiczno-mineralne o duzej mobilnoéci. Kation Zn?* w glebie moze byé czesciowo
sorbowany na powierzchni mineralow ilastych, krzemiandéw 1 innych czastek glebowych,
posiadajacych ujemny tadunek elektryczny, oraz przez materi¢ organiczng, szczegdlnie
kwasy huminowe. Dodatkowe unieruchomienie cynku jest skutkiem wyzszych zawartos$ci
siarczanow i fosforandw w roztworze glebowym. W okreslonych warunkach pH oraz
wilgotnosci jony cynku uwalniane sg do roztworu glebowego, a stad tatwo pobierane przez
rosliny [Kabata-Pendias, 2002; Ahmad i in., 2012]. Roztwoér glebowy zapewnia tez jonom
Zn?* bezposredni kontakt z komoérkami mikroorganizmow.

Wedlug norm podanych przez Instytut Uprawy, Nawozenia 1 Gleboznawstwa
z 2012 r., prawidlowa zawartoé¢ cynku w glebie wynosi 300 mg kg* [Siebielec i in.,
2012]. Stopien zanieczyszczenia gleby cynkiem jest rézny w zalezno$ci od regionu,
dlatego mozemy wyr6zni¢ 6 poziomoéw klasyfikacji gleb ze wzgledu na jego zawartos¢

(pomiar na glebokosci gleby 0 — 20 cm) [Siebielec i in., 2012]:

0 —od 50 do 100 mg kg™ — naturalny poziom zawartosci cynku w glebie

| —100 — 300 mg kg™ — podwyzszony poziom zawartosci cynku w glebie
I1 — 300 — 1000 mg kg™ — niskie zanieczyszczenie cynkiem

[11 — 1000 — 3000 mg kg™ — érednie zanieczyszczenie cynkiem

IV — 3000 — 8000 mg kg™ — wysokie zanieczyszczenie cynkiem

V — powyzej 8000 mg kg™ — bardzo wysokie zanieczyszczenie cynkiem
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Cynk jest potrzebny do prawidlowego funkcjonowania wszystkich grup organizmow
zywych, poczawszy od bakterii, poprzez grzyby, rosliny, zwierz¢ta az do cztowieka,
dlatego uznaje si¢ go za jeden z najwazniejszych mikroelementow. Jego funkcja
biologiczna zwigzana jest przede wszystkim z aktywnoscig katalityczng, gdyz wchodzi
w sktad centrow aktywnych ponad 200 enzymow uczestniczacych w réznego rodzaju
procesach komoérkowych, w tym wielu przemianach metabolicznych. Ponadto, pierwiastek
ten peini funkcje strukturalng w biatkach regulatorowych i oddziatywujacych z DNA,

bedac waznym elementem tworzgcym tzw. motyw ,,palca cynkowego” [Fuchs, 2003].

3.3.1. Znaczenie biologiczne cynku dla mikroorganizmow

Kazda komorka bakteryjna, aby prawidtowo funkcjonowaé oraz rozwijaé sig,
potrzebuje odpowiedniego stgzenia poszczegdlnych mikroelementéw, w tym takze cynku.
Tak jak w przypadku innych organizméw zywych, cynk jest przede wszystkim
sktadnikiem strukturalnym ogromnej ilosci bialek oraz centrow aktywnych wielu
enzymow [Porcheron i in., 2013].

Przyktadem enzyméw, w ktorych cynk peini funkcje strukturalng jest dysmutaza
ponadtlenkowa (ang. superoxide dysmutase, SOD), katalizujaca reakcj¢ dysmutacji
anionorodnika ponadtlenkowego, czy tez anhydraza weglanowa (dehydrataza weglanowa).
Pierwiastek ten stanowi tez gléwny skladnik domeny biatkowej, nazywanej motywem
,palca cynkowego”, ktoéra wystepuje przede wszystkim w biatkach regulatorowych oraz
czynnikach transkrypcyjnych. Struktura ,palca cynkowego” jest ztozona z kilku
wystepujacych po sobie reszt aminokwasowych, w tym histydyny, ktore tworzac okreslona
sekwencj¢, koordynuja dwuwartosciowe jony cynku. Dzigki temu domena biatkowa ma
okreslony ksztalt 1 orientacje przestrzenng. Motywy te stabilizujg rowniez strukture biatka
i odpowiadaja za jego trwatos¢, czgsto warunkujge tym samym jego funkcje biologiczng
w organizmie. Obecnos¢ tego motywu wykryto migdzy innymi w globalnym biatku
regulatorowych RosR u symbiotycznej bakterii Rhizobium leguminosarum [Rachwat i in.
2015]. Ponadto, cynk bierze udziat w wielu procesach fizjologicznych i metabolicznych
bakterii, takich jak biosynteza weglowodanow, biatek oraz DNA. Stwierdzono, ze
niedobor tego metalu wptywa réwniez na wirulencje patogendw bakteryjnych [Hantke,
2005; Zaharik i Finlay, 2004].

U bakterii Gram-ujemnych zidentyfikowano co najmniej kilka biatek

uczestniczacych w homeostazie cynku [Blencowe i Morby, 2003; Hantke, 2005].
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W warunkach znacznego niedoboru tego mikroelementu, zapotrzebowanie bakterii na ten
metal jest zapewniane poprzez dzialanie systemu biatek o wysokim powinowactwie do
jonébw Zn?* (ang. high-affinity zinc uptake system) (Ryc. 3). System ten zostat
scharakteryzowany mig¢dzy innymi u Escherichia coli oraz Brucella abortus [Patzer
I Hantke, 1998, 2000]. Sktadniki tego systemu sg kodowane przez geny znuABC i naleza
do rodziny transporterow typu ABC (ang. ATP-binding cassette). Produktami ekspresji
tych genow sg biatka: ZnuA — biatko peryplazmatyczne wigzace jony cynku, ZnuB —
integralne biatko blonowe, ktore transportuje jony przez blone cytoplazmatyczng oraz
biatko ZnuC o funkcji ATP-azy [Berducci i in., 2004; Chandra i in., 2007]. Dodatkowo,
W wychwytywaniu jondw cynku ze srodowiska bierze udziat biatko ZinT (wczes$niej znane
jako YodA) [Kershaw i in., 2007; Graham i in., 2009; Gabbianelli i in., 2011]. Biatko ZinT
pierwotnie zidentyfikowano jako biatko peryplazmatyczne indukowane kadmem [Ferianc
Iin., 1998], jednakze pdzniejsze badania wykazaly, ze biatko to wigze jony cynku
[Kershaw 1 in., 2007; Graham i in., 2009]. Interakcje ZinT z transporterem ZnuABC
wykazano m.in. u Salmonella enterica [Petrarca i in., 2010]. Chociaz ZinT nie jest
niezbedny podczas eksportu cynku ze §rodowiska, w ktoérym posredniczy system ZnuABC
u S. enterica, to wspotpraca miedzy ZinT oraz ZnuA zwigksza wydajnos¢ pobierania
cynku w przypadku powaznego niedoboru tego metalu i moze zwigksza¢ przezywalnosé
komorek bakterii w zmiennych warunkach $rodowiskowych [Petrarca i1 in., 2010].
U E. meliloti réwniez wykazano, ze niedobOr cynku indukuje ekspresj¢ genéw systemu
Znu [Mauchline i in., 2006]. Co ciekawe, stwierdzono ze u bakterii z rodzaju Salmonella
biatka ZnuABC s3g istotne dla ich wirulencji [Ammendola i in., 2007].

Ekspresja genow znuABC oraz zinT jest regulowana za posrednictwem biatka
regulatorowego Zur i jest indukowana przez niedobdr cynku. Biatko Zur jest regulatorem
transkrypcji w rodzinie Fur (regulator wychwytu zelaza, ang. ferric uptake regulator)
I dziata jako represor ekspresji genow znuABC i zinT. W warunkach nadmiaru cynku
kompleks Zur-Zn** wiaze si¢ z konserwatywna sekwencja bogata w AT, znana jako
Zur-box [Panina i in., 2003], ktora znajduje si¢ w regionie promotora genow
wychwytujacych cynk. Powoduje to zahamowanie ekspresji tych gendéw, co zapobiega
nagromadzeniu si¢ zbyt duzej iloéci cynku w komorkach [Patzer i Hantke, 2000; Outten
i O'Halloran, 2001]. Za usuwanie nadmiaru cynku z komorki odpowiada gtownie biatko
ZntA o aktywnosci ATP-azy typu Pig, pozytywnie regulowane przez biatko ZntR, a takze
niespecyficzne transportery, takie jak ZntB (rodzina CorA) oraz ZitB i YiiP (rodzina CDF)
[Wang i in., 2012].
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Ryc. 3 Homeostaza cynku u S. enterica [opracowanie wlasne na podstawie publikacji Bhubhanil i in.,
2014].

W homeostazie cynku u bakterii uczestniczag roéwniez biatka o niskim
powinowactwie, takie jak biatko ZupT [Grass 1 in.,, 2002]. Biatko ZupT jest
cytoplazmatycznym biatkiem btonowym i nalezy do rodziny ZIP — transporterow jonow
metali dwuwartosciowych (ang. ZRT/IRT-like protein; ZRT — ang. zinc-regulated
transporter; IRT — ang. iron-regulated transporter) [Guerinot, 2000]. Jednak ekspresja zupT
u E. coli nie jest regulowana obecno$cig metalu lecz ulega konstytutywnej ekspresji [Grass
i in., 2005].

Z drugiej strony, nadmiar tego pierwiastka jest toksyczny dla komorek bakterii.
Wykazano, ze nanoczastki ZnO hamuja wzrost E. coli (stezenie powyzej 3,4 mM) oraz
Staphylococcus aureus (powyzej 1 mM) [Reddy i in., 2007]. Przypuszcza sig, ze jony
cynku obecne w wysokim stgzeniu przylaczaja sie do grup sulthydrylowych biatek, co
w efekcie prowadzi do ich inaktywacji. Jednoczesnie metal ten wywoluje stres
oksydacyjny i generuje powstawanie wolnych rodnikow i reaktywnych form tlenu, ktore
prowadza do uszkodzen wielu sktadnikow komoérkowych i w konsekwencji do $mierci
komorek bakteryjnych [Zaidi i in., 2012]. Jony cynku wptywaja negatywnie rowniez na
pobieranie innych mikroelementow przez bakterie. Doswiadczenia przeprowadzone przez
McDevitt 1 in. [2011] wykazaty, ze nadmiar tego pierwiastka w Srodowisku hodowli
Streptococcus pneumoniae prowadzi do niedoboréw jondw manganu, poprzez

konkurencyjne wiazanie si¢ jonow Zn?* do biatka PsaA bedacego transporterem jonow
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Mn?*. Zbyt niskie steZenie manganu w komorkach tych bakterii powodowalo ich
wolniejszy wzrost oraz wigkszg wrazliwo$¢ na komodrki ukladu immunologicznego

gospodarza.

3.3.2. Znaczenie biologiczne cynku u roslin

Podobnie jak w przypadku mikroorganizméw, u ro$lin cynk jest istotnym
pierwiastkiem $ladowym, ktéry zaangazowany jest w wiele proceséw biologicznych
zachodzacych w tych organizmach. Cynk jest niezbednym skladnikiem wielu biatek
o funkcjach regulacyjnych i katalitycznych, tworzac strukture wspomnianego wczesniej
motywu ,,palca cynkowego”. Wchodzi on réwniez w sklad centrum aktywnego wielu
katalizatorow biatkowych, odpowiadajacych za synteze, regulacje i stabilizacje kwasow
nukleinowych u roslin (DNA i RNA). Jest waznym elementem takich enzymow, jak
oksydoreduktazy, transferazy czy hydrolazy. Ponadto, pierwiastek ten pelni wazng rolg w
syntezie we¢glowodandw 1 chlorofilu oraz we wzrodcie korzeni roslin. Najczesciej
wystepujacymi formami tego metalu w glebie sa zwiazki cynku w postaci tlenkow,
siarczkdw oraz siarczandw, a do wnetrza roéliny dostajg sie jony Zn?*. Biodostepno$é
cynku zalezy od wielu czynnikow $rodowiskowych, takich jak: catkowite stezenie tego
pierwiastka w glebie, zawarto$¢ substancji organicznych, rodzaj gleby i jej wartosci pH,
zasolenie, a takze zawarto$¢ innych metali. Sposrod wymienionych czynnikow najbardziej
istotnym dla biodostepnosci cynku jest wartos¢ pH gleby. Wyzsza wartos¢ pH wplywa
negatywnie na efektywno$¢ pobierania tego pierwiastka przez ro$liny. Jest to
spowodowane spadkiem zawartoSci wymiennego cynku w glebie wraz ze wzrostem jej
zasadowoscCi. Przy wartosci pH=6,0 dostepnos¢ tego pierwiastka jest bardzo niewielka,
a dalszy wzrost pH powoduje znaczne zwigkszenie powinowactwa cynku wzgledem
manganu i tlenkow zelaza [Ahmad i in., 2012].

Wysokie stezenia jondw cynku w glebie (powyzej 300 pg g™) sg silnie toksyczne dla
roslin [Yadav, 2010], chociaz efekt ich dziatania zalezy od czynnikéw wplywajacych na
biodostepnos¢, rodzaju ro$liny oraz jej stadium rozwojowego. Widocznymi objawami
nadmiaru Zn?* jest chloroza miodych lici oraz pojawienie sic na nich purpurowo-
czerwonego zabarwienia (z powodu niedoboru Fe, Mn oraz P). Cynk w nadmiarze jest
przez rosliny lepiej przyswajalny niz inne metale, ktdre w normalnych warunkach bylyby
przez nie pobierane. Innym objawem toksycznosci cynku u ro$lin jest wystepowanie

miejsc nekrotycznych obecnych pomiedzy Zzytkami w blaszce liSciowej dojrzatych lisci
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[Yadav 2010]. Nadmiar cynku w komorkach moze prowadzi¢ réwniez do powstawania
wolnych rodnikéw i reaktywnych form tlenu, i tym samym negatywnie wplywaé na
integralno$¢ blony komorkowej 1 jej funkcjonowanie. Toksycznos¢ cynku, podobnie jak
innych metali ci¢zkich, wplywa negatywnie na dziatanie systemOw fotosyntetycznych
u r6znych gatunkow roslin [Vassilev i in., 2011; Mirshekali i in., 2012; lalelou i in., 2013].
W badaniach przeprowadzonych na fasoli (Phaseolus sp.) [Vassilev i in., 2011], sorgo
(Sorghum bicolor L.) [Mirshekali i in., 2012] oraz dyni (Cucurbita pepo) [lalelou i in.,
2013] wykazano, ze wysokie stezenia Zn®" obnizaja zawarto$¢ barwnikow
fotosyntetycznych, takich jak chlorofile a i b, poprzez zaburzenie procesu adsorpcji
i translokacji zelaza i magnezu w chloroplastach. Podwyzszone stezenie Zn?* powoduje
spadek fluorescencji chlorofilu skutkujac represja aktywnosci fotosystemu II (PSII).
Dodatkowo, wysoki poziom zawartosci jonOw cynku wywotuje efekty genotoksyczne
W ro$linach. Oladele i inni [2013] wykazali, Ze stezenie cynku w komdrkach (100 mg L?)
powoduje zaburzenia podziatéw komoérkowych w stadium metafazy 1 przedwczesne
rozchodzenie si¢ chromosoméw do komorek potomnych, co skutkuje powstawaniem
komoérek z nieprawidlowg liczbg chromosomoéw. Ponadto, Truta i inni [2013]
zaobserwowali, ze poziom zaburzen wystepujacych podczas anafazy 1 telofazy
w komorkach siewek jeczmienia byl 2-3 razy wyzszy w roslinach traktowanych jonami
cynku o stezeniu 250-500 uM, niz w przypadku roslin kontrolnych. Z kolei zjawisko
niedoboru cynku u roslin wystepuje najczesciej na glebach zasadowych, piaszczystych
oraz bagnistych. Podwyzszona zawarto$¢ fosforu i miedzi oraz obnizona zawarto$¢ azotu
w glebie zmniejsza biodostgpnos¢ cynku, tym samym zwigkszajac jego niedobor
w organizmach ro$linnych. Problem z przyswajaniem cynku przez ros§liny moze réwniez
wystepowaé w glebach silnie zanieczyszczonych arsenem. Podobnie jak w przypadku
nadmiaru cynku, jego niedobor skutkuje wystgpieniem chlorozy na lisciach oraz ich
skarfowaceniem. U niektorych roslin moga wystgpi¢ roéwniez miejsca nekrotyczne

W obrebie lisci [Zhao i in., 2012].
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3.4.Charakterystyka ryzobiow

Ryzobia sg Gram-ujemnymi bakteriami glebowymi nalezacymi do a- oraz -
proteobakterii, ktore ze wzgledu na swoje zroznicowanie zostaty sklasyfikowane w okoto

100 gatunkow zebranych w 13 rodzajow (Tab. 2) [Velazquez i in., 2010; Weir, 2016].

Tab. 2 Taksonomiczny podzial bakterii z rodziny Rhizobiaceae oraz liczba gatunkow w obrebie
poszczegblnych rodzajéw [Velazquez i in., 2010; Weir, 2016].

Liczba gatunkéw

. . Przyklady gatunkow
Klasa Rodzay nalezgcych do z ganeg)(’) grodzaju
rodzaju
R. alamii,
R. etli,
Rhizobium 49 R. fabae,_
R. leguminosarum,
R. oryzae,
R. phaseoli
M. albiziae,
Mesorhizobium 31 M. cicer,
M. loti,
M. mediterraneum,
. Ensifer E. fredi_i,
a- proteobakterie (Sinorhizobium) 17 E. meo!lca_e,
E. meliloti
Bradyrhizobium 9 B. 9Ikan|_|,
B. japonicum,
Phyllobacterium 3 P. trifolii
Microvirga 3 M.lupini
Azorhizobium 2 A. caulinodans
Ochrobactrum 2 O. lupini
Methylobacterium 1 M. nodulans
Devosia 1 D. neptuniae
Shinella 1 S. kumerrowiae
) B. nodosa,
B- proteobakterie Burkholderia ! B. tuberum
Cupriavidus 1 C. taiwanesis

Pod wzglgdem morfologicznym ryzobia sg $redniej wielkosci pateczkami (0,5 — 0,9
um szerokosci i 1,2 — 3,0 um dhlugosci), ktore nie s3 zdolne do wytwarzania endospor
(Ryc. 4). Na podiozu agarowym tworza one mlecznobiate, Sluzowate, okragte kolonie. Sa
to chemoautotrofy i aeroby, dla ktérych optymalnymi warunkami wzrostu jest temperatura
w zakresie 25-32 °C oraz wartosci pH zawarte w przedziale od 6,0 do 8,0 [Somasegaran
i Hoben, 1994; Tambalo i in., 2010]. Ryzobia w stanie wolnozyjacym sg zdolne do ruchu

dzigki obecnosci rzesek. Moga one posiada¢ jedng rzeske ulokowang na biegunie komorki
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badz od 2 do 6 rzgsek utozonych perytrychalnie. Podczas symbiozy, na etapie zasiedlania

brodawek korzeniowych, ta zdolnos¢ jest tracona [Tambalo i in., 2010].

Ryc. 4 Morfologia bakterii R. leguminosarum bv. trifolii; A) zdjecie z mikroskopu transmisyjnego, B)
zdjecie kolonii na plytce z agarem [zdjecia wlasne].

Ze wzgledu na czeste niedobory skladnikéw odzywczych i1 mineralnych oraz
zmieniajace si¢ warunki bytowania, gleba stanowi bardzo wymagajace Srodowisko do
wzrostu bakterii. Jest ono zdominowane przez takie gatunki bakterii, jak te z rodziny
Rhizobiaceae, ktore posiadaja duze oraz zlozone genomy. Genomy ryzobidw sg
wieloczesciowe, sktadajace si¢ z kolistego chromosomu stanowigcego rdzen (ang. core
genome) oraz od jednego do kilku plazmidéw (ang. accessory genome), ktore moga
stanowi¢ 30% - 50% catego genomu [Lopez-Guerrero i in., 2012]. Plazmidy, czyli
pozachromosomalne czasteczki DNA zdolne do autonomicznej replikacji, charakteryzuja
si¢ duza heterogennoscia i zmiennos$cig. Ich obecnos¢ w komodrkach bakterii przyczynia si¢
do istotnego zwigkszenia metabolicznych zdolno$ci ryzobiéw, co umozliwia im lepsze
przystosowanie do roznych warunkow srodowiskowych [Wielbo i in., 2010; Mazur i in.,
2013]. Geny odpowiedzialne za nawigzywanie symbiozy ryzobidw z roslinami
bobowatymi sg zazwyczaj ulokowane na jednym plazmidzie, nazywanym plazmidem
symbiotycznym (pSym) (np. u bakterii z rodzaju Rhizobium) badz na chromosomie
w postaci tak zwanych wysp symbiotycznych (np. u bakterii z rodzaju Bradyrhizobium)
[Marczak i in., 2017; Long, 1996; Masson-Boivin i in., 2009]. Oprécz plazmidu pSym,
roOwniez inne czgsci genomu ryzobidow moga wplywaé na wydajnos¢ symbiozy, poprzez

kodowanie dodatkowych czynnikow, takich jak biatka i polisacharydy powierzchniowe,

28



ktoére wplywaja na kompetycje bakterii oraz wigzanie azotu [Downie, 2010; Gibson i in.,
2008].

Symbioza pomig¢dzy ryzobiami a roslinami bobowatymi jest specyficznym procesem,
ktory zalezy w gtoéwnej mierze od wymiany czgsteczek sygnalnych, tworzacych swoisty
»dialog molekularny”, pomiedzy kompetentnymi mikrosymbiontami a ich gospodarzem
roslinnym. W momencie niedoboru azotu, rosliny wydzielaja do otaczajacej je gleby
flawonoidy, ktore poprzez interakcje z ryzobiowymi biatkami regulatorowymi NodD,
indukujg ekspresje genow nodulacji (nod) [Cooper, 2004]. Enzymy bedace produktami
ekspresji tych genéw s3 niezbedne do syntezy specyficznych lipochitooligosacharydow,
nazywanych czynnikami Nod (ang. Nod factor, NF) [Janczarek i in., 2014; Jones i in.,
2007]. NF sa kluczowym sygnatem rozpoznawanym przez roslinne receptory NFR
(ang. Nod factor receptor, NFR) 0 duzym powinowactwie do czynnikow Nod. NFR sg
zlokalizowane w epidermie korzenia i po aktywacji czynnikami Nod wyzwalaja kaskade
sygnatow, ktora powoduje w roslinie szereg reakcji prowadzacych do utworzenia brodawki
[Stasiak i in., 2016]. Ryzobia wnikaja do korzenia makrosymbionta przez wioséniki
korzeniowe, w ktorych dochodzi do utworzenia specyficznych struktur, zwanych ni¢mi
infekcyjnymi. W powstatych brodawkach korzeniowych komorki ryzobiow réznicujg si¢ w
tak zwane bakteroidy — formy bakterii zdolne do wigzania azotu atmosferycznego, ktore
przeprowadzaja jego redukcje do amoniaku, bedacego Zrédlem azotu dla rosliny.
Gospodarz roslinny dostarcza mikrosymbiontowi sktadniki odzywcze, ktére sa Zrodlem
wegla oraz energii, a takze zapewnia nisz¢ odpowiednig do podzialéw i wzrostu [Janczarek
I in., 2014] (Ryc. 5).
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Ryc. 5 Schemat symbiozy pomi¢dzy ryzobiami a ro§linami bobowatymi [opracowano na podstawie
publikacji Stasiak i in., 2016; Singh i in., 2019].

3.5.Polisacharydy powierzchniowe produkowane przez ryzobia

Charakterystyczng cecha ryzobidw, oprocz nawigzywania efektywnej Symbiozy
Z roslinami bobowatymi, jest zdolno$¢ produkcji polisacharydow powierzchniowych.
Obecnos¢ tych polimerdw jest niezbgdna tym bakteriom na réznych etapach interakcji
symbiotycznych, wliczajac w to rozpoznanie gospodarza roslinnego, adhezj¢ do korzeni,
formowanie nici infekcyjnej czy zasiedlanie brodawek korzeniowych. Ponadto, wiele
polisacharydow pelni funkcje protekcyjna, chronigc bakterie przed niekorzystnymi
warunkami $rodowiskowymi, takimi jak susza, zasolenie czy obecno$¢ toksycznych
substancji w glebie. Ryzobia produkujg co najmniej siedem roznych polisacharydow
powierzchniowych, do ktérych zaliczane s3: egzopolisacharyd (ang. exopolysaccharide,
EPS), lipopolisacharyd (ang. lipopolysaccharide, LPS), polisacharyd kapsularny
(ang. capsular polysaccharide, CPS), cykliczne B-glukany (ang. cyclic glucans, CG),
glukomannan (ang. neutral polysaccharie, NPS), celuloza oraz polisacharyd zelujacy

(ang. gel-forming polysaccharide, GPS) [Janczarek i in., 2015] (Ryc. 6).
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Ryc. 6 Schemat przedstawiajacy lokalizacje polisacharydéw w komérce bakterii R. leguminosarum
[opracowano na podstawie publikacji Lepek i D’ Antuono, 2005; Laus i in., 2006].

3.5.1. Egzopolisacharyd

Ryzobiowe polisacharydy stabo zwigzane z powierzchnia komorki i wydzielane
w duzych ilosciach do $rodowiska, noszg nazwe egzopolisacharydow (EPS). Sa to
specyficzne dla danego rodzaju badz tez gatunku bakterii heteropolimery, ktorych
powtarzajace si¢ podjednostki ztozone sa z powszechnie wystepujacych monosacharydow,
takich jak D-glukoza, D-mannoza, D-galaktoza, L-ramnoza, kwas D-glukuronowy i kwas
D-galaktouronowy. Dodatkowo, gtowny rdzen podjednostki EPS jest modyfikowany
podstawnikami niecukrowymi, takimi jak reszty acetylowe, pirogronianowe, metylowe czy
bursztynylowe, ktore determinujag kwasowy charakter polimeru (Ryc. 7) [Downie 2010,
Janczarek 2011, Skorupska i in., 2006].
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Ryc. 7 Chemiczna struktura podjednostek EPS u réznych gatunkow ryzobiow. A) R. leguminosarum
bv. trifolii RBL5599, B) R. leguminosarum bv. viciae 248, C) EPS | E. meliloti Rm1021, D) EPS
Il E. meliloti Rm1021, E) R. tropici CIAT899, F) E. meliloti sp. NGR234, G) B. elkanii
USDAT76, H) B. japonicum USDA110; Skroty: Ac — acetyl, Gal- galaktoza, Glc — glukoza,
GlcA - kwas glukuronowy, Man — mannoza, Pyr - pirogronian, Rha — ramnoza, Suc -
bursztynian, [Janczarek, 2011; Marczak i in., 2017].

Wigkszos¢ EPS, ktorych struktura chemiczna zostata dotychczas scharakteryzowana,
sktada si¢ z o$miocukrowych podjednostek ztozonych z czterocukrowego szkieletu oraz
czterocukrowego tancucha bocznego (np. EPS R. leguminosarum, R. tropici, E. meliloti).
Najwigksze zroznicowanie tych polimerow dotyczy przede wszystkim sktadu cukrowego,

typu wigzan glikozydowych, stopnia polimeryzacji oraz rodzaju i rozmieszczenia reszt
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niecukrowych. Co jest niezwykle ciekawe, wykazano ze u R. leguminosarum wzorzec
modyfikacji niewe¢glowodanowych moze by¢ rézny w obrgbie tego samego gatunku
i zalezy od fazy wzrostu bakterii i sktadu podtoza hodowlanego [McNeil i in., 1986;
Philip-Hollingsworth i in., 1989; Canter-Cremers i in., 1991]. Co wiecej, czasteczki EPS
U ryzobiéw wystepuja w dwoch formach: nisko- (ang. low molecular weight, LMW) oraz
wysokoczasteczkowej (ang. high molecular weight, HMW). Frakcja HMW EPS zawiera
polimery o masie molekularnej pomigdzy 10° a 10’ Da, natomiast frakcja LMW EPS
ztozona jest z monomeroéw, dimeréw oraz trimerow powtarzajacych si¢ podjednostek i jest
forma egzopolisacharydu biologicznie aktywna, funkcjonujaca jako czasteczka sygnalna
podczas symbiozy, za co odpowiadaja m.in. reszty niecukrowe zlokalizowane w obrebie
tancucha bocznego jednostki EPS [Fraysse i in., 2003; lvashina i Ksenzenko, 2012;
Ivashhinai in., 2010].

Podczas symbiozy ryzobiéw z roslinami bobowatymi, EPS odgrywa istotng rolg
przede wszystkim w pierwszych etapach interakcji roslina — komodrka bakteryjna,
tj. adhezji, oraz wnikaniu do korzeni. Polisacharyd ten powoduje supresj¢ reakcji obronne;
gospodarza roslinnego umozliwiajac mikrosymbiontom infekcje wlo$nikéw korzeniowych,
chroni je przed wolnymi rodnikami tlenowymi oraz stanowi istotny skladnik nici
infekcyjnej [D’Haeze i Holsters, 2004; Janczarek i in., 2010; Russo i in., 2006; Fujishige
i in., 2006]. Wykazano rowniez, ze EPS oddzialuje z lektynami obecnymi na korzeniach
rosliny, co wptywa na wigzanie si¢ bakterii do ich powierzchni [Chen i in., 2006;
Rodriguez-Navarro i in., 2007]. Ponadto, czasteczki EPS sg szczegolnie istotne
w przypadku  symbiozy bakterii z roslinami  tworzacymi  brodawki typu
niezdeterminowanego, jako sktadnik niezbedny do tworzenia nici infekcyjnej, uwalniania
z niej bakterii oraz rozwoju bakteroidow [Skorupska i in., 2006; Ivashina i Ksenzenko,
2012].

EPS pelni takze istotng role u bakterii wolnozyjacych, gdyz tworzy najbardziej
zewngtrzng warstwe otaczajaca komorki. Stanowi on wigc pierwszg lini¢ obrony bakterii
przed niekorzystnymi warunkami S$rodowiskowymi. Jak opisano powyzej, EPS
produkowany przez ryzobia jest bardzo zréznicowany, zaréwno pod wzgledem sktadu, jak
i struktury chemicznej. Wykazano, ze szczepy bakteryjne o wysokim poziomie produkcji
EPS sg bardziej odporne na warunki kwasowe i zasolenie gleby niz szczepy wytwarzajace
mniej tego polisacharydu [Cunningham i Munns, 1984; Eaglesham i in., 1987; Xavier i in.,
1998; Xavier i in., 2007]. W przypadku stresu zwigzanego z wysokim zasoleniem, EPS

dziata protekcyjnie otaczajac komorki bakteryjne, zmniejszajgc tym samym kontakt
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powierzchni komorki ze $rodowiskiem oraz zwigkszajac ich odporno$¢ na negatywne
efekty osmotyczne [Elsheikh i Wood, 1990]. Zaobserwowano rdwniez, ze szczepy
B. elkanii BR 29 oraz SEMIA 587, ktore sg mikrosymbiontami soi, produkuja zwigkszong
ilos¢ EPS w warunkach wysokiej kwasowosci w stosunku do hodowli prowadzonej w pH
zblizonym do obojetnego [Barberi i in., 2004; Miguel i Moreira, 2001]. Taka sama
tendencj¢ zaobserwowano w przypadku szczepu Bradyrhizobium sp. USDA 3187,
w warunkach ograniczonego dostepu jonéw Ca®* oraz kwasnym pH [Macci6 i in., 2002].
Ograniczenie niektorych sktadnikow odzywczych, takich jak wapn czy fosfor, rowniez
moze prowadzi¢ do zwigkszonej produkcji EPS przez ryzobia. U bakterii Ensifer meliloti,
ktora produkuje dwa rodzaje EPS, stezenie fosforanu w pozywce reguluje wytwarzanie
jednego rodzaju EPS kosztem drugiego. W warunkach niskiego st¢zenia fosforandéw
przewaza produkcja EPS II, a kolonie tych bakterii maja wtedy bardziej $luzowata
morfologi¢, natomiast w warunkach optymalnych produkowany jest EPS | [Zhan i in.,
1991; Mendrygal i Gonzalez, 2000].

Ze wzgledu na anionowy charakter EPS, polimery te maja zdolno$¢ silnego
oddziatywania z kationami metali 1 odgrywaja wazng rol¢ w wychwytywaniu
I unieruchamianiu tych jonow w $rodowisku [De Philippis i Vincenzini, 1998]. Jednakze,
pomimo zwigkszonej produkcji EPS w odpowiedzi na metale ci¢zkie u innych gatunkow
bakterii, dotychczas przeprowadzono niewiele takich badan w kontekScie ryzobiow
[Santamaria i in., 2003]. Wykazano, ze EPS wytwarzany przez szczepy Bradyrhizobium
W obecnosci jonow Fed*, AP* i Th* tworzy galaretowaty osad ztozony z EPS zwigzanego
z tymi metalami [Corzo i in., 1994; Santamaria i in., 2003; Diaz -Marrero i in., 2004].
Wykazano takze, ze EPS Rhizobium etli rowniez jest zdolny do adsorpcji jonow metali
i szybko wigze jony Mn?* i Pb?* [Foster i in., 2000]. Kompleksowanie jonéw Cd?* przez
bakteri¢ E. meliloti réwniez moze by¢ wynikiem przylaczania tego jonu do jego
zewnatrzkomoérkowych polimerow. Ilos¢ kadmu wigzanego przez EPS zwigksza si¢ wraz
ze wzrostem stezenia tego metalu w otoczeniu komorek bakteryjnych, co sugeruje

potencjalne zastosowanie tego biopolimeru w bioremediacji [Slaveykova i in., 2010].
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3.5.2. Lipopolisacharyd

Lipopolisacharyd (LPS) jest ztozonym heteropolimerem, ktorego czagsteczki sa
zakotwiczone w zewngtrznej blonie otoczki bakteryjnej bakterii Gram-ujemnych. Polimer
ten, podobnie jak EPS, rowniez odgrywa istotng role w symbiozie, ale na pozniejszych
etapach (tj. roznicowanie bakterii w bakteroidy). Sktada si¢ on z trzech odrgbnych
regiondw, do ktorych zaliczany jest lipid A, polisacharydowa cz¢$¢ stanowigca rdzen LPS
oraz przylgczony do niego tancuch O-swoisty, obecny jedynie u bakterii wytwarzajacych
tzw. LPS ,gladki” (Ryc. 8). Czesci tej brak w przypadku LPS ,szorstkiego”, ktory
charakteryzuje si¢ nizsza masa czasteczkowg niz LPS ,gladki” [Becker i in., 2005;
Muszynski i in.,, 2011]. Lipid A stanowi lipofilowa czes¢ LPS, ktéra dzigki
oddziatywaniom hydrofobowym i elektrostatycznym kotwiczy makroczasteczke LPS
W btonie zewngtrznej bakterii [Raetz i in., 2007]. Domena ta wykazuje pomiedzy réoznymi
gatunkami ryzobidw znaczne roznice w sktadzie cukrowym szkieletu oraz we wzorze
acylacji [Que i in.,, 2000]. Obecnos¢ dlugotancuchowych kwasow thuszczowych
w lipidzie A zwicksza stabilno$¢ blony bakteryjnej i hydrofobowo$¢ powierzchni komorek
ryzobiow. Rdzen oligosacharydowy jest potaczony z lipidem A poprzez kwas 3-deoksy-D-
manno-okt-2-ulozonowy (Kdo), ktory moze by¢ traktowany jako marker obecnosci LPS.
W przeciwienstwie do lipidu A, rdzen oligosacharydowy nie ulega modyfikacjom podczas
infekcji gospodarza roslinnego [Fraysse i in., 2003]. Ostatnig cze$cia LPS jest lancuch
O-swoisty, ztozony z powtarzajacych si¢ oligosacharydowych jednostek, ktorych liczba
nieznacznie rézni si¢ pomiedzy poszczegdlnymi gatunkami ryzobiow (np. 5 u R. etli i 3-4

u R. leguminosarum bv. viciae) [Noel i in., 2000; Muszynski i in., 2011].
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Ryc. 8 Schemat struktury czgsteczki LPS R. etli CE3 oraz R. leguminosarum bv. viciae 3841
[Forsberg i Carlson, 2008; Muszynski i in., 2011].

Lipopolisacharydy stanowia efektywnie dziatajaca bariere, ktéra chroni bakterie
Gram-ujemne przed roéznymi czynnikami Srodowiskowymi, lekami oraz toksycznymi
substancjami posiadajacymi charakter hydrofobowy [Raetz i Whitfield, 2002]. Wykazano
rowniez, ze LPS posiadajacy tancuch O-swoisty jest niezwykle istotny w procesie
symbiozy, a szczepy bakteryjne posiadajace mutacje skutkujace brakiem tancucha
O-swoistego sa niezdolne do prawidlowego infekowania komorek gospodarza oraz
wigzania azotu [Lerouge i Vanderleyden, 2012; Forsberg i in., 2003; Fraysse i in., 2005].
Udowodniono takze, ze kompletny LPS stabilizuje btone zewngtrzng bakterii oraz
powoduje supresj¢ mechanizmoéw obronnych gospodarza roslinnego, dzigki czemu
mikrosymbionty mogg bezpiecznie przemieszcza¢ si¢ 1 proliferowaé wewnatrz nici
infekcyjnych [Fraysse 1 in., 2003]. Jest to szczegdlnie wazne w przypadku nici

infekcyjnych o waskim przekroju, ktére wystepuja u roslin tworzacych mate brodawki
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korzeniowe. LPS pelni réwniez wazng role podczas tworzenia symbiosomoéw oraz

adaptacji do endosymbiotycznych warunkéw wewnatrz brodawek [Fraysse i in., 2003].
3.5.3. Polisacharyd kapsularny

Polisacharyd kapsularny (CPS), zwany inaczej antygenem K, jest polimerem Scisle
zwigzanym z zewnetrzng btong bakteryjna, co odrdznia go od luzno zwigzanego z otoczka
EPS [Le Quere i in., 2006]. Ryzobiowe CPS sg antygenami swoistymi dla danego szczepu,
strukturalnie analogicznymi do grupy Il antygenow K E. coli, ktore sa liniowymi
polisacharydami o charakterze kwasowym, majacymi proste (zwykle disacharydowe)
powtarzajace si¢ podjednostki (Ryc. 9) [Kannenberg i in., 1998; Reuhs i in., 1993]. Wyniki
badan dotyczace réznych szczepow ryzobidow sugeruja, ze istnieje wspolny motyw
strukturalny obejmujacy wigkszo$¢ czasteczek CPS, taki jak Kdo, bedacy rowniez
komponentem LPS, lub Kdx, czyli analog Kdo posiadajacy obojetng heksozg badz kwas
uronowy [Reuhs i in., 1998; Forsberg i Reuhs, 1997]. Istniejg rowniez wyjatki od tego
motywu, takie jak CPS posiadajacy w swojej strukturze wigzania glikozydowe oraz
amidowe [Gil-Serrano i in., 1999]. Co ciekawe, badania dotyczace szczepow Rhizobium
fredii pokazaly, ze mozliwa jest korelacja pomiedzy strukturg CPS a swoisto$cig zakresu
gospodarza [Rodriguez- Carvajal i in., 2005].

HO
OH

Ryec. 9 Struktura disacharydowej podjednostki CPS Rhizobium sp. NGR234 [Le Quéré i in., 2006].

Polisacharyd kapsularny u wolnozyjacych ryzobidw zapewnia ochrong przed
niekorzystnymi czynnikami stresowymi, substancjami obronnymi wydzielanymi przez
rosliny, a takze zwigksza odporno$¢ na dziatanie bakteriofagéw. CPS jest zdolny takze do
wigzania jonéw metali cigzkich, co potwierdzajg badania nad Rhizobium alamii, gdzie
wykazano, ze obecnos¢ kadmu w srodowisku wzrostu aktywuje produkcje tego polimeru
[Schue i in., 2011]. Co wigcej, antygeny te moga dziala¢ jako czasteczki sygnalne na

wczesnych etapach symbiozy, takich jak rozpoznanie gospodarza roslinnego, infekcja oraz
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brodawkowanie [Fraysse i in., 2003]. Wykazano, ze w uktadzie symbiotycznym Medicago
sativa (lucerna) — Ensifer meliloti, CPS moze rekompensowa¢ brak EPS
(bursztynyloglikan 1 galaktoglukan), pozwalajac na efektywne wytwarzanie brodawek
przez makrosymbionta [Fraysse i in., 2003; Le Quere i in., 2006; Downie, 2010].

3.5.4. Cykliczne p-glukany

Cykliczne B-glukany (CG) sg kolistymi oligomerami cukrowymi wydzielanymi
przez komorki ryzobidw do przestrzeni peryplazmatycznej oraz w niewielkiej ilosci do
srodowiska zewngtrznego bakterii. Ryzobiowe CG sktadajg si¢ zazwyczaj z 17-40 reszt
glukozy potaczonych wigzaniami glikozydowymi B-(1,2) lub B-(1,3) i B-(1,6) (np. 17-22
u R. radiobacter i 17-28 u E. meliloti) podstawionymi dodatkowo anionowymi grupami
niecukrowymi (np. bursztynylowymi, acetylowymi czy fosfocholinowymi) (Ryc. 10)
[Schue iin., 2011; Lepek i D’ Antuono, 2005; Qu i in., 2018; Venkatachalam 1 in., 2014].
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Ryc. 10 Struktura cyklicznych B-(1,3)- B-(1,6)-glukanéw B. japonicum [Breedveld i Miller, 1994].
Poziom produkcji CG rdzni si¢ znaczaco pomi¢dzy szczepami ryzobiowymi i zalezy
w duzej mierze od fazy wzrostu bakterii oraz skladu podtoza hodowlanego. Obecnosé
cyklicznych B-glukandéw jest niezbedna, aby zaszta efektywna symbioza, co zbadano
u E. meliloti. Bakterie posiadajgce mutacje w genie nvdB, odpowiedzialnym za biosynteze

CG, wywotywaty przerwanie nici infekcyjnej 1 tworzenie przez makrosymbionta
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pseudobrodawek [Dylan i in., 1990; Kucho i in., 2010]. Cykliczne B-glukany moga
rowniez pehié rolg supresora mechanizméw obronnych gospodarza [Bhagwat i in., 1999;
Mithéfer 1 in., 1996; Mithofer i in., 2002]. U Mesorhizobium loti, Agrobacterium
tumefaciens oraz Brucella abortus zaobserwowano, ze brak tego oligosacharydu
w przestrzeni peryplazmatycznej powoduje mniejszg ruchliwo$¢ bakterii i wigksza
wrazliwos$¢ na detergenty [D’Antuono 1 in., 2005; Briones i in., 2001]. Ponadto, CG pelni
funkcje osmoprotekcyjng, jest zdolny do ochrony blony bakteryjnej przed niszczacym
dziataniem wapnia oraz zwigksza rozpuszczalno$¢ roslinnych flawonoidéw, co znacznie

poprawia efektywnos¢ symbiozy [Choma i Komaniecka, 2003; D'Antuono i in., 2005].
3.5.5. Glukomannan

Jednym z pierwszych etapow infekcji roslin bobowatych przez kompatybilne
mikrosymbionty jest adhezja komoérek bakteryjnych do wtosnikow korzeniowych. Jest to
proces ztozony, w ktorym zaangazowane sg zardwno czasteczki wydzielane przez rosling,
jak 1 skladniki znajdujace si¢ na powierzchni bakterii [Matthysse 1 Kijne, 1998; Downie,
2010]. W procesie tym wyroznia si¢ dwa glowne etapy. W pierwszym etapie
zaangazowane sg, w zalezno$ci od pH $rodowiska, ryzobiowe adhezyny (pH powyzej 7)
badz glukomannan oraz lektyny (pH ponizej 7) produkowane przez rosliny. W drugim
etapie komorki bakteryjne przyczepiaja si¢ do wlo$nikéw korzeniowych za posrednictwem
wlokien celulozowych, aczkolwiek nie udowodniono, aby etap ten byt niezbedny dla
efektywnej infekcji korzeni [Laus i in., 2005].

Glukomannan, znany roéwniez jako polisacharyd neutralny (NPS), jest
rozpuszczalnym w wodzie heteropolimerem, zawierajacym w swojej strukturze gtownie
glukoze oraz mannoze (95%) z niewielka iloscig galaktozy i ramnozy (5%) [Laus i in.,
2006]. Reszty cukrowe tego polimeru sg potaczone wigzaniami [-(1,4)-glikozydowymi
I posiadajg niewielkg ilo$¢ rozgalezien, gdzie wystepuja wigzania B-(1,6)-glikozydowe
[Katsuraya i in., 2003]. Jak wykazano dla R. leguminosarum, polisacharyd ten jest
niezbedny do prawidlowej adhezji tej bakterii do wtosnikow korzeniowych roslin Vicia
sativa oraz Pisum sativum, w ktorej biora udziat roslinne lektyny [Laus i in., 2006].
Ponadto, proces ten wymaga, aby wartos¢ pH Srodowiska interakcji byta nizsza niz 7.
Co jest szczego6lnie interesujace, u szczepéw R. leguminosarum defektywnych w syntezie
glukomannanu zaobserwowano, ze posiadaja one zdolno$¢ do przytwierdzania si¢ oraz
formowania normalnego biofilmu w warunkach in vitro, lecz niezdolne sg do tworzenia go

na wlosnikach korzeniowych. Sugeruje to, Zze biofilm powstajacy na korzeniach rozni si¢
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od tego formowanego w warunkach in vitro na powierzchniach abiotycznych [Williams
I in., 2008].
3.5.6. Celuloza

Celuloza jest polisacharydem zlozonym z kilkuset do kilku tysigcy reszt glukozy
potaczonych wigzaniami B-(1,4)-glikozydowymi (Ryc. 11) [Crawford, 1981].
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Ryc. 11 Chemiczna struktura celulozy (https://www.wikiwand.com/en/Bacterial_cellulose).

Wioékna celulozowe produkowane przez ryzobia s3 zaangazowane w drugi etap
adhezji bakterii do wlosnikoéw korzeniowych gospodarza roslinnego oraz w formowanie na
ich powierzchni biofilmu [Laus i in., 2005, 2006]. Pomimo tego, ze wtokna celulozowe nie
sa niezb¢dne do skutecznej infekcji roslin bobowatych przez ryzobia, to jednak bardzo
utatwiaja ten proces, poprzez stymulacj¢ agregacji bakterii po przytwierdzeniu si¢ ich do
wlo$nikow korzeniowych oraz podczas tworzenia si¢ biofilmu. Podobnie jak w przypadku
glukomannanu, wykazano, ze szczepy bakteryjne R. leguminosarum bv. viciae,
defektywne w syntezie celulozy, nie sg zdolne do tworzenia biofilmu na wlo$nikach
korzeniowych, chociaz majg zdolno$¢ do tworzenia tej struktury w warunkach in vitro

[Downie, 2010; Williams i in., 2008].
3.5.7. Polisacharyd zelujacy

Polisacharyd zelujacy (GPS) jest heteropolimerem ztozonym z powtarzajacych si¢
podjednostek zawierajacych galaktoze, mannoze i glukoze¢ w stosunku molowym 4:1:1
(Ryc. 12). Wykazano, ze w hodowlach R. leguminosarum produkowany on jest w pozne;j
fazie stacjonarnej, lecz nieznana jest jego funkcja w symbiozie [Laus i in., 2006].
Wykazano, ze szczepy tej bakterii posiadajagce mutacj¢ w genie gelA, uczestniczacym
W syntezie tego polimeru, prawidlowo przeprowadzaly proces adhezji do korzeni roslin
oraz tworzyly biofilm na wtosnikach korzeniowych, co wskazuje, ze GPS nie odgrywa

istotnej roli w tym etapie symbiozy [Williams i in., 2008].
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Ryc. 12 Struktura podjednostki GPS R. leguminosarum; Skroty: Gal-galaktoza,
Glc-glukoza; Man-mannoza [Laus i in., 2006].

3.6.Czynniki abiotycznego stresu Srodowiskowego i mechanizmy

adaptacyjne ryzobiow

Warunki $rodowiskowe, ktore panuja w glebie, czgsto prowadza do ograniczenia
wzrostu i prawidlowego funkcjonowania mikroorganizméw. Stres ten powodowany jest
zarowno przez czynniki biotyczne, jak i abiotyczne. Wérdd tych ostatnich mozna wyrdznié
czynniki klimatyczne, takie jak: wysoka i niska temperatura, susza, niedobor wody oraz
wlasciwosci gleby (np. warto$¢ pH, zasolenia czy stopien zanieczyszczen szkodliwymi
zwigzkami). Do stresogennych czynnikoéw Srodowiskowych, ktére w znacznym stopniu
oddziatuja na ryzobia, naleza przede wszystkim temperatura, zasolenie, susza, pH gleby
oraz zawarto$¢ w niej metali cigzkich. Wywoluja one u bakterii szereg zmian na poziomie
molekularnym i fizjologicznym. Dodatkowo efekt dziatania réznych stresor6w moze mie¢
charakter addytywny.

Wedtug dotychczasowych badan ryzobia sa najbardziej wrazliwe na niski poziom
opadow atmosferycznych, skrajnie wysokie badZz niskie temperatury, duzy stopien
zakwaszenia, niedobdr sktadnikow odzywczych oraz susze. W odpowiedzi na ekspozycje
na takie czynniki stresowe ryzobia wyksztalcily szereg mechanizméw adaptacyjnych,

pozwalajacych przetrwac im w niekorzystnych warunkach.
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3.6.1. Osmotycznosé¢

Woda jest jednym z najbardziej istotnych czynnikow s$rodowiskowych, ktory
wpltywa na wzrost oraz przezywalno$¢ mikroorganizmow, a takze ma znaczenie dla
prawidlowego rozwoju roslin [Potts, 1994; Kramer, 1995; Costa, 2011]. Jej zawarto$¢
w glebie posrednio ma wptyw na osmotyczno$¢ srodowiska. W przypadku bakterii zmiany
ci$nienia osmotycznego objawiaja si¢ mi¢dzy innymi zmienionym turgorem komorek,
deformacjg blon, a takze zmiang struktury bialek blonowych [Poolman i in., 2002].
Szczepy ryzobidw rdznig sie zdolnoScig tolerancji stresu osmotycznego. U ryzobidw
istniejg dwa gtoéwne mechanizmy odpowiedzialne za zainicjowanie przeplywu wody przez
btong bakteryjng w warunkach niskiej zawarto$ci wody. Pierwszym z nich jest prosta
dyfuzja wody przez blone, ktéra zazwyczaj wystarcza aby wyrownaé i zrownowazy¢
poziom jondéw rozpuszczonych w cytoplazmie w warunkach niskiej osmotycznosci.
Drugim z nich jest obecno$¢ specyficznych kanatéw wodnych, za posrednictwem ktorych
bakterie osiggaja znacznie szybszy przeptyw wody, anizeli w przypadku zwyktej dyfuzji
[Bramer i Kramer, 2001].

Ryzobia  posiadaja  dodatkowy  mechanizm  adaptacji do  warunkow
hypoosmotycznych, w ktorym istotng role petnig peryplazmatyczne B-glukany stanowigce
wazny skladnik otoczki bakteryjnej [Komaniecka i Choma, 2008]. Akumulacja czasteczek
B-glukanow jest odwrotnie proporcjonalna do sity osmotycznej srodowiska. W warunkach
niskiej osmolarno$ci ryzobia syntetyzuja znaczne ilosci tego oligosacharydu 1 kumulujg go
w peryplazmie. Glukany moga stanowi¢ od 5 do nawet 20 % catkowitej suchej masy
bakterii. Tlo§¢ produkowanego CG zalezy od gatunku bakterii, warunkow hodowli oraz
fazy wzrostu. Dodatkowo, makroczasteczki te pelnig istotng rolg w symbiotycznej

interakcji ryzobiow z ich gospodarzem ro$linnym [Komaniecka i Choma, 2008].
3.6.2. Temperatura

W suchych oraz bardzo suchych regionach tropikalnych temperatura gleby blisko
powierzchni bywa bardzo wysoka 1 moze wynosi¢ nawet 60 °C, kiedy temperatura
powietrza osigga 40 °C. Temperatura gleby jednak szybko spada wraz z glebokoscia,
osiggajac umiarkowany poziom (okoto 35 °C) na glgbokosci 15 cm. Temperatura odgrywa
istotng role w wymianie sygnatow molekularnych pomig¢dzy ryzobiami i ich gospodarzami
roslinnymi, wptywajac na efektywno$¢ procesu brodawkowania. Niska temperatura

hamuje swoisty ,,dialog molekularny” pomiedzy symbiotycznymi partnerami, wplywajac
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na biosyntez¢ 1 wydzielanie do strefy korzeniowej czasteczek sygnatowych oraz na poziom
zasiedlenia brodawek przez bakterie [Abd-Alla, 2014]. Z kolei wysoka temperatura
wptywa negatywnie na adhezj¢ bakterii do korzeni roslin, tworzenie nici infekcyjnych oraz
brodawek korzeniowych, a takze na synteze roslinnego biatka leghemoglobiny i aktywnos$¢
nitrogenezy [Hungria i Vargas, 2000]. Generalnie, optymalna temperatura wzrostu dla
ryzobiéw wynosi 25-30 °C. Wykazano, ze jej podwyzszenie do 40 °C powoduje znaczgce
obnizenie tempa wzrostu bakterii izolowanych z brodawek korzeniowych soi oraz jego
catkowite zahamowanie w przypadku temperatury wynoszacej 45 °C [Chen 1 in., 2002].
Stres termiczny mozna podzieli¢ na dwa rodzaje: szok cieplny oraz szok zimna.
Odpowiedz na szok cieplny u ryzobidéw jest podobna jak na zakwaszenie i1 skutkuje synteza
specyficznych biatek, zwanych biatkami szoku cieplnego (ang. heat shock proteins, HSP).
Biatka HSP przyczyniaja si¢ do zwigkszenia tolerancji na wysoka temperature, ale nie
powoduja zmian temperatury wewnatrz komorek [Yura i in., 2000]. HSP sa
odpowiedzialne za prawidlowe faldowanie i oligomeryzacje bialek, ich translokacje
wewnatrzkomorkowa oraz degradacje. Z kolei w przypadku szoku wywotanego niska
temperaturg (ang. cold shock), zamiast denaturacji 1 nieprawidlowego faldowania bialek,
nastgpuje utrata przepuszczalnosci blony, plynnosci cytoplazmy oraz zmiany
w drugorzedowej strukturze RNA i DNA [Phadtare i in., 2000]. Odpowiedz bakterii na ten
stres jest natychmiastowa i umozliwia przystosowanie si¢ bakterii do tych warunkéw wraz
ze spadkiem temperatury. W przypadku bardzo niskiej temperatury nastgpuje indukcja
ekspresji gendow i synteza bialek CSP (ang. cold shock proteins). Te niskoczasteczkowe
biatka sg zdolne do wigzania kwasow nukleinowych 1 stabilizowania struktur czgsteczek

mRNA, umozliwiajac ich translacje w warunkach stresu wywolanego niska temperatura.
3.6.3. Wartos¢ pH

Jednym z najwazniejszych czynnikow wpltywajacych na symbioze pomiedzy
ryzobiami a ro$linami bobowatymi jest warto§¢ pH gleby. Skrajne wartosci pH maja
istotny wpltyw na przezywalno$¢ oraz podzialty komoérkowe ryzobidw, jak rowniez na
wzrost roslin. Ustalono, ze optymalne pH dla wzrostu ryzobiéw zawiera si¢ w przedziale
pomiedzy 6,0 a 7,0 [Hungria i Vargas, 2000]. Jednakze poszczegolne szczepy tych bakterii
roéznig si¢ migdzy sobg pod wzgledem tolerancji na zakwaszenie $srodowiska. Wykazano,
ze niektore mutanty R. leguminosarum sg zdolne do wzrostu w pH rownym 4,5 [Chen i in.,

1993], bakteria E. meliloti namnaza si¢ przy pH 5,5 [Foster, 2000], a S. fredii wykazuje
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dobry wzrost w przedziale wartosci pH 4,0 - 9,5. Natomiast w przypadku B. japonicum nie
zaobserwowano wzrostu w skrajnym pH (4,0 oraz 8,0 — 10,0) [Fujihara i Yoneyama,
1993].

Mechanizmy adaptacyjne ryzobiéw do zakwaszenia $rodowiska sg rozne. Do
mechanizméw tych zalicza si¢ migdzy innymi wyptyw protonow (H") z wnetrza komorki,
zwigkszenie zawarto$ci jonéw potasowych oraz glutaminianu w cytoplazmie, zmiany
w sktadzie LPS oraz akumulacj¢ poliamidow [Priefer i in., 2001]. U R. leguminosarum
zidentyfikowano co najmniej 20 genow, okreslanych jako ,,act genes”, ktore sg specyficzne
dla odpowiedzi bakterii na zakwaszenie [Kurchak i in., 2001]. Innym rodzajem odpowiedzi
bakterii na nadmierne zakwaszenie srodowiska jest synteza bialek ASP (ang. acid shock
proteins), ktore zwigkszajg tolerancje bakterii na ten czynnik stresowy, nie wplywajac
jednoczes$nie na wewnatrzkomoérkowe pH [Kaji¢ i in., 2016]. Ponadto wykazano, ze czg$¢
genéw, takich jak: actA, actP, exoR, IpiA, actR, actS, czy phrR, pelni istotng rolg
w przystosowaniu bakterii do wzrostu w niskim pH [Abd-Alla, 2014].

3.6.4. Zasolenie

Zasolenie jest jednym z glownych czynnikow zagrazajacych uprawom roslin
bobowatych, szczegdlnie na obszarach suchych i $rednio suchych. Tym terminem okresla
si¢ stezenie rozpuszczonych soli mineralnych, ktoére obejmuje kationy i aniony zawarte
w glebie oraz w wodzie. Na warto$¢ zasolenia gtoéwny wpltyw ma obecno$¢ jonow, takich
jak: Na*, Ca?*, K*, CI', SO4%", HCOgs", COs oraz NOs” [Aggarwal i in., 2013]. Przypuszcza
sie, ze blisko 40% powierzchni uprawnej ziemi ma zbyt wysoka zawartos¢ soli [Niste 1 in.,
2013]. Gtoéwnag przyczyng tego stanu jest brak rownowagi sktadnikow odzywczych
w glebie, co znacznie ogranicza przezywalno$¢ ryzobiow, produktywnos$¢ ro$lin oraz
proces efektywnej symbiozy [Mohammadi i in., 2012]. Wysoka zawarto$¢ soli
mineralnych rozpuszczonych w glebie hamuje poczatkowe etapy symbiozy, wplywa
nieckorzystnie na proces brodawkowania oraz aktywno$¢ bakteryjnego enzymu
odpowiedzialnego za redukcje azotu (nitrogenazy) [Aggarwal i in., 2013].

Wrazliwo$¢ na warunki stresowe zwigzane z zasoleniem rdzni si¢ u poszczegolnych
gatunkow ryzobidw, ale zazwyczaj ich wzrost jest hamowany przy stezeniu NaCl réwnym
100 mM. Do gatunkéw ryzobiow, ktore sg bardziej odporne na wysokie zasolenie nalezg
m.in. E meliloti, ktore toleruja stezenia NaCl w zakresie od 300 do nawet 700 mM oraz

R. leguminosarum, u ktérych zaobserwowano wzrost w obecnosci 350 mM NaCl [Zahran,
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1999]. Wysokie stgzenia soli wywotujg u ryzobiow zmiany rozmiardw oraz morfologii
komorek, a takze modyfikacje w strukturze polisacharydow zewnatrzkomoérkowych oraz
lipopolisacharydow [Ventorino i in., 2012]. Ryzobia wykorzystujg szereg mechanizméow
adaptacyjnych umozliwiajacych im przetrwanie w takich warunkach. Zaliczy¢ tutaj mozna
przede wszystkim akumulacj¢ niskoczasteczkowych zwiazkdéw organicznych, takich jak
aminokwasy, cukry czy poliamidy, a takze gromadzenie niektérych jonow (np. K¥)

[Zahran, 1999].
3.6.5. Zawarto$¢ sktadnikéw odzywcezych

Zyzno$¢ gleby ma réwniez istotny wplyw na przezywalno$é wolnozyjacych
ryzobiow w takim $rodowisku, jak tez na proces symbiozy z ros§linami bobowatymi.
Odpowiednia zawarto$¢ sktadnikow odzywczych jest niezbgdna do prawidtowego wzrostu,
rozwoju 1 funkcjonowania obu partnerow symbiotycznych. Glownymi substancjami
negatywnie wplywajacymi na proces symbiozy s3 azotany. Zbyt duze st¢zenie tych
zwigzkoéw moze prowadzi¢ do zahamowania procesu brodawkowania i wigzania wolnego
azotu przez bakterie symbiotyczne. Obecnos¢ w glebie jonow NO3™ negatywnie wptywa na
tworzenie nici infekcyjnych, rozw6j brodawek oraz aktywno$¢ nitrogenazy [Lucinski 1 in.,
2002]. Wykazano réwniez, ze dodatek jonéw NO3™ (w stezeniu 5 - 16 mM ) do $rodowiska
wzrostu siewek lucerny znaczaco redukowal adhezje komorek ryzobiowych do korzeni
tych ro$lin [Zahran i in., 1999].

U niektorych gatunkéw ryzobidw obecnos¢ zbyt wysokiego stezenia azotanow
podczas infekcji i brodawkowania prowadzi do indukcji wytwarzania hydrogenazy. Enzym
ten obecny w blonie bakteryjnej jest charakterystyczny dla diazotroféw 1 moze zwigkszac
tolerancj¢ tych bakterii na obecno$¢ azotanéw. Dodatkowo, hydrogenaza prowadzi do
powstawania gradientu H* w poprzek btony bakteroidow i tym samym pozwala na synteze
ATP [Lucinski i in., 2002].
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3.6.6. Metale ciezkie

Na przebieg symbiozy ryzobiéw z roslinami bobowatymi, jak i na wolnozyjace
ryzobia opréocz wartosci pH maja rowniez wplyw: potencjal oksydoredukcyjny,
napowietrzenie gleby oraz zawarto$¢ w niej mineralow czy stopien utlenienia metali.
Cz¢$¢ z tych parametrow moze wzmagac toksyczne dziatanie metali, prowadzac do
zwigkszenia ich szkodliwosci wobec mikroorganizméw oraz uposledzania proceséw

zachodzacych w glebie (Ryc. 13).
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Ryc. 13 Wplyw metali ciezkich na rosliny oraz symbiotyczne bakterie glebowe [schemat opracowany
na podstawie publikacji Zaidi i in., 2012].

Wysokie stezenia jonéw metali ciezkich, takich jak kadm (15 mg kg?), miedz
(250 mg kg™1), cynk (500 mg kg™?) i nikiel (50 mg kg) maja negatywny wplyw na rodzime
populacje wielu gatunkoéw ryzobiow, takich jak np. R. leguminosarum bv. trifolii [Giller
i in., 1998]. W przypadku dtugotrwatej ekspozycji ryzobiow i innych bakterii glebowych
na metale ci¢zkie, moze zmieniaé si¢ sktad gatunkowy i procentowe proporcje mikrobiomu
glebowego, jak réwniez moze obniza¢ si¢ zdolnos$¢ infekowania gospodarza roslinnego
przez bakterie symbiotyczne oraz efektywno$¢ wigzania azotu czasteczkowego [Purchase
Iin., 1997]. Tego typu zalezno$ci zaobserwowano w przypadku bakterii nalezacych do
gatunku R. leguminosarum bv. trifolii izolowanych z gleb nawozonych osadem
scickowym. Chociaz bakterie te indukowaty powstawanie brodawek na korzeniach

koniczyny biatej (Trifolium repens), to przeprowadzaly redukcj¢ azotu z duzo nizsza
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efektywnoscig [Ibekwe i in., 1995]. W glebach zanieczyszczonych metalami cig¢zkimi
produktywno$¢ roslin bobowatych wynikajaca z ich symbiozy z ryzobiami zalezy przede
wszystkim od liczebnos$ci przezywajacych oraz prawidlowo funkcjonujacych w takich
warunkach bakterii.

Niesprzyjajace warunki $rodowiskowe spowodowane obecnoscig metali cigzkich
w glebie, przyczynity si¢ do wyksztatcenia przez mikroorganizmy w toku ewolucji szeregu
mechanizméw adaptacyjnych, pozwalajagcych na ich przezycie (Ryc. 14). Do
mechanizméw tych zalicza si¢ przede wszystkim wytrgcanie metali w postaci
nierozpuszczalnych soli [Blake i in., 1993], usuwanie toksycznych metali z komorki
poprzez specyficzny system pomp jonowych (ang. efflux system) [Nies, 1992] i syntezg
zwigzkdw o wlasciwosciach chelatujacych [Ow, 1993]. Bardzo wazne s3 rdwniez
specyficzne bialka i enzymy wewnatrzkomorkowe, zewnatrzkomoérkowe polisacharydy
(EPS 1 LPS), a takze biatka tiolowe oraz antyoksydanty, ktére majg istotny udziat
W ochronie komoérek przed negatywnym dzialaniem metali cigzkich. Sposrod
wymienionych mechanizméw najbardziej efektywne i najczesciej spotykane u bakterii
nalezacych do rodzaju Rhizobium wydajg si¢ byé¢: produkcja zewngtrzkomorkowych
polisacharydéw, usuwanie metali ciezkich za pomocg systemdéw transportu metali na

zewnatrz komorki oraz obecno$¢ gendow nadajacych opornos¢ na metale ciezkie.
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Ryc. 14 Mechanizmy warunkujace tolerancje metali ciezkich przez mikroorganizmy [schemat
opracowany na podstawie publikacji Zaidi i in., 2012].

3.6.6.1. Synteza polisacharydéw zewnatrzkomérkowych jako

mechanizm obronny bakterii

Jak juz pisano poprzednio, charakterystyczng cechg ryzobidéw jest zdolnos¢ produkcji EPS,
ktory jest wydzielany w duzych iloSciach do $rodowiska. Struktura chemiczna tego
polimeru umozliwia niespecyficzne wigzanie réznych jondéw metali, co zapobiega lub
ogranicza ich wnikanie do wnetrza komoérki [Downie, 2010]. Ponadto, ryzobia zawierajg w
btonie zewnetrznej LPS, ktory wptywa istotnie na stabilno$¢ btony bakteryjnej. Zarowno
LPS, jak 1 EPS moga wigza¢ wigkszos¢ metali ciezkich, stanowigc pierwsza ochronng

bariere bakterii przeciwko niekorzystnym warunkom $rodowiska (Ryc. 15).
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Ryc. 15 Schemat mechanizmu wiazania metali przez EPS [opracowano na podstawie Mobhite i in.,
2017].

Jednakze zdolno$¢ absorpcyjna powyzszych polisacharydow jest niewystarczajaca
dla pelnej ochrony mikroorganizméw przed tymi metalami. W przypadku bardzo
wysokiego stezenia metali toksycznych w $§rodowisku, ilo$¢ miejsc w strukturze tych
polisacharydow, do ktorych przylaczaé sie¢ moga jony metali, ulega wysyceniu,

umozliwiajgc tym samym ich wnikanie do wnetrza komorek [Pereira i in., 2006].
3.6.6.2.  Systemy aktywnego transportu metali

System efflux to najbardziej efektywny sposéb usuwania metali z cytoplazmy poza
komorke. Wystepowanie tego mechanizmu potwierdzono migdzy innymi u bakterii
Escherichia coli oraz Staphylococcus aureus [Bruins i in., 1999]. Pompy jonowe, bedace
integralng czgscig tego systemu, mogg by¢ zalezne od energii zakumulowanej w ATP,
badz moga dziala¢ na zasadzie wymiany jonoéw na drodze gradientu chemiosmotycznego.
Blonowe ATPazy typu P czerpig energie z hydrolizy ATP [Nies, 2003], natomiast
dziatanie kanatéw jonowych zbudowanych z transporterow nalezacych do rodziny biatek
CDF (ang. cation diffusion facilitator) lub CBA opiera si¢ na chemiosmotycznym
antyporcie z jonami wodoru (Ryc. 16).
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Ryc. 16 Rodzaje pomp zaangazowanych w transport jonéw metali z cytoplazmy komérki bakterii
[schemat opracowany na podstawie Bruins i in., 1999].

ATPazy typu P oraz transportery CDF transportujg jony metali jedynie do przestrzeni
peryplazmatycznej komorek, natomiast pompy CBA transportuja jony na zewnatrz
komorki i, w przeciwienstwie do dwoch pierwszych pomp, sg charakterystyczne jedynie
dla bakterii Gram-dodatnich [Nies, 2003]. Systemy efflux charakteryzuja si¢ wysoka
specyficznoscig w stosunku do transportowanych metali. Do metali cigzkich aktywnie
wydzielanych poza komdrke za pomocg tego mechanizmu naleza: kadm, miedz, arsen oraz

olow.
3.6.6.3. Geny opornosci na metale ci¢zkie

Wiele mechanizméw opornosci na stres wywolany metalami cigzkimi
wyksztalconych u bakterii, w gldwnej mierze opiera si¢ na obecnosci plazmidow
zawierajacych geny oporno$ci na pierwiastki toksyczne [Silver i Walderhaug, 1992].
Ekspresja gendow zaangazowanych w odpowiedZ mikroorganizmoéw na obecno$¢ metali
cigzkich w $rodowisku jest indukowana, kiedy st¢zenie ich jonow wzrosnie do poziomu
toksycznego [Singh i in., 2001]. Odkryto, ze geny actA, odpowiedzialne za tolerancje
bakterii na niskie pH $rodowiska, sa w przypadku E. meliloti niezbedne do wyksztalcenia
opornos$ci na miedz oraz cynk [Tiwari i in., 1996]. Mutacje w genach actA, actR i actS,
ktorych ekspresja zachodzi w warunkach kwasnego pH §rodowiska, powoduja zwiekszenie
wrazliwosci tych bakterii na miedz oraz cynk [Reeve i in., 2002].

Niektore mikroorganizmy sa zdolne do wykorzystania zaréwno utlenionych, jak
i zredukowanych form jonow niektorych metali ciezkich na potrzeby swojego

metabolizmu. Przykladem jest dysymilacyjna redukcja arsenu na pigtym stopniu utlenienia
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(As(V)) do arsenu na trzecim stopniu utlenienia (As(Ill)) przez Sulfurospirillum
arsenophilum. Bakterie te w S$rodowisku beztlenowym wykorzystuja As(V) jako
alternatywny w stosunku do tlenu akceptor elektronow [Oremland i Stolz, 2003].
Natomiast szczep NT-26 nalezgcy do rodzaju Rhizobium moze przezy¢ w warunkach
glodowych dzigki chemoautotroficznemu utlenianiu zwigzkoéw As(III). Bakterie sa oporne
na toksyczne dzialanie arsenu dzigki operonowi ars [Oremland i Stolz, 2003]. Mandal
i wsp. [2008] scharakteryzowali geny opornosci na arsen (arsC) w niektorych gatunkach
ryzobiow, natomiast Sa-Pereira i wsp. [2007] zidentyfikowali gen arsA u inngj
symbiotycznej bakterii, M. loti.

Dodatkowo, geny opornosci moga si¢ znajdowaé¢ na chromosomach lub by¢
zlokalizowane na mobilnych elementach genetycznych — transpozonach. Ruchome
elementy genetyczne biorg udzial w przekazywaniu genéw pomigdzy bakteriami tego
samego lub réznych gatunkoéw bakterii w procesie tzw. horyzontalnego transferu genow.
Proces ten sprzyja biordznorodnosci mikroorganizméw, ale tez rozprzestrzenianiu si¢
genoéw determinujacych opornos¢, a tym samym zwigkszaniu liczebnosci populacji bakterii

opornych na metale ciezkie.
3.6.6.4. Inne mechanizmy obronne bakterii przed metalami ci¢zkimi

W  komodrkach niektorych ryzobiow (np. R. leguminosarum) wykryto
wewnatrzkomorkowe weglowodany, ktére w sposob istotny zwiekszaty ich oporno$¢ na
kadm, miedz, cynk oraz nikiel. Ponadto, w odpowiedzi na stres oksydacyjny wywotany
przez metale obserwowano zwigkszong produkcje bialek tiolowych [Balestrasse 1 in.,
2001]. Tiole wigza jony metali cigzkich tworzac kompleksy, co powoduje eliminacje
potencjalu oksydoredukcyjnego tych jonow i1 tym samym zapobiega uszkodzeniom
komorki. Wykazano, ze zwiazki tiolowe sa skutecznym sposobem detoksyfikacji takich
metali cigzkich, jak: kadm, zloto, rte¢ oraz oldéw [Singh i in., 2001]. Przyktadem takiego
mechanizmu obronnego u R. leguminosarum jest chelatowanie jonéw kadmu przez

glutation [Lima i in., 2006].
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3.7.Biotechnologiczne zastosowanie ryzobiow oraz EPS w ochronie

srodowiska i bioremediacji

Istotng cechg mikroorganizméw jest ich zdolno$¢ do przeksztatcania niektdrych
naturalnych oraz syntetycznych zwiazkéw chemicznych w pochodne zwigzki, ktére
nastepnie moga by¢ wykorzystane przez nie do wzrostu lub jako zrdédlo energii. Do
organizmoéw tych nalezg miedzy innymi ryzobia. Wyniki ostatnich badan pokazuja, ze
bakterie te sa zdolne do usuwania ze S$rodowiska roznego typu zanieczyszczen
organicznych, takich jak: aromatyczne i liniowe weglowodory, zwigzki chlorowcowe,
zwiazki fenolowe, czy pestycydy [Teng 1 in., 2015]. Kaiya 1 in. [2012] wykazali, ze
bakterie nalezgce do rodzaju Rhizobium stanowia najliczniejszg grup¢ mikroorganizmow
degradujacych dibenzofuran z obszaréow skazonych, jednak ani enzymy, ani szlaki
zaangazowane w neutralizacje tych zwigzkow nie zostaly dotychczas doktadnie poznane.
Oprocz zwigzkdéw organicznych ryzobia posiadajg rowniez potencjat remediacyjny wobec
metali ciezkich 1 metaloidéw [Hao i in., 2014]. Bakterie te mogg redukowac¢ toksyczne
dziatanie tych zwiazkéw poprzez ich adsorpcj¢ i akumulacj¢ na drodze enzymatycznej,
atakze poprzez wigzanie do zewngtrzkomdrkowego polisacharydu (EPS), ktérego
produkcja na wysokim poziomie jest cechg charakterystyczng ryzobiéow. Na uwage
zastuguje rowniez fakt, Ze obecnos$¢ tych bakterii symbiotycznych w glebie pozytywnie
wplywa na zdolnosci remediacyjne roslin bobowatych. Ryzobia wptywaja na zwigkszenie
biomasy tych ro$lin, poprawiaja zyznos¢ gleb, zwigkszaja biodostgpnos¢ zanieczyszczen
oraz ich pobieranie i transport do rosliny oraz wspomagajg je W stabilizacji metali [Fester
i in., 2014]. Tym samym symbiotyczne oddzialywanie pomigdzy ryzobiami a roslinami
bobowatymi przyczynia si¢ do efektywniejszego usuwania toksycznych zwiazkow z gleby
[Glick, 2010].

3.7.1. Degradacja zwiazkéw organicznych przez ryzobia

Wiele bakterii nalezacych do rodzajow: Rhizobium, Ensifer, Bradyrhizobium
I Agrobacterium, posiada zdolno$¢ wykorzystywania badz wzrostu w obecnosci réznych
zwigzkow organicznych, takich jak: policykliczne weglowodory aromatyczne (ang.
polycyclic aromatic hydrocarbons, PAH), polichlorowane bifenyle (ang. polychlorinated
bifenyl, PCB) czy aromatyczne zwiazki heterocykliczne (np. pirydyna) [Keum i in., 2006;
Poonthrigpun i in., 2006; Tu i in., 2011]. Hussein i in. [1974] po raz pierwszy wyizolowali

22 szczepy Rhizobium zdolne do degradowania zwigzkéw fenolowych (katechol, kwas
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protokatechowy, kwas p-hydroksybenzoesowy i kwas salicylowy). Sposrod tych szczepow
Rhizobium phaesoli 405 przeprowadzat dysymilacje p-hydroksybenzoesanu do kwasu
salicylowego, a nastgpnie do kwasu gentyzynowego. Policykliczne wegglowodory
aromatyczne klasyfikowane sg jako substancje wysoce szkodliwe, posiadajace silne
wlasciwosci  genotoksyczne, mutagenne i kancerogenne. Zawieraja one W Swojej
czasteczce dwa lub wiecej skondensowanych pierscieni benzenowych w réznych
konfiguracjach strukturalnych [Poonthrigpun i in., 2006]. Ahmad i in. [1997] wyizolowali
i scharakteryzowali rdzne szczepy E. meliloti w glebach zanieczyszczonych PAH.
Wykazali rowniez, ze wsrdd badanej populacji wystepowaty zréznicowane fenotypowo
I genetycznie szczepy bakteryjne, ktore efektywnie przeprowadzaty proces wigzania azotu
atmosferycznego. Do popularnych policyklicznych weglowodoréw —aromatycznych
powszechnie wystgpujacych w skazonych glebach naleza acenaftylen oraz fenantren.
Poonthrigpun i in. [2006] wykazali, ze szczep Rhizobium sp.CU-A1 w ciagu trzech dni byt
w stanie rozlozy¢ acenaftylen, ktérego stezenie w podlozu wynosito 600 mg L7,
Dodatkowo wykazano, ze fenantren jest wykorzystywany przez Sinorhizobium sp. C4 jako
jedyne zrodto wegla w 16-etapowym szlaku metabolicznym [Keum i in., 2006].
Polichlorowane bifenyle sa réwniez klasyfikowane jako trwate, silnie toksyczne
I rakotworcze zwiazki, ktore w $rodowisku ulegajg bardzo powolnemu rozktadowi.
Wykazano, ze szczep S. meliloti ACCC17519 jest zdolny do rozktadu PCB [Tu i in.,
2009]. Przypuszcza sig, ze ryzobia wyksztalcily systemy enzymatyczne, umozliwiajace
rozktad takich zwigzkdéw organicznych, poniewaz bakterie te byly czgsto wystawiane na
ich dzialanie. Co wigcej, geny zaangazowane w rozktad tych substancji sg szeroko
rozpowszechnione w genomach tych bakterii 1 charakteryzuja si¢ wysoka

konserwatywnoscig.
3.7.2. Remediacja metali ciezkich

Metale cigzkie oraz metaloidy sa w wysokich stezeniach toksyczne dla organizméw
zywych. Do najczesSciej wystepujacych metali ciezkich w  zanieczyszczonych
srodowiskach naleza: kadm, chrom, miedz, cynk, otow oraz nikiel. Chociaz cze$¢ z tych
pierwiastkow w niewielkich ilosciach jest niezbedna dla prawidlowego funkcjonowania,
zarowno roS$lin, jak i mikroorganizméw, to ich nadmierna akumulacja prowadzi do
zaburzen metabolizmu, proceséw komorkowych, uszkodzenia DNA 1 w konsekwencji do
smierci komorek. Niekorzystne warunki $rodowiskowe spowodowane obecnoscig tych

pierwiastkow doprowadzity do rozwoju populacji mikroorganizmow charakteryzujacych
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si¢ wysokg tolerancja na metale, a takze zdolnoscig do ich hiperakumulacji [Pereira i in.,
2006]. Zwickszona opornos¢ bakterii na takie metale jak: arsen, kadm, cynk, miedz czy
otow, zwrocita uwage naukowcoé6w na ich potencjalne zastosowanie w bioremediacji (Ryc.

17).

? Redukcja azotu
| atmosferycznego

I1AA
Produkcja={ Antybiotykow|
Enzymoéw

Degradacja

Transformacja Adsorpcja Mineralizacja

Fitotransformacja

L Fitoekstrakcja Fitostabilizacja 'itowelatyzacja

Ryc. 17 Mechanizmy biodegradacji uczestniczace w usuwaniu metali ciezkich z wykorzystaniem
ukladu symbiotycznego rosliny bobowate-ryzobia [opracowano na podstawie Teng i in.,
2015].

Smith i Giller [1992] po raz pierwszy wyizolowali szczepy R. leguminosarum
cechujace si¢ wysoka tolerancja na metale w $rodowisku (kadm, cynk oraz miedz). Co
wiecej, stwierdzono, ze na obszarach o wysokim stopniu tego rodzaju zanieczyszczen,
sposrdd szczepow ryzobiowych, najczesciej wystepujg szczepy Rhizobium sp. oraz
Bradyrhizobium sp. [Sriprang i in., 2002]. Badania prowadzone na Rhizobium tropici
wykazaly, ze bakteria ta jest zdolna do remediacji kadmu ze $rodowiska wzrostu. Jak
podaja w swojej pracy Gupta i Diwan [2017], wydajno$¢ bioremediacji dla tego szczepu
wynosi az 80% dla jonéow Cd?*, ktérych poczatkowe stezenie w $rodowisku wzrostu

wynosito 10 ppm.
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3.7.3. Udzial ryzobiow w fitoremediacji

Znaczna cze$¢ mikroorganizmow zasiedlajacych ryzosfere, ktore sa zasocjowane
Z systemem korzeniowym roslin, pozytywnie wptywa na wzrost ro$lin, stad okreslane sa
mianem bakterii promujacych wzrost roslin (ang. plant growth promoting rhizobacteria,
PGPR) [Glick, 2010; Fester i in., 2014]. Do mikroorganizmoéw tych nalezg réwniez
ryzobia, ktore dzigki swojej zdolnos$ci nawigzywania symbiozy z roslinami bobowatymi
wplywaja pozytywnie na ich biomas¢ oraz zwigkszaja ich zdolno$¢ pobierania,
gromadzenia oraz usuwania toksycznych zwigzkéw i1 metali ciezkich [Abhilash i in., 2012;
Carrasco 1 in., 2005]. Proces ten jest mozliwy gléwnie dzigki produkowanym przez
glebowe bakterie niskoczasteczkowym kwasom organicznym (kwas szczawiowy, kwas
cytrynowy, kwas 2-ketglutarowy), ktore w zaleznosci od formy metalu oraz pH gleby
moga wplywaé na ich wigzanie 1 desorpcj¢. Nie bez znaczenia sg rowniez produkowane
przez bakterie siderofory, niskoczgsteczkowe zwigzki organiczne o wlasciwosciach
chelatujacych jony metali, ktore charakteryzuja si¢ matg selektywnos$cig 1 stosunkowo
wysokim powinowactwem do pierwiastkow, takich jak: zelazo, glin, kadm, miedz, olow
czy cynk. Siderofory, ktore zwigza jony metali cigzkich mogg by¢ nastepnie w prosty
sposOb pobierane, zaréwno przez bakterie, jak 1 rosliny, zwigkszajac tym samym
akumulacje tych zwigzkow w tkankach roslinnych. Wykazano, ze szczep Rhizobium sp.
dzigki produkcji sideroforow zwigksza biodostgpnos¢ jondw cynku oraz niklu roslinom
bobowatym [Wani i in., 2007]. Ponadto siderofory uwalniane przez PGPR, w tym ryzobia
[Wani 1 in., 2008; Ahemad i Khan, 2011a, 2011b] w ryzosferze stuza jako zrdédlo zelaza
dla ro$lin [Burd i in., 2000], a zatem uzupeiniaja pule zelaza w glebie, ktora jest
wykorzystywana przez rosliny. Dodatkowo, ryzobia posiadaja zdolno$¢ akumulowania
szkodliwych substancji wewnatrz brodawek korzeniowych [Sun i in., 2011]. Wykazano, ze
gromadzenie policyklicznych bifenyli w lucernie bylo wyzsze w brodawkach
korzeniowych niz w innych cze$ciach rosliny. W przeprowadzonym doswiadczeniu
wazonowym Li i in. [2013] pokazali, ze bakterie E. meliloti w symbiozie z lucerng byty

efektywne w usuwaniu zwigzkéw PCB.
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3.7.4. Zastosowanie biotechnologiczne egzopolisacharyddw syntetyzowanych

przez ryzobia

Ryzobia s3 organizmami zdolnymi do  produkcji  ogromnej ilo$ci
zewnatrzkomérkowych  polisacharydéow (EPS). Wzrost zainteresowania naturalnymi
polimerami spowodowal, ze w ostatnich latach nastapit znaczny postep w odkrywaniu oraz
izolacji nowych EPS bakteryjnych, w tym ryzobiowych, posiadajacych innowacyjne
zastosowanie w przemysle [Nicolaus i in., 2010]. Dotychczas poznane i opisane EPS
znalazty zastosowanie w rdéznych galeziach przemyshu, takich jak: spozywczy,
farmaceutyczny czy kosmetyczny. Przyktadem takich polimerow moze by¢
bursztynoglikan EPS | E. meliloti, celuloza R. leguminosarum bv. viciae czy kurdlan
R. trifolii [Sharma i in., 2015; Castellane i in., 2015; Ribeiro i Burkert, 2016; Ahmed i in.,
2017]. Modelowym organizmem produkujacym bursztynoglikan jest szczep E. meliloti
RM 1201. Polimer ten znalazt zastosowanie w przemysle spozywczym jako czynnik
zelujacy, a takze ze wzgledu na swdj kwasowy charakter uzywany jest do produkcji
srodkdw czysto$ci o niskiej wartosci pH. Znalazt réwniez zastosowanie w procesie
wydobycia ropy naftowej [Sworn i Kerdvaid, 2012]. Kolejnym przyktadem zastosowania
EPS jest kurdlan produkowany m.in. przez Rhizobium trifolii [Turkiewicz i Czub, 1997]
(Ryc. 18).

Kurdlan

OH Cia
o)
)
H WMJ[
OH OH "

Ryc. 18 Struktura chemiczna kurdlanu [Schmid i in., 2015].

Kurdlan znalazt wiele zastosowan przede wszystkim w przemysle spozywczym jako
czynnik zelujacy przy produkcji wyrobow cukierniczych, deserow oraz zup. Ponadto,
polisacharyd ten moze by¢ stosowany jako matryca do immobilizacji enzymow,
aw potaczeniu z azydotymidyna (AZT) wykazuje obiecujaca, wysoka aktywno$¢
antyretrowirusowg (lek przeciw AIDS) [Patel i Prajapati, 2013]. Natomiast ze wzgledu na
swoja biokompatybilno$¢ oraz nietoksyczno$¢, bakteryjna celuloza znalazta szerokie

zastosowanie w medycynie. Powszechnie uzywana jest do produkcji opatrunkow, a takze
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stosowana jest jako tymczasowa sztuczna skora przy gojeniu ran chirurgicznych oraz
poparzen, jako rusztowanie w inzynierii tkankowej, zamiennik tkanek migkkich oraz
sktadnik sztucznych naczyn krwiono$nych czy tez jako substancja wypetniajaca do
produkcji tabletek i kapsulek (przemyst farmaceutyczny) [Chawla i in., 2009]. Ponadto,
celuloza ma szereg zastosowan w innych gateziach przemyshu, jak na przyktad
W przemysSle papierniczym do produkcji papieru o bardzo wysokiej wytrzymalo$ci oraz
papieru elektronicznego, w przemysle spozywczym do produkcji zywnos$ci dietetycznej
oraz deseréw, a takze jako adsorbent w technikach separacyjnych (chromatografia
cienkowarstwowa i kolumnowa), sktadnik organicznych diod elektroluminescencyjnych
czy jako membrany akustyczne w wysokiej klasy stuchawkach [Patel i Prajapati, 2013].

Co ciekawe, wiele ryzobiowych egozpolisacharyddw ma udokumentowane
wlasciwosci flokulacyjne [Castellane 1 in., 2017; Alvarez i in., 2017]. Alvarez i wsp.
[2017] badali bioemulsyfikatory produkowane przez Ensifer adhaerens JHT oraz ich
potencjal w przemysle spozywczym, jako dodatek emulsyfikujacy do oliwy oraz oleju
rzepakowego, sojowego, kukurydzianego oraz palmowego. Natomiast Castellane i in.
[2017] poprzez przeprowadzone doswiadczenia wykazali, ze EPS produkowany przez
szczep Rhizobium tropici SEMIA 4080 oraz moze mie¢ potencjalne zastosowanie jako
bioemulgator w degradacji weglowodorow.

Obecnie bardzo duzy problem w gospodarce rolnej stanowig zanieczyszczenia
dostajace si¢ do Srodowiska glebowego. Ze wzgledu na szybko rozwijajacy si¢ przemyst
oraz stale postgpujaca urbanizacjg, do gleby dostaje sie duza ilo$¢ toksycznych substancji,
w tym jonow metali cigzkich. Zbyt wysokie stezenia tych pierwiastkdbw negatywnie
wplywaja na rosliny oraz mikroorganizmy ryzosfery, zaburzajac ich prawidtowy rozwdj
oraz przebieg procesow metabolicznych zachodzacych w komdrkach. Dotychczas nie
przeprowadzono kompleksowych badan dotyczacych wptywu metali cigzkich na wtasnos$ci
fenotypowe ryzobiow oraz przebieg ich symbiozy z roslinami bobowatymi. Pomimo
prowadzonych badan, niewiele jest informacji na temat roli jakag moze petni¢ EPS
w ochronie ryzobiow przed stresem wywolanym obecnoscia tych metali w glebie oraz jego
potencjalnym zastosowaniu w przemysle. Istnieje zatem potrzeba przeprowadzenia
dalszych badan, ktore pozwolg na szczegotowa charakterystyke wplywu metali ciezkich na
same komorki ryzobiéw, na uktad symbiotyczny ryzobia-rosliny bobowate, a takze na

sprawdzenie wydajno$ci wigzania metali przez czasteczki EPS.
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4. Hipoteza i cel pracy

Wzrost urbanizacji oraz rozwdj przemystu spowodowaty zwigkszenie obecnosci
toksycznych zwigzkéw, w tym jonéw metali cigzkich, w srodowisku glebowym. Jest to
stale poglebiajacy si¢ problem, ktory dotyczy wielu obszardw rolnych na catym $wiecie.
Spowodowalo to potrzebe poszukiwania przez naukowcow skutecznych oraz
nieingerujgcych w srodowisko naturalnych metod usuwania toksycznych odpadow z gleby.
Obecnie coraz wigkszg popularnos¢ zdobywaja metody bioremediacyjne, wykorzystujace
potencjal mikroorganizmoéw w oczyszczaniu gleby. Do organizméw takich zaliczamy
m. in. bakterie z rodzaju Rhizobium, ktore charakteryzuja si¢ zdolnoscia do nawigzywania
symbiozy z ro$linami bobowatymi (Fabaceae), a takze synteza ogromnej iloSci,
wydzielanego na zewnatrz komorki, polisacharydu (EPS). Polimer ten stanowi naturalng
barier¢ ochronng bakterii, chronigc je przed niekorzystnymi warunkami panujacymi
w glebie. Dotychczas nie przeprowadzono kompleksowych badan dotyczacych wptywu
jonow metali ciezkich, w tym jonéw cynku, na wlasnosci fenotypowe oraz zdolnosci
symbiotyczne ryzobidw. Aspekt ten jest niezwykle istotny dla bardziej efektywnego

wykorzystania tych bakterii w remediacji.

Rola egzopolisacharydu w adaptacji Rhizobium leguminosarum bv. trifolii do

warunkow stresowych wywolanych obecnoscia jonow cynku

W zwigzku z powyzszym, celem tej pracy bylo ustalenie roli EPS w adaptacji
bakterii Rhizobium leguminosarum bv. trifolii do stresu $rodowiskowego wywotanego
obecnoscig jonow cynku. Cel rozprawy doktorskiej zostal realizowany przez nastgpujace

cele szczegotowe:

1. okreslenie wplywu jondéw Zn?* na wiasnosci fenotypowe szczepow
R. leguminosarum bv. trifolii r6znigcych si¢ poziomem syntezy EPS;

2. okreslenie wlasciwosci powierzchniowych komorek szczepow R. leguminosarum
bv. trifolii poddanych dziataniu jonéw Zn?*;

3. okreslenie wpltywu jondéw Zn?* na wlasnoéci symbiotyczne szczepow
R. leguminosarum bv. trifolii z koniczyng takowsa (Trifolium pratense) jako
gospodarzem roslinnym;

4. okreslenie wydajnosci wigzania jonéw Zn?* przez EPS wyizolowany ze szczepu

dzikiego R. leguminosarum bv. trifolii.
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5. Materialy i metody

5.1.Materialy

5.1.1. Szczepy bakteryjne

Szczepy bakteryjne Rhizobium leguminosarum bv. trifolii uzyte w tej pracy oraz ich

charakterystyke i morfologi¢ zamieszczono w Tabeli 3.

Tab. 3 Szczepy bakteryjne uzyte w badaniach

Szczepy

Morfologia

Rt24.2

Rt5819(pssA)

Rt2472(rosR)

Rt24.2(pBAL)

Rt24.2(pBR1)

Charakterystyka Literatura
Szczep dziki Rhizobium Janczarek

leguminosarum bv. trifolii, Rif?, i Skorupska,
NxR 2007

Pochodna szczepu Rt24.2
zawierajaca transpozon mini-TnS
zlokalizowany pomiedzy 363 a 364
nukleotydem genu pssA; szczep ten
nie produkuje EPS; Rif?, KmR

Janczarek i in.,
2009

Pochodna szczepu Rt24.2
zawierajaca transpozon mini-Tn5
zlokalizowany pomiedzy 151 a 152
nukleotydem genu rosR;szczep ten
produkuje 3-krotnie mniej EPS od
szczepu dzikiego; RifR, KmR

Janczarek i in.,
2009

Pochodna szczepu Rt24.2
zawierajaca dodatkowe kopie genu
pssA na plazmidzie pBBR1MCS-2;
szczep ten produkuje zwigkszong
ilos¢ EPS (~150%) w porownaniu
do szczepu dzikiego; RifR, KmR

Janczarek i in.,
2009

Pochodna szczepu Rt24.2
zawierajgca dodatkowe kopie genu
rosR na plazmidzie pBBR1MCS-2;
szczep ten produkuje zwigkszong
ilos¢ EPS (~150%) w porownaniu
do szczepu dzikiego; RifR, KmR

Janczarek i in.,
2009

Km — kanamycyna, Rif — ryfampicyna, Nx- kwas nalidyksowy
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5.1.2. Odczynniki

5.1.2.1. Odczynniki do oznaczania  przezywalnosci  komorek

bakteryjnych

zestaw LIVE/DEAD BacLight™ (Life Technologies, Molecular Probes, Eugene,

OR, USA).
Zestaw ten zawiera dwa barwniki fluorescencyjne: SYTO9 o st¢zeniu 3,34 mM oraz
jodek propidyny o stezeniu 20 mM. Barwniki te zmieszano w proporcji 1:1,
a nastepnie rozcienczono 10-krotnie w dimetylosulfotlenku (DMSO (Sigma-
Aldrich)).

wodny roztwor 0,9% NaCl (POCh)

5.1.2.2. Odeczynniki do izolacji oraz oznaczenia st¢zenia polisacharydow

95% etanol (POCh)

2M NaOH (POCh)

1N NaOH (POCh)

95% kwas octowy (POCh)

75% kwas siarkowy (POCh)

1% indol w 95% etanolu (Sigma-Aldrich)

wzorcowe roztwory glukozy (Sigma-Aldrich) o stg¢zeniach: 0; 5; 10; 20; 40; 60; 80;
100; 200; 400; 600; 800 i 1000 (ug mI™)

5.1.2.3. Odczynniki do oznaczenia iloSci tworzonego biofilmu oraz

wizualizacji jego struktury

0,9% NaCl (POCh)

0,1 % fiolet krystaliczny w 95% etanolu (POCh)

95% etanol (POCh)

zestaw LIVE/DEAD BacLight™ (Life Technologies, Molecular Probes, Eugene,
OR, USA)
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5.1.2.4. Odczynniki do izolacji bialek wewnatrzkomérkowych oraz

peryplazmatycznych

e 50 mM bufor Tris-HCI (pH 8,0) (POCh)

e lizozym (12 mg mIY) (Thermo Scientific)

e Bufor hiperosmotyczny zawierajacy:
o 20% Sacharoza (w/v) (Sigma-Aldrich)
o 3 mM Tris-HCI (pH 8,0) (POCh)
o 1mMEDTA (POCh)

5.1.25. Odczynniki do oznaczenia aktywnosci katalazy oraz dysmutazy

ponadtlenkowej

50 mM bufor Tris-HCI (pH 8,5) z dodatkiem 1 mM EDTA (POCh)
5 mM pirogalol w 10 mM HCI (POCh)
Bufor Mc Ilvaine’a (pH 5,2)
Bufor ten zawiera roztwory A i B zmieszane w proporcji: 46,4 ml (roztwér A)
i 53,6 ml (roztwér B).
o Roztwor A: 2,1 g kwasu cytrynowego rozpuszczono w 100 ml wody
dejonizowanej (POCh)
o Roztwér B: 3,562 g NaoHPO4 rozpuszczono w 100 ml wody dejonizowanej
(POCh)
30 mM H20: (otrzymano przez rozcienczenie 30% H202 w 0,1M buforze Mc

[lvaine’a)

5.1.2.6. Odczynniki do oznaczenia hydrofobowosci  komérek

bakteryjnych
Bufor PUM:
o KoHPO4 x H0O 2,2% (w/v) (POCh)
o KH2PO4 0,73% (w/v) (POCh)
o mocznik 0,18% (wi/v) (Sigma-Aldrich)

o MgSO4 x 7TH20 0,02% (w/v) (POCh)
o H0 destylowana  (dopetiono do 11)
Dodekan (Sigma-Aldrich)
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5.1.2.7. Odczynniki do oznaczenia wlasciwosci fizykochemicznych

komorek bakteryjnych

e 1M HCI (POCh)

e 0,1 M NaOH (POCh)

e Formamid (Sigma-Aldrich)
e Dijodometan (Sigma-Aldrich)

5.1.2.8. Odczynniki do do§wiadczen roslinnych
e 0,1% HgCl, (Merck)

e 70% etanol (POCh)
e 0,05% Tween-20 (Sigma-Aldrich)

5.1.3. Podloza do hodowli bakterii oraz roslin

Sktad pozywek i podtozy do hodowli szczepdw R. leguminosarum bv. trifolii oraz do
badania kietkowania i hodowli koniczyny takowej podano w Tabeli 4. W zalezno$ci od
prowadzonego eksperymentu sktad ten modyfikowano przez dodatek odpowiedniej ilosci

ZnS0O4 lub/i zmiang pH.
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Tab. 4 Sklad pozywek i podlozy zastosowanych do hodowli bakterii oraz koniczyny lakowej

Podtoza do hodowli szczepow R. leguminosarum bv. trifolii

Podtoza do hydroponicznej hodowli koniczyny takowej

T7T9CA* TY Podtoze do hodowli roslin Podloze do  kielkowania Roztwor mikroelementow
(wg. Fahreeus’a)** nasion**
Sktadnik Zawarto$¢  Sktadnik Zawartos¢  Sktadnik Zawarto$¢  Sktadnik Zawartos¢  Sktadnik Zawartos¢
(% wiv) (% wiv) (% wiv) (% wiv) (% wiv)

ekstrakt 0,1 ekstrakt 0,3 CaCl; 0,01 NH4H2PO4 0,0115 H3BO3 0,286
drozdzowy drozdzowy
glicerol 1Hx* trypton 0,5 MgSO4x7H,0 0,012 KNO3 0,06 MnClxx4H,0 0,203
hydrolizat 0,1 CaClx2H,O0 0,1 KH,PO, 0,01 Ca(NO3)x4H,O 0,095 ZnSOux7 H,0 0,022
kazeiny
K;HPO,4 0,05 Na;HPOsx2H,O 0,015 MgSO4x7H,0 0,012 CuS04x5H,0 0,008
NaCl 0,01 FeCsHsO7 0,0005 KH,PO, 0,01 Na;MoOsx2H,O 0,014
glicerofosforan 0,01 Roztwor 0,1*** Na;HPO.x2H,O 0,015
wapnia mikroelementéw
MgSOsx7H,O 0,02 FeCsHsO7 0,0005

Roztwor 0,1%**

mikroelementéw
pH (20 °C) 7,4 pH (20 °C) 7,2 pH (20 °C) 7,0 pH (20 °C) 7,0

* State podloze zawierato 1% (w/v) agaru (Difco) ** Stale podtoze zawierato 0,8% (w/v) agaru *** % (v/v) Do przygotowania podtozy wykorzystano wodg

destylowana. Pozywki i podtoza 79CA i TY do hodowli szczepow Rt24.2(pBA1) i Rt24.2(pBR1) zawieraly kanamycyn¢ (w konicowych stezeniach 20 pg/ml —

hodowle ptynne oraz 40 pg/ml — hodowle state) (roztwor wyjsciowy zawierat 20 mg kanamycyny w 1 ml jatowej wody)
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5.2.Metody

5.2.1. Hodowla szczepdéw Rhizobium leguminosarum bv. trifolii

Szczepy R. leguminosarum bv. trifolii hodowano na podtozach peilnych 79CA
[Vincent, 1970] oraz TY [Beringer, 1974], ktére sg bogate w skladniki odzywcze.
W przypadku szczepéw Rt24.2(pBA1) oraz Rt24.2(pBR1) podtoza zawieraty dodatkowo
kanamycyne o st¢zeniu 20 pg/ml (hodowle na pozywce) oraz 40 pg/ml (hodowle na
podtozu statym).

W celu okreslenia wptywu jonow cynku na kinetyke wzrostu badanych szczepow,
bakteriec hodowano w 5 ml 79CA w obecnosci roéznych stezen ZnSOg4 (0; 0,05;0,1; 0,5; 1
oraz 5 mM) przez 4 dni w temperaturze 28 °C w warunkach wytrzgsania (160 rpm). Co 24
godz. wykonywano pomiary gestosci optycznej hodowli (ODsoo) oraz odbierano po 100 pl
w celu okres$lenia miana bakterii w hodowli (ang. colony forming unit per ml; CFU/ml)
z wykorzystaniem techniki seryjnych rozcienczen hodowli, wysiewu na ptytki zawierajace
podtoze 79CA oraz liczenie pojawiajacych si¢ kolonii. Eksperyment przeprowadzono
dwukrotnie w trzech powtdrzeniach biologicznych dla kazdego szczepu i badanego
stezenia jonow cynku.

5.2.2. Okreslenie przezywalno$ci komoérek Rhizobium leguminosarum bv.

trifolii

Proporcje zywych i martwych komoérek szczepéw R. leguminosarum bv. trifolii
okreslano dla bakterii hodowanych przez 24 godz. w 28 °C w warunkach wytrzasania
(160 rpm) w pozywce 79CA o rdéznym stezeniu ZnSO4 (0; 0,01; 0,05; 0,1; 0,5; 1; 5 oraz 10
mM). W tym celu hodowle odwirowywano (10 min, 10000 rpm), a osad bakteryjny
dwukrotnie przemywano 0,9% NaCl i zawieszano w 100 pul wody dejonizowanej. W celu
wizualizacji zywych oraz martwych komorek zawiesina bakterii byta barwiona mieszaning
dwoch barwnikéw fluorescencyjnych: SYTO-9 (komorki zywe — kolor zielony) oraz
jodkiem propidyny (komorki martwe - kolor czerwony) (20 min, bez dostepu Swiatta)
(zestaw LIVE/DEAD BacLight™ (Life Technologies, Molecular Probes, Eugene, OR,
USA)). Komorki byty nastepnie obserwowane z zastosowaniem mikroskopu konfokalnego
Axiowert 200M z glowicg skanujagcg LSMS5 Pascal (Carl Zeiss, Jena, Niemcy). Dla
kazdego preparatu wykonano po 10 zdje¢ dla dtugosci fali 470 nm (fluorescencja zielona)
oraz 546 nm (fluorescencja czerwona). Doswiadczenie wykonano trzykrotnie w trzech

powtorzeniach biologicznych dla kazdego szczepu oraz testowanego wariantu.
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5.2.3. Oznaczenie ilosci tworzonego biofilmu

Do okre§lenia wptywu jonow cynku na tworzenie biofilmu przez szczepy
R. leguminosarum bv. trifolii zastosowano metode opisang przez Rinaudi i Gonzalez
[2009]. W tym celu dwudniowe hodowle bakteryjne rosngce w warunkach kontrolnych
(w 79CA bez dodatku jonéw cynku) oraz w obecnosci 0,1 mM, 0,5 mM i 1 mM ZnSO4
rozcienczono do wartosci ODegoo=0,4, naniesiono po 100 ul do 96-dotkowych,
polistyrenowych ptytek titracyjnych i inkubowano przez 4 dni w 28 °C w warunkach
stacjonarnych (po 10 dotkow na kazdy szczep oraz testowane stezenie metalu). Po tym
czasie mierzono gestos¢ optyczng hodowli (ODsoo). Hodowle z dotkéw delikatnie usuwano
i pozostaly na dnie biofilm 3-krotnie przeptukiwano 0,9% roztworem NaCl. Nastepnie
biofilm barwiono 0,1% roztworem fioletu krystalicznego w 95% etanolu przez 15 minut,
a po tym czasie ptukano 3-krotnie woda dejonizowang. Wybarwiony biofilm rozpuszczano
w 95% etanolu i mierzono ODsgo probek na czytniku ptytek (Biochrom Asys UVM340,
Biochrom, UK). Eksperyment przeprowadzono 3-krotnie w 5 powtorzeniach

biologicznych dla kazdego szczepu 1 wariantu.

5.2.4. OKkreslenie struktury biofilméw =z zastosowaniem mikroskopii

konfokalnej

Strukturg przestrzenng biofilméw tworzonych przez badane szczepy na powierzchni
dotkéw ptytek polistyrenowych okreslono z wykorzystaniem zestawu LIVE/DEAD
BacLight™ (Life Technologies, Molecular Probes, Eugene, OR, USA) wedlug metody
opisanej w pracy Janczarek i wsp. [2015]. 48-godz. hodowle w 79CA bez oraz
z dodatkiem 1 mM ZnSO4 x H20 rozcienczono do wartosci ODeoo=0,2 i naniesiono po 0,5
ml do 48-dotkowej, polistyrenowej ptytki titracyjnej. Ptytke inkubowano przez 4 dni w 28
°C. Po tym czasie hodowle delikatnie usuwano, a biofilm przeptukiwano 3-krotnie 0,9%
NaCl i barwiono barwnikami fluorescencyjnymi przez 20 minut. Wybarwione biofilmy
obserwowano przy uzyciu mikroskopu konfokalnego Olympus SV1000 (Carl Zeiss, Jena,
Niemcy). Doswiadczenie przeprowadzono 2-krotnie w trzech  powtdrzeniach
biologicznych dla kazdego szczepu i wariantu, po 3 dotki na kazde powtdrzenie.

Dodatkowo z kazdego dotka wykonano po 10 zdje¢, na podstawie ktdrych obliczono
nastepujgce parametry biofilmow: procent pokrycia powierzchni dna dotka przez biofilm,

grubos$¢ biofilmu oraz stosunek liczby zywych do martwych komorek bakterii.
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5.2.5. lzolacja polisacharydow rizobiowych

5.25.1. lzolacja egzopolisacharydu (EPS)

525.1.1. Izolacja frakcji wysokoczgsteczkowej EPS

W celu izolacji frakcji wysokoczgsteczkowej (ang. high-molecular-weight, HMW)
EPS, szczepy R. leguminosarum bv. trifolii hodowano w 79CA o roéznym stezeniu
ZnS0O4x H20 (0; 0,1; 0,5 oraz 1 mM) przez 72 godz. w 28 °C (160 rpm). Po tym czasie
odebrano z hodowli po 100 ul w celu obliczenia miana bakterii (CFU/ml), a pozostala
objetos¢ hodowli odwirowano (15 min, 14000 rpm). HMW EPS obecny w supernatancie
strgcono zimnym 95% etanolem, w stosunku objetosciowym 3:1 (etanol : supernatant)
(24 godz. w temperaturze 4 °C). Nastepnie EPS osadzono przez wirowanie (20 min, 14000
rpm) i rozpuszczono w wodzie dejonizowanej [Janczarek i in., 2009]. Doswiadczenie
wykonano dwukrotnie w 4 powtorzeniach biologicznych dla kazdego szczepu i badanego

wariantu.

5.251.2. Izolacja frakcji niskoczasteczkowej EPS

Ilos¢ niskoczasteczkowej frakcji  (ang. low-molecular-weight, LMW) EPS
produkowanego przez badane szczepy hodowane w 79CA (warunki kontrolne) oraz
W obecnosci 1 mM jonow cynku okreslono wedlug metody Venkatachalam i wsp. [2014].
W tym celu, supernatant uzyskany po wirowaniu 72-godz. hodowli bakteryjnych
I pozbawiony frakcji HMW EPS (poprzez wytracenie 95% etanolem w proporcji 3:1),
strgcono nastgpnie zimnym 95% etanolem w stosunku objetosciowym 10:1 1 inkubowano
przez 24 godz. w 4 °C. Wytragcona frakcja LMW EPS zostata odwirowana (40 min, 14000
rpm, 4 °C) 1 rozpuszczona w wodzie dejonizowanej. Doswiadczenie wykonano dwukrotnie

w 4 powtdrzeniach biologicznych dla kazdego szczepu 1 badanego wariantu.
5.2.5.2. 1Izolacja polisacharydu Zelujacego (GPS)

Do izolacji polisacharydu zelujacego (GPS), polisacharydu kapsularnego (CPS) oraz
cyklicznych B-glukanéw (CG) postuzyly 3-dniowe hodowle badanych szczepow
W pozywce 79CA bez oraz z dodatkiem 1 mM ZnSOa.

W celu ekstrakcji GPS z powierzchni komorek, osad bakterii uzyskany ze 100 ml
hodowli (20 min, 4 °C, 8000 rpm) zawieszono w 20 ml wody dejonizowanej, dodano 20

ml 2M NaOH, a nastgpnie mieszano przez 2 godz. w temperaturze pokojowej. Po tym
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czasie zawiesiny odwirowano aby usung¢ komorki bakterii (20 min, 4 °C, 8000 rpm),
a klarowny supernatant zakwaszono 5 ml 99,5% kwasu octowego w celu wytracenia GPS.
Polisacharyd wytracano przez noc w 4 °C, a nastepnie wirowano (40 min, 8000 rpm, 4 °C),

suszono i rozpuszczano w wodzie dejonizowanej [Zevenhuizen i van Neerven, 1983].
5.2.5.3. lzolacja polisacharydu kapsularnego (CPS)

Osad bakterii uzyskany po wirowaniu 100 ml hodowli zawieszono w 40 ml 1N
NaOH 1 mieszano przez 2 godz. w temp. pokojowej, a nastgpnie wirowano (20 min, 8000
rpm, 4 °C). Polisacharyd obecny w uzyskanym supernatancie wytragcano 95% etanolem
(w stosunku objetosciowym 1:1) przez noc w 4 °C, a nastgpnie ponownie wirowano (40
min, 8000 rpm, 4 °C), suszono i rozpuszczono w wodzie dejonizowanej [Breedveld i in.,
1993].

5.25.4. Izolacja cyklicznych B-glukanow

W celu izolacji cyklicznych B-glukandw, osad uzyskany ze 100 ml hodowli bakterii
zawieszono w 20 ml wody dejonizowanej, mieszano z dodatkiem 20 ml 1 N NaOH przez 2
godz. w temp. pokojowej i wirowano (20 min, 8000 rpm, 4 °C), a do uzyskanego
supernatantu dodano 1 obj¢to$¢ zimnego 95% etanolu. Nastgpnie mieszaning ponownie

wirowano, a w supernatancie zawierajagcym 50% alkoholu oznaczono stezenie glukozy

[Breedveld i in., 1993].

5.2.6. Oznaczenie ilosci polisacharydow produkowanych przez szczepy

R. leguminosarum bv. trifolii

Ilo$¢ poszczegblnych polisacharydéw produkowanych przez badane szczepy
wyrazono jako ekwiwalent glukozy, wykorzystujac metod¢ opisang przez Loewus
[Loewus, 1952]. Do 20 pl wodnych roztworéw badanych prébek dodawano 0,5 ml 75%
kwasu siarkowego oraz 20 ul 1% indolu rozpuszczonego w 95% etanolu. Mieszaning
inkubowano przez 15 minut w 100 °C, a nastgpnie odczytywano absorbancje przy dtugosci
fali A=470 nm wobec proby kontrolnej zawierajacej wod¢ zamiast proby. Stezenie cukrow

odczytywano z krzywej wzorcowej wykonanej dla szeregu stgzen glukozy.
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5.2.7. OKreslenie zdolnosci migracji szczepow R. leguminosarum bv. trifolii

Zdolnos$¢ migracji bakterii okreslono wykorzystujac metod¢ opisang przez Rachwat
I wsp. [2015]. Dla badanych szczepéw wykonano testy ptytkowe na podlozu 79CA
0 réznym stopniu zestalenia oraz ré6znym stezeniu jondw cynku (w zakresie od 0 do 1 mM
ZnS0O4 X H20). W celu okreslenia ruchliwosci bakterii, 5 pl zawiesin bakteryjnych
0 ODg0o=0,4 wkiuwano w ptytki 79CA zawierajace 0,3% agaru (ang. swimming motility)
oraz nakraplano na powierzchni¢ podtoza zawierajacego 0,7% agaru (ang. swarming
motility). Ptytki inkubowano w 25 °C przez 4 dni i po tym czasie obserwowano roznice
w migracji komorek, mierzagc S$rednice obszaru zajmowanego przez bakterie.
Doswiadczenie przeprowadzono 3-krotnie w trzech powtdrzeniach biologicznych dla

kazdego szczepu oraz stezenia jondw cynku.

5.2.8. Oznaczenie zdolnosci szczepow R. leguminosarumbv. trifolii do

autoagregacji

Badane szczepy R.leguminosarum bv. trifolii hodowano przez 24 godz. (160 rpm, 28
°C) w 5 ml pozywki 79CA o réznym stezeniu ZnSOs (od 0 do 5 mM). Po tym czasie,
hodowle odstawiano na kolejne 24 godz. (temp. pokojowa, warunki statyczne), a nast¢gpnie
pobierano 0,3 ml z goérnej fazy kazdej zawiesiny bakteryjnej i mierzono jej ggstos$¢
optyczng przy dhugosci fali 600 nm (A2). Pozostala objeto$¢ zawiesiny energicznie
mieszano, pobierano 0,3 ml roztworu i ponownie mierzono jej gestos¢ optyczng (Ai).
Zdolno$¢ komoérek do autoagregacji obliczano wedtlug ponizszego wzoru, na podstawie
wartosci ODgoo pobieranych probek i1 przedstawiano jako % komoérek ulegajacych

autoagregacji [Sorroche i in., 2012]:
.. A,
% autoagregacji = 100 X [1 —A—]
1

5.2.9. Pomiar oddychania komdrkowego szczepéw R. leguminosarum bv.

trifolii

Zawiesiny bakteryjne badanych szczepdw o0 ODegoo= 1,0 przygotowane w pozywce
79CA o pH=7,4 niezawierajacej ekstraktu drozdzowego oraz hydrolizatu kazeiny,
inkubowano przez 2 godz. bez oraz w obecnoséci 1 mM oraz 10 mM ZnSO4 (160 rpm, 28
°C). Nastgpnie hodowle dodawano do kolbek miarowych zawierajacych dobrze

napowietrzong, tak samo zmodyfikowana pozywke 79CA w stosunku 1:2 (hodowla
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bakterii : podtoze) i szczelnie zatykano korkami ligninowymi, catkowicie ograniczajac
dostep powietrza. Pomiar spadku stezenia tlenu w hodowlach bakteryjnych mierzono za
pomoca elektrody tlenowej (VisiFerm DO Arc 225, Hamilton Robotics, Bonaduz, GR,
Szwajcaria) podigczonej do bioreaktora (Jupiter 2.0 Multi, Solaris) w czasie t=0 (Ao) oraz
przez nastgpne 20 minut, odczytujac wyniki co 2 minuty (A1). Doswiadczenie prowadzono
w statej temperaturze 28 °C oraz w warunkach cigglego mieszania (200 rpm). Procent

zuzycia tlenu przez bakterie obliczono wedlug wzoru:

. Ay
zuzycie 0, = —x 100%
Ag
5.2.10. Otrzymywanie frakeji bialek cytoplazmatycznych

I peryplazmatycznych R. leguminosarum bv. trifolii

W celu oznaczenia aktywnosci dysmutazy ponadtlenkowej oraz katalazy we frakcji
biatek cytoplazmatycznych i peryplazmatycznych, badane szczepy R. leguminosarum bv.
trifolii hodowano przez 2 dni w 100 ml 79CA bez dodatku oraz w obecnosci 1 mM ZnSOsa.
Po tym czasie hodowle wirowano (45 minut, 8000 rpm, 4 °C), a uzyskany osad bakteryjny

uzyto do izolacji wymienionych frakcji biatkowych.
5.2.10.1. Izolacja bialek cytoplazmatycznych

W celu izolacji frakeji biatek cytoplazmatycznych, osad bakteryjny uzyskany po
wirowaniu przemyto 0,9% roztworem NaCl, zawieszono w 2 ml 50 mM buforu Tris-HCI
(pH 8,0), dodano 20 pl lizozymu (12 mg ml™?) i inkubowano przez 30 minut w 37 °C. Tak
przygotowane preparaty poddano homogenizacji z uzyciem prasy (Thermo Electron
Corporation, USA), a uzyskane lizaty wirowano (30 min, 10000 rpm, 4 °C) [Krehenbrink
i Downie, 2011]. W klarownych supernatantach zmierzono stezenie biatka metoda
Bradford [Bradford, 1976] oraz aktywno$¢ enzymatyczng dysmutazy ponadtlenkowej
| katalazy.

5.2.10.2. Izolacja bialek peryplazmatycznych

W celu uzyskania frakcji bialek peryplazmatycznych, osad bakteryjny uzyskany po
wirowaniu przemyto 0,9% roztworem NaCl i zawieszono w 10 ml buforu
hiperosmotycznego. Nastgpnie zawiesing bakterii inkubowano przez 15 minut w 28 °C
I ponownie odwirowano (15 min, 8000 rpm, temp. pokojowa). Osad bakterii zawieszono

w 10 ml lodowatej wody dejonizowanej i inkubowano w lodzie kolejne 15 minut.
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W supernatancie uzyskanym po osadzeniu bakterii (30 min, 8000 rpm, 4 °C) oznaczono
stezenie biatka metoda Bradford oraz aktywno$¢ enzymatyczng dysmutazy

ponadtlenkowej [Krehenbrink i Downie, 2011].
5.2.11. Oznaczenie stezenia bialka metoda Bradford

Do probowek typu Eppendorf zawierajacych 160 pl roztwordéw badanych preparatow
biatkowych dodano 40 pl odczynnika Bio-Rad Protein Assay (Bio-Rad, USA). Probki
mieszano i inkubowano przez 15 minut w temperaturze pokojowej. Stezenie biatka
W probkach okreslono poprzez pomiar spektrofotometryczny przy dtugosci fali A=595 nm
wobec proby kontrolnej zawierajacej wode dejonizowang zamiast roztworu biatka
(Biochrom Asys UVM340, Biochrom, UK). Stezenie biatka w probie odczytywano na
podstawie krzywej wzorcowej wykonanej dla albuminy surowicy bydlecej [Bradford,

1976].
5.2.12. Oznaczenie aktywnosci dysmutazy ponadtlenkowej

Mieszanine reakcyjna zawierajacg 700 ul 50 mM buforu Tris-HCI (pH 8,5) 1 50 ul
préby badanej inkubowano przez 5 minut w temperaturze 30 °C. Reakcj¢ rozpoczynano
poprzez dodanie 50 ul 5 mM pirogalolu rozpuszczonego w 10 mM HCI. Mierzono przyrost
absorbancji przy dtugosci fali A=320 nm wobec proby odczynnikowej, zawierajacej wode
dejonizowang zamiast proby badanej (Cary Win 300 Bio, Varian, USA). Jako jednostke
aktywnos$ci przyjeto procent zahamowania samoutlenienia pirogalolu wyrazony
stosunkiem przyrostu absorbancji proby badanej i kontrolnej:

AE, — Eg
Ea

X 100%
X Vyr X=—XD

Aktywnos¢ SOD = 50% A

gdzie:

AEa — przyrost absorbancji (przy dlugosci fali A = 320 nm) w probie kontrolnej w czasie
60 s wywotany samoutlenieniem pirogalolu

AEg — przyrost absorbancji (przy dtugosci fali A = 320 nm) w probie badanej w czasie 60 s
VMR — objetos¢ mieszaniny reakcyjnej [ml]

Vp — objetos¢ proby badanej [ml]

D — rozcienczenie proby badane;j
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Aktywnos$¢ specyficzng SOD wyrazono w jednostkach aktywnosci SOD na mg biatka
zawartego w probie badanej [U/ mg biatka] [Marklund, 1974].

5.2.13. Oznaczenie aktywnosci katalazy

Aktywno$¢ katalazy oznaczano spektrofotometrycznie monitorujac rozktad
nadtlenku wodoru w obecnos$ci enzymu zawartego w probie badanej [Aebi, 1984]. W tym
celu, do 750 pl przygotowanego substratu (30 mM H2O2 w 0,1 M buforze Mc Ilvaine’a)
dodano 7,5ul proby badanej. Wymieszang probk¢ umieszczano w  komorze
spektrofotometru i mierzono spadek absorbancji w czasie 30 s przy dtugosci fali A=240 nm
wobec proby odczynnikowej (Cary Win 300 Bio, Varian, USA). Aktywnos$¢ katalazy

obliczono ze wzoru:

(AAP - AAK) X VMR X 103

Akt s¢ CAT =
ywnosé ex 1,

gdzie:

AAp - spadek absorbancji w probie badanej w czasie 30 s (przy dtugosci fali A = 240 nm)
AAk - spadek absorbancji w probie kontrolnej w czasie 30 s (przy dlugosci fali A = 240

nm)

VMR — objetos¢ mieszaniny reakcyjnej [ml]

Vp — objetos¢ proby badanej [ml]

& — molowy wspotczynnik absorbcji dla katalazy rowny 39,40 dm® mol™ cm™

Aktywnos¢ specyficzng CAT wyrazono jako [U/ mg biatkal].
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5.2.14.Badanie  wlasciwosci  fizykochemicznych ~ komdrek  szczepow

R. leguminosarum bv. trifolii

5.2.14.1. Oznaczenie ruchliwosci elektroforetycznej komdrek bakterii

z wykorzystaniem laserowej elektroforezy dopplerowskiej

Pomiar ruchliwosci elektroforetycznej (ang. electrophoretic mobility, EM) komorek
szczepOw R. leguminosarum bv. trifolii stanowil jeden z etapéw badan dotyczacych
wptywu jondéw cynku na fizyko-chemiczne wiasciwosci powierzchniowe komorek
bakteryjnych. Do przeprowadzenia tego eksperymentu wybrano podtoze TY ze wzgledu na
niskg zawartos¢ skladnikow mineralnych, mogacych wchodzi¢ w interakcje
z zewnatrzkomérkowymi polimerowymi skladnikami otoczki bakterii. Podloze to
filtrowano (Whatman Anodisc Membrane Filter, $rednica poréw 0,02 pum) w celu
usunigcia zanieczyszczen stalych, ktorych obecno$¢ w zawiesinie moglaby wplynaé na
wynik pomiaru. Analizy wykonano dla:

* 24-godz. hodowli bakteryjnych inkubowanych w pozywce TY o réznym stezeniu
ZnS0Oq4 (0; 1; 10; 50; 200 mM)

* hodowli prowadzonych przez rézny okres czasu (24, 48 oraz 96 godz.) w pozywce
TY niezawierajacej jondw cynku oraz zawierajacej 1 mM ZnSOg4

* 24-godz. hodowli bakteryjnych w pozywce TY zawierajacej ZnSO4 0 st¢zeniu
odpowiednio: 0 mM i 1 mM oraz pH w zakresie od 3 do 7.

Eksperyment przeprowadzono 3-krotnie w trzech powtdrzeniach biologicznych dla
kazdego szczepu oraz wariantu. Przygotowanie probek oraz wykonanie pomiarow
realizowano w oparciu 0 wczesniej opracowang metodyke [Ciesla i in., 2011]. W tym celu
gestos¢ optyczng wszystkich zawiesin bakteryjnych doprowadzono do wartosci ODgoo=0,4
stosujac podtoze TY o sktadzie odpowiednim dla danego wariantu doswiadczenia.

Pomiary wykonano za pomocg urzadzenia Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments
Ltd., Malvern, UK), wykorzystujacego metode laserowej dopplerowskiej elektroforezy
(ang. Laser Doppler Electrophoresis, LDE) w potaczeniu z analiza fazowa S$wiatla
rozpraszanego (ang. Phase Analysis Light Scattering, PALS). Zrodlem $wiatla o dtugosci
fali 633 nm byl laser helowo-neonowy. Wigzka $wiatta przechodzacego rozproszonego
pod katem 17° po nalozeniu z wiazka referencyjng trafiata na detektor urzadzenia,
a nastgpnie sygnat podlegat obrobce cyfrowej za pomoca procesora i trafial do komputera,
gdzie byt analizowany przez oprogramowanie (Zetasizer Nano Series User Manual, 2004).

Pomiary ruchliwosci elektroforetycznej bakterii wykonywano w temperaturze 20 °C.
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5.2.14.2. OKreSlenie charakteru kwasowo-zasadowego komorek szczepéw

R. leguminosarum bv. trifolii

W celu okreslenia wptywu jondw cynku na udziat specyficznych grup funkcyjnych
obecnych na powierzchni komoérek w generowaniu powierzchniowego tadunku
elektrycznego wykonano miareczkowanie potencjometryczne, stosujagc wczesniej
opracowang metodyke [Ciesla i in., 2016]. W doswiadczeniu tym uzyto 100 ml 24-godz.
hodowli bakteryjnych w TY (stezenie ZnSOs rowne 0 mM i 1 mM) o ODeoo = 0,4. Za
pomocg 1 M HCIl doprowadzono pH zawiesin bakteryjnych do wartosci 3, a nastgpnie
miareczkowano w zakresie wartosci pH od 3 do 7, przy uzyciu 0,1 M NaOH. W tym
samym zakresie pH przeprowadzono miareczkowanie podloza. Analizy wykonywano
w temperaturze 20 °C z zastosowaniem stacji miareczkujacej Titralab TIM 965
(Radiometer Analytical SAS, Lyon, Francja).

Korzystajac z dostgpnych w literaturze réwnan [Nederlof i in., 1993; Jozefaciuk
I Szatanik-Kloc, 2004; Ciesla i in., 2016] obliczono wartosci funkcji rozktadu pozornych
statych dysocjacji powierzchniowych grup funkcyjnych (f (pKapp)) oraz $rednig pozorng
statg dysocjacji (pKappav), przy czym pojecie ,,stata dysocjacji” odnoszono tu do stalej
dysocjacji (Kapp) wyrazonej w formie zlogarytmowanej (pKapp=-10g(Kapp)).

Funkcja rozktadu pozornych statych dysocjacji [f (pKapp)] przyjmuje wartosci od 0
do 1. Jej przebieg odzwierciedla udziat grup funkcyjnych, charakteryzowanych przez
poszczegdlne wartosci PKapp, W generowaniu catkowitego tadunku elektrycznego
powierzchni komérek.

Do oceny ogblnego charakteru kwasowego powierzchni komoérek bakteryjnych
postuzono si¢ wartoscig Sredniej pozornej statej dysocjacji (PKappav), obliczong na

podstawie wzoru:

n
pKapp,av = Z pKappif(pKappi)

i=1

gdzie: pKappi - pozorna stata dysocjacji grup funkcyjnych i, f(pKappi) - wartos¢ funkcji
rozktadu pozornych statych dysocjacji uzyskana dla grup funkcyjnych i.

Niskie wartosci pKapp sa charakterystyczne dla mocnych kwasow. Zatem im nisza

jest warto$¢ PpKappav, tym bardziej kwasowy charakter przejawiajg otoczki komorek

bakteryjnych.
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5.2.14.3. Pomiar katéw zwilzania oraz wyznaczenie swobodnej energii

powierzchniowej

Hydrofobowe/hydrofilowe wlasciwosci  powierzchniowe komorek badanych
szczepOdw okreslono wykorzystujac metode osadzonej kropli (ang. sessile drop technique)
oraz wczesniej opracowang metodyke [Ciesla i in., 2016]. Jednodniowe hodowle
bakteryjne w TY (stg¢zenie ZnSOs4 réwne 0 mM i 1 mM) rozcienczono do warto$ci
ODeg00=0,4, a nastgpnie z wykorzystaniem podciSnienia naniesiono na membrany
celulozowe o $rednicy porow 0,45 um (Whatman, GE Helathcare UK Ltd., Little Chalfont,
UK). Membrany mocowano za pomocg tas§my dwustronnej na szkietkach
mikroskopowych, suszono 40 minut w komorze laminarnej w temperaturze pokojowej
I mierzono katy zwilzania dla trzech cieczy: wody, formamidu oraz dijodometanu
[Busscher i in., 1984]. Pomiary wykonano 3-krotnie w trzech powtdrzeniach biologicznych
dla kazdego szczepu i wariantu, w statej temperaturze 20 °C z zastosowaniem mikroskopu
DSA100 wyposazonego w goniometr oraz kamere CCD (KRUSS GmbH, Hamburg,
Niemcy). Do wyznaczenia swobodnej energii powierzchniowej (ang. surface free energy,

SFE) wykorzystano metod¢ opisang przez van Ossa i wsp. (1987).

5.2.15. Oznaczenie hydrofobowosci komorek szczepow R. leguminosarum bv.

trifolii

W celu okreslenia hydrofobowosci powierzchni komorek badanych szczepow
zastosowano metode opracowang przez Neu i Poralla [1990]. W tym celu wykorzystano
24-godz. hodowle w 79CA zawierajgce rozne stezenia ZnSO4 (0 — 50 mM). Osady bakterii
uzyskane przez wirowanie (12 min, 10000 rpm) zawieszano w buforze PUM,
doprowadzano ich ggstos¢ optyczng do wartosci ~ 1,0, mierzonej przy dtugosci fali A =
405 nm (OD3) (Biochrom Asys UVM340, Biochrom, UK). Nastepnie do 600 pl zawiesin
bakteryjnych dodawano 300 pl dodekanu, mieszaning intensywnie wytrzasano przez
2 minuty i odstawiano na 15 minut w celu rozdzielenia si¢ fazy wodnej oraz organiczne;.
Po tym czasie mierzono ODa4os fazy wodnej (OD,) i obliczano stopien hydrofobowosci

komoérek ze wzoru:

Dq

0D,

hydrofobowos¢ (%) = 100 — 100 x
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5.2.16. Okreslenie wydajnosci wigzania jonow Zn?* przez EPS wyizolowany

z hodowli szczepu Rt24.2

W celu okreslenia wydajnosci wigzania jonow Zn?* przez EPS wyizolowany ze
szczepu Rt24.2 metoda opisang w podrozdziale 2.5.1. uzyskany polisacharyd oczyszczono
poprzez 2-krotne stragcanie etanolem, wirowanie oraz dializ¢ w wodzie (24 h), a nastepnie
w roztworze HCI (pH 4) (24 h) w celu eliminacji jonéow zaadsorbowanych z pozywki
79CA. W otrzymanym preparacie oznaczono st¢zenie biatka metoda Bradford [Bradford,
1976], a nastepnie poddano go liofilizacji. Czysty preparat EPS o stezeniu 1 mg ml™
dodawano do wodnych roztworéw ZnCl,, a nastepnie dializowano w warunkach
wytrzasania (24h, 100 rpm, temp. pokojowa). Po tym czasie uzyskane dializaty
zakwaszono 20% HCI i 0znaczono stezenie jonéw Zn?* metodg absorpcyjnej spektrometrii
atomowej (ASA). Doswiadczenie przeprowadzono w 2 powtdrzeniach biologicznych dla
szeregu stezen ZnCl» (0; 0,01; 0,05; 0,1; 0,25; 0,5; 0,75; 1; 1,25; 1,5; 1,75; 2; 5; 10; 15; 20
oraz 50 mM).

Proces adsorpcji jondw Zn?* na powierzchni EPS zostat opisany za pomoca réwnania
Langmuira. Izoterma adsorpcji Langmuira opisuje zalezno$¢ ilosci zaadsorbowane;j
substancji od stezenia adsorbatu przy ustalonej temperaturze i zaktada, ze adsorbat moze
tworzy¢ na powierzchni adsorbentu monowarstwe czasteczek, ktoére oddzialuja
Z miejscami adsorpcyjnymi, ale nie wchodza w interakcje ze soba. W teorii tej zaktada sie¢
roOwniez, ze czasteczki adsorbatu nie mogg tworzy¢ na powierzchni adsorbentu
wielowarstwy oraz energia adsorpcji jest stata, czyli powierzchnia adsorbentu jest
energetycznie jednorodna. W stanie réwnowagi termodynamicznej szybkos$¢ adsorpcji jest
rowna szybko$ci desorpcji. Izoterma adsorpcji Langmuira opisana jest nast¢pujacym
rownaniem (Vijayaraghavan i in., 2006):

_ Qmax X K Xc

1+K Xc
gdzie ¢ — stezenie rownowagowe adsorbatu w roztworze [mg (dmq)™],

( — stezenie adsorbatu w fazie statej bioadsorbentu [mg g™],
Omax — maksymalne stezenie adsorbatu w fazie statej bioadsorbentu
(pojemno$¢ monowarstwy) [mg g],

K — stata rownowagi reakcji [dm® g].
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Do wyznaczenia adsorpcji jonébw cynku na EPS i wyliczenia pojemno$ci
monowarstwy (Qmax), postuzyto zlinearyzowane rownanie adsorpcji Langmuira:
c 1

C
— +
4  Gmax Gmax X K

5.2.17. Doswiadczenia roslinne
5.2.17.1. Jalowienie nasion koniczyny lakowej (Trifolium pratense)

Nasiona koniczyny takowej (Trifolium pratense, odmiana Dajana) ptukano 3-krotnie
w wodzie jalowej dejonizowanej, a nastgpnie inkubowano przez 1 min w 0,1% HgClz. Po
tym czasie nasiona ponownie ptukano 3-krotnie w wodzie jatlowej, inkubowano przez
1 min w 70% etanolu, a nastepnie ptukano 3-krotnie w wodzie jatowej i wykorzystywano

do dalszych analiz.

5.2.17.2. OKkreSlenie wplywu jonéw cynku na Kielkowanie koniczyny

lakowej

Przeprowadzono eksperyment majgcy na celu zbadanie wplywu jonow cynku na
kietkowanie nasion koniczyny tagkowej. Nasiona wyktadano na ptytki Petriego (30 nasion
na ptytke), zawierajace plynne badz state podloze do kietkowania nasion (Tab. 4)
wzbogacone 0 ZnSO4 (w zakresie st¢zen od 0 do 1mM), zachowujac jalowe warunki.
Ptytki inkubowano przez 7 dni w 24 °C, a po tym czasie liczono ilo$¢ wykietkowanych
nasion oraz mierzono dhugos$¢ todygi i korzenia kietkow. Eksperyment przeprowadzono

2-krotnie w trzech powtorzeniach biologicznych.

5.2.17.3. Adhezja komorek R. leguminosarum bv. trifolii do korzeni

koniczyny

Wpltyw jondéw cynku na adhezj¢ bakterii do korzeni koniczyny okreslono
wykorzystujac metode opisang przez Fujishige 1 wsp. [2006]. Trzydniowe kietki koniczyny
inkubowano w pozywce Féhraeeus’a bez oraz z dodatkiem 0,1 mM ZnSOs. Inkubacje
prowadzono w jalowych warunkach przez 24 godz. w 24 °C. Po tym czasie kietki
przemywano nowa porcja pozywki Fahraeus’a. ROwnoczes$nie przygotowano zawiesiny
bakteryjne badanych szczepow. W tym celu bakterie hodowano przez 24 godz. w pozywce
79CA niezawierajacej jonow Zn?* (warunki kontrolne) oraz zawierajacej 0,1 mM Zn?".

Nastepnie hodowle wirowano (7 min, 8000 rpm), a uzyskany osad przemywano pozywka
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Fahreeus’a w celu usunigcia nadmiaru jondéw metalu. Osad bakteryjny zawieszono
w pozywce Féhraus’a i rozcienczono do warto$ci ODeggo= 0,1.

Doswiadczenie przeprowadzono w 4 wariantach. Pierwszy wariant (I) stanowita
kontrola do§wiadczenia, w ktorej zardwno kielki, jak i bakterie nie byly poddane dziataniu
jondw Zn?*. W drugim wariancie (II) sprawdzono zdolno$¢ adhezji bakterii hodowanych
W obecnoéci jonéw Zn?* do korzeni roélin kontrolnych. W trzecim wariancie (III)
okreslono zdolnos$¢ adhezji bakterii nie poddanych dziataniu tych jonoéw do korzeni
koniczyny inkubowanych wczesniej w pozywce zawierajacej jony Zn?*. W ostatnim
wariancie (IV) zbadano adhezj¢ bakterii do korzeni, gdzie zardbwno szczepy, jak tez ich
gospodarz byly inkubowane uprzednio w obecnosci tych jonow.

Kietki koniczyny inkubowano w 500 ul odpowiednich zawiesin bakteryjnych
w warunkach stacjonarnych przez 24 godz. w 24 °C. Po tym czasie odcinano jatowo
korzenie ro$lin, ptukano je przez 1 godz. w 0,05% Tween-20 (100 rpm) w celu usunigcia
bakterii niezwigzanych z korzeniem, a nast¢pnie usuwano ptyn i wazono. Kazdy korzen
homogenizowano w 300 pl jatowej wody dejonizowanej, a nastepnie wysiewano metoda
seryjnych rozcienczen na plytki zawierajace 79CA. Kolonie bakteryjne zliczano po 4
dniach inkubacji w 28 °C. Eksperyment przeprowadzono w dwoch powtérzeniach,

wykorzystujac 5 kietkdw koniczyny na kazdy szczep oraz wariant.
5.2.17.4. Testy probowkowe

Wilasciwosci symbiotyczne badanych szczepdw okre§lono z uzyciem koniczyny
takowej (Trifolium pratense, odmiana Dajana) jako gospodarza ro$linnego. Nasiona
koniczyny po powierzchniowej sterylizacji wykladano na ptytki z podtozem Féhreus’a
[Vincent, 1970], po wykietkowaniu przenoszono do szklanych probéwek zawierajacych
podtoze Fahraeus’a z réznym stezeniem ZnSOs (0; 0,01; 0,025; 0,05; 0,1 i 1mM). Po 4
dniach, dodawano zawiesiny bakterii 0 ODesoo= 0,2 przygotowane w wodzie jatowej (100
pl na rosling) i rosliny hodowano przez 5 tygodni w warunkach szklarniowych przy
naturalnym $wietle wspomaganym oswietleniem sztucznym (14 godz. w 24 °C — dzien i 10
godz. w 18 °C — noc). Co 7 dni liczono ilo$¢ brodawek pojawiajacych si¢ na korzeniach
koniczyny, a po 5 tygodniach wazono czg$¢ nadziemng oraz podziemng ro$lin.
Eksperyment wykonano w trzech powtdrzeniach biologicznych, wykorzystujac 30 roslin

dla kazdego badanego Szczepu oraz wariantu.
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5.2.18. Analizy statystyczne

Otrzymane wartosci liczbowe okreslajace wilasnosci komorek szczepéw Rt24.2,
Rt2472, Rt5819, Rt24.2(pBA1l) oraz Rt24.2(pBR1) poréwnywano z uzyciem programu
Statistica 12.5 (StatSoft). Do analizy istotnosci statystycznej wykorzystano jedno- oraz

wieloczynnikowg analiz¢ wariancji.
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6. Wyniki

6.1.0Kkreslenie wplywu jonéw Zn?* na wlasno$ci fenotypowe szczepow
Rhizobium leguminosarum bv. trifolii rézniacych si¢ poziomem

syntezy EPS

Bakterie z rodziny Rhizobiaceae nalezag do powszechnie bytujacych w glebie
mikroorganizmow 1 czesto s3 narazone na dziatanie roznego rodzaju czynnikéw
srodowiskowych, m. in. na obecno$¢ metali cigzkich. W pracy tej przeprowadzono szereg
eksperymentéw majacych na celu okres$lenie wrazliwosci szczepow R. leguminosarum bv.
trifolii roznigcych si¢ iloscig produkowanego EPS, na obecnos¢ jonéw cynku w podtozu.

Ustalono wptyw jonow tego metalu na r6zne wiasnosci fenotypowe badanych szczepow.

6.1.1. Wplyw jonéw Zn>* na przezywalno$s¢ i wzrost Rhizobium

leguminosarum bv. trifolii

W pierwszej czesci doswiadczenia zbadano wptyw jonéw Zn?* na przezywalnoéé
badanych szczepéw R. leguminosarum bv. trifolii. Analiz¢ wykonano dla 24-godz.
bakteryjnych hodowli inkubowanych przy réznym stezeniu ZnSO4 (zakres stezen: 0 — 10
mM). Aby okresli¢ procentowy udziat bakterii zywych 1 martwych w hodowlach,
odpowiednio przygotowane bakterie barwiono zestawem barwnikéw fluorescencyjnych
(SYTO-9 dla wizualizacji bakterii zywych oraz jodek propidyny dla uwidocznienia
bakterii martwych) i obserwowano przy uzyciu mikroskopu konfokalnego (Ryc. 19).
Wykazano, ze w warunkach braku jondw cynku wszystkie szczepy R. leguminosarum bv.
trifolii charakteryzuja si¢ wysoka przezywalnoscia (94,69% - 99,02% zywych bakterii)
(Tab. 5). Stwierdzono rowniez, ze niskie stezenia ZnSO4 (0,01 — 0,1 mM) nie powodowaty
znaczacego obnizenia zywotnosci komorek badanych szczepow, z wyjatkiem Rt5819.
Jednakze, zwigkszenie stezenia ZnSOs powyzej 1 mM skutkowalo zmniejszeniem si¢
liczby komorek zywych w hodowlach tych szczepow. Réznice w przezywalnosci bakterii
przy réznych stezeniach jonow Zn?* dla poszczegdlnych szczepéw byty istotne
statystycznie. Mutanty defektywne w syntezie EPS (Rt2472 oraz Rt5819) wykazaly sie¢

najwigksza wrazliwoscig na obecno$¢ cynku.
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Kontrola 1 mM ZnSO,

komorki zywe komorki martwe komorki zywe komorki martwe

Ryc. 19 Wizualizacja komdrek szczepéw R. leguminosarum bv. trifolii hodowanych przez 24 godz.
w warunkach kontrolnych oraz w obecnosci 1 mM ZnSOs4, wykonana z zastosowaniem
mikroskopii konfokalnej (zielony kolor — komérki zywe, czerwony kolor — komorki martwe).

Rt24.2

Rt24.2(pBA1l) Rt2472 Rt5819

Rt24.2(pBR1)
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Tab. 5 Wplyw jonéw Zn?* na przezywalno$é szczepéw R. leguminosarum bv. trifolii. Réznice istotne
statystycznie pomiedzy stezeniami ZnSOs dla kazdego badanego szczepu zostaly oznaczone
roéznymi literami (¢=0,05; ANOVA jednoczynnikowa; test Tukey’a).

ZnS0Oq Szczepy R. leguminosarum bv. trifolii (% zywych komérek)
(mM) Rt24.2 Rt5819 Rt2472 Rt24.2(pBA1)  Rt24.2(pBR1)
0 99,02 £0,194 94,69 +1,48* 9554 +042"8 98,17 +0,13"® 98,62 +0,22"
0,01 98,86 +0,12* 9346 1,168  98,41+0,35" 98,78 +0,12* 08,48 +0,417
0,05 98,450,748  9260+1,72”8  98,02+0,45*  9545+1,13%C 98,68 +0,29"
0,10  98,15+0,58"8 87,66 +1,01°° 96,53+0,76"  97,65+0,78"® 98,68 +0,17A
050 97,27 #1,05"BC 89,72 +#1,458C 90,61 +1,25%¢ 9568 +1,155¢ 96,61 +0,64°
1,0 95,44 0,44 88,91 +0,558¢  87,95+127°  9333#1,12°°C 9592 +0,39°
5,0 96,46 0,938 87,80 #3,07¢  86,59+0,82° 94,69 +0,94C 96,39 +0,398
10,0 92,06 +1,25° 83,10 +1,36° 74,60 +4,85° 91,16 +1,55° 92,79 £1,19¢

W dalszym etapie badan okre§lono wpltyw jondéw cynku na kinetyke wzrostu

szczepOw R. leguminosarum bv. trifolii. Doswiadczenia te przeprowadzono w czasie 96

godzin (h) dla szerokiego spektrum stezen ZnSOs (0; 0,05; 0,1; 0,5; 1 oraz 5 mM).

Kinetyke wzrostu tych szczepéw wyznaczono na podstawie dwoch parametrow: gestosci

optycznej hodowli (ODeoo) oraz miana bakterii (CFU/ml), aby okres$li¢ czy EPS

produkowany przez te bakterie ma wplyw na warto$ci ODeoo ich hodowli (Ryc. 20).
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Ryc. 20 Wplyw jonéw Zn?* na wzrost szczepdw R. leguminosarum bv. trifolii: szczepu dzikiego
Rt24.2 oraz jego pochodnych rézniacych si¢ iloscia produkowanego EPS, okreslony na
podstawie pomiaréw gestosci optycznej hodowli (ODeoo) (panel A) oraz ich wartosci CFU/ml
(panel B).
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Pomiary gestosci optycznej hodowli wykazaty, ze w warunkach kontrolnych
(bakterie nie poddane ekspozycji na jony cynku) wszystkie szczepy charakteryzowaty si¢
dos¢ podobnym tempem wzrostu i osiggaty faze stacjonarng po 48-72 godz., a maksymalne
warto$ci ODeoo hodowli (~1,0) po 72 godz. (Ryc. 20, panel A). W przypadku dwoch
szczepow Rt2472 1 Rt5819, zawierajacych odpowiednio mutacje w genach rosR i pssA,
zaobserwowano nieco wolniejszy wzrost i nizsze wartoSci ODeoo W poréwnaniu do
szczepu dzikiego Rt24.2 i dwoch szczepow Rt24.2(pBAL) i Rt24.2(pBR1) produkujacych
zwigkszone ilosci EPS w poréwnaniu do szczepu Rt24.2. Podobne wyniki w warunkach
kontrolnych uzyskano dla badanych szczepoéw stosujac parametr CFU/ml, ktory jest
niezalezny od obecnosci EPS w hodowli (Ryc. 20, panel B). Zaobserwowano intensywne
namnazanie si¢ szczepéw w warunkach kontrolnych 1 osiggnigcie przez nie fazy
stacjonarnej wzrostu po 48 godz. Réwniez 1 w tym doswiadczeniu uzyskano nieco nizsze
warto$ci CFU/ml dla hodowli mutantéw Rt2472 i Rt5819 w poréwnaniu do szczepu
dzikiego Rt24.2 i1 szczepoéw nadprodukujacych EPS [Rt24.2(pBA1) i Rt24.2(pBR1)].
Ponadto wykazano dla 72-godz. hodowli szczepéw produkujacych EPS, Zze wzrost gestosci
optycznej tych hodowli w poréwnaniu do 48-godz. hodowli wynika przede wszystkim
z produkcji i sekrecji tego polimeru do pozywki, a nie z namnazania si¢ bakterii.

Na podstawie pomiarow ODeo hodowli wykazano, ze obecno$¢ jonow Zn**
powodowata nieznaczne obnizenie tempa wzrostu badanych szczepow przy stezeniu 0,05
mM, a stopniowy wzrost stezenia metalu powodowal spowolnienie wzrostu bakterii,
doprowadzajac do jego catkowitego zahamowania przy wartosci 1 mM. Na podstawie tego
do$wiadczenia wykazano réwniez, ze szczep Rt5819 nieprodukujacy EPS jest najbardziej
wrazliwym szczepem na obecno$¢ jonéw cynku w podlozu ze wszystkich badanych
szczepow.

Podobne zaleznosci pomiedzy szczepami oraz stosowanym stezeniem jondéw Zn2*
zaobserwowano przy uzyciu parametru CFU/ml. W oparciu o analizy wartosci CFU/ml
stwierdzono, ze obecnos$¢ jondéw tego metalu w stezeniach 0,05 1 0,1 mM powodowata
obnizenie tempa wzrostu badanych szczepéw, a zahamowanie wzrostu wszystkich
szczepOw zaobserwowano dla wartosci 0,5 mM (Ryc. 20, panel B). Uzyskano nizsze
wartosci CFU/ml dla hodowli Rt5819 1 Rt2472, za§ wyzsze wartosci CFU/ml dla szczepow
Rt24.2(pBA1l) i Rt24.2(pBR1), w stosunku do parametru CFU/ml szczepu kontrolnego
Rt24.2. Na tej podstawie wykazano, ze mutanty defektywne w syntezie EPS

charakteryzuja si¢ nizsza tolerancja na jony Zn?* w poréwnaniu do szczepu dzikiego
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Rt24.2, natomiast szczepy nadprodukujace EPS wykazuja wyzsza tolerancj¢ na ten
czynnik stresowy w poréwnaniu do szczepu Rt24.2.

Liniowe korelacje pomigdzy wartosciami ODsoo i CFU/ml udato si¢ otrzymac tylko
dla niskich stezen jonéw cynku (0 - 0,1 mM) w pierwszych dwdch dobach eksperymentu.
Po 72-godz. warto$¢ ODesoo hodowli zwigkszata si¢ u wszystkich badanych bakterii,
z wyjatkiem szczepu Rt5819, co bylo wyraznie zwigzane z produkcja EPS. Natomiast
w tych samych hodowlach parametr CFU/ml nie zmieniat si¢ znaczagco w poréwnaniu do
wartos$ci osigganych dla 48-godz. hodowli. Z kolei po 96-godz. inkubacji wartosci CFU/ml
wyraznie obnizaly si¢, natomiast gestos¢ tych hodowli pozostawata bez zmian. Wyniki te
wskazuja, ze do precyzyjnego ustalenia wrazliwosci szczepéw R. leguminosarum bv.
trifolii na obecno$¢ cynku w Srodowisku wzrostu, niezbedne jest okreslenie zarowno
gestosci optycznej hodowli, ktora jest $cisle zwigzana z iloscig produkowanego EPS, jak
I miana zywych bakterii (CFU/ml), ktéry jest lepszym wskaznikiem toksycznoS$ci
badanego czynnika stresowego.

Podsumowujac, przeprowadzone doswiadczenia wykazaty, ze szczepy Rt24.2(pBA1)
oraz Rt24.2(pBR1), wytwarzajace znaczne ilo$ci EPS, charakteryzuja si¢ zwigkszong
przezywalnos$cia, szybszym tempem wzrostu i wyzszymi parametrami CFU/ml hodowli
w poréwnaniu do szczepow defektywnych w syntezie EPS: Rt2472 i Rt5819. Uzyskane
wyniki sugeruja, ze wrazliwo$¢ testowanych szczepow R. leguminosarum bv. trifolii na
obecno$¢ ZnSOs w S$rodowisku wzrostu jest w znacznym stopniu zalezna od ilo$ci

syntetyzowanego EPS [Kopycinska i in., 2018].

6.1.2. Wplyw jonéw Zn?* na poziom syntezy EPS przez R. leguminosarum bv.

trifolii

Dotychczasowe dane literaturowe wskazuja, ze EPS odgrywa wazna rolg w adaptacji
roznych bakterii do stresu srodowiskowego. W zwigzku z tym postanowiono zbadac¢ w jaki
sposOb obecnos¢ jonow cynku wplywa na synteze tego polimeru u R. leguminosarum bv.
trifolii. We wczesniejszych pracach naszego zespotu wykazano, ze badane szczepy rdznig
si¢ znaczaco ilo$cig wytwarzanego EPS i mozna je pod tym wzgledem uszeregowac od
najmniej produkujacego do najwiecej produkujagcego w nastepujacy  sposob:
Rt5819 < Rt2472 < Rt24.2 < Rt24.2(pBR1) < Rt24.2(pBA1) [Janczarek i in., 2009]. Celem
kolejnych badan bylo ustalenie wptywu jonéw cynku na wytwarzanie EPS przez

wymienione szczepy R. leguminosarum bv. trifoli. W pierwszym etapie badan sprawdzono

84



wplyw roznych stezen ZnSOs (0,1 mM; 0,5 mM oraz 1 mM) na poziom syntezy
wysokoczasteczkowej frakcji (ang. high molecular weight, HMW) EPS (Ryc. 21). Na
podstawie uzyskanych wynikdw wybrano nast¢pnie jedno st¢zenie cynku do okreslenia

ilosci syntetyzowanej frakcji niskoczasteczkowej (ang. low molecular weight, LMW) EPS.

Rt24.2

Rt5819

Rt2472

Rt24.2(pBAL)

Rt24.2(pBR1)

0 50 100 150 200 250

Produkcja HMW EPS [pg/108 CFU]

m0 m0,1 m05 m1 ZnSO,[mM]

Ryc. 21 Wplyw jonéw Zn?* na poziom syntezy frakeji wysokoczasteczkowej egzopolisacharydu
(HMW EPS) przez szczepy R. leguminosarum bv. trifolii. Istotne statystycznie réznice
pomiedzy badanymi szczepami oraz zastosowanymi stezeniami ZnSQ4 oznaczono roéznymi
literami (¢=0,05, ANOVA dwuczynnikowa, test Tukey’a).

Wykazano, ze obecnos$¢ jonow cynku pozytywnie wptywa na syntez¢ HMW EPS
przez badane szczepy, z wyjatkiem szczepu Rt5819 (Ryc. 21). Zaobserwowano, ze juz
najnizsze zastosowane stezenie ZnSOs (0,1 mM) powoduje zwickszenie syntezy EPS
u szczepow R. leguminosarum bv. trifoli zdolnych do wytwarzania tego polimeru, a takze
ze jego ilos¢ rosnie wraz ze wzrostem stezenia jonOw metalu. W przypadku szczepu
dzikiego Rt24.2, jak i szczepow Rt24.2(pBR1) oraz Rt24.2(pBA1), zaobserwowano okoto
5-krotny wzrost ilosci produkowanego EPS w obecnosci 1 mM ZnSOs w stosunku do

warunkow kontrolnych.
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Na podstawie wynikow powyzszych analiz, w dalszych badaniach zastosowano

stezenie 1 mM dla poréwnania wptywu jonéw Zn?* na produkcje wysokoczasteczkowych

i niskoczgsteczkowych frakcji EPS wytwarzanych przez szczepy R. leguminosarum bv.
trifoli (Ryc. 22).

Rt24.2 -_| B
Rt5819
Rt2472
I
REA2PEAD — — A
I
REARBRD T— A

0,00 10,00 20,00 30,00 40,00 50,00 100,00 150,00 200,00 250,00

Produkcja HMW i LMW EPS [ng/103 CFU]

HHMW EPS H LMW EPS " HMW EPS H LMW EPS
kontrola kontrola 1mM ZnSO, 1mM ZnSO,

Ryc. 22 Wplyw jonéw Zn?* na produkcj¢ HMW oraz LMW EPS przez szczepy R. legumnosarum bv.
trifolii. Istotne statystycznie roznice pomiedzy badanymi szczepami oraz zastosowanymi
stezeniami ZnSOs oznaczono réznymi literami (0=0,05, ANOVA dwuczynnikowa, test
Tukey’a).

W warunkach kontrolnych badane szczepy (z wyjatkiem Rt5819) wytwarzaja obie

frakcje EPS i proporcja HMW:LMW wynosi zaleznie od szczepu od 6,3:1 dla Rt2472 do
9,6:1 dla Rt24.2(pBR1). Zaobserwowano, ze w obecnosci 1 mM jonéow Zn?*, szczepy
zdolne do syntezy tego polimeru (Rt24.2, Rt2472, Rt24.2(pAB1l) i Rt24.2(pBR1))
wytwarzaja zwiekszong ilos¢ zarowno frakcji HMW, jak i LMW EPS oraz ze te bakterie,

z wyjatkiem szczepu Rt2472, wytwarzaja okoto 10-krotnie wigcej frakcji HMW niz LMW

EPS (kolejno dla wymienionych szczepdéw wartosci te wynosza: 8,5; 5,5; 9 oraz 10).

Wyjatkiem jest szczep Rt5819 niewytwarzajacy zadnej z frakcji EPS. Podsumowujac,
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uzyskane wyniki wskazuja, ze jony cynku wplywaja na zwigkszenie syntezy EPS
u R. leguminosarum bv. trifoli, natomiast nie wptywaja na proporcje syntetyzowanych
frakcji HMW i LMW tego polimeru, ktore sg bardzo podobne w warunkach kontrolnych
I stresowych [Kopycinska i in., 2018].

6.1.3. Wplyw jonéw Zn?* na poziom syntezy innych polisacharydéw (GPS,

CPS oraz CG) przez szczepy R. leguminosarum bv. trifolii

Wezesniejsze doswiadczenia wykazaly, ze jony Zn?* powoduja wzrost syntezy EPS
przez testowane szczepy bakteryjne (z wyjatkiem mutanta Rt5819), dlatego postanowiono
sprawdzi¢ czy ten czynnik stresowy ma roéwniez wplyw na wytwarzanie innych
polisacharydéw powierzchniowych, takich jak: polisacharyd zelujacy (GPS), polisacharyd
kapsularny (CPS) oraz zlokalizowane w przestrzeni peryplazmatycznej cykliczne
B-glukany (CG). Przeprowadzono analizy, w ktorych wykorzystano 3-dniowe hodowle
bakteryjne niezawierajgce (warunki kontrolne) oraz zawierajagce 1 mM ZnSOas. Wykazano,
ze mutant Rt2472 wytwarza w warunkach kontrolnych znacznie wigksza ilos¢ GPS, CPS
oraz CG w poréwnaniu do pozostatych badanych szczepéw (Ryc. 23 A-C). Ustalono, ze
szczep ten syntetyzuje 10-krotnie wigcej GPS, 7-krotnie wigecej CPS oraz 2-krotnie wigcej
CG w stosunku do szczepu dzikiego Rt24.2. Natomiast szczepy Rt24.2(pBAl)
I Rt24.2(pBR1) wytwarzaty zblizone ilosci tych polisacharydéw w poréwnaniu do szczepu
Rt24.2.
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Ryc. 23 Wplyw jonéw Zn?* na synteze¢ GPS (A), CPS (B) oraz cyklicznych B-glukanéw (C) przez
szczepy R. leguminosarum bv. trifolii. Istotne statystycznie roznice pomiedzy badanymi
szczepami oraz zastosowanymi stezeniami ZnSOs oznaczono roéznymi literami (a=0,05,
ANOVA dwuczynnikowa, test Tukey’a).
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Wykazano réwniez, ze szczep Rt5819 syntetyzuje w warunkach kontrolnych jedynie
niewielkie ilosci GPS (0,37 pg/10® CFU), CPS (1,56 pg/108 CFU) oraz obnizone ilosci CG
(0,32 pg/10® CFU) w poréwnaniu do szczepu Rt24.2. Zaobserwowano, ze obecno$é jonow
Zn?* wplywa pozytywnie na produkcje analizowanych polisacharydow u wszystkich
badanych szczepdw, a efekt ten byt najbardziej widoczny w przypadku szczepu Rt2472.
Poréwnujac ilosci poszczegdlnych polisacharydéw syntetyzowanych przez badane szczepy
R. leguminosarum bv. trifolii w warunkach braku oraz obecno$ci jonow cynku, nalezy
podkresli¢, ze sposrod nich najwigksza ilo$¢ stanowi EPS, ktory jest najbardziej
zewngtrzng warstwa ochronng tych bakterii (wyjatek stanowi szczep Rt2472). Ustalono, ze
stosunek ilosci EPS do sumarycznej ilo$ci pozostatych polisacharydéw syntetyzowanych
w warunkach stresowych (GPS, CPS, CG) dla poszczegélnych szczepow (z wyjatkiem
szczepu Rt5819, ktéry nie produkuje EPS) wynosit: Rt24.2 — 1:0,35; Rt2472 — 1:2,44;
Rt24.2(pBA1) — 1:0,19; Rt24.2(pBR1) — 1:0,19).

6.1.4. Wplyw jondéw Zn?* na wytwarzanie biofilmu przez szczepy

R. leguminosarum bv. trifolii

Kolejnym etapem badan byto okreslenie wptywu jonéw Zn?* na ilo$¢ oraz strukture
biofilmu tworzonego przez szczepy R. leguminosarum bv. trifolii. W celu okreslenia ilosci
biofilmu wytwarzanego przez badane szczepy w warunkach stresowych, zastosowano
stezenia cynku identyczne jak w przypadku analiz HMW EPS (tj. 0,1 mM; 0,5 mM
i 1 mM). Doswiadczenie wykonano na polistyrenowych ptytkach titracyjnych, oznaczajac
metoda kolorymetryczng ilo$¢ biofilmu powstatego po 4 dniach inkubacji hodowli
bakteryjnych. Wykazano, ze ilos¢ produkowanego biofilmu jest skorelowana z iloscig
tworzonego EPS. Pod tym wzgledem badane szczepy mozna réwniez uszeregowac
W nastepujacy sposob: Rt5819 < Rt2472 < Rt24.2 < Rt24.2(pBR1) < Rt24.2(pBAl).
Tendencje taka zaobserwowano zarOwno dla bakterii hodowanych w warunkach

kontrolnych, jak i w obecnosci jonéw Zn?* (Ryc. 24).
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Rt24.2

Rt5819

Rt2472
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Ryc. 24 Wplyw jonéw Zn?* na ilo$¢ biofilmu tworzonego przez szczepy R. leguminosarum bv. trifolii.
Istotne statystycznie réznice pomiedzy badanymi szczepami oraz zastosowanymi stezeniami
ZnSO4 oznaczono réznymi literami (6=0,05, ANOVA dwuczynnikowa, test Tukey’a).

Dodatkowo wykazano, ze wzrastajace stgzenie jondow tego metalu powoduje
zwigkszenie ilosci tworzonego biofilmu. Obecnos¢ 1 mM ZnSO4 skutkowata okoto
6-krotnym wzrostem ilosci produkowanego biofilmu w przypadku szczepow Rt24.2,
Rt2472, Rt24.2(pBAl) i Rt24.2(pBR1) w poréwnaniu do warunkéw kontrolnych (dla
szczepu Rt24.2 — 6,82 razy wigcej tworzonego biofilmu; dla szczepu Rt2472 — 5,60 razy
wiecej; dla szczepu Rt24.2(pBA1l) — 6,51 razy wigcej; dla szczepu Rt24.2(pBR1) — 6,73
razy wigcej). Co ciekawe, nieznaczny pozytywny wplyw cynku na tworzenie biofilmu
zaobserwowano rowniez w przypadku szczepu Rt5819, co sugeruje udziat w tym procesie,
oprocz EPS, innych sktadnikow bakteryjnych (np. biatek zewnatrzkomérkowych).

W celu zobrazowania struktury biofilmow tworzonych przez badane szczepy
w warunkach kontrolnych oraz pod wplywem czynnika stresowego (1 mM ZnSOa),
biofilmy utworzone na polistyrenowych ptytkach titracyjnych byty barwione barwnikami
fluorescencyjnymi (SYTO9 i jodkiem propidyny) i ogladane z zastosowaniem mikroskopu
konfokalnego. Zaobserwowano, ze w warunkach kontrolnych (bez jonéw cynku) szczepy

Rt24.2, Rt24.2(pBAl) oraz Rt24.2(pBR1) tworzyly tzw. ,,dojrzaly” biofilm, posiadajacy
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wysoko zorganizowang struktur¢ przestrzenng z kanatami wodnymi oraz ggsto
upakowanymi licznymi komorkami bakteryjnymi (Ryc. 25).

Kontrola 1 mM ZnSO,

4-dniowy biofilm grubos¢ biofilmu 4-dniowy biofilm grubos¢ biofilmu

Rt24.2

50 pm 40 pm : bt 40 pm

Rt5819

50 pm 40 um 50 um 40 pm

Rt2472

50 pm 40 um L4 50 pm - 40 pm

Rt24.2(pBA1)

’ Fy 4 b -
50 pm 40 um 50 um - 40 um

Rt24.2(pBR1)

40 pm < . 501t 40 pm

Ryc. 25 Struktura biofilmu tworzonego przez szczepy R. leguminosarum bv. trifolii w warunkach
kontrolnych oraz w obecnos$ci jonéw Zn?",

W przypadku szczepdéw defektywnych w syntezie EPS (Rt5819 i Rt2472)
zaobserwowano, ze nie tworzyly one typowego ,,dojrzatego” biofilmu, a do powierzchni
ptytki zaadsorbowane byly jedynie pojedyncze komorki bakteryjne. Wykazano rowniez, ze
obecnos$¢ jonow cynku stymulowata szczepy produkujace EPS do tworzenia grubszego
I gesciej upakowanego biofilmu w poréwnaniu do warunkow kontrolnych. Stwierdzono
takze, ze obecnos¢ ZnSOs4 wplywala na inne parametry charakteryzujace biofilm —
zwigkszata procent pokrycia powierzchni dotka na plytce titracyjnej oraz negatywnie

wplywata na stosunek komorek zywych do martwych (Tab. 6) [Kopycinska i in., 2018].
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Tab. 6 Wplyw jonéw Zn?" na parametry charakteryzujace biofilm tworzony przez szczepy R. leguminosarum bv. trifolii. Istotne statystycznie réznice pomiedzy

badanymi szczepami oraz zastosowanymi stezeniami ZnSO4 oznaczono réznymi literami (¢=0,05, ANOVA dwuczynnikowa, test Tukey’a).

Stosunek liczby komérek zywych do

Pokrycie powierzchni dotka

Szczep martwych w biofilmie przez biofilm (%) Grubos¢ biofilmu (um)

0 1 mM ZnS0Oq4 0 1 mM ZnS0Oq4 0 1 mM ZnSO4
R124.2 22,81 + 3,27 6,27 + 0,0 94,7 + 3,04 100 + 0,04 33,343,470 42,70%5,66D
Rt5819 2,31 +0,4° 1,84 + 0,30 24,59 + 4,30 32,97 + 4,1C 3,190,358 3,75£1,038
Rt2472 4,58 +0,7° 2,49 +0,5P 30,62 + 4,90 56,12 + 6,28 14,56+0,53C 17,76+1,14C
Rt24.2(pBAL) 26,51 + 4,2 11,10 + 2,28 100 + 0,0 100 + 0,04 48,10+5,10A 80,31+3,04F
Rt24.2(pBR1) 24,05 + 3,8 12,11 + 1,88 98,20 + 1,8° 100 + 0,04 49,65+2,18 79,2348, 18F
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6.1.5. Wplyw jonéw Zn?* na agregacje komérek R. leguminosarum bv. trifolii

W kolejnym doswiadczeniu okreslono zdolno$¢ agregacji komoérek badanych
szczepOw w 24-godz. hodowlach w podtozach o réznym st¢zeniu ZnSQO4 (0,01 — 5 mM).
Zaobserwowano, ze komorki szczepu Rt2472 w warunkach kontrolnych w wiekszym
stopniu ulegajg agregacji w stosunku do pozostatych testowanych szczepoéw. Ponadto,
wykazano ze ekspozycja bakterii na czynnik stresowy w postaci jonéw cynku powoduje

zwigkszenie agregacji komorek wszystkich testowanych szczepow (Ryc. 26, Tab. 7).

Rt24.2 Rt5819 Rt2472  Rt24.2(pBA1) Rt24.2(pBR1)

Kontrola

1 mM ZnSO,

Ryc. 26 Agregacja komorek szczepéw R. leguminosarum bv. trifolii w warunkach kontrolnych oraz

w obecnosci jonow Zn?*.

Tab. 7 Poréwnanie wplywu jonéw Zn®>* na autoagregacje szczepéw R. leguminosarum bv. trifolii.
Istotne statystycznie réoznice pomiedzy badanymi szczepami oraz zastosowanymi stezeniami ZnSQ4
oznaczono réznymi literami (0=0,05, ANOVA jednoczynnikowa, test Tukey’a).

Stezenie Stopien autoagregacji komoérek (%)

ZnSO; (MM)  Rt24.2 Rt5819 Rt2472 Rt24.2(pBAl) Rt24.2(pBR1)
0 18,02+1,26% 45,743,204  50,00+3,50* 20,08+1,41* 25,47+1,78%
0,01 34,432,418 49,18+3,44%  56,70+3,97* 23,67+1,66" 29,43+2,06"
0,05 47,10+3,30¢ 66,13+4,63%  56,50+3,96" 25,22+1,774 30,91+2,16%
0,1 48,45+3,39¢ 68,70+4,818  58,66+4,11* 27,20+1,90* 38,42+2,69*
0,5 65,23+4,57° 75,50+5,28%  71,78+5,02® 61,51+4,31° 62,99+4,418

1 69,29+4,85° 72,9945,118  75,02+5,25%  70,74+4,958 65,68+4,608¢
5 72,21+5,05° 72,845,108  75,32+5,27%  82,45+5,77¢ 74,95+5,25¢
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6.1.6. Wplyw jonow Zn?* na ruchliwo$¢ komorek R. leguminosarum bv. trifolii

W nastgpnym doswiadczeniu wykonano oznaczenia majace na celu okreslenie
zdolno$ci migracji komorek szczepéw R. leguminosarum bv. trifolii. Parametr ten
okreslono dla wszystkich bakterii na podlozu stalym, zawierajacym 0,7% agaru oraz
potptynnym, zawierajagcym 0,3% agaru (Ryc. 27).

Zdolnos¢ migracji jest istotng cechg fizjologii komorek bakteryjnych. Wyrdznia si¢
dwa typy ruchliwo$ci. Pierwszy z nich tzw. ,,swimming motility”, ktéry charakteryzuje
bakterie poruszajace si¢ w $rodowiskach plynnych, w odpowiedzi na roézne czynniki
chemotaktyczne oraz bodzce zewngtrzne. Ten typ poruszania si¢ umozliwiaja bakteriom
rézne mechanizmy 1 struktury motoryczne, tj. wici, rzeski czy pilusy typu IV [Merz i in.,
2000]. Drugim typem migracji bakterii jest tzw. ,,swarming motility”, ktéry jest
zjawiskiem zbiorowym angazujacym catg populacje bakterii w kolonii. Ruchliwo$¢ tego
typu jest szybka (2-10 pum/s) i skoordynowang translokacja populacji bakterii na
powierzchniach statych oraz potstatych i jest przyktadem wielokomorkowosci bakterii
I zjawiska quorum-sensing [Breaken i in., 2008]. Migracja tego typu jest procesem
wymagajacym wysokiego zuzycia energii i syntezy licznych wici [Harshey, 2003;
Verstraeten i in., 2008].

Zaobserwowano, ze jony cynku negatywnie wplywaja na migracje komorek,
zarobwno w podtozu stalym, jak i polplynnym. Szczepy Rt24.2, Rt24.2(pBA1l)
I Rt24.2(pBR 1) wykazywaly wysoka i podobng ruchliwos¢, podczas gdy szczepy Rt2472
oraz Rt5819 charakteryzowaly si¢ obnizong zdolno$cig do migracji (Tab. 8). Co wigcej,
catkowite zahamowanie migracji komoérek nastgpowato przy stezeniu 0,1 mM ZnSOq4
w przypadku szczepow produkujacych EPS oraz przy stezeniu 0,05 mM dla mutantéw
Rt2472 i Rt5819, wskazujac na ich wysokg wrazliwo$¢ na ten metal [Kopycinska i in.,
2018].
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0,7% T9CA 0,3% 79CA
Stezenie ZnSO,

0,1 mM

Szczep Kontrola 0,01 mM

0,05 mM

Kontrola 0.01 mM 0,05 mM 0.1 mM

Rt24.2

Rt2472

Rt5819

Rt24.2(pBR1)

Rt24.2(pBA1)

Ryc. 27 Wplyw jonéw Zn?* na ruchliwo$é szczepéw R. leguminosarum bv. trifolii w podlozu 79CA zawierajacym 0,7% oraz 0,3% agaru.
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Tab. 8 Wplyw jonéw Zn?* na ruchliwo$é szezepow R. leguminosarum bv. trifolii na pélplynnym oraz stalym podlozu 79CA. Istotne statystycznie réznice pomiedzy
badanymi szczepami oraz zastosowanymi stezeniami ZnSQOs oznaczono réznymi literami (¢=0,05, ANOVA tréjczynnikowa, test Tukey’a).

Szczep Rt24.2 Rt5819 Rt2472 Rt24.2(pBAl) Rt24.2(pBR1)
ZnSO4 (MM) 0,3% 79CA 0,7% 79CA 0,3% 79CA 0,7% 79CA 0,3% 79CA 0,7% 79CA 0,3% 79CA 0,7% 79CA 0,3% 79CA 0,7% 79CA
0 145+05% 9,0+05" 65+05Y 7,0+0,0 70+00" 6,0+£05 16,0+05* 12,0+05°¢ 16,5+05" 11 +0,5P¢
0,01 12,5+0,5°° 7,0+0,5' 50+05- 7,0+0,5' 7,0+0,5' 5,0+0,0" 13,0+1,0° 11,0+0,0/®¢ 115+0,55F 10,5+0,5°
0,05 40+0,0M 50+05" 00N 00N 00N 00N 55+05%  6,0+0,0% 6,0 + 0,57 5,0+ 0,0M
0,1 0+ON 0+0ON 0+0ON 0+0ON 0+ 0N 0+ 0N 0+ 0N 0+ 0N 0+0ON 0+0ON
0,5 0+ON 0+QM 0+QM 0+QM 0+OQM 0+OQM 0+QM 0+QM 0+OQM 0+OQM
1 0+QN 0+0ON 0+0ON 0+0ON 0+0N 0+0N 0+0ON 0+0ON 0+0N 0+0N
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6.1.7. Wplyw jonéw Zn?* na wydajnos¢ oddychania komérkowego szczepow

R. leguminosarum bv. trifolii

W celu zbadania wptywu jondw cynku na oddychanie komorkowe testowanych
szczepOw ryzobiowych przeprowadzono oznaczenia zuzycia tlenu przez zawiesiny bakterii
poddanych 2-godz. ekspozycji na dwa stezenia ZnSO4 (1 mM oraz 10 mM). Po tym czasie
za pomocg elektrody tlenowej mierzono spadek st¢zenia tlenu w probce przez 20 minut
I porownywano zuzycie tlenu przez bakterie poddane czynnikowi stresowemu w stosunku
do bakterii inkubowanych w warunkach kontrolnych. Analizy te wykazaty, ze obecnos¢
jonéw cynku znacznie zaburza proces oddychania komérkowego bakterii (Ryc. 28). Efekt
ten byl szczegdlnie widoczny dla stezenia 10 mM ZnSOg4, Sposrod testowanych szczepow,
szczepy Rt2472 oraz Rt5819 okazaly si¢ by¢ najbardziej wrazliwe na dziatanie jondéw
Zn?*, W przypadku tych bakterii zuzycie tlenu bylo istotnie zahamowane juz przy stezeniu
1 mM ZnSOsa.
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Ryc. 28 Wplyw jonéw Zn?* na proces oddychania komdrkowego szczepéw R. leguminosarum bv.

trifolii (A-E).
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6.1.8. Oznaczanie aktywnoSci dysmutazy ponadtlenkowej (SOD) oraz
katalazy (CAT)

W nastgpnym etapie badan przeprowadzono doswiadczenia majagce na celu
porownanie aktywnosci enzymow, biorgcych udzial w mechanizmach antyoksydacyjnych
u bakterii hodowanych bez dodatku oraz z dodatkiem 1 mM ZnSOs4. W tym celu
zmierzono aktywno$¢ enzymatyczng katalazy (CAT) i dysmutazy ponadtlenkowej (SOD)
we frakcji biatlek wewnatrzkomorkowych oraz dodatkowo zmierzono aktywno$¢
enzymatyczng SOD we frakcji bialek peryplazmatycznych, uzyskanych z 48-godz.
hodowli bakteryjnych. Ustalono, ze w warunkach kontrolnych najnizszg aktywnos¢ SOD
we frakcji wewnatrzkomorkowej posiadat mutant w genie rosR (Rt2472), natomiast we
frakcji peryplazmatycznej szczep ten charakteryzowat si¢ wyzsza aktywnoscia SOD od
pozostaltych szczepow [R24.2, Rt24.2(pBAl) oraz Rt24.2(pBR1)]. Analizy wykazaty
takze, ze zarowno aktywnos¢ SOD we frakcjach  wewnatrzkomoérkowe;j
| peryplazmatycznej, jak i aktywno$¢ CAT we frakcji bialek wewnatrzkomorkowych
izolowanych ze szczepOw, wzrastata po dodaniu jonow cynku do $rodowiska wzrostu
(Ryc. 29A-C). Wyjatek stanowily mutanty Rt5819 i Rt2472 dla SOD we frakcji
peryplazmatycznej (Ryc. 29B) oraz Rt5819 dla CAT (Ryc. 29C).
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Ryc. 29 Wplyw jonéw Zn?* na aktywno$¢ SOD wewnatrzkomorkowej (A), peryplazmatycznej (B)
oraz CAT wewnatrzkomorkowej (C) szczepéw R. leguminosarum bv. trifolii. Istotne
statystycznie réznice pomi¢dzy badanymi szczepami oraz zastosowanymi stezeniami ZnSQ4
oznaczono réznymi literami (¢=0,05, ANOVA dwuczynnikowa, test Tukey’a).
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6.2.Charakterystyka  wlasciwosci  powierzchniowych  komorek

R. leguminosarum bv. trifolii poddanych dzialaniu jonéw cynku

6.2.1. Wplyw jondéw Zn?* na charakter kwasowo-zasadowy powierzchni

komorek badanych szczepow R. leguminosarum bv. trifolii

Weczesniejsze badania naszego zespotu potwierdzily, ze EPS produkowany przez
badane szczepy R. leguminosarum bv. trifolii ma charakter kwasowy [Ciesla i in., 2016].
Celem obecnej pracy bylo okre§lenie wptywu obecnosci jonéw Zn?* w podtozu na
wilasciwos$ci kwasowo-zasadowe otoczki komarek bakteryjnych.

Przeprowadzono miareczkowanie potencjometryczne 24-godz. hodowli bakteryjnych
inkubowanych w podtozu o réznej zawartosci ZnSO4 (0 mM i 1 mM). Uzyskane wyniki
pozwolity na otrzymanie funkcji rozkladu pozornych statych dysocjacji (f(pKapp))
powierzchniowych grup funkcyjnych, ktére przedstawiono na Ryc. 30.

W przypadku szczepdéw produkujacych EPS (Rt24.2, Rt24.2(pBA1) i Rt24.2(pBR1))
oraz szczepu Rt2472 obecnos¢ jondow cynku w podtozu skutkowata wzrostem udziatu grup
funkcyjnych o pKapp=4,0 w generowaniu powierzchniowego tadunku elektrycznego.
Towarzyszyt temu spadek udziatu grup o pKapp=4,5 oraz pKapp=3,5 (tylko dla szczepu
dzikiego oraz Rt2472). W przypadku szczepu Rt24.2 zaobserwowano jednocze$nie wzrost
udziatu grup funkcyjnych charakteryzujacych si¢ wartoSciami pKapp zawartymi
w przedziale 6,0 — 6,5. Dla komdrek szczepu Rt5819, ktdry nie syntezuje EPS, dodatek
Zn?* do podtoza spowodowat zmniejszenie udziatu grup o pKapp=4,5 oraz wzrost udziatu

grup o pKapp=3,5 w generowaniu elektrycznego tadunku powierzchniowego.
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Ryc. 30 Wplyw jonéw Zn?' na funkcje rozkladu pozornych stalych dysocjacji powierzchniowych
grup funkcyjnych f(pKapp), bioracych udzial w tworzeniu ladunku powierzchniowego
komorek szczepow R. leguminosarum bv. trifolii (A-E).
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Wszystkie badane szczepy zarowno w warunkach kontrolnych, jak i w obecno$ci
jondw Zn?* wykazywaty silnie kwasowy charakter powierzchni komorek. Obecno$é jonow
cynku nieznacznie zmieniata wartosci pKappave 1 tylko dla szczepu dzikiego spowodowata
statystycznie istotne ostabienie charakteru kwasowego (wzrost pKappave), natomiast dla

mutanta Rt5819 — jego wzrost (czyli zmniejszenie pKapp,ave) (Ryc. 31).

m0 ml1 ZnSO,[mM]

5.3
5.1 C
4.9 BC
47 B B AB  BCap
: B B
545
©
43 A
4.1
3.9
3.7
35
Rt24.2 Rt5819 Rt2472  Rt24.2(pBAL)Rt24.2(pBR1)

Ryc. 31 Wplyw jonéw Zn®>* na wartoSci $rednich pozornych stalych dysocjacji (pKappave)
powierzchniowych grup funkcyjnych, bioracych wudzial w tworzeniu ladunku
powierzchniowego komorek szczepdéw R. leguminosarum bv. trifolii. Istotne statystycznie
réznice pomiedzy stezeniami ZnSO: dla kazdego badanego szczepu zostaly oznaczone
réznymi literami (¢=0,05; ANOVA jednoczynnikowa; test Tukey’a).

6.2.2. Wplyw jonéw Zn?* na ruchliwo$¢ elektroforetyczna komérek bakterii

R. leguminosarum bv. trifolii

Ruchliwo$¢ elektroforetyczna (ang. electrophoretic mobility, EM) jest parametrem
charakteryzujacym ruch czastki, posiadajacej powierzchniowy tadunek elektryczny, w polu
elektrycznym. EM wyrazona w m?V-!s? odpowiada temu, ze w polu elektrycznym
0 natezeniu V. m™ czastka porusza sie z szybkoscia m s?. Ze wzgledu na lepsza forme
prezentacji liczb znaczacych, na wykresach przedstawionych w niniejszej pracy uzyto
jednostki pmemV1st. Ruchliwo$é elektroforetyczna jest wprost proporcjonalna do
fadunku powierzchniowego czastek, a jej znak jest tozsamy ze znakiem tadunku, za$
odwrotnie proporcjonalna do ich wielko$ci. Na ruchliwos¢ elektroforetyczng komorek
bakterii maja wptyw rozne czynniki, takie jak sktad podtoza hodowlanego, faza wzrostu

bakterii czy ilos¢ produkowanego EPS [Ciesla i in., 2016].
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Kolejnym etapem badan byto sprawdzenie wptywu jondw Zn?* na EM bakterii
R. leguminosarum bv. trifolii. Analizy wykonano w r6znych wariantach, w ktorych
sprawdzono: 1) wplyw stezenia ZnSO4 na EM komorek bakterii, 2) wptyw wybranego
stezenia jonow cynku (I mM ZnSO4) na EM komorek bakterii znajdujacych si¢ w rdéznej
fazie wzrostu oraz 3) wplyw 1 mM ZnSOs na EM komorek bakterii hodowanych

w podtozach o r6znych wartosciach pH.

6.2.2.1. Wplyw stezenia ZnSOsz na ruchliwo$¢ elektroforetyczna
komorek bakterii R. leguminosarum bv. trifolii

W celu zbadania wplywu jonow Zn?* na EM komorek bakterii R. leguminosarum bv.
trifolii oraz wybrania stezenia jonéw cynku do dalszych analiz, doswiadczenie wykonano
stosujgc szereg stezen ZnSOs (0; 1; 10; 50 mM). Na Ryc. 32. przedstawiono wpltyw
stezenia Zn?* na EM komérek badanych szczepow.
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0.4
0.2
0.0
Rt24.2 (wt) Rt5819 Rt2472  Rt24.2(pBA1) Rt24.2(pBR1)

0 m1 m10 m50 ZnSO,[mM]

Ryc. 32 Wplyw réznych stezen jonéw Zn®>* na ruchliwo$é elektroforetyczna komorek bakterii
R. leguminosarum bv. trifolii. Istotne statystycznie réznice pomiedzy stezeniami ZnSOs dla
kazdego badanego szczepu zostaly oznaczone roéznymi literami (0=0,05; ANOVA
jednoczynnikowa; test Tukey’a).

Zaobserwowano, ze wszystkie badane szczepy bakteryjne charakteryzowaty sie
ujemnymi wartosciami EM, co zwigzane jest z ich ujemnym tadunkiem powierzchniowym.
Najnizsze wartosci bezwzgledne EM ws$rod bakterii zawieszonych w czystym podtozu
odnotowano dla szczepu Rt5819 (0,83+0,02 umcmVis?). Wartosci bezwzgledne EM
komoérek szczepu Rt2472 (1,25+0,10 umemVs1) w warunkach kontrolnych byly
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nieznacznie nizsze od wartosci EM komorek bakterii szczepu dzikiego Rt24.2 (1,38+0,03
umemV-Ist) i znacznie wyzsze niz komorek bakterii szczepu Rt5819. Najwyzsza
warto$cig bezwzgledng EM charakteryzowal sie szczep Rt24.2(pBR1) (1,65+0,03
umemV-1st). Wyniki uzyskane dla poszczegolnych szczepow bakterii w czystym podtozu
byly zgodne z wczesniej publikowanymi [Ciesla i in., 2016], potwierdzajac, ze komorki
bakterii syntezujacych wigksze ilosci EPS charakteryzuja si¢ wyzszymi warto$ciami
bezwzglednymi EM.

Wzrost stezenia jonow Zn?* prowadzit do zmniejszenia wartosci bezwzglednej EM
komorek bakteryjnych wszystkich szczepow bakterii. W obecnosci 50 mM ZnSOs,
wartosci bezwzgledne EM byly najnizsze i wynosily dla poszczeg6lnych bakterii
odpowiednio: Rt24.2 — 0,63+0,06 umcmV-1s?, Rt5819 — 0,43+0,02 umemV-1s?, Rt2472 —
0,54+0,03 umcmV-1is?, Rt24.2(pBA1l) — 0,51+0,02 pmcmVis? oraz Rt24.2(pBR1) —
0,62+0,03 pmecmV-1s?,

Zmniejszenie warto$ci bezwzglednej EM komorek bakterii wynikato z neutralizacji
ujemnego tadunku elektrycznego powierzchni komérek przez kationy Zn?*, ale rowniez ze
zwigkszenia si¢ liczby martwych komorek w populacji bakteryjnej w zwigzku ze wzrostem
toksycznosci jonow cynku. Jak pokazano na Ryc. 33, w przypadku wszystkich szczepow
bakterii (ODs00=0,4) poddanych wplywowi réznego stg¢zenia jonéw cynku, warto§ci EM
korelowaty z przezywalnoscia komorek (wspotczynniki determinacji wynosity od 0,8735
dla szczepu Rt24.2(pBAl) do 0.9713 dla szczepu Rt24.2(pBR1)). Im przezywalno$é
komorek byla nizsza, tym nizsze byly wartoSci bezwzgledne EM. Ruchliwosé

elektroforetyczna moze by¢ zatem wskaznikiem toksycznosci jondw cynku.
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Ryc. 33 Zalezno$¢ EM komdrek bakterii R. leguminosarum bv. trifolii od ich przezywalnosci.

6.2.2.2. Wplyw jonéw Zn?" i fazy wzrostu bakterii na ruchliwosé

elektroforetyczna komorek szczepdéw R. leguminosarum bv. trifolii

Ze wzgledu na to, ze stezenie jonow cynku wynoszace 1 mM dziatato stymulujaco
na produkcje EPS (Rozdz. 4.1.2.) oraz rzutowato na wartosci EM komorek bakteryjnych
(Rozdz. 4.2.2.2), zastosowano je w kolejnych do$wiadczeniach. Zbadano wpltyw fazy
wzrostu bakterii w podtozu czystym oraz zawierajacym jony Zn?* na wartoéci EM. Wyniki
przedstawiono na Ryc. 34.

106



A -2,0 4 4 D
A 2 Rt24.2 20, B Rt24.2(pBA1)
% s % 15 D C C
- ¥
g 107 % 1,0 2 "
g 05 2 0,5
&=
0,0 - 0,0 : .
24 48 96 24 48 92
Czas(h) Czas (h)
Eom1 ZnSO, [mM] HOm1 7nSO, [mM]
E 20 C )
2.0 A s 4.
B RES819 Rt24.2(pBR1) .
D a5 s A AB 4
% %
= 0
2 -1,0 4 E 10
205 = 05
(=
LU 1 0,0 4 T T
24 48 926 24 48 96
Czas(h) Czas (h)
mom1 ZnSO,[mM] =) m1ZnSO, [mM]
C 20 B Rt2472
B
~ -15 A )
i A A
o
g -1,0
= 0,5
g
0,0 4 T T
24 48 96

Czas(h)
mom1 ZnSO, [mM]

Ryc. 34 Wplyw fazy wzrostu bakterii na ruchliwos¢ elektroforetyczng komoérek R. leguminosarum
bv. trifolii w warunkach kontrolnych oraz w obecnosci 1 mM ZnSOs4 (A-E). Dla kazdego
szczepu statystycznie istotne réznice miedzy uzyskanymi wynikami zaznaczono réznymi
literami (¢=0,05, ANOVA dwuczynnikowa, test Tukeya).

Zaobserwowano, ze w warunkach kontrolnych po 24-godz. hodowli najwyzszymi
warto$ciami bezwzglednymi EM charakteryzowaly si¢ szczepy nadprodukujace EPS:
Rt24.2(pBA1) oraz Rt24.2(pBR1) (wartos¢ bezwzgledna EM dla tych szczepéw wynosita
odpowiednio: 2,00+0,06 pmcmV-is? oraz 1,90+0,04 pmcmV-1s?t). Najnizsza wartosé
bezwzgledna EM wykazywat szczep defektywny w syntezie EPS — Rt5819 (0,69+0,02
umcemV-1s?t). Zaobserwowano rowniez, ze w przypadku szczepéw produkujacych EPS:
Rt24.2, Rt2472, Rt24.2(pBAl) oraz Rt24.2(pBR1) dluzszy czas hodowli wptywat

negatywnie na wartosci bezwzgledne EM, co potwierdzatoby, ze na spadek ruchliwosci
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elektroforetycznej ma wplyw réwniez liczba martwych komoérek w populacji. Badania
wykazaly réwniez, ze dla mutantow defektywnych w syntezie EPS jony cynku
powodowaty obnizenie wartosci bezwzglednych EM we wszystkich badanych wariantach
czasu. Natomiast dla szczepow Rt24.2 oraz Rt24.2(pBALl) jony cynku powodowaty wzrost

wartosci EM zar6wno po 48-godz., jak i po 96-godz. hodowli.

6.2.2.3. Wplyw jonéw Zn?* oraz warto$ci pH podloza hodowlanego na
ruchliwos¢ elektroforetyczng komorek szczepow R. leguminosarum
bv. trifolii

W nastgpnym eksperymencie badano EM komdrek bakterii szczepow R.
leguminosarum bv. trifolii hodowanych w podtozach o réznych warto$ciach pH (3,0-7,0)
oraz stezeniach jondw cynku, wynoszgcych 0 mM i 1 mM. Wyniki przedstawiono na Ryc.
35.

Zaréwno w warunkach kontrolnych, jak i w obecnosci jonéw Zn?*, dla wszystkich
badanych szczepdéw zaobserwowano wzrost warto$ci bezwzglednej EM ze wzrostem pH
podioza. Przy pH podtoza wynoszacym 3,0 najnizszg wartos¢ bezwzgledng EM otrzymano
dla szczepu Rt5819 (0,48+0,01 umcmV-1S?), zad najwyzsza dla szczepu Rt24.2(pBR1)
(1,17+0,03 pmcmV1S?). Zaobserwowano réwniez, Zze szczep Rt5819 we wszystkich
badanych wariantach pH charakteryzowat si¢ najnizszymi warto$ciami bezwzglednymi
EM. W przypadku szczepdw Rt24.2, Rt24.2(pBAL), Rt24.2(pBR1) oraz Rt2472 i podtozy
0 pH=3,0 i 4,0 nie odnotowano istotnego wpltywu jonéw Zn?* na wartoé¢ EM. Dla
szczepOw Rt24.2, Rt24.2(pBR1), Rt24.2(pBA1) oraz Rt5819 hodowanych w podtozach
opH 7,0, wartosci bezwzglgdne EM byly wyzsze w warunkach stresowych niz
kontrolnych. Dla szczepu Rt2472 zaobserwowano, ze warto$¢ bezwzgledna EM byta
nizsza w obecnosci jonéw cynku, niz w warunkach kontrolnych, przy pH podloza
mieszczacym si¢ w zakresie 5,0-7,0, co moze by¢ zwigzane z duza zdolnoscig tego

mutanta do tworzenia agregatow.
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Ryc. 35 Wplyw wartosci pH podloza hodowlanego na ruchliwosé elektroforetyczna komorek R. leguminosarum bv. trifolii w warunkach kontrolnych oraz w
obecnosci 1 mM ZnSOs (A-E). Dla kazdego szczepu statystycznie istotne réznice miedzy uzyskanymi wynikami zaznaczono réznymi literami (a=0,05,
ANOVA dwuczynnikowa, test Tukey’a).
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6.2.3. Wplyw jonéw Zn?* na hydrofobowo§¢ komérek R.leguminosarum bv.

trifolii

W celu ustalenia czy jony cynku wptywaja na wlasnosci powierzchniowe komoérek

R. leguminosarum, okreslono hydrofobowo$¢ komoérek badanych szczepdéw, poddanych

24-godz. ekspozycji na szereg stezen ZnSO4 (zastosowane st¢zenia: 0; 0,1; 0,5; 1; 10 mM).

Wykazano, ze hydrofobowo$¢ powierzchni komorek rézni si¢ pomiedzy szczepami oraz
mi¢dzy zastosowanymi stezeniami cynku (Tab. 9).

Tab. 9 Wplyw jonéw Zn?>* na hydrofobowos¢ komérek szczepéw R. leguminosarum bv. trifolii.

Roéznice istotne statystycznie pomi¢dzy badanymi szczepami oraz zastosowanymi stezeniami ZnSQO4
oznaczono réznymi literami (0=0,05, ANOVA dwuczynnikowa, test Tukey’a).

ZnSO, Hydrofobowosé komoérek szczepow R. leguminosarum bv. trifolii (%0)

(MM) ~Ri24.2 Rt5819 Rt2472 Rt24.2(pBAL)  Rt24.2(pBR1)
0 10,08+0,8ABC 3,59+0,894 26,96+3 59EFC 7,83+0,647BC 7,22+1 3ABC
0,1 11,66+0,33ABC 5,05+1,82A8 29,15+5,39FC 11,31+0,567BC 9,29+1,5A8BC
0,5 12,34+1,19ABC 6,21+0,2978 30,43+1,51F¢ 11,64+0,33ABC 10,08+4,12ABC
1 12,16+1,9A8BC 10,50+0,6ABC 32,65+1,8FC 13,26+1,5ABCD 15,70+1,68CP
10 23,75+2 6DEF 10,77+2 5ABC 36,55+3,9¢ 15,02+1,28¢CP 17,21+3,7CPE

Sposréd  szczepéw  testowanych ~w  warunkach  kontrolnych  najwieksza
hydrofobowos¢ komoérek wykazywat szczep Rt2472 (27,95%%3,53), natomiast
najmniejszg szczep Rt5819 (4,21%+1,49). Co wiecej, wykazano ze wzrost stezenia jonOw
cynku skutkowat zwigkszeniem hydrofobowosci komorek wszystkich badanych bakterii.
Jony cynku obecne w podtozu miaty zatem wplyw na wlasnosci powierzchniowe komorek

ryzobiow [Kopycinska i in., 2018].

6.2.4. Wplyw jonéw Zn?* na zwilzalno$§¢ oraz powierzchniowsa energie

swobodng komorek szczepow R. leguminosarum bv. trifolii

Zwilzalno$¢ powierzchni komorek bakterii szczepéw R. leguminosarum bv. trifolii
przez ciecze o charakterze polarnym (woda i formamid) i apolarnym (dijodometan)
oceniano w oparciu o wyniki pomiaréw kata zwilzania (0, ang. contact angle, CA). Jest to
kat pomiedzy powierzchng ciala statego a styczng do powierzchni kropli poprowadzong
z punktu, w ktorym stykajg si¢ trzy fazy: ciato state-ciecz-powietrze [Barnat-Hunek, 2016].
Jezeli warto$¢ kata zwilzania jest mniejsza niz 90°, to powierzchnia jest dobrze zwilzana

przez dang ciecz. Powierzchnia dobrze zwilzana przez wode (0 <90°) wykazuje charakter
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hydrofilowy, natomiast gdy 6 >90°, charakter powierzchni jest hydrofobowy. Na wartos¢
CA moga wptywaé rézne czynniki, m. in.: jednorodnos¢ powierzchni pod katem
fizycznym i chemicznym, chropowatos¢, zanieczyszczenia powierzchni, a takze rodzaj
oraz wielko$¢ kropli pomiarowej. CA mozna stosowa¢ w celu okre§lenia réznych
parametréw  charakteryzujacych  powierzchni¢, takich jak swobodna energia
powierzchniowa czy wlasnosci adhezyjne.

Wyniki pomiarow kata zwilzania powierzchni, utworzonej przez osadzong na
celulozowym filtrze i wysuszong (temperatura 20 °C) warstwe komorek bakterii,
przedstawiono w Tabeli 10. Stosowano ciecze o r6znej polarnosci. Eksperyment wykonano

dla bakterii hodowanych w czystym podlozu oraz zawierajagcym 1 mM ZnSOg.

Tab. 10 Wplyw jonéw Zn?* na wartosSci katéw zwilzania powierzchni komérek bakterii réznych
szczepow R. leguminosarum bv. trifolii, uzyskane dla wody (0w), dijodometanu (04) oraz
formamidu (0s).

CAT’]
Szczep R. ZnS0Oy4
leguminosarum [mM] Ow 04 0
bv. trifolii
0 66,5+ 0,9 441 +13 59,0+0,8
Rt24.2
1 479+0,1 43,4+0,9 56,5x0,5
0 46,1 £1,1 50,8 1,0 53,6 +2,6
Rt5819
1 57,9+0,9 447 +1,3 52,1+0,6
0 76,3+2,0 499+1,0 57,1+0,9
Rt2472
1 80,4 +£0,8 50,0+£0/4 60,0£1,0
0 66,2+ 0,9 429+13 64,1+1,0
Rt24.2(pBAl)
1 53,6 0,4 46,6 £ 0,4 49,2 £ 0,7
0 75,2+1,1 455+15 54,8+ 0,9
Rt24.2(pBR1)
1 76,8 +0,9 42,6 £0,6 59,0£0,5

Wszystkie zastosowane ciecze zwilzaly powierzchnie tworzone przez komorki
bakteryjne badanych szczepdéw R. leguminosarum bv. trifolii (6<90°). Wskazuje to na
ztozony charakter hydrofilowo/hydrofobowy tych powierzchni. Mniejsze wartosci katow
zwilzania uzyskano stosujgc ciecz apolarng (dijodometan) niz ciecze polarne (woda
i formamid). Przy zastosowaniu wody jako cieczy zwilzajacej, udato si¢ zaobserwowac
(szczegolnie dla bakterii hodowanych w warunkach kontrolnych), ze szczepy produkujace
EPS: Rt24.2, Rt2472, Rt24(pBAl) oraz Rt24.2(pBR1) charakteryzowaty si¢ wysokimi
warto$ciami CA, natomiast mutant Rt5819, nieprodukujacy EPS, wykazywat ok. 1,5 razy
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mniejszy kat zwilzania niz pozostate szczepy. Zatem w badanych warunkach (wysuszona
warstwa komorek) powierzchnia komorek szczepu Rt5819 byta najbardziej hydrofilowa
sposréd badanych. Najwyzszymi warto$ciami kata zwilzania wodg (czyli najmniejszg
hydrofilowos$cig) charakteryzowala si¢ powierzchnia komorek bakterii szczepu Rt2472.
Otrzymane wyniki korespondowaty z wczeséniej publikowanymi dla badanych szczepow
[Cie$la i in., 2016]. Obecno$¢ jondow Zn?* nie miata jednoznacznego wplywu na wartosci
CA. W przypadku zwilzania woda zaobserwowano nieznaczny wzrost wartosci CA
wzgledem warunkow kontrolnych dla szczepow Rt5819 1 Rt2472 oraz zmniejszenie
wartosci CA dla szczepow Rt24.2 i Rt24.2(pBR1). W przypadku formamidu, czyli drugiej
cieczy o charakterze polarnym, odnotowano zwigkszenie wartosci CA dla szczepow
Rt2472 i Rt24.2(pBR1) oraz zmniejszenie CA dla szczepdw Rt24.2 i Rt24.2(pBAl).
Obecno$¢ jondéw Zn?* skutkowata znaczacym zmniejszeniem wartosci kata zwilzania
powierzchni cieczg polarng jedynie w przypadku bakterii szczepu Rt5819 oraz wzrostem
wartosci CA dla bakterii szczepu Rt2472.

Otrzymane wartosci katéw zwilzania zostaly uzyte do obliczenia catkowitej
swobodnej energii powierzchniowej (SFE) oraz jej sktadowych: polarnej (oddziatywania

kwasowo-zasadowe) oraz apolarnej (oddziatywania dalekiego zasiegu) (Tab. 11).

Tab. 11 Wplyw jonéw Zn?* na wartosci swobodnej energii powierzchniowej oraz jej skladowych dla
szczepow R. leguminosarum bv. trifolii.

Swobodna energia powierzchniowa i jej

Szczep R. leguminosarum Z[;SMO]“ skladowe (mJ m?)
bv. trifolii AB LW SFE calkowita
0 8,2+1,0 38,9+0,7 471 +1,7
Rt24.2
1 95+0,6 39,3+0,5 488 +1,1
0 145+3,1 35,1+0,6 49,6 + 3,7
Rt5819
1 12,3+1,0 38,6 +0,7 50,8 +1,7
0 6,2+1,7 35,6 +£0,6 418+2,2
Rt2472
1 44+0,8 35,6 £0,2 40,0+1,0
0 56+10 39,6 +0,7 452 +1,7
Rt24.2(pBAL)
1 14,7+0,8 375+0,2 522+1,0
0 6,0+1,1 38,1+0,8 441+1)9
Rt24.2(pBR1)
1 51+0,7 39,8+04 449+1,0
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Swobodna energia powierzchniowa (ang. surface free energy, SFE) uwazana jest za
kluczowy parametr opisujacy zjawiska powierzchniowe, poniewaz jest miarg sily
przyciggania pomigdzy czasteczkami, ktore znajdujg si¢ w warstwie powierzchniowej,
a stykajgcg si¢ z nimi substancjg [Barnat-Hunek, 2016].

Badane szczepy bakteryjne nie rdéznity si¢ znaczaco pod wzgledem wartosci
calkowitej swobodnej energii powierzchniowej. W przypadku bakterii hodowanych
w warunkach kontrolnych, najnizszymi wartosciami SFE charakteryzowal si¢ szczep
Rt2472, natomiast najwyzszymi szczep Rt5819. Dominujagcy wktad do SFE miata
sktadowa LW. Jej wartosci dla wszystkich badanych szczepéw byly podobne [od
35,1 mJm? dla szczepu Rt5819 do 39,6 mJ m? dla szczepu Rt24.2(pBA1)]. Wieksze
zréznicowanie pomigdzy szczepami zaobserwowano w przypadku skltadowej AB
obliczanej dla warunkéw kontrolnych, gdzie najwyzsze warto$ci uzyskano dla szczepu
Rt5819. Obecno$¢ jondéw Zn?" miata znaczacy wptyw na wartosci SFE tylko w przypadku
szczepu Rt24.2(pBA1l), prowadzac do ich wzrostu. Dla tego szczepu odnotowano takze

wzrost warto$ci sktadowej AB.
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6.3.Wplyw jonéw Zn?* na symbioze R. leguminosarum bv. trifolii

z koniczyna lakowa (Trifolium pratense)

6.3.1. Wplyw jonéw cynku na Kielkowanie koniczyny lakowej (Trifolium

pratense)

Wstegpnym etapem wszystkich wykonywanych do$wiadczen ro$linnych byto
okreslenie wptywu réznych stezen jondw cynku na kietkowanie nasion koniczyny tgkowe;j
(Trifolim pratense) i wybranie odpowiedniego zakresu stezen do dalszych analiz. W tym
celu zbadano wptyw ZnSOs w zakresie stgzen od 0 do 1 mM na kietkowanie nasion
koniczyny w plynnym oraz statym podiozu do kietkowania nasion. Na podstawie
uzyskanych wynikow okreslono sil¢ kietkowania nasion (% nasion wykietkowanych),
atakze sprawdzono wplyw jonoéw cynku na dlugo$¢ todyg oraz korzeni 7-dniowych
kietkow (Tab. 12, Ryc. 36).

Tab. 12 Wplyw jonéw Zn?* na kielkowanie nasion koniczyny lakowej (Trifolium pratense). W tabeli
porownano Srednie dlugosci korzeni i lodyg oraz sil¢ kietkowania nasion w plynnym oraz na stalym
podlozu do kielkowania nasion. Istotne statystycznie réznice mierzonych parametréw pomiedzy
stezeniami ZnSO4 oznaczono réznymi literami (0¢=0,05; ANOVA jednoczynnikowa; test Tukey’a).

Podloze do kielkowania nasion

ZnS0s Stale Plynne
(mM) Lodyga Korzen . Sita . Lodyga Korzen . Sita .
(mm) (mm) kielkowania (mm) (mm) kielkowania
(%) (%)
0 31,45+0,94A 17,95+1,154 91,11 37,00+1,834 16,06+2,174 83,33
0,05 25,54+1,238 14,53+1,79°8 83,33 35,2140,7978  14,10+1,4078 83,33
0,1 25,08+1,238  14,29+0,32ABC 83,33 34,44+1,23”8  13,86+0,6178 81,11
02 21,89+1,978C  14,02+1,97ABC 78,89 32,85+1,637BC  13,50+2 20AB 74,44
0,3 21,75+1,24BC  13,89+1,53ABC 76,67 32,87+1,857BC 11 61+2,18ABC 71,11
0,4 20,77+2,658C  13,52+1,91ABC 76,67 32,69+1,197BC 11 35+1,03ABC 65,56
0,5 19,57+2,06°°  12,27+2,138BC 75,56 30,26+2,978¢C  10,19+1,31BC 62,22
0,6 16,71+0,99€PE  11,30+0,3BC 74,44 29,95+0,598C0 9 62+1,928C 62,22
0,7 14,91+1,43PEF  10,32+0,3BCDE 68,89 27,92+2 58P 9,32+1,058¢ 53,33
0,8 12,48+2 10%F  9,85+0,98CPE 68,89 27,70+1,80°P 8,71+1,878¢ 47,78
0,9 10,95+1,28FC 9,03+1,30PF 67,78 26,97+2 87¢P 7,66+1,07¢ 42,22
1,0 5,90+1,55¢ 6,81+0,79E 62,22 26,28+1,94P 7,56+2,49¢ 25,00
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Przeprowadzone analizy wykazaly, ze cynk miat istotny wptyw na kielkowanie
nasion koniczyny i1 przy najwyzszym zastosowanym st¢zeniu (1 mM) powodowatl
obnizenie efektywnosci ich kietkowania do okoto 60% w przypadku podloza stalego oraz
25% dla podtoza ptynnego (Tab. 12). Ponadto zaobserwowano, ze w obu rodzajach
podtozy, wzrastajace stezenie ZnSOs negatywnie wplywato na dhugos¢, zaro6wno todyg,
jak i korzeni 7-dniowych kietkow. Doswiadczenie prowadzone w podlozu statym
wykazato, ze obecnos$¢ jondw cynku w stezeniu 1 mM powodowata okoto 5-krotne
skrocenie dlugosci todyg oraz 3-krotne skrdcenie dtugosci korzeni kietkow w porownaniu
do kietkow hodowanych w warunkach kontrolnych. Na podstawie otrzymanych wynikow,
do badan wptywu jonéw Zn?" na adhezje bakterii R. leguminosarum bv. trifolii do korzeni
koniczyny lagkowej wybrano stezenie 0,1 mM, natomiast do analiz wptywu tego jonu na
symbioz¢ badanych szczepéw bakteryjnych z koniczyng stezenia 0; 0,01; 0,025; 0,05; 0,1
i ImM ZnSOa4.

ZnSO,
OmM 0,05mM 0,lmM 02mM 03mM 0,4mM

podloze
stale

plynne

0SmM 06mM 0,7mM 08mM 09mM 1mM

podloze

Ryc. 36 Wplyw jonéw Zn?* na kietkowanie nasion koniczyny lakowej (Trifolium pratense).
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6.3.2. Wplyw jonéw Zn?* na adhezje komdrek R. leguminosarum bv. trifolii do

korzeni koniczyny lakowej

We weczesniejszych badaniach naszego zespolu ustalono, ze szczepy Rt24.2,
Rt24.2(pBA1) oraz Rt24.2(pBR1) efektywnie adsorbujg si¢ na korzeniach koniczyny,
podczas gdy zdolnos$¢ adhezji mutantow defektywnych w syntezie EPS (Rt5819 oraz
Rt2472) jest znaczaco obnizona [Janczarek i in., 2015]. Na podstawie uzyskanych
wynikow dotyczacych wplywu jondw Zn?* na efektywnos¢ kietkowania nasion koniczyny
1 wzrostu mtodych kietkow, do tego doswiadczenia wybrano 0,1 mM stezenie jondw
cynku. Aby ocenic, ktory z partnerow symbiotycznych jest bardziej wrazliwy na dziatanie
tego metalu, bakterie oraz kietki koniczyny byly niezaleznie traktowane jonami Zn%*,
a nastepnie odpowiednio przygotowane i wykorzystane w eksperymencie. Wplyw jonow
cynku na adhezj¢ bakterii do korzeni koniczyny zbadano w 4 wariantach. Pierwszy z nich
stanowila kontrola do§wiadczenia, w ktorej zaréwno kietki, jak 1 bakterie nie byty poddane
dziataniu jonéw Zn?*. W drugim oraz w trzecim wariancie sprawdzono adhezje bakterii
uprzednio traktowanych cynkiem do korzeni roslin kontrolnych (wariant 2) oraz bakterii
kontrolnych do korzeni koniczyny poddanej wczesniej ekspozycji na cynk (wariant 3).
W ostatnim wariancie (4) zbadano efektywno$¢ adhezji bakterii do korzeni roslin, gdzie
zar6wno mikrosymbiont, jak tez jego gospodarz, byly wczesniej traktowane jonami Zn?*,

Badania wykazaly, ze obecno$¢ cynku wplywa negatywnie na adhezje komoérek
wszystkich badanych szczepéw R. leguminosarum bv. trifolii do korzeni koniczyny.
Najwickszy spadek adhezji komorek tych szczepdw w poréwnaniu do warunkow
kontrolnych zaobserwowano w przypadku wariantu 4. Wykazano, ze ~23-krotnie mniej
komorek szczepow Rt24.2(pBAl) oraz Rt24.2(pBR1) bylo na powierzchni korzeni
koniczyny w obecnosci jonow Zn?* w stosunku do warunkéw kontrolnych (Ryc. 37).
W przypadku mutantéw defektywnych w syntezie EPS (Rt5819 oraz Rt2472), ktérych
zdolnosci adhezyjne sg relatywnie niskie, obecnos¢ tego czynnika stresowego powodowata
dodatkowg redukcje ich efektywnosci adhezji do korzeni koniczyny. Poréwnanie wynikow
otrzymanych dla wariantu 2 oraz 3 wykazato, ze adhezja wszystkich badanych szczepow
do korzeni gospodarza roslinnego byta nizsza, kiedy traktowane ZnSOs byty kietki
koniczyny, a nie bakterie (wariant 3), co sugeruje ze sposrod partnerow symbiotycznych
makrosymbiont jest bardziej wrazliwy na dziatanie jonow tego metalu [Kopycinska 1 in.,

2018].
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Adhezjabakterii do korzeni koniczyny [CFU/mg $wiezej masy korzenia]

EBK)+ K(K) ®EB(Zn)+ K(K) ®HBK)+K(Zn) EB(Zn)+ K(Zn)
(wariant 1) (wariant 2) (wariant 3) (wariant 4)

Ryc. 37 Wplyw jonéw Zn?* na adhezje komérek R. leguminosarum bv. trifolii do korzeni koniczyny;
B(K) — bakterie kontrolne (nie poddane dzialaniu jonéw Zn?*), B(Zn) — bakterie inkubowane
w obecnosci 0,1 mM jonéw Zn?*, K(K) — kielki koniczyny kontrolne, K(Zn) — kielki koniczyny
inkubowane w obecnosci 0,1 mM jonéw Zn?'. Istotne statystycznie réznice pomiedzy
badanymi szczepami oraz zastosowanymi wariantami oznaczono réznymi literami (0=0,05,
ANOVA dwuczynnikowa, test Tukeya).
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6.3.3. Wplyw jonéw Zn?* na symbioze R. leguminosarum bv. trifolii z

koniczyna lakowa (Trifolium pratense)

W celu okreslenia wptywu obecnosci jondw Zn?* na efektywno$é nawiazywania
symbiozy pomig¢dzy badanymi szczepami R. leguminosarum bv. trifolii a koniczyng
lakowa, przeprowadzono doswiadczenia, w ktorych kietki koniczyny byly umieszczone
W probowkach z podtozem rodlinnym Fahraeus bez zrddta azotu, przy rdéznym stezeniu
ZnS0g4 (0; 0,01; 0,025; 0,05; 0,1; 1mM). Kielki inokulowano zawiesinami bakteryjnymi
badanych szczepow i hodowano przez 5 tygodni w warunkach szklarniowych. W trakcie
trwania eksperymentu co 7 dni okreslano liczb¢ pojawiajacych si¢ brodawek
korzeniowych. Ustalono takie parametry jak: efektywnos$¢ infekcji korzeni gospodarza
przez bakterie R, leguminosarum bv. trifolii, kinetyk¢ brodawkowania, a takze masg¢ czgsci
nadziemnej oraz korzeni roslin.

Badania wykazaty, ze w warunkach kontrolnych szczepy Rt24.2, Rt24.2(pBALl) oraz
Rt24.2(pBR1) bardzo efektywnie zakazaly koniczyne oraz stymulowaly rosliny do
wyksztatcania brodawek korzeniowych. Jednocze$nie zaobserwowano niska wydajno$¢
nawigzywania symbiozy pomiedzy koniczyng a szczepami Rt5819 i Rt2472, co mialo
swoje odzwierciedlenie w niewielkiej liczbie zakazonych ro$lin oraz tworzonych
brodawek, ktore byty nieefektywne w wigzaniu azotu atmosferycznego (brodawki mate,
zdeformowane i biate, co wskazywato na brak leghemoglobiny) (Ryc. 38 A i B; Ryc. 40).

Ustalono, Ze niskie stezenia jonéw Zn?* (0,01 oraz 0,025 mM) nie wptywaly
znaczaco na efektywno$¢ infekcji korzeni gospodarza oraz tworzenie brodawek
korzeniowych w przypadku wszystkich testowanych szczepdéw. Natomiast wyzsze stezenia
metalu (0,05 oraz 0,1 mM) wptywaty negatywnie na proces symbiozy. W obecnosci 0,1
mM ZnSOs4 zaobserwowano, ze tylko 50% ro$lin inokulowanych szczepami Rt24.2,
Rt24.2(pBA1) oraz Rt24.2(pBR1) tworzylo brodawki korzeniowe. Stwierdzono réwniez,
ze tylko 20% ros$lin inokulowanych mutantami defektywnymi w syntezie EPS wyksztalcito
brodawki. Dodatkowo wykazano, ze w obecno$ci wyzszych stgzen ZnSO4 na korzeniach
koniczyny powstawato znaczaco mniej brodawek w przypadku wszystkich badanych
szczepéw w poréwnaniu do warunkow kontrolnych. Natomiast stezenie 1 mM ZnSO4
powodowato calkowite zahamowanie procesu nawigzywania symbiozy pomiedzy

badanymi szczepami R. leguminosarum bv. trifolii a koniczyng [Kopycinska i in., 2018].
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Ryc. 38 Wplyw jonéw Zn?* na efektywno$¢ infekcji korzeni koniczyny lakowej (Trifolium pratense)
i indukowania na nich brodawek przez bakterie R. leguminosarum bv. trifolii.
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Obecnoéé jondw Zn?* wptywata réwniez na wyglad zakazonych roslin koniczyny.
Rosliny rosngce w warunkach stresowych byly mniejsze, mialty zotte liscie, a §wieza masa
lodyg oraz korzeni byta znaczaco nizsza niz roslin hodowanych w warunkach kontrolnych
(Ryc. 39). Wraz ze wzrostem stosowanych stezen jonéw Zn?" zaobserwowano spadek
masy ro$lin, jednakze efekt ten byt mniej widoczny w przypadku koniczyny inokulowanej
szczepami Rt24.2(pBAl) oraz Rt24.2(pBR1) w poroéwnaniu do roslin inokulowanych
mutantami Rt2472 1 Rt5819. Roéznice w wygladzie roslin byly rowniez widoczne
w warunkach kontrolnych. W tym przypadku rosliny zakazone szczepami produkujgcymi
zwigkszong ilos¢ EPS byly bardziej zielone, wyzsze, z wieloma prawidlowo
wyksztatconymi brodawkami (tj. duzymi o r6zowym kolorze, $wiadczacym o obecnosci

leghemoglobiny), co wskazywalo na ich efektywnos¢ w wigzaniu azotu.
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Ryc. 39 Wplyw jonéw Zn?* na §wieza mase lodyg oraz korzeni roslin koniczyny inokulowanych szczepami R. leguminosarum bv. trifolii. Srednia mase lodyg
i korzeni podano dla 5-tygodniowych roslin koniczyny (po 30 ro$lin na dany wariant). Istotne statystycznie réznice pomiedzy stezeniami ZnSOs dla
mierzonych parametréw oznaczono réznymi literami (¢=0,05; ANOVA jednoczynnikowa; test Tukeya).
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Podsumowujac, z przeprowadzonych analiz wynika, Ze obecno$¢ jonow cynku
negatywnie wplywa na symbiotyczne interakcje zachodzace pomigdzy bakteriami
R. leguminosarum bv. trifolii a koniczyng, a takze ze szczepy Rt24.2(pBAl) oraz
Rt24.2(pBR1), produkujace zwigkszone ilosci EPS, lepiej adaptujg si¢ do warunkoéw
stresowych w poréwnaniu do mutantéw defektywnych w syntezie tego polisacharydu
(Rt5819 i Rt2472) [Kopycinska i in., 2018].

Rt24.2 Rt5819 Rt2472  Rt24.2(pBA1) Rt24.2(pBR1)

Ryc. 40 Pokrdj 5-tygodniowych ro$lin koniczyny lakowej inokulowanych szczepami
R. leguminosarum bv. trifolii, hodowanych w warunkach kontrolnych.
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6.4.Charakterystyka procesu sorpcji jonéw Zn?** przez EPS

wyizolowany z hodowli szczepu Rt24. R. leguminosarum bv. trifolii

W celu okreslenia wihasciwosci sorpcyjnych EPS produkowanego przez bakterie
R. leguminosarum bv. trifolii w stosunku do jondéw cynku, wykonano dwuetapowe
doswiadczenie, obejmujgce uzyskanie czystego preparatu EPS syntetyzowanego przez
szczep Rt24.2, a nastepnie wyznaczenie izotermy adsorpcji jonow Zn?*. Zaadsorbowana
ilo$¢ jondw cynku okreslano stosujac absorpcyjng spektrometrie atomowsg (ASA). Pomiary
wykonano dla szeregu stezen ZnCly: 0 ; 0,01; 0,05; 0,1; 0,25; 0,5; 0,75; 1; 1,25; 1,5; 1,75;
2; 5; 10; 15; 20 oraz 50 mM.

Na podstawie uzyskanych wynikow wyznaczono zalezno$¢ stezenia jonow cynku
zaadsorbowanych przez EPS od stgzenia rownowagowego jonOw cynku w roztworze
(Ryc. 41).
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Ryc. 41 Wykres zalezno$ci stezenia jonéw Zn?* zaadsorbowanych przez EPS wyizolowany ze szczepu
Rt24.2 R. leguminosarum bv. trifolii () od stezenia rownowagowego W roztworze(c).

Korzystajac ze zlinearyzowanego rdéwnania izotermy adsorpcji Langmuira

wyznaczono zalezno$¢ ilorazu stgzenia rownowagowego Zn?" (c) i stezenia adsorbatu

123



w fazie statej adsorbentu (q) od stezenia rownowagowego jonow cynku (c) (Ryc. 42). Byta

ona opisana rownaniem:

y =0,0218x + 0,9735

80

y = 0,0218x + 0,9735
70 R2 = 0,9989
60

c/q [g/dm?3]
& &

w
o

0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500
¢ Zn%* [mg/dm?]

Ryc. 42 Wykres zaleznoSci ilorazu stezenia réownowagowego Zn’* (c) i stezenia jonéw Zn?*
zaadsorbowanych na powierzchni EPS (q) od stezenia réwnowagowego jonéw cynku
w roztworze (c).

Pojemno$¢ monowarstwy (gmax) obliczona w oparciu o to rownanie wynosita 45,7
mg Zn?** na 1 g EPS (tj. 0.67 mM Zn? na 1 g EPS), natomiast stala rownowagi procesu
sorpcji byta réowna 0,0225 dm®/g. Wysoka pojemno$é monowarstwy EPS wyizolowanego
z bakterii R. legumnosarum bv. trifolii stwarza mozliwo$¢ potencjalnego zastosowania

tego polimeru w bioremediacji metali cigzkich.
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7. Dyskusja

Symbioza roslin bobowatych (Fabaceae) z bakteriami symbiotycznymi z rodziny
Rhizobiaceae jest istotnym dla rolnictwa procesem, zachodzacym w przyrodzie, ze
wzgledu na duza warto$¢ uzytkowa roslin bioragcych w nim udzial. Rosliny te stanowia
bardzo bogate w biatko zrédto pozywienia (np. groch, fasola), pasz dla zwierzat (np.
koniczyna, lucerna), stuzg jako tzw. zielone nawozy, a takze znajduja zastosowanie
w przemysle, bedac zrodtem naturalnych gum, garbnikéw oraz drewna (np. robinia,
akacja) [Vessey, 2003; Hinsinger i in., 2009]. Symbioza roslin bobowatych z bakteriami
glebowymi, zwanymi ogdlnie ryzobiami, pozwala im na wzrost w warunkach niedoboru
azotu. Ryzobia to Gram-ujemne pateczki, ktore moga wystepowaé w przyrodzie w dwoch
formach: wolnozyjacej saprofitycznej lub w symbiotycznej, zasiedlajacej specjalne
struktury, zwane brodawkami korzeniowymi, wytworzone przez korzenie gospodarza
roslinnego. Wewnatrz brodawek ryzobia przeprowadzaja proces redukcji azotu
atmosferycznego do amoniaku, ktory jest dalej przeksztalcanyw form¢ amonowa, tatwo
dostepna dla ros$lin [Oldroyd i in., 2011; Janczarek i in., 2014]. Bardzo waznym
czynnikiem biorgcym udzial w nawigzywaniu efektywnej symbiozy jest egzopolisacharyd
(EPS), produkowany przez bakterie w duzych ilo$ciach i wydzielany na zewnatrz komorki.
W procesie symbiozy ten heteropolimer petni rolg czasteczki sygnalnej oraz uczestniczy
w adhezji bakterii do korzeni roélin, tworzeniu nici infekcyjnych oraz zasiedlaniu
brodawek korzeniowych [Broughton i in., 2003; Janczarek, 2011]. Ponadto, EPS chroni
bakterie przed niekorzystnymi warunkami srodowiska, takimi jak susza czy zasolenie.

Obecnie bardzo duzy problem w gospodarce rolnej stanowig zanieczyszczenia
dostajace si¢ do Srodowiska glebowego. Ze wzgledu na szybko rozwijajacy si¢ przemyst
oraz stale postgpujacag urbanizacjg, do gleby dostaje sie duza ilo$¢ toksycznych substancji,
w tym jondéw metali cigzkich. Zbyt wysokie stezenia metali cigzkich negatywnie wplywaja
na ro$liny oraz mikroorganizmy ryzosfery, zaburzajac ich prawidlowy rozwoj oraz
przebieg procesOw metabolicznych zachodzacych w komorkach. Dotychczas nie
przeprowadzono kompleksowych badan dotyczacych wptywu metali cigzkich na wtasnos$ci
fenotypowe ryzobidw oraz przebieg ich symbiozy z roslinami bobowatymi. Dodatkowo, na
szczegdlng uwage zasluguje rola, jaka moze petni¢ EPS w ochronie ryzobiow przed
stresem wywolanym obecnosciag jonéw tych metali w glebie oraz jego potencjalne

zastosowanie w bioremediacji.
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Pierwszym etapem badan przeprowadzonych w ramach niniejszej rozprawy byto
okreslenie wptywu jonow cynku na wlasnosci fenotypowe szczepoéw R. leguminosarum bv.
trifoliir6znigcych sie poziomem syntezy EPS. Wczesniej wykazano [Cieéla i in., 2016], ze
najlepszym podtozem do optymalnego wzrostu badanych bakterii i syntezy EPS jest
podtoze 79CA. Jest ono bogate w latwo dostgpne oraz przyswajalne dla bakterii zwigzki
wegla oraz azotu, co sprzyja intensywnym podziatom komorkowym oraz produkcji EPS
przez ryzobia. Na podstawie wynikow kolejnych badan [Kopycinska i1 in., 2018]
stwierdzono, ze obecno$¢ w $rodowisku wzrostu jonéw Zn?* negatywnie wplywata na
wzrost szczepdw R. leguminosarum bv. trifolii. Dwa szczepy, u ktorych synteza EPS byta
znaczaco zredukowana (Rt2472), a nawet calkowicie zablokowana (Rt5819),
charakteryzowaty si¢ gorszym wzrostem niz szczep dziki Rt24.2, zar6wno w warunkach
kontrolnych, jak i w obecnosci ZnSOas. Co wigcej, ich wrazliwo$¢ na jony cynku rowniez
byta istotnie wyzsza w poréwnaniu do pozostalych szczepéw. Natomiast szczepy
Rt24.2(pBA1) oraz Rt24.2(pBR1), u ktérych ilos¢ produkowanego EPS byla wyzsza niz
w przypadku szczepu Rt24.2 (~150%), cechowaly si¢ lepszym wzrostem zaréwno
W obecnosci, jak 1 przy braku jonéw cynku w pozywce (Ryc. 20). Dodatkowo, okreslenie
przezywalnosci badanych szczepow w  warunkach stresowych wykazato, ze
mikroorganizmy te, pomimo zahamowania Wwzrostu 1 podzialbw komorkowych
w stezeniach ZnSOg tak niskich jak 0,5 mM, sa w stanie przetrwa¢ w obecnosci wyzszych
stezen jondéw cynku (Tab. 5). Otrzymane wyniki sugeruja, ze odporno$¢ szczepoéw
R. leguminosarum bv. trifolii jest w znacznym stopniu zalezy od ilosci syntetyzowanego
EPS. Podobne zaleznosci dotyczace hamowania wzrostu bakterii, w tym ryzobidw,
otrzymali inni autorzy [Smith, 1997; Chaudri i in., 2000; Khan i Scullion, 2002; Broos
i in., 2004; Macdonald i in., 2011]. Jak podaja McGrath i wsp. [1995], st¢zenie jonow
cynku w glebie wynoszace 200 mg kg! powodowalo okoto 1000-krotny spadek
liczebnosci bakterii R. leguminosarum bv. trifolii. Wedtug Lakzian i in., [2002] liczebno$¢
komérek R. leguminosarum bv. viciae w glebie niezanieczyszczonej jonami cynku
wynosita 105 komorek na 1 g gleby i wyraznie spadata (ze 102 do 7 komorek bakterii na
1 g gleby) wraz ze zwickszeniem si¢ zawartoéci Zn?* (z 50 do 400 mg kg). Co ciekawe,
Chaudri 1 wsp. [2008] nie zaobserwowali znaczacego, negatywnego wpltywu jonow cynku
na liczebno$¢ populacji ryzobidow nawet po 11 latach bytowania tych bakterii w glebie
silnie zanieczyszczonej tym pierwiastkiem. Ponadto, Delorme i in. [2003] na podstawie
prowadzonych badan ustalili, ze cynk dziala pozytywnie na wzrost biordéznorodnos$ci

mikroorganizméw w glebie. Izolaty bakteryjne uzyskane z gleby zanieczyszczonej Zn?*
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byty bardziej zréznicowane pod wzgledem fenotypowym oraz bardziej tolerancyjne na
obecnos¢ jonow cynku (MIC = 93 uM, ang. minimum inhibitory concentration, MIC) niz
bakterie wyizolowane z gleby kontrolnej (MIC = 42 uM). Rozbieznosci wynikow
prezentowanych przez r6znych autorow pokazuja, ze ocena wptywu jonow cynku, a takze
innych metali cigzkich, na ryzobia jest niezwykle trudna, a toksycznos$¢ tego metalu zalezy
od wielu czynnikow srodowiskowych, takich jak stezenie i biodostepno$¢ metalu a takze
wartos$¢ pH, temperatura czy wilgotnos$¢ srodowiska wzrostu.

Ryzobia sg organizmami zdolnymi do syntezy i sekrecji poza komodrke duzej ilosci
EPS. Jest to polimer o charakterze kwasowym, ktdry tworzy najbardziej zewnetrzng
warstwe otaczajaca komorke [Ivashina i Ksenzenko, 2012; Margaret-Oliver i in., 2012;
Janczarek i in., 2015; Lopez-Baena i in., 2016]. Z tego wzglgdu stanowi on pierwsza
barierg chronigcg ryzobia, ktora uczestniczy w sekwestracji jondw metali ciezkich, aby nie
dostaly sie do wnetrza komorki. Wydajnos$¢ procesu wigzania jondw metali przez EPS jest
ograniczona ilo$cig dostepnych miejsc wigzacych w czasteczce polimeru, dlatego tez przy
zbyt wysokich stezeniach pierwiastkow toksycznych nastgpuje wysycenie EPS, a nadmiar
jonow metali dostaje si¢ do wnetrza komorki [Pereira 1 in., 2006]. Dlatego tez w niniejszej
pracy postanowiono zbada¢ wpltyw jonow cynku na produkcje EPS, z podzialem na frakcje
LMW oraz HMW, przez szczepy R. leguminosarum bv. trifolii, a takze okresli¢
maksymalng ilo$¢ jonow Zn?*, jaka moze byé zaadsorbowana przez EPS wyizolowany ze
szczepu dzikiego Rt24.2. Na podstawie uzyskanych wynikéw stwierdzono, Zze obecnosé
jondéw cynku w §rodowisku wzrostu wptywa na zwiekszenie syntezy EPS, zarowno formy
HMW, jak i LMW (Ryec. 21), ale nie wptywa istotnie na proporcje miedzy nimi (Ryc. 22).
Otrzymane wyniki sg zgodne z danymi podawanymi przez innych autorow. Foster 1 wsp.
[2000] pokazali, ze zarowno komorki, jak i EPS R.etli M4 (bakterii blisko spokrewnionej
z analizowanym w tej pracy szczepem Rt24.2) sag w stanie wigza¢ duze ilosci réznych
jonéw metali cigzkich, w tym jonéw cynku. Zar6wno komorki R. etli M4, jak i EPS
wigzaly odpowiednio 20% i 12% jonéw Zn?*, ktorych stezenie w $rodowisku wzrostu
wynosito 50 ug ml?. Réwniez Redmile-Gordon i Chen [2017] potwierdzili, Ze obecnos¢
cynku w glebie stymuluje produkcje EPS przez mikroorganizmy. Wykazali oni, ze
catkowita frakcja EPS produkowana przez mikroorganizmy glebowe zwigkszyta si¢ 4,5-
krotnie w obecnosci jonéw Zn?* (300 pg Zn?* na 1 g gleby) w poréwnaniu do warunkow
kontrolnych. W badaniach nad wplywem jonow cynku na produkcje EPS przez Bacillus

vallismortis, Ding i in. [2018] wykazali, ze ilo§¢ produkowanego EPS zwigkszata si¢ (z 50
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do 100 mg EPS na g VSS, ang. volatile suspended solids) w obecnosci jonéw Zn?* (0 - 12
mg LY).

Metale ci¢zkie sa powszechnie stosowane w roznych procesach przemystowych
(m.in. galwanizacja, spawanie elektroniczne, gornictwo), podczas ktorych sg uwalniane do
srodowiska [Gadd, 2004]. Ze wzglgdu na to, ze nawet §ladowe ilosci metali cigzkich moga
powodowac powazne szkody w $rodowisku wodnym czy ladowym, istnieje kilka metod
usuwania tych pierwiastkow, w tym procesy stragcania, metody elektrochemiczne, uktady
membranowe czy zywice chelatujgce [Fleming i Trevors, 1989; Ratte, 2009; Volesky,
2007]. Alternatywa dla konwencjonalnych metod, ktére sg czgsto drogie, nieefektywne
I niebezpieczne, jest biosorpcja metali cigzkich oparta na zdolno$ciach sorpcyjnych
materialéw biologicznych [Gadd, 2009; Park i in., 2007; Vieira i Volesky, 2010]. Wsrod
licznych biosorbentow, bakteryjne EPS s3a skuteczne i z powodzeniem stosowane do
usuwania metali ciezkich ze srodowiska [Comte i in., 2006; Loaec i in., 1998; Loaec i in.,
1997; Moppert i in., 2009]. Zalety bakteryjnych EPS, w poréwnaniu do polimerdw
produkowanych przez ro$liny czy glony sga zwigzane z ich wlasciwo$ciami chemicznymi
i fizycznymi, z obecnos$cig w ich strukturze licznych jonizowanych grup funkcyjnych (np.
karboksylowych, octanowych, hydroksylowych, aminowych, fosforanowych), ktére
stanowig potencjalne miejsca sekwestracji metali [Liu i Fang, 2002; Guezennec, 2002].
Interakcje pomiedzy kationem metalu a powierzchniowymi grupami funkcyjnymi opieraja
si¢ na fizycznej sorpcji, wymianie jonowej, kompleksowaniu i/lub wytracaniu.
Skuteczno$¢ biosorpcji zalezy od wielu czynnikow zewnetrznych, takich jak pH roztworu
I stezenie metalu [Gadd i White, 1989]. Jak ustalono dla EPS szczepéw Rt24.2 oraz
S.meliloti 1021, warto$¢ pH $rodowiska wzrostu znacznie wplywa na liczbe
zdysocjowanych grup karboksylowych w tych polimerach. Najwieksza ilos¢ grup COO"
wystepuje w przedziale wartosci pH od 4 do 7 [Szewczuk-Karpisz i in., 2014; Cieéla i in.,
2016]. Wplywa to na wysoka zdolno$¢ wigzania metali przez EPS. W niniejszej pracy
zbadano zdolno$¢ sorpcji jonéw cynku przez EPS wyizolowany ze szczepu Rt24.2
R. leguminosarum bv. trifolii. Na podstawie uzyskanych wynikéw obliczono, ze
pojemno$¢ monowarstwy (qmax), CZyli maksymalna ilo$¢ jonéw Zn?* jaka moze byé
zaadsorbowana przez 1 g EPS wynosi 45,72 mg Zn?* (0,67 mM Zn?" na 1 g EPS)(Ryc.
42). Jak podaja zrodta literaturowe EPS jest polimerem petnigcym w glownej mierze
funkcj¢ ochronng, zar6wno u ryzobiéw, jak i u innych mikroorganizmow zdolnych do
produkcji tego polisacharydu [Cunningham i Munns, 1984; Eaglesham i in., 1987; Xavier
i in., 1998; Xavier i in., 2007; Elsheikh i Wood, 1990; De Philippis i Vincenzini, 1998;
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Corzo i in., 1994; Santamaria i in., 2003; Diaz -Marrero i in., 2004; Foster i in., 2000].
Biosorpcja metali cigzkich zachodzi poprzez interakcje ujemnie natadowanych czasteczek
EPS z posiadajgcymi tadunek dodatni jonami metali [Gupta i Diwan, 2016]. Bardzo
dobrymi wiasciwosciami sorpcyjnymi charakteryzujg si¢ EPS izolowane z bakterii
morskich. Zawierajag one duze iloSci kwasow uronowych, nadajacych ich
makroczasteczkom silnie anionowy charakter [Gupta i Diwan, 2016]. Jak wykazali
Bhaskar i in. [2006], EPS uzyskany z Marinobacter sp. posiadat bardzo dobre zdolnosci do
wigzania jonow Cu?* i Pb?". Ponadto w $rodowisku o pH obojetnym jony miedzi byly
silniej sorbowane przez EPS niz jony olowiu. Iyer i wsp. [2004, 2005] wykazali, ze EPS
produkowany przez Enterobacter cloaceae wydajnie cheltowat jony kadmu oraz miedzi.
Stwierdzili, ze EPS E. cloaceae wigzat 65% oraz 20% odpowiednio jonow Cd?* i Cu?",
ktorych poczatkowe stgzenie wynosito 100 ppm. Wykazano natomiast, ze EPS tej bakterii
w niewielkim stopniu adsorbowal jony kobaltu (wydajnos¢ 8%) [Iver i in., 2005]. Ponadto
zaobserwowano, ze E. cloaceae, dzigki obecnosci EPS, charakteryzowat si¢ zwigkszong
tolerancjg oraz pobieraniem chromu ze $rodowiska. EPS oraz komoérki E. cloaceae
wspoélnie sekwestrowaly 75% jondéw chromu przy poczatkowym stezeniu tego metalu
wynoszacym 100 ppm. Co wigcej, w doswiadczeniu tym wykazano, ze wyizolowany EPS
mial wiekszg zdolno$¢ wigzania jonow Cr®* w poréwnaniu do komorek bakterii [Iver i in.,
2004]. Jak wykazali Morillo-Pérez i in. [2008] maksymalna biosorpcja jonéw Zn?* przez
EPS Paenibacillus jamilae wynosita 15,73 mg Zn?* na 1 g EPS. Jak ustalono dla szczepu
Rhizobium radiobacter F2 [Wang i in., 2013], EPS wydajnie wigzal jony otowiu oraz
cynku. Autorzy wykazali, ze optymalne wartosci pH biosorpcji dla tego polimeru wynosity
5,0 dla Pb(Il) oraz 6,0 dla Zn(II), za§ pojemnos¢ monowarstwy (qmax) W tych warunkach
byta rowna 461,56 mg g* oraz 169,58 mg g* odpowiednio dla jonéw Pb?" i Zn?*. Mozna
wigc zauwazy¢, ze bakteryjne zewnatrzkomorkowe polisacharydy wykazuja rdzna
zdolno$¢ do wigzania jonéw metali cigzkich, zaleznie od rodzaju bakterii, struktury
polimeru, rodzaju jonu metalu oraz warunkéw przebiegu procesu biosorpcji. W niniejszej
rozprawie ustalono, ze EPS uzyskany ze szczepu Rt24.2 R. leguminosarum bv. trifolii
posiadat dobre wlasciwosci sorpcyjne w stosunku do jonéw cynku i moze by¢ potencjalnie
stosowany w remediacji, jako polimer wigzacy jony Zn?* z gleby.

R. leguminosarum bv. trifolii oprocz EPS syntetyzuje rowniez inne polisacharydy
powierzchniowe, w tym polisacharydy bedace sktadnikami blony zewnetrznej (LPS),
polimery $cis$le zwigzane z komorka bakteryjng (CPS, GPS, NPS), a takze czasteczki

cukrowe znajdujace si¢ w przestrzeni peryplazmatycznej (CG) [Zevenhuizen i van
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Neerven, 1983; Choma i Komaniecka, 2011; Laus i in., 2006; Venkatachalam i in., 2013;
Russo 1 in., 2015]. Pelnig one wazng role podczas symbiozy ryzobiow z gospodarzem
ro$linnym, ale rowniez wykazuja funkcj¢ ochronna, jak np. LPS czy cykliczne B-glukany.
Jednakze, jak podaje Williams i wsp. [2008], ilo$¢ syntetyzowanych polisacharydow
powierzchniowych stanowi jedynie okoto 60% ilosci EPS. W pewnych warunkach wzrostu
rowniez CG sg wydzielane przez ryzobia do $rodowiska [Geiger 1 in., 1991;
Venkatachalam 1 in., 2013], lecz ich ilo$¢ jest niewielka w stosunku do ilosci EPS.
W niniejszej rozprawie okreslono wptyw obecnosci jonéw Zn?* na produkcje wybranych
polisacharydéw ryzobiowych: CPS, GPS oraz CG. Zaobserwowano, ze jony cynku
pozytywnie wplywaty na produkcj¢ analizowanych polimeréw (Ryc. 23), ktorych ilos¢
stanowila jednak jedynie niewielki procent syntetyzowanego w tych samych warunkach
EPS (dla szczepow Rt24.2, Rt24.2(pBAl) oraz Rt24.2(pBR1) polisacharydy te nie
przekraczaja 35% ilosci EPS). Wyjatek stanowit szczep Rt2472, ktoéry produkowat
znaczaco wigcej GPS oraz CPS w stosunku do szczepu dzikiego, co wynikato z mutacji
w genie rosR. Jak wczesniej wykazano [Rachwat i in., 2015], biatko RosR reguluje
ekspresje genow zwigzanych z syntezg oraz sekrecja polisacharydéw powierzchniowych.
Podobne wyniki uzyskano dla szczepu HH103 E. fredii z mutacja w genie mucR.
W przypadku tej bakterii mutacja skutkowala znaczacym wzrostem produkcji CG oraz
spadkiem syntezy EPS [Acosta-Jurado i in., 2016]. Niewiele jest informacji na temat
wplywu jonow metali cigzkich na produkcje CPS, GPS oraz CG u bakterii. Scott 1 wsp.
[1986] wykazali, ze CPS produkowany przez Pseudomonas putida lepiej adsorbowat ze
srodowiska kadm (wydajnos¢ sorpcji w zakresie stezenia Cd?*: 0,5 - 1,5 mg L - 100%,
2,5mg L - 98% oraz 100 mg L™ - 29%) niz P. cruciviae, nie tworzacy CPS (0,5 - 2,5 mg
Lt —86 - 79% oraz 100 mg L™ - 19%). ZdoInoé¢ sorpcji metali przez CPS wynika przede
wszystkim z podobienstwa strukturalnego migdzy tym polimerem a EPS. Jak wykazano
dla R. leguminosarum, CPS jest polisacharydem posiadajagcym bardzo podobng lub nawet
identyczng strukture do EPS [Skorupska i in., 2006; Krdl 1 in., 2007; Ghosh 1 Maiti, 2016].
W niniejszej rozprawie dowiedziono, ze jony cynku maja pozytywny wpltyw na synteze¢
CPS, GPS oraz CG u R. leguminosarum bv. trifolii, jednakze sumaryczna ilo§¢ tych
polimeréw jest niewielka, co potwierdza, ze EPS (a dokltadniej frakcja HMW EPS)
odgrywa dominujacg rol¢ w ochronie R. leguminosarum bv. trifolii w warunkach stresu
cynkowego.

Mikroorganizmy s3 zdolne w okreslonych warunkach do tworzenia biofilmu, czyli

specjalnej struktury chronigcej je przed stresem srodowiskowym [Flemming i Wingender,
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2001; Singh i in., 2006; Ahimou i in., 2007]. EPS stanowi jeden z kluczowych elementéw
tworzacych strukture przestrzenng macierzy biofilmu [Rinaudi i Giordano, 2010; Bogino
i in., 2013]. Bierze on udzial w poczatkowych etapach tworzenia biofilmu, w przytaczaniu
si¢ komoérek do réznych powierzchni biotycznych oraz abiotycznych, a takze chroni
bakterie przed szkodliwymi czynnikami zewnetrznymi oraz odwodnieniem. Powstawanie
biofilmu w $rodowisku naturalnym oraz przemystowym pozwala mikroorganizmom
rozwing¢ odporno$¢ na bakteriofagi, chemiczne biocydy, antybiotyki czy odpowiedz
immunologiczng gospodarza [Costerton 1 in., 1999; Vu 1 in., 2009]. Z tego wzgledu
postanowiono sprawdzi¢ w jaki sposob obecnos¢ jondw cynku w Srodowisku wzrostu
bakterii wplywa na tworzenie biofilmu przez R. leguminosarum bv. trifoli. Uzyskane
wyniki zostaly opublikowane [Kopycinska i in., 2018]. Przeprowadzone badania
wykazaly, ze jony Zn?* powoduja u badanych szczepéw bakteryjnych wzrost ilosci
tworzonego biofilmu, nawet u szczepoéw posiadajacych mutacje w genach zwigzanych z
syntezag EPS (Rt2472 oraz Rt5189)(Ryc. 24). Dowodzi to, ze pomimo, iz EPS stanowi
kluczowy element macierzy biofilmu, réwniez inne skladniki komorkowe sa
zaangazowane w proces tworzenia tej struktury. Szczep Rt5819, ktory nie syntetyzuje EPS
tworzyt ptaski, poprzerywany, nieregularny biofilm o niewielkiej powierzchni. Podobne
wyniki uzyskano dla mutanta pssA R. leguminosarum bv. viciae. Bakteria ta nie byla
zdolna do tworzenia mikrokoloni oraz bardziej zlozonej struktury biofilmu [Russo i in.,
2006; Williams i in., 2008]. Natomiast biofilm tworzony przez szczepy produkujace EPS
w warunkach stresowych byl grubszy, posiadat wysoko zorganizowang strukture 1
pokrywatl wigksza powierzchni¢ podtoza, na ktérym si¢ formowatl (Ryc. 25, Tab. 6). W
innych do$wiadczeniach realizowanych w ramach niniejszej rozprawy wykazano, ze jony
Zn?* pozytywnie wptywajg na produkcje EPS u R. leguminosarum bv. trifolii co mogto
rzutowa¢ na ilo$¢ tworzonego biofilmu. Podobne doniesienia podali Amya-Gomez i wsp.
[2015]. Wykazali oni, ze wysokie stezenie zelaza hamuje ruchliwos¢ komorek E. melilitu
1021, ale sprzyja rozwojowi biofilmu na powierzchniach abiotycznych. Inni autorzy
pokazali, ze jony Cd** pozytywnie wplywaly na tworzenie biofilmu przez bakterie
symbiotyczng R. alamii [Schue i in., 2011]. Giovanella i wsp. [2017] potwierdzili
zwigkszone tworzenie biofilmu przez Pseudomonas sp. w obecno$ci jonow rteci,
a Harrison i wsp. [2004] dowiedli, ze wzrost stezenia jonow Cd?* pozytywnie koreluje
z ilo$cig tworzonego biofilmu u R. alamii YAS34. Badania te pokazuja, ze metale moga
wplywa¢ na rdézne etapy tworzenia i rozwoju biofilmu, na przyczepnos¢ komorek do

powierzchni abiotycznych 1 biotycznych, a takze powodowac zmiany strukturalne
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w macierzy biofilmu [Koechler i in., 2015]. Wyniki badan przeprowadzonych w niniejszej
pracy potwierdzaja wiec, ze komorki bakteryjne eksponowane na dzialanie metali cigzkich
na ogot reagujg indukcjg procesoOw adhezji, a w konsekwencji tworzeniem biofilmu, za$
gléwna role w tym procesie odrywa EPS.

Skifad i struktura sktadnikow budujacych otoczki komodrkowe ryzobidw (np. EPS),
mogg wptywac na wlasciwosci fizykochemiczne ich powierzchni, ktére odgrywaja istotng
role w réznych procesach fizjologicznych, takich jak: wzrost i podziaty komorek, adhezja
do powierzchni biotycznych oraz abiotycznych, a takze agregacja i ruchliwo$¢ komorek
[Mozes i in., 1988; Cieéla i in., 2016]. Wzrost tworzenia biofilmu oraz produkcji EPS
u R. leguminosarum bv. trifolii w odpowiedzi na obecno$¢ w Srodowisku wzrostu jonow
cynku sugerowat, ze metal ten moze réwniez powodowaé zmiany w stopniu agregacji
komorek ryzobidw. Istniejg dwa typy agregacji: autoagregacja, okreslana jako adhezja tego
samego gatunku bakterii oraz koagregacja, czyli adhezja co najmniej dwdch réznych
gatunkéw bakterii [Ramalingam i in., 2013]. Koagregacja jest wysoce specyficznym
procesem adhezji, zachodzacym poprzez interakcje adhezyn znajdujacych sie na jednej
komoérce a komplementarnym receptorem na drugiej. Natomiast oddziatywania
autoagregacyjne sa silniejsze niz w przypadku koagregacji i zalezg przede wszystkim od
wlasciwosci fizykochemicznych komorek i ich hydrofobowosci. Wraz ze wzrostem
hydrofobowosci rosng zdolnosci agregacyjne oraz adhezyjne komodrek, co umozliwia
bakteriom przyleganie do abiotycznych i biotycznych powierzchni, prowadzace do
powstawania biofilmu [Basson i in.,, 2008; Ramalingam, 2013; Pal i Paul, 2008;
Prabhakaran, 2016]. Badania prezentowane w niniejszej rozprawie, dotyczace wpltywu
jonéw Zn?* na stopien agregacji komorek R. leguminosarum bv. trifolii ujawnity, ze metal
ten zwigksza autoagregacj¢ komorek wszystkich badanych szczepéw. Podobne wyniki
byly uzyskane dla Xylella fastidosa przy zastosowaniu nieinhibitorujacych st¢zen manganu
i cynku [Navarrete i in., 2014; Conibe i in., 2013]. W niniejszej rozprawie wykazano, ze
sposrdd badanych szczepdéw komorki szczepu Rt2472 w najwigkszym stopniu ulegaja
agregacji. Wynika to z faktu, ze bialko RosR, w ktérego genie mutacj¢ posiada szczep
Rt2472, wplywa na poziom syntezy oraz sekrecj¢ bialek podobnych do kadheryn oraz
bialek autoagragacji (RapAl), ktore sg zaangazowane w adhezj¢ [Rachwat iin., 2015].
Odpowiedz ryzobidw na stres cynkowy, ktory skutkuje powstawaniem biofilmu, musi
powodowa¢ rowniez zwigkszenie agregacji komorek oraz zwickszenie produkcji EPS.
Potwierdzaja to badania przeprowadzone w niniejszej dysertacji. Szczepy Rt24.2(pBAl)
oraz Rt24.2(pBR1) nadprodukujace EPS, charakteryzowaly si¢ w warunkach stresowych
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zwigkszong synteza EPS i wyzszym stopniem autoagregacji, co mialo odzwierciedlenie w
ilosci tworzonego biofilmu.

Jak wczesniej wspomniano, komponenty otoczki komoérkowej bakterii wptywaja na
rozne procesy fizjologiczne, m.in. na ruchliwos$¢ bakterii. Cecha ta odgrywa wazng role
W kolonizacji nowych $rodowisk przez mikroorganizmy. Wyrdznia si¢ dwa gltéwne typy
ruchliwosci, tzw. ,swimming” oraz ,swarming”’. Ruchliwo$¢ typu ,,swimming”
charakteryzuje poruszanie si¢ bakterii w srodowiskach ptynnych w odpowiedzi na réznego
rodzaju bodzce zewnetrzne. Migracja typu ,swarming” jest zupetnie odmiennym
sposobem poruszania si¢ bakterii, angazujacym cata populacje kolonii bakteryjne;.
Komorki wegetatywne rozpoczynaja proces roznicowania w komorki wielojadrowe,
0 wydluzonym ksztalcie (ang. swarm cells) z licznymi flagellami, a ich szybkiemu
przemieszczaniu si¢ na krawedzi kolonii towarzyszy wzrost komorek w obrebie kolonii, co
powoduje szybka kolonizacje¢ dostepnego obszaru. Ten typ migracji nie jest ani reakcja
glodowa populacji bakteryjnej, ani obowigzkowym etapem rozwoju, ale skoordynowang
I odwracalng zmiang zachowania w odpowiedzi na czynniki srodowiskowe [Senesi i in.,
2010]. Taka zbiorowa aktywnos$¢ populacji ma kilka zalet w stosunku do aktywno$ci
pojedynczych komoérek: pozwala bakteriom na migracje w kierunku skladnikow
odzywczych [Wei i in., 2011], umozliwia oddalenie si¢ od repelentow [Macfarlane, i in.,
2001], pozwala chroni¢ si¢ przed dziataniem antybiotykow [Overhage i in., 2008; Butler
i in., 2010] oraz unikng¢ konkurencji pomigdzy komorkami [Taylor i Buckling, 2010],
a takze bardziej efektywnie zaangazowac si¢ w procesy ,,wspOtpracy”, takie jak tworzenie
biofilmu [Blair 1 in., 2008] oraz kolonizacja roslin [Ghelardi 1 in., 2007]. Zjawisko migracji
typu ,,swarming” stwierdzono u wielu rodzajéw bakterii, w tym Aeromonas, Azospirillum,
Bacillus, Proteus, Pseudomonas [Daniels i in., 2004] oraz u gatunkéw ryzobiowych takich
jak: Ensifer meliloti [Soto i in., 2002; Nogales i in., 2010, 2012], Rhizobium etli [Daniels
I in., 2002; Braeken i in., 2008] oraz R. leguminosarum [Tambalo i in., 2010]. Wyniki
uzyskane w niniejszej rozprawie pokazaty, ze szybsza migracja, zarowno w podiozu
statym (migracja typu ,,swarming”) jak i potplynnym (migracja typu ,,swimming”),
charakteryzowaty si¢ szczepy produkujace EPS. Ponadto, zaobserwowano, Ze obecno$é
jonéw cynku negatywnie wpltywata na ruchliwo$¢ R. leguminosarum bv. trifolii. Obecno$¢
oraz ilos¢ EPS na powierzchni komoérek miata istotny wptyw na poruszanie si¢ ryzobiow,
co wczesniej wykazano w pracy Rachwat 1 wsp. [2015]. Autorzy wykazali, ze mutacja
w genie rosR powoduje zaburzenia w tworzeniu oraz funkcjonowaniu rzesek, a takze

niestabilno$¢ aparatu w blonie zewnetrznej szczepu, posiadajacego mutacje w tym genie.
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Tlumaczy to zaburzenia migracji szczepu Rt2472 w poréwnaniu do szczepdw
produkujacych EPS. Negatywny wptyw jondw metali ciezkich (w tym jondw Zn?**) na
ruchliwos$¢ bakterii, zostala potwierdzona rowniez u bakterii Pseudomonas veronii 2E oraz
Delftia acidovorans AR [Barrionuevo i Vullo, 2012]. Wykazano, ze jony Cd?* (0,1-0,2
mM), Zn?** (powyzej 1 mM) oraz Cr** (0,1-0,5 mM) istotnie obnizaja lub nawet hamuja
migracj¢ typu ,.swarming” szczepu P. veronii 2E. Dla szczepu D. acidovorans AR
ustalono negatywny wptyw jonéw Cu?" (powyzej 0,1 mM), Cd?* (powyzej 0,01 mM) oraz
Zn?>* (0,2 — 1 mM) zaréwno na ruchliwo$é typu ,,swimming”, jak i ,,swarming”
[Barrionuevo i Vullo, 2012]. W niniejszej rozprawie wykazano réwniez, ze najwyzsza
tolerancja na jony cynku, a takze wynikajacym z tego stabszym wptywem jondéw cynku na
ruchliwo$¢ bakterii, wykazywaly si¢ szczepy Rt24.2(pBAl) i Rt24.2(pBR1). Wyniki te
potwierdzaja zatem ochronng role EPS w przypadku ekspozycji ryzobiow na stres
cynkowy.

Obecnos¢ metali cigzkich w $rodowisku oraz ich naptyw i1 gromadzenie si¢
w komorkach organizméw zywych, powoduje generowanie wolnych rodnikow
| powstawanie stresu oksydacyjnego. Prowadzi to do zaburzen réwnowagi pomig¢dzy
dziataniem reaktywnych form tlenu, a mechanizmami, ktére je usuwaja. Cynk jest
pierwiastkiem niezb¢dnym do prawidlowego funkcjonowania komorek zywych, lecz w
wigkszych stezeniach jest dla nich toksyczny. Z tego wzgledu kolejnym etapem badan
przeprowadzonych w ramach niniejszej pracy byto okreslenie wplywu jondéw cynku na
procesy oddechowe komorek ryzobidow, a takze na aktywno$¢ dwoch enzymoéw,
zaangazowanych w usuwanie wolnych rodnikow: dysmutazy ponadtlenkowej oraz
katalazy. Ustalono, ze niefizjologiczne stezenia jonéw Zn?* powoduja wyrazne
zahamowanie zuzycia tlenu przez wszystkie badane szczepy ryzobiowe. Najwyzsza
tolerancja na jony cynku charakteryzowaty si¢ szczepy Rt24.2(pBAl) i Rt24.2(pBR1), co
wigzato si¢ z produkcja przez nie zwigkszonej ilosci EPS. Negatywny wptyw jonow metali
ciezkich (tj. Cd, Zn, Cu, Ni) na procesy oddechowe mikroorganizmoéw potwierdzili juz
w 1967 r. Sadler i Trudinger [Sadler i Trudinger, 1967] podczas badan nad Pseudomonas
sp., a takze inni autorzy [Shi i Ma, 2017; Liu i in., 2009; Rajapaksha i in., 2004]. Shi i Ma
[2017] wykazali negatywny wpltyw stresu kadmowego na intensywno$¢ oddychania
mikroorganizméw w probkach gleby, co potwierdzity roéwniez informacje podane przez
Liu i in. [2009]. Wykazano réwniez, ze dodatek jonéw Zn?* (128 mmol kgt) do probek
gleby powodowat spadek aktywnosci oddechowej mikroorganizméw o 30% [Rajapaksha

i in., 2004]. Obecno$¢ metali cigzkich w $rodowisku i generowany przez nie stres
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oksydacyjny istotniec wplywaja na aktywnos¢ specyficznych enzymow komoérkowych
bakterii, odpowiedzialnych za dezaktywacj¢ wolnych rodnikéw tlenowych. W niniejszej
pracy zmierzono aktywno$¢ katalazy (CAT) oraz dysmutazy ponadtlenkowej (SOD) we
frakcjach biatek wewnatrzkomérkowych szczepéw R. leguminosarum bv. trifolii
W obecnosci 1 mM ZnSOs i pordwnywano z wynikami otrzymanymi w warunkach
optymalnych do wzrostu bakterii. Krehenbrink i in., [2011] wykazali obecno$¢ SOD
réwniez w peryplazmie szczepu R. leguminosarum bv. viciae 3841, dlatego tez w pracy tej
zbadano dodatkowo aktywno$§¢ SOD we frakcji peryplazmatycznej biatek. Ustalono, ze
obecno$¢ cynku powoduje wzrost aktywnosci zarowno SOD we frakcjach
wewnatrzkomorkowej 1 peryplazmatycznej, jak i aktywnosci CAT we frakcji bialek
wewnatrzkomorkowych (Ryc. 29). Wyjatek stanowily mutanty Rt5819 1 Rt2472, dla SOD
we frakcji peryplazmatycznej oraz Rt5819 dla CAT. Sugeruje to, ze szczepy produkujace
EPS charakteryzuja si¢ prawidlowg reakcja obronng i pod wpltywem stresu cynkowego
zaczynajg syntez¢ enzymow chronigcych przed wolnymi rodnikami. Jak zostato wykazane
przez Janczarek i wsp. [2009, 2010], mutacje w genach rosR oraz pssA wywotuja efekt
plejotropowy, powodujacy m. in. zaburzenia w integralnosci btony komoérkowej bakterii,
ktore skutkowaly niekontrolowanym wyciekiem biatek z wnetrza komérki, co wraz
Z obecnoscig jondw cynku w srodowisku moze ttumaczy¢ nizsza aktywno$¢ SOD i CAT
u mutantéw Rt2472 oraz Rt5819. Ponadto, w badaniach nad tymi samymi ryzobiami
Jaszek i in. [2014] wykazali, ze dodatek H2O> oraz menandionu do $rodowiska powoduje
wzrost aktywnosci CAT szczepu Rt24.2 oraz spadek aktywnosci tego enzymu
w przypadku szczepu Rt5819, a takze wzrost aktywnosci SOD we frakeji
wewnatrzkomorkowej biatek dla wszystkich badanych ryzobiow. Jednakze, jak podaja Shi
1 Ma [2017] a takze Gao 1 wsp. [2012], aktywno$¢ CAT w probkach gleby maleje wraz ze
zwickszajacym sie stezeniem jonow Cd?*. Natomiast de Silva i wsp. [2012] nie wykazali
istotnego wptywu chromu, srebra oraz rtgci na aktywnos¢ CAT u bakterii izolowanych
z zanieczyszczonych gleb (tj. Pseudomonas sp., Bacillus sp.). Z kolei Behera i in. [2014]
wykazali pozytywny wptyw CdClz na aktywno$¢ SOD oraz negatywny na aktywno$¢ CAT
u Bacillus cereus, co sugeruje, ze wptyw metali cigzkich na aktywno$¢ tych enzymow jest
w duzym stopniu zalezny od biodostepnosci tych metali dla organizmé6w oraz réznych
czynnikéw, takich jak rodzaj metalu cigzkiego czy wystgpowanie innych mechanizmow
obronnych.

Kolejnym  etapem  niniejszej pracy byla  charakterystyka  wlasnosci

powierzchniowych komorek R. leguminosarum bv. trifolii. Zostat okreslony wplyw jonow
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cynku na takie wlasciwosci powierzchniowe, jak charakter kwasowo-zasadowy
i hydrofilowo/hydrofobowy otoczek komoérkowych oraz ruchliwo$é elektroforetyczna
(EM) komorek ryzobidw w roznych warunkach hodowli. Na podstawie uzyskanych
wynikow stwierdzono, ze istnieje silny zwigzek pomiedzy produkcja EPS przez szczepy
R. leguminosarum bv. trifolii w réoznych warunkach hodowli (zalezno$¢ od wartosci pH
podtoza, czasu hodowli oraz stezenia jonow cynku), a wlasciwosciami fizykochemicznymi
powierzchni komoérek bakteryjnych. Znak oraz wielkos¢ EM komorek bakterii sg czesto
wykorzystywane jako wskazniki tadunku elektrycznego powierzchni komoérek [Wilson 1
in., 2001].W przeprowadzonych eksperymentach wszystkie analizowane szczepy posiadaty
ujemne warto$ci EM. Byto to spowodowane dominacja zdysocjowanych kwasowych grup
funkcyjnych  (np.  karboksylowych, fosforylowych lub grup sulfhydrylowych
weglowodandéw 1 biatek) na powierzchni komorek [Rutter i Vincent, 1984; Wilson i in.,
2001; Ciedla i in., 2016]. W przypadku bakterii R. leguminosarum bv. trifolii, zrodtem
ujemnego tadunku elektrycznego powierzchni komorek sg reszty fosforylowe oraz
karboskylowe kwasu 3-deoksy-D-manno-oktulozonowego (Kdo), bedacego sktadnikiem
LPS w zewnegtrznej btonie bakteryjnej [Bushby, 1990; Wilson i in., 2001; Cieéla i in.,
2016]. We weczesniejszych badaniach [Cie$la i in., 2016] wykazano, ze poszczegodlne
powierzchniowe grupy funkcyjne komdrek R. leguminosarum bv. trifolii majg rozny wktad
w generowanie tadunku elektrycznego powierzchni, zaleznie od sktadu podloza oraz
szczepu bakteryjnego (a tym samym budowy otoczki komorkowej). W przypadku hodowli
w podtozu TY bez dodatku jonéw Zn?*, tadunek powierzchniowy byt generowany gtéwnie
przez grupy silnie kwasowe (Kapp <4,0) [Poortinga i in., 2002]. Wyniki badan
zaprezentowane w tej rozprawie pokazaly, ze wszystkie analizowane szczepy, zarowno w
warunkach kontrolnych, jak i w obecnosci jonéw Zn?* charakteryzowaty sie silnie
kwasowym charakterem powierzchni komorek. Wykazano, ze obecno$¢ jondw cynku dla
wiekszosci szczepow powodowata wzrost udziatu grup funkcyjnych o charakterze
kwasowym (pKapp=4,0), z wyjatkiem szczepu Rt24.2, u ktérego widoczny byt udziat grup
0 pKapp=6,5 (Ryc. 30). Nie tylko EPS, ale inne polisacharydy (tj. GPS czy glukomannan)
syntetyzowane przez ryzobia moga modyfikowa¢ ich ladunek powierzchniowy,
a w konsekwencji zmniejsza¢ lub zwigksza¢ oddziatywanie elektrostatyczne z réznymi
powierzchniami. Otrzymane wyniki potwierdzity jednak, ze obecnos¢ EPS na powierzchni
komorek ryzobiow ma istotny wplyw na wartos¢ EM komoérek bakterii. Wartos§¢
bezwzgledna EM rosta ze wzrostem Syntetyzowanego przez ryzobia polimeru. Mutant w

genie rosR (Rt2472), dla ktdrego synteza EPS jest ok. 3-krotnie nizsza niz dla szczepu
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dzikiego (Rt24.2), charakteryzowal si¢ nizszymi warto$ciami bezwzglednymi EM niz
szczep Rt24.2, ale wyzszymi niz mutant Rt5819. Bylo to potwierdzeniem obserwacji
poczynionych przez innych autoréw dla R. leguminosarum [Janczarek i in., 2015; Cie$la i
in., 2016] oraz Synechocystis [Planchon i in., 2013].

Jednakze, odnotowano, ze warto§¢ bezwzgledna EM komorek badanych szczepoéw
ryzobiowych malala wraz ze wzrostem stezenia jonéow Zn?* obecnych w pozywce
(Ryc. 32), co nie bylo wczesniej prezentowane. Z jednej strony efekt ten byt
najprawdopodobniej zwigzany z neutralizacja ujemnego tadunku powierzchniowego
komorek bakterii, z drugiej strony z toksycznym dzialaniem cynku, prowadzacym do
zwigkszenia si¢ ilosci komorek martwych w badanej puli bakteryjnej, co byto widoczne na
Ryc. 33. W kolejnym wariancie dos§wiadczenia badano wptyw wieku hodowli, zar6wno
w warunkach kontrolnych, jak i w obecnosci 1 mM ZnSOs, na wartosci EM komorek
R. leguminosarum bv. trifolii. Stwierdzono, ze niezaleznie od wieku hodowli obecnos¢
jonow cynku skutkowala zmniejszeniem si¢ wartosci bezwzglednych EM u mutantow
defektywnych w syntezie EPS, co moglo wynika¢ z toksycznego dziatania jonow Zn?*
(brak ochronnego EPS) i wzrostu liczby komoérek martwych [Ciedla i in., 2016]. W
przypadku szczepoéw Rt24.2 oraz Rt24.2(pBA1) jony cynku powodowaty wzrost warto$ci
bezwzglednej EM dla 48-godz. i1 96-godz. hodowli. Wzrost wartosci pH podtoza od 3,0 do
7,0, powodowat wzrost wartosci bezwzglednych EM u wszystkich badanych szczepow,
zwigzany ze wzrostem ilosci zdysocjowanych powierzchniowych grup funkcyjnych. W
obecnoséci jondéw Zn?" w oérodku o pH 7,0 szczepy produkujace znaczne iloéci EPS
[Rt24.2, Rt24.2(pBAl) i Rt24.2(pBR1)] charakteryzowaty si¢ znaczaco wyzszymi
warto$ciami bezwzglednymi EM niz w warunkach kontrolnych. Byto to prawdopodobnie
zwigzane z wigksza iloscia EPS, syntetyzowana w tych warunkach. Wlasciwosci
fizykochemiczne powierzchni komoérek ryzobidw, a takze sktad ich otoczki, stanowig
wazny elemente w procesie ich adhezji do powierzchni abiotycznych oraz biotycznych,
takich jak korzenie roslin. Proces ten jest kluczowym elementem w przebiegu symbiozy.
Obecnos¢ substancji polimerowych na zewnatrz komorek ma réwniez wplyw na ich
wlasciwos$ci hydrofobowe i hydrofilowe [Postma i in., 1991; Van Loosdrecht i in., 1989,
1990a, 1990b]. W niniejszej pracy wykazano, ze badane szczepy R. leguminosarum bv.
trifoliiroznia si¢ od siebie stopniem hydrofobowosci w zaleznosci od ilo$ci
syntetyzowanego EPS. Ponadto, obecno$¢ jondw cynku zwigksza hydrofobowosc¢
badanych komorek, ktéra ro$nie wraz ze wzrostem stezenia metalu (Tab. 9). Do oceny

stopnia hydrofobowosci komoérek R. leguminoasrum wykorzystano réwniez pomiary
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katéw zwilzania. Zastosowanie w tym celu cieczy o réznej polarnosci pokazato ztozony
charakter hydrofilowo/hydrofobowy powierzchni komoérek. Byta ona zwilzalna zar6wno
przez ciecze polarne (formamid i woda), jak 1 apolarny dijodometan. Dalo si¢
zaobserwowaé, ze im wiecej EPS bylo syntetyzowane przez dany szczep, tym mnigj
hydrofilowy charakter wykazywata powierzchnia pokryta jego komoérkami w stanie
powietrznie suchym. Niezaleznie od skladu podloza wartosci swobodnej energii
powierzchniowej komorek bakterii byly zdominowane przez wktad pochodzacy od
sktadowej LW, ktora rzutuje na ich zdolnosci adhezyjne [Ciesla i in., 2016]. Wiasciwosci
powierzchniowe komorek sg determinowane przez ztozony sktad otoczki komorkowej oraz
macierz zewnatrzkomorkowsa ztozong z polisacharydow (40-95%), biatek (1-60%) oraz
lipidow (1-10%) [More i in., 2014 ; Hori i Matsumoto, 2010]. Hydrofobowos$¢ powierzchni
komorek ryzobidw jest niezwykle istotna w procesach adhezyjnych do powierzchni
biotycznych, co ma bardzo duzy wplyw na pierwsze etapy nawigzywania symbiozy
ryzobiow z roslinami bobowatymi [Chen i in., 2006; Rodriguez-Navarro i in., 2007
D’Haeze i Holsters, 2004; Janczarek i in., 2010; Russo 1 in., 2006; Fujishige 1 in., 2006].
Kolejnym etapem niniejszej pracy bylo zbadanie wptywu jonéw cynku na
wilasciwosci  symbiotyczne szczepéw R. leguminosarum bv. trifolii, réznigcych sig
poziomem syntezy EPS, z koniczyna lakowa. Wigkszo$¢ z tych wynikoéw zostata
opublikowana w pracy Kopycifiska i in., [2018]. Na wstepie sprawdzono wptyw réznych
stezen jonow cynku na kietkowanie nasion koniczyny (Trifolium pratense).
Zaobserwowano, ze stezenie jonow cynku wyzsze niz 0,6 mM mialo negatywny wplyw na
dtugos¢ todyg oraz korzeni 7-dniowych kietkow koniczyny. Taki sam efekt uzyskali
Stravinskiene i Racaite [2014] dla koniczyny biatej. Zaobserwowali oni, Ze st¢zenie jondw
cynku wyzsze niz 0,1 mM powodowato znaczne zahamowanie wzrostu zar6wno korzeni,
jak i todyg kietkow koniczyny biatej (Trifolium repens) [Stravinskiene i Racaite, 2014].
Wysokie stezenia jonéw Zn?* zaklocaja procesy metaboliczne roslin i powoduja
zaburzania w prawidlowym wzroscie korzeni 1 todyg [Yadav, 2010; Vassilev 1 in., 2011;
Mirshekali i in., 2012; lalelou i in., 2013; Oladele i in., 2013; Tsonev i Lidon, 2012; Truta
iin., 2013, Rout i Das, 2003]. Jak wykazali Bekiaroglou i Karataglis [2002], obecnos¢
W pozywce jondw Zn?* o stezeniu 6 pM powodowata skrocenie dtugosci korzenia Mentha
spicata L. o prawie polow¢ w porownaniu do roslin hodowanych w warunkach
kontrolnych. Wyniki uzyskane w kolejnych do$wiadczeniach w ramach tej rozprawy,
majacych na celu zbadanie wptywu jonow cynku na adhezje R. leguminosarum bv. trifolii

do korzeni koniczyny takowej, ujawnity, Zze metal ten ma znaczny wplyw na obu
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partnerow symbiotycznych, przy czym koniczyna jest bardziej wrazliwa na ten czynnik
stresowy anizeli mikrosymbiont. Sugeruje to, ze obecno$¢ EPS jest zaréwno kluczowym
elementem bioragcym udziat w ochronie ryzobiow przed szkodliwym dziataniem jonow
Zn?*, jak i niezbednym sktadnikiem bioracym udziat w adhezji tych mikroorganizméw do
korzeni gospodarza roslinnego. Na podstawie poréwnania efektywnosci adhezji bakterii
w warunkach kontrolnych do warunkéw stresowych, stwierdzono, ze cynk negatywnie
dziata na ten proces, co moze by¢ zwigzane réwniez ze zmiang hydrofobowosci
powierzchni komorek ryzobidow, stabszymi oddziatywaniami z powierzchnig biotyczng
I w efekcie gorszym przyczepianiem si¢ do korzeni roslin [Janczarek i in., 2015; Ciesla
i in., 2016]. Ponadto, jak wykazano w pracy Janczarek i wsp. [2010], mutacje w genach
rosR oraz pssA skutkujg drastycznym obnizeniem efektywnos$ci przyczepiania si¢ komorek
ryzobiow do powierzchni korzeni. W poréwnaniu do szczepu Rt24.2, komorki szczepu
Rt2472 sporadycznie ulegaty adhezji do korzeni i w konsekwencji rzadko inicjowaty
tworzenie nici infekcyjnej przez rosling [Janczarek i in., 2010]. Podobne doniesienia
dotyczace mutanta w genie pssA pokazali Williams i in., [2008]. W ostatnim etapie pracy
wykazano, ze obecno$¢ jonéw cynku negatywnie wplywa na nawigzywanie efektywnej
symbiozy badanych ryzobidow z koniczyng oraz na tworzenie brodawek korzeniowych.
Stezenie ZnSO4 wynoszace 1 mM catkowicie hamuje ten proces, co wskazuje, ze jest ono
toksyczne dla obu partnerow symbiotycznych [Broos i in., 2004; Weisany i in., 2013;
Emamverdian 1 in., 2015]. Stwierdzono jednak, Zze przy st¢zeniach cynku nizszych niz
1 mM, symbiotyczne zdolnosci szczepoOw nadprodukujacych EPS [Rt24.2(pbAl)
i Rt24.2(pBR1)] sg lepsze od szczepu dzikiego Rt24.2. Szczepy te z wigkszg wydajnoscia
zakazaly koniczyn¢ takowa, tworzyly na ich korzeniach wigksza liczbe brodawek,
arosliny inokulowane tymi szczepami posiadaty wigksza mase, zaréwno todyg, jak
| korzeni. Wyniki te potwierdzity zatem, ze EPS odgrywa bardzo wazna rolg w adaptacji
tych bakterii do stresu cynkowego.

Wspotistnienie roslin i bakterii gwarantuje ich przetrwanie, a zlozone interakcje
wystepujace miedzy nimi odgrywaja istotng rolg¢ w ich adaptacji do stresu srodowiskowego
wywolanego obecnos$cia metali cigzkich [Ma 1 in., 2016]. Oprécz obecnosci
polisacharydow na powierzchni komoérek ryzobiow skutecznymi strategiami zwigkszania
tolerancji bakteryjnej na obecnos¢ metali cigzkich sg transfer gendow, obecnos¢ specjalnych
pomp umozliwiajacych usuwanie toksycznych pierwiastkow na zewnatrz komoérki czy tez
synteza zwigzkow o wlasciwos$ciach chelatujacych [Blake i in., 1993; Nies, 1992; Ow i in.,

1993].
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Podsumowujac niniejszag pracg nalezy podkresli¢, ze obecno$¢ jonow cynku
w $rodowisku wzrostu szczepéw R. leguminosarum bv. trifolii negatywnie wplywa na
rozne procesy fizjologiczne tych bakterii, takie jak wzrost czy przezywalnos¢, a takze na
ich ruchliwo$¢, zdolno$¢ do przyczepiania si¢ do korzeni makrosymbionta i nawigzywanie
efektywnej symbiozy z gospodarzem roslinnym. Stres cynkowy stymuluje jednak te
organizmy do produkcji wiekszej ilosci polisacharydéw powierzchniowych, tworzenia
wiekszej 1ilosci biofilmu o grubszej, bardziej zlozonej strukturze oraz wzmozong
aktywnos$cia enzyméw komorkowych odpowiedzialnych za dezaktywacje wolnych
rodnikéw tlenowych. Produkowany przez bakterie EPS znaczaco wplywa na
fizykochemiczne wlasciwosci powierzchniowe komoérek. Szczepy Rt24.2(pBAl) oraz
Rt24.2(pBR1) nadprodukujace EPS lepiej adaptuja si¢ do negatywnych warunkéw
srodowiskowych w porownaniu do szczepu dzikiego Rt24.2 czy tez mutantow Rt5819
I Rt2472 defektywnych w syntezie tego polimeru, co pozwala wysnu¢ wniosek, ze
polisacharyd ten pelni bardzo wazna funkcje w ochronie wolnozyjacych ryzobiow przed
szkodliwym dzialaniem metali ciezkich oraz zwigksza skuteczno$¢ nawigzywania
symbiozy z gospodarzem ro$linnym. Zintensyfikowana synteza EPS przez bakterie
w warunkach stresu wywotanego obecnoscia jondéw cynku poszerza ich mozliwosci
aplikacyjne w technikach remediacyjnych. Polisacharyd ten charakteryzuje si¢ dobrymi
wlasciwo$ciami sorpcyjnymi, co stwarza szanse na zastosowanie go w biotechnologii, jako

polimeru wysokowydajnie wigzacego jony Zn%*.
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8. Podsumowanie i wnioski

Bakterie z rodzaju Rhizobium stanowig grupe mikroorganizmoéw o potencjalnym
zastosowaniu biotechnologicznym. Ich zdolno$¢ do nawigzywania symbiozy z ro$linami
bobowatymi, a takze zdolno$¢ produkcji oraz wydzielania do $rodowiska glebowego
ogromnej ilosci EPS, daje naukowcom mozliwo$¢ wykorzystania tych bakterii w réznych
technikach remediacyjnych (np. bioremediacji czy jako PGPR (ang. plant growth
promoting rhizobacteria)). Usuwanie toksycznych odpadow oraz zwigzkoéw metali cigzkich
z gleby, ktorych stezenie wcigz rosnie w tym srodowisku wraz z postgpem urbanizacji oraz
rozwojem przemystu, stanowi wazny i aktualny temat badan. Cynk w niskich st¢zeniach
jest istotnym mikroelementem niezbednym do wzrostu wielu organizméw, w tym bakterii.
Jednakze, jego wyzsze stgzenia sg dla organizméw toksyczne.

Dlatego w tej pracy podjeto probe ustalenia wptywu jondw cynku na wiasnosci
fenotypowe oraz symbiotyczne bakterii R. leguminosarum bv. trifolii. Ponadto, okreslono
wydajno$¢ sorpcji jondow Zn?* przez EPS wyizolowany z tej bakterii, co pozwolito na
kompleksowe opisanie zmian wlasciwosci powierzchniowych komorek tych bakterii
w warunkach stresowych. Przeprowadzone badania pozwolity rowniez ustali¢ jakg role
odgrywa EPS w adaptacji R. leguminosarum bv. trifolii do warunkéw stresowych
wywotanych obecnoscig jonow cynku, a takze okresli¢ jego potencjat biotechnologiczny
w technikach remediacyjnych, zaréwno czystego preparatu EPS, jak i szczepow
charakteryzujacych si¢ zwigkszong produkcjg tego polimeru (w stanie wolnozyjacym oraz
w symbiozie z koniczyng). Wyniki uzyskane w ramach tej pracy pozwolity na
sformutowanie nastgpujacych wnioskow:

1. jony Zn?** w stezeniach powyzej 1 mM hamuja wzrost komorek szczepow
R. leguminosarum bv. trifolii, ale nie wptywaja istotnie na ich przezywalno$¢. Sposrod
badanych szczepow, Rt24.2(pBAl) oraz Rt24.2(pBR1), produkujace zwigkszone ilosci
EPS, charakteryzuja si¢ zwigkszong przezywalnoscia, szybszym tempem wzrostu
I wyzszymi parametrami CFU/ml hodowli w pordéwnaniu do szczepow defektywnych
w syntezie EPS: Rt2472 i Rt5819;

2. jony Zn?* stymulujg proces syntezy EPS oraz tworzenie biofilmu w warunkach
ex planta. Szczepy o zwigkszonej produkcji EPS (Rt24.2(pBAl) i Rt24.2(pBR1))
wykazuja wyzszg przezywalno$¢, wzmozong syntez¢ EPS 1 tworzenie biofilmu
W obecnoséci jonéw Zn?* w poréwnaniu do szczepow defektywnych w syntezie tego

polimeru;
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3. obecno$¢ jonow cynku w S$rodowisku wzrostu testowanych szczepow
R. leguminosarum bv. trifolii powoduje wzrost produkcji innych polisacharydéw
powierzchniowych (GPS, CPS, CG), zwigkszenie agregacji oraz zmniejszenie ruchliwosci
komorek, natomiast wptywa negatywnie na wydajno$¢ oddychania komoérkowego oraz
wzrost aktywnosci dysmutazy ponadtlenkowej oraz katalazy;

4. obecno$¢ EPS wplywa na wilasno$ci powierzchniowe komdrek ryzobiow
(kwasowy charakter powierzchni komorek oraz jej ujemny tadunek elektrycznys;

5. wptyw jondow Zn?* na wartosci ruchliwosci elektroforetycznej komorek zalezy od
ilo$ci syntezowanego EPS, fazy wzrostu bakterii i liczby zywych komorek w populacji
oraz od zastosowanego stezenia jondw cynku i pH $rodowiska. Neutralizacja ujemnego
tadunku powierzchniowego przez jony Zn?*, wystepujaca u 24-h hodowli szczepéw
syntezujacych EPS powoduje obnizenie ruchliwosci elektroforetycznej. W przypadku
starszych hodowli wzmozona produkcja EPS w warunkach stresowych prowadzi do
zwigkszenia ruchliwosci elektroforetycznej wzglgdem kontroli. Efekt ten nie wystepuje u
szczepOw defektywnych w syntezie tego polimeru. Wzrost stezenia jonéw cynku skutkuje
zmniejszeniem ruchliwosci elektroforetycznej komorek wszystkich badanych szczepow,
skorelowanym ze zmniejszeniem si¢ liczby zywych komorek w populacji, a zatem rowniez
ze wzrostem toksycznosci Zn?";

6. jony Zn?" powoduja wzrost hydrofobowosci komorek szczepow R. leguminosarum
bv. trifolii; mutant Rt2472 charakteryzuje si¢ najwyzsza hydrofobowoscia sposrod
badanych szczepdw;

7. obecnos¢ jondOw cynku ma nieznaczny wplyw na warto$ci swobodnej energii
powierzchniowej  komérek, jedynie w przypadku szczepu (Rt24.2(pBAl),
nadprodukujacego EPS, powoduje wzrost jej wartosci;

8. jony Zn** negatywnie wplywaja na kietkowanie nasion i wzrost kietkéw
koniczyny takowej (Trifolium pratense).

9. jony Zn?* istotnie obnizaja efektywnos$¢ symbiozy R. leguminosarum bv. trifolii
z koniczyng; szczepy nadprodukujace EPS charakteryzowaly si¢ znacznie lepsza
wydajnoscig adhezji komoérek do korzeni koniczyny i efektywnoscia symbiozy w
warunkach stresu (liczba infekowanych roslin, tworzonych brodawek 1 produktywnos$¢
roslin);

10. EPS wyizolowany ze szczepu dzikiego Rt24.2 charakteryzuje si¢ wysoka
wydajno$cig wigzania jonéw Zn?* (pojemnos$é monowarstwy dla tego polimeru w stosunku

do jonéw cynku wynosi prawie 46 mg Zn?* na 1 g EPS).
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Podsumowujac, przeprowadzone analizy wykazuja, ze EPS pelni wazna rolg
W ochronie przed toksycznym dziataniem jonéw cynku zar6wno wolnozyjacych bakterii
R. leguminosarum bv. trifolii, jak réwniez podczas interakcji tych bakterii z gospodarzem
roslinnym. Nadprodukcja EPS zapewnia bakteriom skuteczniejszg adaptacje do warunkoéw
stresowych, a takze zwigksza ich mozliwosci wykorzystania w technikach remediacyjnych.
Ponadto, wysoka wydajno$¢ wigzania jonow Zn?* przez EPS wyizolowany z tych bakterii,
daje mozliwo$¢ zastosowania go w biotechnologii, jako polimeru o zdolnosciach

sorpcyjnych.
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