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Streszczenie

Ze wzgledu na swoje potencjalne zastosowanie w medycynie i ré6znych galtgziach przemyshu si-
derofory syntetyzowane przez bakterie ciesza si¢ w ostatnich latach bardzo duzym zainteresowaniem
badaczy. Gléwnym sideroforem wytwarzanym przez bakterie z rodzaju Pseudomonas w warunkach
niedoboru zelaza jest piowerdyna. W niniejszej pracy wyizolowano i oczyszczono, metoda chromato-
grafii chelatujacej, piowerdyny trzech szczepow bakterii P. fluorescens — 5N, G i D oraz piowerdyng
szczepu P. putida A. Zbadano wymienialno$¢ sideroforow migdzy tymi szczepami. Krzyzowa wy-
mienialno$¢ piowerdyn zaobserwowano migdzy szczepami SN i D, D i G oraz 5N i A. Po poréwnaniu
profili elektroforetycznych bialek zewngtrznej btony komoérkowej wykazano, ze bakterie w warun-
kach niedoboru zelaza wytwarzaja dodatkowe biatka, ktérych synteza moze by¢ indukowana niedo-
borem zelaza w podtozu.

WSTEP

Bakterie wyksztalcity dwa systemy asymilacji zelaza, uruchamiane w zalezno-
sci od warunkow $rodowiska, w ktorym bytuja. Pierwszy, tzw. system niskiego
powinowactwa jest uruchamiany, gdy w otoczeniu jest zapewniona wzgledna obfi-
to$é zelaza, tj. gdy jego stezenie wynosi przynajmniej 10~ mol-dm>. Mechanizm
ten opiera si¢ na swobodnej dyfuzji jonéw zelaza przez btony komorkowe. Drugi,
tzw. system wysokiego powinowactwa, dziata w warunkach stresu, powodowane-
go niedoborem Zelaza w otoczeniu i polega na aktywnym transporcie jondw tego
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pierwiastka do wnetrza komorki bakterii z wykorzystaniem sideroforow. Wydzie-
lanie sideroforow przez bakterie jest zjawiskiem powszechnym, co wiaze si¢ z ma-
ta dostepnoscia zelaza dla drobnoustrojéw w Srodowisku ich bytowania [NEI-
LANDS, 1995].

W skorupie ziemskiej wystepuje obfitos¢ zelaza, jednak — gdy odczyn gleby
jest bliski obojgtnemu — ulega ono szybkiej oksydacji i tworzy nierozpuszczalne
kompleksy w postaci polimerow wodorotlenku Zelaza Fe(OH);'nH,0. Zelazo wy-
stepuje rowniez w formie zwiazanej z fosforanami i koloidami. Taka reaktywnos¢
zelaza powoduje, ze stezenie jego dostepnej formy wynosi zwykle od 10~ do 108
mol-dm™ i jest zbyt mate dla mikroorganizméw glebowych [RAYMOND i in.,
2003].

Bakterie Pseudomonas wydzielaja kilka typow sideroforow, z ktorych najlepiej
poznano piowerdyny [BUDZIKIEWICZ, 1997; 2004]. Te charakterystyczne dla flu-
oryzujacych szczepéw Pseudomonas siderofory sa w ostatnich latach intensywnie
badane. Jest to zwiazane z ich ogromna rola w komoérkowych procesach fizjolo-
gicznych, jak rowniez z mozliwoscia ich praktycznego zastosowania w rolnictwie
oraz medycynie. Pomimo duzej wiedzy na temat budowy piowerdyn i ich wtasci-
wosci wciaz trwaja badania nad mechanizmem ich transportu do komoérek bakterii.
Relatywnie malo poznanym zjawiskiem jest specyficzne rozpoznawanie przez
biatka receptorowe uzelazionej piowerdyny (ferripiowerdyny) podczas jej pobiera-
nia ze $rodowiska zewnetrznego. Wiadomo, ze sekwencja tancucha peptydowego
wchodzacego w sktad czasteczki piowerdyny ma ogromne znaczenie podczas roz-
poznawania sideroforow przez receptory. Lancuch peptydowy piowerdyny jest
specyficzny dla danego szczepu bakterii Pseudomonas [BUDZIKIEWICZ, 2004;
HOHNADEL, MEYER, 1988].

Celem pracy byto okreslenie, czy i w jakim stopniu bakterie z rodzaju Pseudo-
monas moga wykorzystywa¢ do pobierania zelaza piowerdyng syntetyzowana
przez inne szczepy bakterii tego rodzaju.

MATERIAL I METODY BADAN

Materiat doswiadczalny stanowily szczepy bakterii glebowych z rodzaju Pseu-
domonas, charakteryzujace si¢ intensywnym wydzielaniem piowerdyny. Identyfi-
kacje gatunkowa drobnoustrojow przeprowadzono na podstawie klasycznych te-
stow biochemicznych (kataliza, oksydaza) oraz Microgen (UK), obejmujacych 24
cechy biochemiczne, a takze za pomoca analizy mikroskopowej. Izolaty glebowe
oznaczono jako:

— szczep Pseudomonas putida — A,

— szczep Pseudomonas fluorescens 1 — SN,
— szczep Pseudomonas fluorescens 2 — D,
— szczep Pseudomonas fluorescens 3 — G.



U. Jankiewicz, J. Kudelska: Wymienialnosc¢ sideroforow przez bakterie... 95

Rozréznienie szczepow w obrebie gatunku przeprowadzono metoda MP PCR
(ang. ,,Melting Point PCR”) [JANKIEWICZ, KUZAWINSKA, 2009].

Czyste kultury bakterii przechowywano z dodatkiem 15% glicerolu w tempera-
turze —80°C 1 uaktywniano przez dwukrotne pasazowanie w podiozu King B [KING
iin., 1954].

W celu pozyskania piowerdyny bakterie hodowano na ptynnej pozywce SSM
o skladzie:

—K,HPO, — 6,0 g-dm >,
—KH,PO,4 — 3,0 g-dm >,

— (NH4),804— 1,0 g-dm™,
—MgSO,;—0,2 g:dm >,

— kwas bursztynowy — 4,0 g-dm™.

Przed sterylizacja pozywki jej pH doprowadzano do 6,8 za pomoca NaOH
o stezeniu 2 mol-dm™.

Detekcja i oznaczanie iloSciowe piowerdyny. Detekcje piowerdyn w po-
szczegolnych hodowlach bakterii prowadzono fotometrycznie, przy dlugosci fali
400 nm. Stgzenie piowerdyn obliczano korzystajac z molowego wspotczynnika
absorbancji [MEYER, ABDALLAH, 1978].

Oczyszczanie piowerdyny. Izolacje piowerdyn syntetyzowanych przez po-
szczegolne szczepy bakterii przeprowadzono zgodnie z procedura opisana przez
JANKIEWICZ i KUZAWINSKA [2009]. Uzyskane po odwirowaniu komoérek bakterii
supernatanty z hodowli bakterii zawierajace piowerdyng poddawano oczyszczaniu
na ztozu chelatujacym. Na kolumng nanoszono po 4,0 cm’® zageszczonych prepara-
tow odpowiednich piowerdyn. Po rozdziatach chromatograficznych detekcjg pio-
werdyny w frakcjach o objetosci 1,0 cm’ prowadzono fotometrycznie. Zebrane
frakcje, o najwyzszej absorbancji przy dlugosci fali 400 nm, wykorzystywano
w dalszych doswiadczeniach. Oczyszczone roztwory piowerdyn przechowywano
w temperaturze —20°C do czasu dalszych analiz.

Badanie wymienialnos$ci piowerdyn. Wybrane do badan szczepy bakterii
szczepiono na statym podtozu King B z dodatkiem chelatora zelaza — 1,10-fenan-
troliny. Stezenie fenantroliny ustalono do$wiadczalnie na podstawie obserwacji
wzrostu bakterii na podtozach zawierajacych rozne st¢zenia chelatora: 0,25, 0,5,
0,75 i 1,0 mmol-dm . Do dalszych badafh wybrano podloza zawierajace 1,10-fe-
nantroling o stezeniu 1,0 mmol-dm, poniewaz w tych warunkach nie obserwowa-
no juz wzrostu bakterii. Na tak przygotowane podtoze wysiewano powierzchniowo
inokulum bakterii, nastgpnie po kilku godzinach na powierzchni podtoza umiesz-
czano krazki bibutlowe nasaczone oczyszczona i przesaczona przez filtr antybakte-
ryjny (o $rednicy 0,22 pm) piowerdyna. Zielonozoétte zabarwienie wokot krazkow
bibuly §wiadczylo o wzroscie bakterii i jednoczesnej intensywnej syntezie piower-
dyny nowo namnozonych komorek bakterii. Do pierwotnego namnazania w wa-
runkach doswiadczenia byly zdolne komorki bakterii, ktére mogly pobra¢ ze $ro-
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dowiska piowerdyng skompleksowana z zelazem. Wzrost bakterii obserwowano po
72 h inkubacji w temperaturze 28°C.

Kontrole stanowity hodowle bakterii, w ktérych krazki nasaczono sterylna wo-
da dejonizowana. Kontrolnie nanoszono takze krazki z piowerdyna na niezaszcze-
pione bakteriami podloze hodowlane. W obu przypadkach nie zaobserwowano
wzrostu bakterii.

Izolacja i rozdzial elektroforetyczny bialek membrany zewnetrznej (OM).
Bakterie namnazano na pozywce ptynnej SSM oraz pozywce ptynnej SSM z do-
datkiem 100 mmol-dm~ FeCl;. Hodowle prowadzono przez 72 h w temperaturze
28°C, z wytrzasaniem z predkoscia 120 obrotéw na minutg. Nastgpnie hodowle
bakterii odwirowywano (12 000-g, 4°C, 20 min), supernatant usuwano, a pozostaly
osad komorek bakterii wykorzystywano do izolacji bton komoérkowych wg proce-
dury CHARTA i TRUSTA [1983]. Rozdziat elektroforetyczny wyizolowanych biatek
membrany zewngtrznej w warunkach denaturujacych przeprowadzono w 12% zelu
poliakrylamidowym [LAEMMLI, 1970]. Prazki biatkowe obserwowano po wybar-
wieniu zelu w Coomassie blue.

WYNIKI BADAN

Badane szczepy bakterii podczas hodowli na podtozu ubogim w zelazo inten-
sywnie syntetyzowaly piowerdyng. Poszczegolne izolaty bakterii wydzielaty zbli-
zone ilo$ci sideroforu (rys. 1).
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Rys. 1. Stezenie piowerdyny (ug-cm ) w ptynach pohodowlanych
badanych szczepow bakterii Pseudomonas

Fig. 1. Concentration of pyoverdine (ug-cm™) in culture media
of analysed strains of Pseudomonas
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Pojedyncze piki na wykresach rozdziatu chromatograficznego $wiadcza o tym,
ze badane bakterie wydzielaja jedna forme piowerdyny (rys. 2).
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Rys. 2. Rozdziat chromatograficzny piowerdyny syntetyzowanej przez szczepy: a) P. fluorescens SN,
b) P. fluorescens G, c) P. fluorescens D, d) P. putida A

Fig. 2. Chromatographic fractionation of pyoverdine synthesized by the strains: a) P. fluorescens 5N,
b) P. fluorescens G, c) P. fluorescens D, d) P. putida A

Zauwazono, ze wszystkie szczepy byly zdolne do pobierania wtasnej piower-
dyny (tab. 1). Bakterie P. fluorescens 5N pobieraly piowerdyn¢ syntetyzowana
przez szczep G, natomiast szczep G nie wykazywal zdolnosci pobierania piower-
dyny syntetyzowanej przez SN. Podobnie bylo w przypadku szczepow G i A oraz
A1iD. W pierwszym przypadku szczep G pobieral piowerdyne P. putida A, ale
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Tabela 1. Wymienialno$¢ piowerdyn syntetyzowanych przez poszczegélne szczepy Pseudomonas

Table 1. Cross-reactivity of pyoverdines synthesized by particular strains of Pseudomonas

Szczep bakterii pobierajacy Szczep bakterii produkujacy Donor strain
Acceptor strain SN | G | D A
5N + + + +
G - + + +
D + + + -
A + - + +

Kontrola Control — - _ _

Objasnienia: ,,+” — wzrost, ,,— — brak wzrostu.

>

Explanations: ,,+”” — increase, ,,-” — no increase.

szczep A nie byt zdolny do pobierania piowerdyny szczepu G. W drugim przypad-
ku szczep A pobieral piowerdyng szczepu D, ale szczep D nie pobieral piowerdyny
szczepu A. Krzyzowa wymienialno$¢ piowerdyn zaobserwowano natomiast mig-
dzy szczepami: SNiD, DiGoraz 5NiA.

Zaobserwowano réznice w profilu biatkowym OM poszczegolnych szczepow
bakterii w zalezno$ci od sktadu podtoza hodowlanego (fot. 1, 2).

G G+Fe 5N S5MN+Fe

Fot. 1. Profil biatek OM bakterii G i 5N namnazanych na pozywkach SSM
bez zelaza (G, 5N) oraz z zelazem (G + Fe, SN + Fe)

Photo 1. Profile of proteins OM of the bacterial strains G and 5N grown
on medium SSM without (G, 5N) and with (G + Fe, 5N + Fe) iron
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D4Fe D A+Fe A

70

Fot. 2. Profil biatek OM bakterii D i A namnazanych na pozywkach SSM
z zelazem (D+Fe, A+Fe) oraz bez zelaza (D, A)

Photo 2. Profile of proteins OM of the bacterial strains D and A grown
on medium SSM with (D+Fe, A+Fe) and without (D, A) iron

Szczepy bakterii, ktore byly namnazane na pozywce SSM bez dodatku zelaza
wytwarzaty dodatkowe biatka OM. Synteza tych biatek moze by¢ indukowana nie-
doborem zelaza. Prawdopodobnie naleza one do specyficznych receptoréw biat-
kowych, potrzebnych bakteriom w warunkach niedoboru zelaza do wychwytywa-
nia go ze Srodowiska zewnetrznego z udziatem sideroforéow, w tym piowerdyny.
Bakterie rosnace na pozywce zawierajacej zelazo nie wytwarzaty tych biatek.

W profilu biatek OM szczepu 5N hodowanych na pozywce bezzelazowej wi-
doczny jest dodatkowy prazek biatkowy o masie ok. 90 kDa. U szczepu G wykryto
takze jedno dodatkowe biatko o podobnej masie czasteczkowe;j. Z kolei profil biat-
kowy OM szczepu D ukazuje dwa dodatkowe prazki biatkowe o masie ok. 70 kDa
i 110 kDa. Podobnie bakterie P. putida A hodowane na podtozu ubogim w zelazo
wytworzyly dwa dodatkowe biatka o masie ok. 90 1 110 kDa.

DYSKUSJA

W prezentowanej pracy oczyszczono 4 piowerdyny syntetyzowane przez
szczepy: SN, G, D i A. Wszystkie szczepy Pseudomonas uzyte w doswiadczeniach
syntetyzuja tylko jedna formg piowerdyny. X1IAO i KISSALITA [1995] po oczysz-
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czeniu piowerdyny syntetyzowanej przez Pseudomonas fluorescens 2-79 podobna
technika chromatograficzng otrzymali jej trzy izoformy: Pf-A, Pf-B i Pf-C.

O wykorzystywaniu przez dany szczep bakterii piowerdyny obcego pochodze-
nia $wiadczyt wzrost bakterii na podtozu z dodatkiem chelatora zelaza w obecnosci
oczyszczonej piowerdyny podanej egzogennie. Na podstawie uzyskanych wynikow
mozna stwierdzi¢, ze wymienialnos$¢ tego sideroforu nie jest zalezna od gatunku
bakterii.

Specyfika rozpoznawania i pobierania ferripiowerdyn przez bakterie Pseudo-
monas jest szeroko dyskutowana w literaturze. Istniejq teorie, ze specyficznos¢ po-
bierania zelaza zalezy od tego, jakie receptory OM wytwarza dany szczep bakterii.
Jezeli receptory te sa identyczne, wtedy bakterie moga pobiera¢ piowerdyny krzy-
zowo. Jezeli receptory te roznia si¢ od siebie, bakterie nie sa zdolne do wymienial-
nosci krzyzowej sideroforow [KOSTER i in., 1994]. Jednakze w najnowszej literatu-
rze coraz czesciej mozna zauwazy¢, ze odchodzi sig od tej teorii, natomiast znacza-
ca role w tym procesie przypisuje si¢ sekwencji tancucha peptydowego piowerdy-
ny [MEYER, 2000; MEYER i in., 2002; 2008]. Analizujac wyniki uzyskane w pre-
zentowanych badaniach potwierdzono stusznos$¢ hipotezy, ze nie obecno$¢ specy-
ficznych receptor6w membrany zewngtrznej, ale budowa i sktad aminokwasowy
tancucha peptydowego piowerdyn moga mie¢ decydujacy wptyw na zdolnos¢ bak-
terii Pseudomonas do rozpoznawania, pobierania i wykorzystywania piowerdyn
obcego pochodzenia.

Zjawisko wymienialnosci piowerdyn poszczegolnych szczepoéw moze miec
ogromne znaczenie podczas konkurencji o niszg ekologiczna. Szczep bakterii zdol-
ny do wykorzystywania poza wlasnymi takze innych sideroforéw begdzie bardziej
konkurencyjny niz pozostate.

PODSUMOWANIE

1. Badane bakterie z rodzaju Pseudomonas w warunkach niedoboru zelaza in-
tensywnie syntetyzuja piowerdyng — wysoce specyficzny chelator zelaza.

2. Stosowane w badaniach bakterie byly zdolne do pobierania w warunkach in
vitro syntetyzowanej przez siebie piowerdyny, uprzednio wyizolowanej z hodowli
tych bakterii. Nie obserwowano natomiast krzyzowego pobierania tego sideroforu
przez wszystkie uzyte w do§wiadczeniu bakterie.

3. Krzyzowe pobieranie piowerdyny nie zalezatlo od zgodno$ci gatunkowej
bakterii Pseudomonas.

4. W warunkach do$wiadczen badane bakterie P. fluorescens i P. putida wy-
twarzaty dodatkowe biatka membrany zewnetrznej, ktorych synteza prawdopodob-
nie indukowana byta niedoborem zelaza w podtozu hodowlanym. Bialka te sa naj-
prawdopodobniej biatkami receptorowymi, odpowiedzialnymi za pobieranie zelaza
przez bakterie Pseudomonas.
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CROSS-REACTING OF SIDEROPHORES SYNTHESIZED BY Pseudomonas
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Summary
Interest in siderophores produced by bacteria seems to be increasing among researchers all over

the world, mostly due to their potential applications in medicine and various branches of industry.
Pyoverdine is a significant siderophore synthesized by bacteria under iron-deficient conditions. This
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paper describes isolation and purification of pyoverdines from three strains of Pseudomonas fluores-
cens (5N, G and D) and pyoverdine from P. putida A strain. The copper-chelate chromatography
method was employed. Cross-reacting among Pseudomonas strains was analysed. Cross-reactivity
was observed between the following strains: SN and D, D and G, 5N and A. Moreover, we isolated
outer membrane proteins from bacterial culture. The comparison of electrophoretic profiles of these
proteins showed that bacteria produced additional proteins whose synthesis is probably induced by
iron deficiency.
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