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WSTEP:

Agrobacterium tumefaciens C58 to wazny z gospodarczego punktu widzenia fitopatogen, infekujgcy gtownie rosliny dwuliscienne (ponad 800 gatunkéw
roslin, w tym ro$liny uprawne i ozdobne), odpowiedzialny za wywotywanie choroby zwanej guzowatoscig. Choroba ta powstaje w wyniku transformacji
genetycznej tkanek rosliny-gospodarza. Za transformacje nowotworowg tkanek odpowiadajg geny vir zlokalizowane na plazmidzie pTi Agrobacterium.
Indukcja ekspresji tych gendéw nastepuje pod wptywem czynnikdw srodowiskowych, takich jak niskie pH, cukry proste oraz specyficznego induktora —
acetosyringonu. Kluczowe znaczenie w interakcji bakterii z rosling majg lipidy btonowe A. tumefaciens. Przeprowadzono analize transkryptomu A.
tumefaciens C58 oraz jego mutanta pozbawionego zdolnosci do syntezy fosfatydyloetanolaminy (C58ApssA), w warunkach stresu srodowiskowego
(niskie pH, obecnos$¢ glukozy oraz acetosyringonu).

CZE,SC EKSPERYMENTALNA:

Badania prowadzono na szczepie dzikim A. tumefaciens C58 (oznaczonym jako Atu_Wt) oraz na jego mutancie z delecjg genu pssA (syntaza fosfatydyloserynowa w szlaku syntezy
fosfatydyloetanolaminy (PE) - gtdéwnego lipidu btonowego) (szczep o nazwie C58ApssA). Hodowle prowadzono w zmodyfikowanej pozywce 79CA wg Vincenta (1970), pozbawionej wyciggu
drozdzowego (-YE), stosujac glukoze jako zrédio wegla. W celu wywotania stresu srodowiskowego pH podtoza obnizono do wartosci 5.5. Kontrole stanowity warunki standardowe: pH 6.7). W
celu indukcji genow vir do hodowli o pH 5,5; dodano acetosyringon. Catkowite RNA wyizolowano z komorek szczepu dzikiego oraz mutanta, hodowanych przez 19 godzin (faza logarytmiczna),
w temperaturze 28°C, z wytrzgsaniem. Kazdy wariant przygotowano w trzech powtorzeniach. Analize statystyczng majgca na celu wytypowanie genow, kidrych poziom ekspresji w badanych
warunkach w mutancie ulegt istotnej zmianie (DEG — differentially expressed genes) przeprowadzono z wykorzystaniem narzedzia DESeq2, a do wytonienia DEG zastosowano nastepujgce
progi minimalne: warto$¢ p-adj < 0.05, krotnos$¢ indukcji/repres;ji (log fold change) -1< logFC 21, CPM (Counts per Milion) 21 (ten ostatni parametr eliminuje z analizy réznicowej geny, ktérych
poziom ekspresji w badanych warunkach jest bardzo niski i moze zaburza¢ analize).

WYNIKI: A B

o Przeprowadzono analize transkryptomu A. tumefaciens C58 (Atu_Wt) oraz jego ; ‘
mutanta pozbawionego zdolno$ci do syntezy fosfatydyloetanolaminy (C58ApssA),

w warunkach stresu srodowiskowego indukujgcego ekspresje genow vir (niskie pH,
obecnos$c¢ glukozy oraz acetosyringonu).

o Zrbznicowang ekspresje gendw porownywano w nastepujacych wariantach: mutant
C58ApssA vs. Atu_Wt (pH 6.7) oraz mutant C58ApssA vs. Atu_ WT (pH 5.5).

o Wykazano, ze kazdy ze zbadanych warunkéw hodowli skutkuje istotng zmiang i
poziomu ekspresji duzej liczby gendw, wsréd ktérych przewazajg geny, ktére :
ulegaty indukcji (Tabela 1). ?

o W celu identyfikacji szlakow/procesow metabolicznych modulowanych w
komodrkach mutanta C58ApssA w odpowiedzi na stres przeprowadzono adnotacje
funkcjonalng genéw DEG do klastrow ortologicznych grup biatek (COGs, narzedzie
reCOGnizer).

o Nadreprezentowane kategorie COG, wsrod ktorych, w warunkach wzrostu —
komorek mutanta C58ApssA w pH 6.7, dominowaty indukowane geny obejmowaty
(poza genami o nieznanej funkcji) procesy zwigzane z metabolizmem i transportem B A
zwigzkéw nieorganicznych, produkcjg i konwersjg energii oraz transkrypcja,
natomiast geny wyciszane istotnie przewazaty w kategoriach COG obejmujgcych
szlaki transmisji sygnatéw oraz zwigzane z ruchliwo$cig komorki (Fig. 1A i B). Cell yele sontol, el division

o Stres niskiego pH (5.5) indukuje w komérkach mutanta C58ApssA ekspresje
licznych gendéw zwigzanych z metabolizmem | transportem zwigzkéw
nieorganicznych oraz biogenezg ostony komoérkowej, a w mniejszym stopniu C D
gendéw odpowiedzialnych za transport i metabolizm weglowodandw i aminokwaséw :
(Fig. 1C).

o W tych samych warunkach w komdrkach mutanta silnie wyciszane sg liczne geny
odpowiedzialne za transmisje sygnatow i ruchliwos¢ (podobnie, w jak w warunkach
obojetnego pH 6.7), a dodatkowo geny przynalezne do szlakéw transportu i
metabolizmu aminokwasow.

o Unikalng (sposrod wszystkich analizowanych wariantéw) grupg gendéw
wyciszanych specyficznie w komorkach mutanta C58ApssA w kwasnym pH sg
geny z kategorii COG U (wydzielanie i transport wewnatrzkomérkowy), ktéra u
bakterii obejmuje takze r6zne systemy wydzielania (np. typu I-VI) wykorzystywane
do transportu biatek przez ich btony komoérkowe (Fig. 1D).
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Tabela 1. Liczba DEG w komérkach mutanta C58ApssA rosngcego w réznych warunkach

PPN |

Wariant eksperymentalny w
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WNIOSKI:

» Stres srodowiskowy symulujgcy proces infekcji (niskie pH, obecnos¢
glukozy i acetosyringonu) u mutanta A. tumefaciens C58 pozbawionego
zdolnosci do syntezy PE (C58ApssA), indukuje wzmozong ekspresje
genéw zwigzanych z metabolizmem i transportem zwigzkéw
nieorganicznych, a takze z biogenezg ostony komaérkowe;.

« W tych warunkach, u mutanta geny odpowiedzialne za ruchliwos¢ i
transmisje sygnatéw ulegajg wyciszeniu, co wskazuje na stabsze
mozliwosci infekcyjne szczepu mutanta w poréwnaniu ze szczepem dzikim.

Ryc. 1. Adnotacja funkcjonalna genéw DEG do klastréw ortologicznych grup biatek
(COGs). Przedstawione panele odpowiadajg wariantom opisanym w Tabeli 1 i obejmujg
odpowiednio geny indukowane i wyciszane w komérkach mutanta C58ApssA wzgledem
szczepu dzikiego Atu_WT w pH 6.7 (Ai B) oraz w pH 5.5 (Ci D).

Wg legendy, poszczegodlne kolory oznaczaja: niebieski — geny odpowiedzialne za
procesy komoérkowe i przekazywanie sygnatéw; pomaranczowy — przechowywanie i
przetwarzanie informacji; zielony — metabolizm; czerwony — geny stabo
scharakteryzowane lub o nieznanej funkcji.
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