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Wprowadzenie

Rizobia to bakterie glebowe zdolne do oddziatywan symbiotycznych z roslinami
bobowatymi oraz redukcji azotu atmosferycznego do amoniaku wewnatrz brodawek
indukowanych na korzeniach roslin. Taka drastyczna zmiana warunkow zycia z formy
wolnozyjgcej do symbiotycznej wymaga wspotdziatania ztozonego uktadu czynnikéw, do
ktérych nalezg egzopolisacharydy (EPS). EPS syntetyzowane sg w szlaku Wzx/Wzy-
zaleznym, a jednym z kluczowych elementéw tego procesu jest tzw. kopolimeraza (PCP).
Biatko to wykazuje aktywnos¢ autokinazy tyrozynowej i m.in. reguluje dtugosc¢
tancuchoéw polisacharydowych. Analiza sekwencji genomu Rhizobium leguminosarum
bv. trifolii TA1 (RITA1) wykazata obecnos¢ dwodch genéw kodujacych biatka o cechach
autokinaz tyrozynowych: PssP i QJS31448, a takze trzech gendéw kodujgcych
niskoczgsteczkowe fosfatazy tyrozynowe, ktore moga komplementarnie uczestniczy¢ w
procesie defosforylacji. Celem badan byta analiza funkcjonalna genu kodujacego kinaze
QJS31448 oraz genu kodujacego fosfataze QJS26037.

w celu

przeprowadzenia  analizy
funkcjonalnej skonstruowano mutanty
dla gendéw QJS31448 i QJS26037 poprzez
przerwanie ich ciggtosci za pomoca
integracji wektora samobodjczego. EPS
wytrgcano z ptynu pohodowlanego
etanolem w stosunku 3:1  (v/V).
Przeprowadzono analize kinetyki wzrostu
w réznych pozywkach
(bogate/minimalne), z dodatkiem
stresoréw oraz réznej wartosci pH. Do
oceny jakosciowej EPS zastosowano
metode chromatografii zelowo-
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Analiza bioinformatyczna biatka QJS31448, obejmujgca modelowanie struktury (Phyre2) (2), adnotacje
sekwencji aminokwasowej (BYKdb) oraz przewidywanie topologii (DeepTMHMM), wskazuje na jego
przynalezno$¢ do rodziny bakteryjnych kinaz tyrozynowych (BY-kinaz). W sekwencji biatka
zidentyfikowano konserwatywne motywy Walker A, Walker A' oraz Walker B (6), charakterystyczne dla
biatek wigzgcych ATP, a takze C-koniec bogaty w reszty tyrozynowe. Analogiczng topologie wykazuje
biatko PssP RITA1 zidentyfikowane jako BY-kinaza, ktérej delecja skutkuje zahamowaniem produkcji
EPS i zmianami fenotypowymi (Mazur et al., 2002).

Pomimo braku obserwowalnych zmian fenotypowych (1) w morfologii kolonii szczepow z
uszkodzeniem genu qjs37448 (kinazy) oraz qjs26037 (fosfatazy), szczegoétowe analizy ilosciowe i
jakosciowe EPS ujawnity istotne réznice. Szczep z uszkodzeniem genu kinazy wykazywat znaczaca
nadprodukcje EPS (3) w porédwnaniu do szczepu dzikiego oraz mutanta w genie kodujacym fosfataze.
Analiza rozktadu mas czgsteczkowych EPS obu mutantéw potwierdzita zmiany w stopniu
polimeryzacji (4,5) , szczegblnie brak wyraznego podziatu na frakcje wysoko- (HMW) i nisko- (LMW)
czgsteczkowe, charakterystycznego dla szczepu dzikiego. Zblizone wzorce polimeryzacji EPS obu
mutantow sugerujg wspoétdziatanie kinazy i fosfatazy w regulacji jego biosyntezy. Warto zaznaczy¢, ze
analiza tempa wzrostu mutantow w pozywkach petnych i minimalnych oraz ocena wrazliwosci na
wybrane stresory nie wykazaty réznic w poréwnaniu do szczepu dzikiego (dane nie przedstawione).
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Uszkodzenie genu kinazy tyrozynowej qjs31448 prowadzi do znaczacej nadprodukcji EPS, co wskazuje na zaangazowanie kodowanego

biatka w regulacje biosyntezy egzopolisacharydow.

Zblizone wzorce polimeryzacji EPS dla obu mutantow sugerujg wspétdziatanie kinazy QJS31448 i fosfatazy QJS26037 w tym procesie.

Ocena wydajnosci oddziatywan symbiotycznych z koriczyng czerwong (Trifolium pratense L.) bedzie istotna dla zrozumienia, czy zaburzenia
stechiometrii frakcji EPS majg wptyw na efektywnos¢ zakazania roslin, pomimo braku wyraznych zmian fenotypowych mutantow.
Rozszerzenie badan o analize fosfoproteomiczna i transkryptomiczna umozliwi identyfikacje potencjalnych substratow badanej kinazy i

fosfatazy oraz ich powiazan z r6znymi szlakami metabolicznymi w komarce.
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