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Streszczenie
Celem niniejszego eksperymentu bylo doswiadczalne sprawdzenie czy dla bakterii
P. fluorescens zachodzi zjawisko synergii stresOw termicznego i osmotycznego. Dwie hodowle
bakteryjne byty preinkubowane w warunkach temperatury optymalnej 1 stresowej, po czym
zostaly podzielone i umieszczone warunkach o réznym stopniu osmolarnosci. W warukach
stresu  osmotycznego  zaobserwowano niewielki  spadek  $miertelnosci  komoérek
preinkubowanych w warunkach szoku termicznego.

Wstep

Jednym z zagadnien majacych duze znaczenie w wielu dziedzinach biologii jest
odpowiedz komorek na stres Srodowiskowy wywotany réznymi czynnikami chemiczno-
fizycznymi, m.in. niekorzystng temperaturg, ciSnieniem osmotycznym lub obecnoscig
szkodliwych substancji w otoczeniu [6]. Dzigki badaniom w tym zakresie wiadomo, jakie
mozliwos$ci adaptacyjne ma wybrany organizm, jaka jest jego podatno$¢ na okreslone zmiany
srodowiska. Komorka wystawiona na ich negatywny wpltyw w miar¢ swych mozliwosci
adaptuje si¢ do nowych warunkéw, wyksztatcajac najrozniejsze mechanizmy ochronne, by
przetrwaé. Najznaczniejsze zmiany obserwowane sg na poziomie molekularnym i obejmujg od
zachodzenia prostych reakcji chemicznych, ktore posrednio lub bezposrednio zwigkszajg szanse
komorki na przezycie, az do zmiany ekspresji genéw, a czasem efektéw widocznych dla oka
ludzkiego [4].

W warunkach naturalnych komorki moga by¢ narazone na dziatanie wigcej niz jednego
czynnika stresowego na raz. Reakcja na stres srodowiskowy w zaleznosci od jego charakteru
oraz gatunku mikroorganizmu moze by¢ ro6zna. Jesli na komorke zadziata jakikolwiek czynnik
stresowy, to w miar¢ jej mozliwosci 1 nasilenia czynnika w komorce moga zajs¢ roznorakie
zmiany, takie jak zmiana sktadu chemicznego cytoplazmy, parametréw fizycznych bton czy
synteza bialek hsp [6]. Te zmiany mogg sprawi¢, ze komorka inaczej bedzie znosita inne
rodzaje stresu. Zaktadajac, ze mechanizm ochrony przed jednym czynnikiem stresowym jest w
czg¢sci podobny, powigzany ze sposobem ochrony przed innym, to prekondycjonowanie
komorki odpowiednim stresorem mogloby wyzwoli¢ pewng reakcje odpornosciowa na inne
stresory, lecz prawdziwe skutki takiego dzialania musza by¢ doktadniej poznane, by moc
bardziej jednoznacznie okresli¢ te zaleznos$¢ [4,5]. Taka synergia jest korzystna dla komorek,
jesli odpowiedzi na stres sg skorelowane dodatnio. Efekt ten jest bardzo ogdlny w dziataniu,
totez prawdopodobne jest, ze mogtby mie¢ szerokie zastosowanie praktyczne.



Materialy i metody

Pseudomonas fluorescens jest bakterig spotykang w glebie, wodzie, $cickach, powietrzu
oraz powierzchni niektorych roslin. Nie stanowi powaznego zagrozenia dla czlowieka i
zwierzat, lecz zachowuje si¢ jak patogen oportunistyczny i w odpowiednich warunkach moze
sta¢ si¢ przyczyng infekcji [1,4]. Odnotowano przypadki zakazen krwi transfuzyjnej, ktore
czesto niewykryte moga prowadzi¢ do $mierci pacjenta [4]. Jej nazwa gatunkowa pochodzi od
syntetyzowanego przez nig barwnika, ktoéry emituje §wiatto o barwie niebieskiej pod wplywem
promieniowania UV [1]. Optymalny zakres temperatury dla jej rozwoju to 25-30°C [1]. W
niedoktadnie poznany sposdb zapobiegaja takze infekcjom grzybicznym korzeni niektorych
ro$lin poprzez stwarzanie niedoboru zelaza w ryzosferze oraz wydzielanie utylizowanych przez
ro$liny sideroforoéw [4,5].

Badane mikroorganizmy pochodzity z kolekcji Instytutu Mikrobiologii Uniwersytetu
Warszawskiego. Nie okreslono wykorzystanego szczepu bakterii. W celu wyznaczenia
odpowiednich parametrow uzytych w badaniu, tj. temperatury stresowej oraz stgzen molowych
chlorku sodu wykonano kilka doswiadczen wstepnych. Nastgpnie wybrano wzglednie
najodpowiedniejsze z kilku warto$ci. Postgpiono tak, gdyz dla wybranej bakterii nie sg dostgpne
wszystkie potrzebne do przeprowadzenia eksperymentu dane. Wszelkie dziatania umozliwione
byly dzigki zyczliwosci pracownikow Instytutu Mikrobiologit UW, dzigki ktorym zyskano
dostep do laboratorium wraz z jego wyposazeniem.  Tab.1. Systematyka wykorzystanego gatunku [1]
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umieszczono w kolbie stozkowej o objetosci 300ml.
Kolbe umieszczono w wytrzgsarce na czas lh w
temp. 30°C przy predkosci 120 RPM w celu wstepnej adaptacji i wejécia w faze wzrostu
wyktadniczego komorek bakteryjnych.

Celem wyindukowania stresu termicznego u czesci bakterii hodowle rozdzielono do
dwoch identycznych kolb stozkowych 0 V=120ml. Jedng inkubowano wytrzasajac w temp.
30°C, druga w temp. 37°C przez 3h. W obu shakerach predko$¢ wytrzasania wynosita 120
RPM. Co 1h pobierano po 1ml hodowli z kazdej kolby do oddzielnych kuwet, aby wykonaé
pomiary absorbancji (OD). Wykonywano je spektrofotometrem Pharmacia Biotech Novaspec
Il (A=600nm) w odniesieniu do czystej pozywki (bulion odzywczy). Po 3h zebrano takze probki
przeznaczone do wysiewow. Wysiano rozcienczenia 10° i 10° wszystkich probek, kazde w
trzech powtorzeniach na agarze firmy Biocorp. Hodowle z obu kolb natychmiast po pobraniu
probek do analizy rozdzielono do 6 jednakowych kolb stozkowych (V=100ml) zawierajacych 3
stezenia NaCl: OM, 1/2M i 1M.



Pomiary ODgy Wykonywano co 1h przez caly czas trwania doSwiadczenia, a Wysiewy
wykonano po 3h inkubacji. Wysiano rozcieficzenia 107, 10, 10° badz 107 (3 rézne w
zalezno$ci od dodanego stez. chlorku sodu?). Sposrod powyzszych trzech do liczenia jtk/ml
(jednostek tworzacych kolonie/ml) wybrano optymalne rozcienczenie. Wszystkie wysiewy
wykonywano w trzech powtdrzeniach. Z wynikow pomiaréw wyliczono $rednig warto$¢
wynikéw z kazdego powtorzenia oraz odchylenie standardowe probek. Nastgpnie za pomocag
programu Microsoft Excel 2010 stworzono tabele i wykresy zamieszczone w pracy.

Wyniki
Dwie hodowle po 3-godzinnym okresie inkubacji w temperaturze optymalnej (30°C) i
niekorzystnie wysokiej (37°C) wykazywaly nieznaczna, lecz przewidywana, odmienna
zywotno$¢ (wyk.1). Hodowla umieszczona w temperaturze szoku termicznego zawierata mniej
komorek zdolnych do tworzenia kolonii w porownaniu do hodowli rosngce; w warunkach

korzystnych.
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Wyk. 1. Wyniki wysiewdéw po 3h inkubacji w Wyk. 2. Wyniki wysiewdw po 3h inkubacji hodowli w
dwéch temperaturach (uwzglednione SD) 30°C z r6znymi stezeniami NaCl (uwzglednione SD)

Po inkubacji rozdzielonych hodowli w temp. 30°C w réznych stez. NaCl kondycja
wszystkich z nich ulegla znacznym zmianom. Hodowla umieszczona w warunkach
optymalnych temperatury (30°C) i ci$nienia osmotycznego (OM NaCl®) wykazywata mniejsza
zywotnos$¢ — mniejsza liczbe komorek zdolnych do podziatéw w stosunku do hodowli poddanej
wczesniej  3-godzinnemu stresowi cieplnemu. Inne hodowle takze wykazywaly podobny
trend — hodowle w odpowiadajacych sobie stezeniach rosty gorzej, jesli wezesniej nie wystgpit
stres termiczny. Z wykresu nr 2 wynika, ze jezeli hodowla inkubowana byla wczesniej w temp.
37°C to komorki w niej zawarte lepiej znosza zwiekszong osmolarno$é otoczenia (sa bardziej
odporne na jego dziatanie). Komorki poddane dziataniu temperatury szoku termicznego
wykazywatly wieksza zywotno$¢ (niezaleznie od st¢zenia dodanej soli) w stosunku do komorek,
ktore nie mialy kontaktu z wysoka temperatura.

! Wybrane na podstawie do$wiadczeri wstepnych, ktére wykazaty stusznoéé wykorzystania wybranych rozcieficzen.
2 Pomijajgc zawartos$é NaC (=60mM/I)l i ciSnienie osmotyczne bulionu odzywczego, ktory jest roztworem izotonicznym wzgledem
komérek bakteryjnych
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Wyk. 4. Absorbancja hodowli inkubowanych w dwoéch temperaturach

Odczyty pomiarow absorbancji zdajg si¢ rzucaé inne $wiatto na wyniki badania. W czasie
pierwszych trzech godzin trwania doswiadczenia gesto$¢ optyczna obu hodowli rosta, lecz jej
warto$¢ miedzy nimi roznila si¢ bardzo nieznacznie. W niewielkim stopniu przewage liczebng
zaczeta zyskiwa¢ hodowla inkubowana w temperaturze 30°C, co potwierdza fakt, ze
temperatura 37°C wplywa niekorzystnie na te bakteric. W drugiej czesci eksperymentu (3-7h)
tendencja pozostala podobna. W stezeniach OM 1 0,5M NaCl liczba komorek rosta w obu
hodowlach, lecz gorzej, jesli hodowla byta inkubowana w temperaturze szoku cieplnego. W
przypadku hodowli zawierajacej 1M NaCl absorbancja utrzymywata si¢ na podobnym poziomie
1 dopiero po szostej godzinie trwania do§wiadczenia mozna powiedzie¢ o lekkim zatamaniu w
hodowli, ktéra wezesniej doznata szoku termicznego.
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Wyk. 5. Absorbancja hodowli inkubowanych po 3h inkubacji w dwoch temperaturach
w temp. 30°C i dodaniu OM NaCl
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Wyk. 6. Absorbancja hodowli inkubowanych po 3h inkubacji w dwoch temperaturach
w temp. 30°C i dodaniu 0,5M NaCl
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Wyk. 7. Absorbancja hodowli inkubowanych po 3h inkubacji w dwéch temperaturach
w temp. 30°C i dodaniu 1M NacCl

Dyskusja

Pomiary gestosci optycznej informujg jedynie o liczbie wszystkich komorek w
roztworze, lecz na ich podstawie nie da si¢ okresli¢, ile z nich jest zywych, zdolnych do
wytworzenia kolonii, czyli tak na prawde to, co jest kluczowe. Z pomiarow OD wynika, ze
liczba komorek wzrastata (lub ulegata niewielkim zmianom), co przeczy wynikom uzyskanym
z posiewow. Wynika z tego, ze w roztworach przybywato komorek, lecz cze$¢ z nich musiata
obumrze¢ dajac fatszywy wynik. Z doswiadczen wstgpnych wiadomo takze, ze komoérki te po
dluzszej ekspozycji na stres zarowno termiczny jak osmotyczny ulegaja lizie (widoczne gotym
okiem ktaczki w roztworze z jednoczesnym spadkiem absorbancji po ich sedymentacji).

Wpltyw obecnosci stezenia 0,5M chlorku sodu w hodowli obniza kondycje¢ bakterii. Z
kolei stezenie 1M ma na nig bardzo negatywny wplyw (oceniang na podstawie szybkosci
podziatow komorkowych). Oznacza to, ze reakcja komorek na stres osmotyczny ma charakter
wyktadniczy, a odpowiedz na ten stresor zmienia si¢ w zaleznosci od nasilenia czynnika.

Odpowiednia temperatura jest niezbedna do istnienia wszystkich proceséw
metabolicznych w komorkach. Jej zbyt niska badZz wysoka warto§¢ ma mniej lub bardziej
negatywny wpltyw na komorke, jako ze jest jednym z najbardziej podstawowych czynnikéw
zapewniajacych istnienie zycia. Maksymalna temperatura z optymalnego zakresu do wzrostu,
podziatu komérek P. fluorescens wynosi 30°C [1]. Temperatury wyzsze sa dla niej zbyt
wysokie i powoduja adaptacyjne zmiany w komoérkach. Bakteria ta przestaje rosnaé w 41°C i
ginie w temp. 43°C, wiec jest mezofilem [1]. W do$wiadczeniu wykazano, ze wcze$niejsze



wystawienie komoérek P. fluorescens na dziatanie wysokiej temperatury sprawia, ze sg bardziej
odporne na gwattowne zwigkszenie si¢ osmolarnosci otoczenia. Takze ci§nienie osmotyczne
srodowiska jest waznym elementem, ktoéry moze tatwo ulega¢ gwaltownym zmianom,
jednocze$nie stwarzajac niekorzystne warunki dla bakterii. Oba wybrane do badania stresory sa
jednymi z najbardziej podstawowych i czesto wystepujacych stresorow abiotycznych, co
uzasadnia pierwszorzedno$¢ doglebnego zbadania ich wplywu na kondycje komorek.

Glowng przyczyng zakazen krwi transfuzyjnej przez P. fluorescens jest jej powszechna
obecnos¢ w srodowisku zewnetrznym np. na skorze [4]. Poniewaz filtracja krwi nie pomaga w
jej oczyszczeniu trzeba zapobiega¢ temu zjawisku w inny sposob, a najtatwiejszym z nich jest z
pewnoscig czyszczenie skory przed pobraniem préobki krwi [4]. Z powodu wystegpowania takich
zdarzen warto wiedzie¢ jak najwigcej na temat tej bakterii, by moc skuteczniej z nig walczyc.
Dane na temat przezywalno$ci bakterii w najrozniejszych warunkach $rodowiska oraz jego
zmiennosci mogg dac¢ oglad na to, jakie metody skuteczniej jg zwalczajg lub promujg wzrost.

Prekondycjonowanie bakterii moze (jak wykazano w eksperymencie), lecz nie musi mie¢
pozytywne skutki dla niej. W zaleznosci od rodzaju stresora reakcja komorek moze byc
dodatnia Iub moze nie zachodzi¢ w ogdle (ogodlne zjawisko zachodzace u drozdzy jest podobne
u bakterii) [6]. Wiedza o reakcjach komorek na stresy srodowiskowe najbardziej przydaje si¢ w
wykorzystaniu biotechnologicznym, gdzie warunki wewnatrz bioreaktorow muszg by¢
odpowiednio dostosowane do potrzeb, by méc polepszy¢ wydajnosé produkcji w bioreaktorach.
Komoérki P. fluorescens rezydujace w glebie majg zdolnos¢ do fitoprotekcyjnego dziatania na
rosliny, przy ktorych korzeniach bytuja poprzez skuteczniejsze wychwytywanie zelaza z gleby
niz mikroorganizmy atakujace korzenie tych ro$lin [4]. Dzigki temu ro$liny majg wigksze
szanse na przezycie. Odbywa si¢ posrednio poprzez synteze sideroforu — piowerdyny przez
komorki bakterii, ktory jednocze$nie odpowiada za jej fluorescensyjne cechy [1,4]. Wiedze
uzyskang w tym 1 podobnych doswiadczeniach mozna wigc wykorzystac¢ praktycznie na wiele
Sposobow.

Wszystkie wymienione przyczyny uzasadniajg potrzebe dalszych badan nad bakterig
Pseudomonas fluorescens, ktora przyczynia si¢ do istnienia procesow zarowno szkodliwych dla
cztowieka, jak i takich, ktore umiejetnie wykorzystane majg rzeczywisty potencjat mu pomoc.
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