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e magister: ,, Aktywno$¢ transkrypcyjna regionu DNA kontrolujacego synteze
egzopolisacharydu Rhizobium leguminosarum bv. trifolii TA1” — praca magisterska;
Uniwersytet Marii Curie-Sktodowskiej w Lublinie, 1997;

e doktor: ,,Zastosowanie genu reporterowego gusA do znakowania szczepoéw Rhizobium
leguminosarum bv. trifolii i badania ekspresji gendéw” — rozprawa doktorska,
Uniwersytet Marii Curie-Sktodowskiej w Lublinie, 2004.

Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych

Poczatki pracy w zespole badawczym

Pracg w zespole kierowanym przez prof. dr hab. Ann¢ Skorupska rozpoczatem w roku
1995 jako student IV roku kierunku Biotechnologia, prowadzonego na UMCS w Lublinie. W
latach 1996-1997 otrzymywatem stypendium Ministra Edukacji Narodowej za bardzo dobre
wyniki w nauce. Badania wykonane przez mnie w ramach pracowni magisterskiej polegaty na
klonowaniu wybranych genéw Rhizobium leguminosarum i badaniu ich warunkow ekspresji
in vitro. Badania te zostaly opisane w pracy magisterskiej pt. ,,Aktywno$¢ transkrypcyjna
regionu DNA kontrolujacego synteze egzopolisacharydu Rhizobium leguminosarum bv.

trifolii TA1”, ktorg obronitem w czerwcu 1997 roku z wynikiem bardzo dobrym.



Od uzyskania tytulu magistra do doktoratu

Po uzyskaniu tytutu magistra kontynuowatem prac¢ w zespole prof. dr hab. Anny
Skorupskiej — najpierw jako uczestnik studidow doktoranckich UMCS (pazdziernik 1997 —
marzec 1998 r.), a nastgpnie (od marca 1998 r.) jako asystent w Zaktadzie Mikrobiologii

Ogolnej (wezesniejsza nazwa obecnego Zaktadu Genetyki 1 Mikrobiologii UMCS).

Prowadzone przeze mnie prace wpisywaly si¢ w dzialalno§¢ badawcza zespotu i
koncentrowaly si¢ wokot probleméw zwigzanych z genetyczng kontrolg syntezy
egzopolisacharydéw Rhizobium leguminosarum oraz roli tych zwigzkéw w procesie wymiany
sygnatow 1 rozwoju symbiozy pomigdzy R. leguminosarum bv. trifolii a koniczyna
(Trifolium).

Bratem udziatl w zespotowych badaniach nad:

a) genetycznym podlozem syntezy egzopolisacharydu (EPS) R. leguminosarum bv.
trifolii, ktorych rezultatem bylo zidentyfikowanie i okreslenie potencjalnej funkcji
kilkunastu nie opisanych wczesniej genow, nazwanych pss lub prs;

b) czynnikami wplywajacymi na poziom ekspresji genéw pss i prs w komorkach
rizobiow saprofitycznych (wolnozyjacych), jak réwniez w rizobiach w uktadzie
symbiotycznym (in planta);

c) wplywem mutacji w genach pss na rozwdj uktadu symbiotycznego R. leguminosarum
bv. trifolii — koniczyna, w ktorych wykazano niezbednos¢ rizobiowych

egzopolisacharydow dla prawidlowego rozwoju brodawkowania ro$lin i wigzania Nj.

Opisane badania finansowane byly m.in. z grantu pt. ,Molekularna i funkcjonalna
charakterystyka gendéw pss kontrolujacych biosyntez¢ kwasnego egzopolisacharydu
Rhizobium leguminosarum bv. trifolii” (6 PO4A 05818, lata 2000-2003) kierowanego przez
prof. dr hab. Ann¢ Skorupska, w ktérym bytem jednym z wykonawcow. Przeprowadzone
badania opisano w kilku publikacjach ktorych bytem wspotautorem:

1. Mazur A., Wielbo J., Krol J., Kopcinska J., Lotocka B., Golinowski W., Skorupska
A., 1998, ,Molecular characterization and symbiotic importance of prsD gene of
Rhizobium leguminosarum bv. trifolii TA1”, Acta Biochim. Polon,. 45: 1067-1073;



2. Krol J., Wielbo J., Mazur A., Kopcinska J., Lotocka B., Golinowski W., Skorupska
A., 1998, “Molecular characterization of pssCDE genes of Rhizobium leguminosarum
bv. trifolii TALl: pssD mutant is affected in exopolysaccharide synthesis and
endocytosis of bacteria”, Mol. Plant Microbe Interact., 11: 1142-1148;

3. Janczarek M., Krél J., Kutkowska J., Mazur A., Wielbo J., Borucki W., Kopcinska J.,
Lotocka B., Urbanik-Sypniewska T., Skorupska A., 2001, “Mutation in psSB-pssA
intergenic region of Rhizobium leguminosarum bv. trifolii affects the surface
polysaccharides synthesis and nitrogen fixation ability”, J. Plant Physiol. 158: 1565-
1574;

4. Mazur A., Krol J.,, Wielbo J., Urbanik-Sypniewska T., Skorupska A., 2002,
“Rhizobium leguminosarum bv. trifolii PssP protein is required for exopolysachcaride
biosynthesis and polymerization”, Mol. Plant Microbe Interact., 15: 388-397;

5. Wielbo J., Mazur A., Krol J., Marczak M., Skorupska A., 2004, “Environmental
modulation of the pssTNOP gene expression in Rhizobium leguminosarum bv.
trifolii”, Can. J. Microbiol., 50, 201-211;

6. Wielbo J., Mazur A., Kr6l J., Marczak M., Kutkowska J., Skorupska A., 2004,
“Complexity of phenotypes and symbiotic behavior of Rhizobium leguminosarum bv.

trifolii exopolysaccharide mutants”, Arch. Microbiol., 182: 331-336.

Publikacje te zostaly nagrodzone: nagroda zespotowa II° Rektora UMCS (Lublin 1998),
nagroda zespotowa Polskiego Towarzystwa Genetycznego (Poznan 2001) oraz nagroda

zespotowg Komitetu Organizacyjnego Krajowego Kongresu Biotechnologii (L6dz 2003).

Innym problemem, na ktorym skupialy si¢ w tym czasie moje badania, byto
zastosowanie genéw markerowych w badaniach interakcji rizobiow 1 ich roslinnych
gospodarzy. Bylem kierownikiem grantu ,Konstrukcja nowych kaset 1 wektorow
zawierajacych geny markerowe (gusA, celB) przeznaczonych do znakowania i mutagenezy
bakterii” (2 PO4A 03426, lata 2000-2001), w ramach ktorego powstaty liczne konstrukty
zawierajace gen kodujacy P—glukuronidaze - biatko markerowe pozwalajace na wizualizacje
mikroorganizméw w $rodowisku ich zycia. W oparciu o plazmidy o szerokim zakresie
gospodarza skonstruowatem szereg wektorow, w ktorych gen gusA ulegat ekspresji
konstytutywnej, przeznaczonych do znakowania i wykrywania obecnosci bakterii, oraz kasety
Z genem gusA bez wlasnego promotora, przeznaczone do badania warunkow aktywnosci

transkrypcyjnej gendw. Konstrukty te opisano w pracy:



Wielbo J., Skorupska A., 2001, ,,Construction of improved vectors and cassettes
containing gusA and antibiotic resistance genes for studies of transcriptional activity and
bacterial localization” J. Microbiol. Methods, 45: 197-205.

Byly one uzywane w badaniach wtasnych opublikowanych w pracach Mazur i wsp.,
2002, Mol. Pant Microbe Interact. 15: 388-397, 2002 oraz Wielbo i wsp., 2004, Can. J.
Microbiol. 50, 201-211 i Arch. Microbiol. 182: 331-336, jak réwniez przez inne zespoty

naukowe.

Badania wykonane w latach 1998-2004 ztozyly sie na mojg prac¢ doktorska pt.
,Zastosowanie genu reporterowego gusA do znakowania szczepow  Rhizobium
leguminosarum bv. trifolii 1 badania ekspresji genow”. Dzigki zastosowaniu konstruktow z
genem p-glukuronidazy wykazatem, ze ekspresja gendéw odpowiedzialnych za syntezg
egzopolisacharydu Rhizobium leguminosarum bv. trifolii zachodzi takze w brodawkach
korzeniowych koniczyny, podlegajac tam takim samym mechanizmom regulacyjnym jak
podczas wegetatywnego wzrostu bakterii. Ponadto wykazano, ze produkowany w brodawkach
korzeniowych egzopolisacharyd pozwala rizobiom na uniknigcie reakcji obronnych
zakazonych roélin, dzigki czemu mozliwy jest prawidtowy rozwdj brodawek korzeniowych i

rozw0j efektywnej symbiozy. Prace doktorskg obronitem 04.06.2004.



Osiagniecie naukowe realizujace art. 16 ust. 2 ustawy o stopniach naukowych

TYTUL:

Struktura genetyczna populacji Rhizobium leguminosarum oraz czynniki konkurencji w

populacjach rizobiowych

PUBLIKACJE
wchodzace w sktad zglaszanego osiaggnigcia naukowego
(12 prac eksperymentalnych i 1 praca przegladowa):

1. Marek-Kozaczuk M., Wielbo J., Dobrowolski R., Skorupska A. (2006). Wplyw
poziomu azotu w glebie na wielkos$¢ populacji szczepéw Rhizobium i ich zdolnosci do
symbiotycznego wiazania azotu. Zesz. Nauk. Uniw. Przyrodn. we Wroclawiu, nr
546/2006 seria Rolnictwo LXXXI IX, 249-258.

2. Wielbo J., Marek-Kozaczuk M., Skorupska A. (2006). Zrdéznicowanie profilow
plazmidowych oraz wydajnos$¢ symbiotyczna szczepow Rhizobium leguminosarum
izolowanych z roslin motylkowatych rosnacych na uzytkowych rolniczo glebach
Lubelszczyzny. Zesz. Nauk. Uniw. Przyrodn. we Wroclawiu, nr 546/2006 seria
Rolnictwo LXXXI IX, 367-376.

3. Wielbo J., Marek-Kozaczuk M., Kubik-Komar A, Skorupska A. (2007). Increased
metabolic potential of Rhizobium spp. is associated with bacterial competitiveness.
Can. J. Microbiol., 53: 957-967.

4. Maj D., Wielbo J., Marek-Kozaczuk M., Martyniuk S., Skorupska A. (2009).
Pretreatment of clover seeds with Nod factors improves growth and nodulation of
Trifolium pratense. J. Chem. Ecol., 35:479-87.

5. Wielbo J., Golus J., Marek-Kozaczuk M., Skorupska A. (2010). Symbiosis stage-
associated alterations in quorum sensing autoinducer molecules biosynthesis in
Sinorhizobium meliloti. Plant Soil, 329: 399-410.
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12.

13.

Maj D., Wielbo J., Marek-Kozaczuk M., Skorupska A. (2010). Response to
flavonoids as a factor influencing competitiveness and symbiotic activity of
Rhizobium leguminosarum. Microbiol. Res., 165: 50-60.

Wielbo J., Marek-Kozaczuk M., Mazur A., Kubik-Komar A., Skorupska A. (2010).
Genetic and metabolic divergence within a Rhizobium leguminosarum bv. trifolii
population recovered from clover nodules. Appl. Environ. Microbiol., 76: 4593-
4600.

Wielbo J., Kuske J., Marek-Kozaczuk M., Skorupska A. (2010). The competition
between Rhizobium leguminosarum bv. viciae strains progresses until late stages of
symbiosis. Plant Soil, 337: 125-135.

Wielbo J., Marek-Kozaczuk M., Kidaj D., Skorupska A. (2011). Competitiveness of
Rhizobium leguminosarum bv. trifolii strains in mixed inoculation of clover (Trifolium
pratense). Pol. J. Microbiol., 60: 43-49.

Wielbo J., Marek-Kozaczuk M., Mazur A., Kubik-Komar A., Skorupska A. (2011).
The structure and metabolic diversity of population of pea microsymbionts isolated
from root nodules. Br. Microbiol. Res. J. 1: 55-69.

Kidaj D., Wielbo J., Skorupska A. (2012). Nod factors stimulate seed germination and
promote growth and nodulation of pea and vetch under competitive conditions.
Microbiol. Res., 167: 144-150.

Wielbo J., Kidaj D., Koper P., Kubik-Komar A., Skorupska A. (2012). The effect of
biotic and physical factors on the competitive ability of Rhizobium leguminosarum.
Centr. Eur. J. Biol., 7: 13-24.

Wielbo J. (2012). Rhizobial communities in symbiosis with legumes: genetic
diversity, competition and interactions with host plants. Centr. Eur. J. Biol., 7: 363-
372.

Laczny impact factor w.w. publikacji zgodnie z rokiem opublikowania: 18,967

Suma punktow za w.w. publikacje zgodnie z wykazem MNiSW 246 pkt



WPROWADZENIE — przedmiot badan

Proces biologicznego wigzania azotu jest w ekosystemach naturalnych jedyng droga,
jaka azot atmosferyczny moze zosta¢ wprowadzony do puli glebowych zwigzkéw azotowych
dostepnych dla ro$lin. Najwydajniejsze w biologicznym wigzaniu azotu s3 uklady
Symbiotyczne tworzone przez rizobia i ro$liny motylkowate (Fabaceae) wigzace 200-400
kgN/ha/rok. Tlo$¢ azotu pozyskiwana przez rosliny dzigki biologicznej redukcji N, jest
porownywalna z globalng ilo$cig syntetycznych nawozéw azotowych produkowanych przez
cztowieka.

Rizobia to diazotrofy nalezace do rodzajow Rhizobium, Mesorhizobium,
Sinorhizobium, Bradyrhizobium, Azorhizobium, Allorhizobium, Devosia, Methylobacterium,
Ochrobactrum i Phyllobacterium (a-Proteobacteria) oraz Burkholderia i Cupriavidus (B-
Proteobacteria). Ich wspdlnymi cechami sg: (a) obecnos¢ funkcjonalnego kompleksu
enzymatycznego nitrogenazy redukujacej N, do NHj; oraz (b) posiadanie genéw nod
odpowiedzialnych za syntez¢ chitolipooligosacharydowych morfogenow (tzw. czynnikow
Nod) indukujacych powstawanie brodawek na korzeniach roslinnego gospodarza.

Geny nod petnig bardzo istotng role w okresleniu swoistosci symbiozy, ktora polega
na tym, ze okres$lone gatunki lub biotypy rizobiow s3g mikrosymbiontami konkretnych
rodzajow lub gatunkéw roslinnych gospodarzy, np. Rhizobium leguminosarum bv. trifolii jest
symbiontem koniczyny (Trifolium spp.), a Sinorhizobium meliloti — lucerny (Medicago spp.),
nostrzyka (Melilotus spp.) i kozieradki (Trigonella spp.). Wsr6d gendéw nod wyrdznia si¢ tzw.
geny wspélne nod (common nod genes), ktorych produkty sg odpowiedzialne za synteze
oligosacharydowych rdzeni czynnikow Nod, posiadajacych podobng budowg u wszystkich
rizobiow oraz tzw. geny specyficzno$ci gospodarza (hsn nod genes, host specifity of
nodulation), ktorych produkty odpowiadaja za dotgczanie do rdzenia rdéznorodnych
podstawnikow. Enzymy kodowane przez geny hsn nod sg odpowiedzialne za powstanie
ostatecznej struktury rizobiowych czynnikow Nod, a to z kolei przesadza, jakie gatunki roslin
motylkowatych sg wrazliwe na te sygnaly.

Proces nawigzywania symbiozy jest precyzyjnie regulowany i wymaga licznych
czastek sygnalnych, takich jak roslinne flawonoidy czy bakteryjne czynniki Nod i
ezopolisacharydy. Rozwoj symbiozy pomiedzy mikrosymbiontem a roslinnym gospodarzem
obejmuje wiele etapéw: rozpoznanie partnerow, infekcje tkanek korzenia rosliny, powstanie
brodawek korzeniowych i zasiedlenie brodawek. W brodawkach dochodzi do endocytozy

rizobiow przez komorki roslinne, jednak komorki bakteryjne pozostaja odrebnymi



elementami. Sa one otoczone btong peribakteroidalng i ulegajg przeksztatceniu w bakteroidy
redukujace N, do NHs;. Energi¢ niezbedng do tego procesu rizobia uzyskuja z weglowodanow
dostarczanych przez rosliny, same natomiast przekazuja komoérkom roslinnym zredukowane
zwigzki azotu - amidy lub ureidy.

Genomy rizobiow sg duze i czesto (np. u Rhizobium czy Sinorhizobium) moga by¢
podzielone na kilka replikonow - chromosom oraz plazmidy. Replikon, zawierajacy region
genetyczny umozliwiajacy rizobiom nawigzanie symbiozy z ros$linami motylkowatymi,
obejmujgcy geny nod oraz geny kodujace kompleks enzymatyczny nitrogenezy |
wspotdziatajagcych z nig biatek (tzw. geny nif i fix), jest nazywany plazmidem
symbiotycznym. U rizobidow nie posiadajagcych plazmidow (np. Bradyrhizobium czy
Mesorhizobium) region nod-nif-fix jest potozony na chromosomie i stanowi tzw. wyspe
symbiotyczng. Genomy rizobiow charakteryzuja si¢ duzg zmienno$cig genetyczng
spowodowang mutacjami, rekombinacjami pomig¢dzy poszczegdlnymi replikonami oraz
miedzyszczepowym, koniugacyjnym transferem plazmidéw. Przyjmuje sig, ze znaczny
rozmiar genoméw i ich zmienno$¢ umozliwiajg rizobiom dostosowanie si¢ do roéznych
srodowisk — glebowego, w ktorym rizobia funkcjonujg jako saprofity, oraz Srodowiska
wewnatrz tkanek i1 komorek ro$linnych, gdzie wystepuja zaréwno jako saprofity, jak i

endosymbiotyczne bakteroidy.

Czynniki $rodowiskowe wptywajac na zmienno$¢ genomoéw powoduja powstawanie
komorek o nowych genotypach, ktore dajag poczatek nowym szczepom i gatunkom. Biorac
pod uwage duzg liczebnos$¢ rizobidow w glebach mozna przypuszczac, ze lokalne populacje
Rhizobium ztozone sg z licznych blisko spokrewnionych szczepow, roznigcych si¢ od siebie
(genetycznie 1 fizjologicznie) 1 konkurujacych ze soba w trakcie cyklicznych pasazy w
kolejno zajmowanych $rodowiskach. Za cykl takich pasazy uwaza¢ mozna: namnazanie w
glebie — Kkolonizacj¢ roslin — zasiedlanie brodawek korzeniowych — namnazanie w

brodawkach — uwalnianie do gleby — namnazanie w glebie... itd.

Badania nad rizobiami dotycza czynnikéw warunkujacych rozwdj symbiozy,
genetycznego 1 fizjologicznego zrdznicowania populacji czy zalezno$ci filogenetycznych
pomiedzy jednostkami systematycznymi. Poszukuje si¢ tez odpowiedzi na pytanie jakie cechy
fizjologiczne szczepow korzystnie wptywaja na ich zdolnosci konkurencyjne w stosunku do

szczepow dzielacych z nimi wspdlne srodowisko czyli ryzosfere korzeni.



Przedstawione dalej badania, wykonane przeze mnie po uzyskaniu stopnia doktora,

byly proba odpowiedzi na nastepujace pytania:

a)

b)

Czy genetyczne i fizjologiczne zrdoznicowanie szczepoOw jest powszechne w
populacjach rizobiowych?

Jaki jest poziom wewnatrzpopulacyjnego zréznicowania genetycznego — jak wiele
roznigcych sie od siebie szczepéw mozna zidentyfikowaé w obrgbie jednej populacii,
lub w brodawkach pojedynczej rosliny?

Jaki jest stopien zroznicowania metabolicznego w obrebie populacji, i czy takie
zroznicowanie metaboliczne ma wplyw na konkurencyjnos¢ szczepow?

Jakie jest znaczenie poszczegbdlnych cech fizjologicznych rizobidéw w ksztattowaniu
wiasciwosci konkurencyjnych szczepow?

Czy mozna zwickszy¢ konkurencyjnos¢ szczepow rizobiowych poprzez ingerencje w
system wymiany sygnatow molekularnych funkcjonujacy pomigdzy bakteriami lub

pomiedzy ro$ling a jej mikrosymbiontami?

OMOWIENIE PRZEPROWADZONYCH BADAN

Badania nad zréznicowaniem populacji rizobidéw rozpoczatem realizujac granty

badawcze Prorektora UMCS ds. Nauki:

»oelekcja  szczepow  rizobiowych — wysokowydajnych w  redukcji  azotu
atmosferycznego przeznaczonych do produkcji szczepionek zwigkszajacych
plonowanie roslin motylkowatych” (rok 2004, kierownik: prof. dr. hab. Anna
Skorupska, J. Wielbo - wykonawca),

,Badanie zdolnosci kompetycyjnych wyselekcjonowanych szczepdéw rizobiowych
przeznaczonych do produkcji szczepionek zwigkszajacych plonowanie roslin
motylkowatych” (rok 2005, kierownik: prof. dr. hab. Anna Skorupska, J. Wielbo —
wykonawca), oraz

»Analiza organizacji genomu wyselekcjonowanych szczepdéw rizobiowych
przeznaczonych do produkcji szczepionek zwigkszajacych plonowanie roslin

motylkowatych” (rok 2005, kierownik: J. Wielbo).

W trakcie przeprowadzonych badan zebrano kolekcj¢ okoto 200 szczepoéw nalezacych do

rodzajéow Rhizobium, Sinorhizobium i Bradyrhizobium, pochodzacych z uprawnych gleb
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Lubelszczyzny. Stwierdzono, ze kazda z gleb zasiedlana byta przez wigcej niz jeden szczep
nalezacy do danego rodzaju rizobiow, oraz ze szczepy te roznily si¢ od siebie zaréwno pod
wzgledem organizacji materialu genetycznego - posiadaly rézne profile plazmidowe, jak i pod
wzgledem cech istotnych z ekologicznego lub agronomicznego punktu widzenia - r6znily si¢
zdolnosciag do brodawkowania roslinnego gospodarza oraz charakteryzowata je rdzna

wydajnos$¢ symbiotycznego wigzania azotu. Obserwacje te opisano w pracach:

1. Marek-Kozaczuk M., Wielbo J., Dobrowolski R., Skorupska A., 2006, ,,Wplyw
poziomu azotu w glebie na wielkos$¢ populacji szczepéw Rhizobium i ich zdolnosci do
symbiotycznego wigzania azotu”, Zesz. Nauk. Uniw. Przyrodn. we Wroctawiu nr
546/2006 seria Rolnictwo LXXXI IX, 249-258, oraz

2. Wielbo J., Marek-Kozaczuk M., Skorupska A., 2006, ,,Zréznicowanie profilow
plazmidowych oraz wydajno$¢ symbiotyczna szczepow Rhizobium leguminosarum
izolowanych z ro$lin motylkowatych rosngcych na uzytkowych rolniczo glebach
Lubelszczyzny”, Zesz. Nauk. Uniw. Przyrodn. we Wrocltawiu nr 546/2006 seria
Rolnictwo LXXXI IX, 367-376.

Przeprowadzone badania pozwolily stwierdzi¢, ze wystgpowanie mieszanych i
zroznicowanych genetycznie populacji rizobiowych jest zjawiskiem powszechnym. Jednakze
zastosowany sposoOb zbierania materiatu do badan, polegajacy na izolacji rizobidow z losowo
wybranej i niewielkiej liczby brodawek korzeniowych ro$lin danego gatunku, rosngcych na
okreslonym stanowisku glebowym, nie pozwala na doktadne okre§lenie stopnia
zrdznicowania populacji wybranego gatunku/biotypu rizobiow. W zwigzku z tym, w dalszych
badaniach zawezono ,.terytorialny” 1 ,,gatunkowy” zakres do$wiadczen, ograniczajac je do
modelowych populacji R. leguminosarum bv. trifolii oraz R. leguminosarum bv. viciae —
zakazajacych odpowiednio koniczyn¢ i groch. Dzigki temu zwigkszono dokladnos$¢ analiz
polegajacych na izolacji rizobidow z wszystkich brodawek powstatych na korzeniach
wybranej, matej grupy roslin (ponad 130 izolatow z brodawek koniczyny i ponad 250
izolatow z brodawek grochu). Ponadto poglebiono charakterystyke szczepow, ktora objeta
m.in.  oznaczenie licznych cech genetycznych (profil plazmidowy, sekwencja
chromosomowego regionu 16-23S rDNA, sekwencja plazmidowego regionu symbiotycznego
nodA-nodF), metabolicznych (profil metaboliczny, wzrost na podtozach syntetycznych lub
zawierajagcych komponenty naturalne takie jak wyciag glebowy) oraz symbiotycznych

(wydajno$¢ brodawkowania ros§linnego gospodarza oraz symbiotycznego wigzania azotu).
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Stwierdzono, ze obie modelowe populacje byly wewnetrznie bardzo zrdéznicowane,
szczegblnie pod wzgledem organizacji materialu genetycznego, czyli ilosci replikondéw
sktadajacych si¢ na genom, ktory stanowit chromosom i kilka plazmidow. Analiza sekwencji
regionéw 16-23S rDNA oraz nodA-nodF wykazata, ze w obrebie kazdej populacji wyrdznié
mozna sub-populacje (klady), czg¢sto 0 charakterystycznym profilu metabolicznym (np.
preferencyjnie wykorzystujace cukry lub kwasy organiczne). Sugeruje to, ze populacje
ztozone sa ze szczepow nalezacych do réznych linii ewolucyjnych wspotistniejacych w

obregbie danego biotypu.

W obu populacjach przewazaly liczebnie szczepy o relatywnie niskiej wydajnosci
symbiotycznej. Jednak biorac pod uwage fakt, ze pojedyncze rosliny koniczyny lub grochu
zasiedlane byly zwykle przez kilka/kilkanascie réznych szczepdw rizobidw, wydaje sig, ze
ostateczny efekt wspomagania wzrostu gospodarza jest pozytywny i nie stanowi to istotnego

ograniczenia dla wzrostu rosliny. Wyniki opublikowano w pracach:

3. Wielbo J., Marek-Kozaczuk M., Mazur A., Kubik-Komar A., Skorupska A., 2010,
“Genetic and metabolic divergence within a Rhizobium leguminosarum bv. trifolii
population recovered from clover nodules”, Appl. Environ. Microbiol. 76: 4593-4600,
oraz

4. Wielbo J., Marek-Kozaczuk M., Mazur A., Kubik-Komar A., Skorupska A., 2011,
“The structure and metabolic diversity of population of pea microsymbionts isolated
from root nodules”, Br. Microbiol. Res. J. 1: 55-69.

Réwnolegle do analizy zrdéznicowania populacji rizobiow, prowadzono badania nad
czynnikami wplywajacymi na konkurencyjnos¢ szczepow. Celem tych badan byla
identyfikacja szczepow R. leguminosarum efektywnych w symbiotycznym wigzaniu azotu i
jednoczesnie zdolnych do wydajnej kolonizacji brodawek korzeniowych. Podejmowano tez
proby zwigkszenia konkurencyjnosci szczepéw o wysokiej wydajnosci, co mogloby zostaé

wykorzystane w procesie produkcji bionawozoéw zawierajacych zywe komorki rizobiow.

Konkurencja miedzyszczepowa jest konsekwencja zaréwno genetycznego jak i
fizjologicznego zroznicowania lokalnych populacji rizobiow. Mozna ja zaobserwowaé W
przypadku szczepoéw konkurujacych o zasoby pokarmowe w s$rodowisku glebowym lub
wspotzawodniczacych ze soba w procesie kolonizacji korzeni roslin. Srodowisko glebowe nie
jest jednak jedynym miejscem, w ktorym dzialaja mechanizmy konkurencji

mig¢dzyszczepowe;.
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Badania przeprowadzone przeze mnie na Sinorhizobium meliloti oraz Rhizobium
leguminosarum bv viciae znakowanych genami markerowymi gusA i gfp (green fluorescent
protein) wykazaty, ze w brodawkach korzeniowych roslin motylkowatych znalez¢ mozna nie
tylko rizobia inicjujace infekcje komorek brodawki lub komorki bakteryjne przeksztatcone w
redukujace Ny bakteroidy, ale takze (szczegdlnie w najstarszych czesciach brodawek) bardzo
liczne komorki rizobiow saprofitycznych, posiadajacych cechy charakterystyczne dla
rizobiow bytujacych w glebie. Taka cechg jest synteza sygnalnych laktonow
homoserynowych (AHLs, acylated homoserine lactones) zaangazowanych w procesy
koordynowane poprzez zjawisko quorum sensing. Ponadto zaobserwowano, ze namnazanie
poszczegolnych szczepow rizobidow zasiedlajacych brodawki korzeniowe jest skorelowane
raczej z ich obecno$cig w strefie zajmowanej przez rizobia saprofityczne (strefa starzenia

brodawki) niz ze stopniem kolonizacji catych brodawek lub ich strefy symbiotycznej.

Mozna zatem przypuszczac, ze zjawisko kompetycji miedzyszczepowej wystepuje U
rizobidow w sposob ciagly. Rizobia glebowe konkuruja o przetrwanie w glebie lub mozliwos¢
wnikni¢cia do korzeni roslinnych a nastgpnie do brodawek. Natomiast bakterie, ktore dotrg do
rozwijajacych si¢ brodawek, wspotzawodnicza o nisz¢ W saprofitycznej strefie brodawek,
gdzie moga si¢ namnaza¢ przed uwolnieniem i ponownym znalezieniem si¢ w $rodowisku

glebowym. Obserwacje te przedstawiono w publikacjach:

5. Wielbo J., Golus J., Marek-Kozaczuk M., Skorupska A., 2010, “Symbiosis stage-
associated alterations in quorum sensing autoinducer molecules biosynthesis in
Sinorhizobium meliloti”, Plant Soil, 329: 399-410, oraz

6. Wielbo J., Kuske J., Marek-Kozaczuk M., Skorupska A., 2010, “The competition
between Rhizobium leguminosarum bv. viciae strains progresses until late stages of
symbiosis”, Plant Soil, 337: 125-135.

Konkurencja migdzyszczepowa zachodzaca w  tkankach roslinnych  jest
prawdopodobnie zjawiskiem powszechnym. W trakcie przeprowadzanych doswiadczen
czesto obserwowano wspotzakazanie brodawek przez dwa lub trzy rézne szczepy rizobiow, a
brodawki zasiedlone przez pojedyncze szczepy stanowity czasem mniej niz potowe badanych

brodawek. Obserwacje te opisano w pracy:

7. Wielbo J., Marek-Kozaczuk M., Kidaj D., Skorupska A., 2011, ,,Competitiveness of
Rhizobium leguminosarum bv. trifolii strains in mixed inoculation of clover (Trifolium
pratense)”, Pol. J. Microbiol., 60: 43-49.
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W polgczeniu z przedstawionymi wczesniej badaniami, dotyczacymi struktury
lokalnych populacji wybranych biotypow R. leguminosarum, wyniki te ilustruja ztozono$¢
uktadu symbiotycznego Rhizobium - roslina motylkowata, w ktérym pojedyncze rosliny
motylkowate nawigzujg relacje z licznymi, wasko wyspecjalizowanymi lecz jednocze$nie

bardzo zréznicowanymi szczepami bakteryjnego endosymbionta.

W trakcie prac nad identyfikacja tych fizjologicznych cech rizobiow, ktore sg istotne
w konkurencji szczepéw w populacjach glebowych, wykazano, ze istotng role moga
odgrywa¢ zaréwno czynniki zwigzane z metabolizmem rizobidw, jak i z procesem wymiany
sygnatow molekularnych pomiedzy mikrosymbiontami a ich gospodarzem. Zaobserwowano,
ze szeroki profil metaboliczny rizobidw, czyli zdolno$¢ do wykorzystania duzej liczby
réznorodnych substratow, w tym gltownie kwasow organicznych i aminokwasow, jest

pozytywnie skorelowany z konkurencyjno$cig szczepow, CO przedstawiono w pracy:

8. Wielbo J., Marek-Kozaczuk M., Kubik-Komar A, Skorupska A., 2007, ,,Increased
metabolic potential of Rhizobium spp. is associated with bacterial competitiveness”,
Can. J. Microbiol., 53: 957-967.

Ponadto opisano zwigzek pomiedzy zdolnoscig do reakcji rizobiéw na flawonoidy
(rodlinne sygnaly symbiotyczne) a konkurencyjnoscig szczepow. Wiekszo$¢ szczepow
efektywnie zasiedlajacych brodawki korzeniowe w warunkach konkurencyjnych
charakteryzowala si¢  wysokim poziomem  aktywno$ci transkrypcyjnej genow
odpowiedzialnych za brodawkowanie (common nod) w odpowiedzi na stymulacje

flawonoidami. Wyniki przedstawiono w publikacji:

9. Maj D., Wielbo J., Marek-Kozaczuk M., Skorupska A., 2010, ,,Response to
flavonoids as a factor influencing competitiveness and symbiotic activity of

Rhizobium leguminosarum”, Microbiol. Res., 165: 50-60.

Nie wszystkie zwigzki sygnalne, uczestniczace w procesie nawigzywania symbiozy,
wpltywajg korzystnie na konkurencyjnos¢ szczepow lub moga powodowac istotne zmiany
struktury populacji rizobiéw zasiedlajacych brodawki korzeniowe. Doswiadczenia zebrane w

pracach:

10. Maj D., Wielbo J., Marek-Kozaczuk M., Martyniuk S., Skorupska A., 2009,
“Pretreatment of clover seeds with Nod factors improves growth and nodulation of

Trifolium pratense”, J. Chem. Ecol., 35:479-87, oraz
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11. Kidaj D., Wielbo J., Skorupska A., 2012, “Nod factors stimulate seed germination and
promote growth and nodulation of pea and vetch under competitive conditions”,
Microbiol. Res., 167: 144-150

pokazuja, ze dziatanie rizobiowymi czynnikami Nod na uktady symbiotyczne, takie jak R.
leguminosarum bv. trifolii — koniczyna lub R. leguminosarum bv. viciae — groch, nie zwig¢ksza

w istotny sposob konkurencyjnosci szczepdw uzytych do inokulacji roslin.

Zaobserwowano, ze potencjal metaboliczny rizobiéw czy poziom reakcji na sygnatly
ros$linne mogg mie¢ odmienne znaczenie na réznych etapach symbiozy. Zdolno$¢ do indukcji
flawonoidami roslinnymi ma wigksze znaczenie na etapie kolonizowania korzeni przez
rizobia glebowe, natomiast potencjal metaboliczny bakterii moze odgrywac istotng role, nie
tylko w konkurencji w glebie, ale takze w tkankach roslinnych (np. podczas namnazania
mikrosymbiontow w brodawkach). Mozliwe, ze na konkurencyjnos¢ szczepow wplywaja tez
inne cechy, np. zdolno$¢ do syntezy AHL dziatajacych w systemie quorum sensing, jednak
ich znaczenie jest raczej drugorzedne. Ponadto stwierdzono, ze istotny wptyw na wiasciwosci
konkurencyjne szczepow rizobiowych majg czynniki srodowiskowe, takie jak liczebnosc
populacji autochtonicznych (glebowych) rizobiow. Wydaje si¢ natomiast, ze konkurencyjnos¢
wyselekcjonowanych wysokowydajnych szczepdéw rizobiow nie moze zostaé zwigkszona
przy pomocy sygnatow molekularnych uczestniczacych w symbiozie (flawonoidy, czynniki

Nod) lub komunikacji miedzy bakteriami (laktony homoserynowe), co opisano w pracy:

12. Wielbo J., Kidaj D., Koper P., Kubik-Komar A., Skorupska A., 2012, ,, The effect of
biotic and physical factors on the competitive ability of Rhizobium leguminosarum”,
Centr. Eur. J. Biol., 7: 13-24.

Opisane publikacje, stanowigce glowny nurt badan pt. ,,Struktura genetyczna populacji

Rhizobium leguminosarum i czynniki konkurencji w populacjach rizobiowych”, zostaty
dwukrotnie nagrodzone nagroda zespotowg I° Rektora UMCS (rok 2010 i 2011) oraz nagroda
III° Zarzadu Gtownego Polskiego Towarzystwa Genetycznego (rok 2011).

Znaczng czg$¢ przedstawionych wyzej badan wykonano w ramach grantow:

e . Badanie mechanizmoéw aktywacji bakterii symbiotycznych w celu zastosowania ich
jako szczepionek w uprawie roslin motylkowatych” (PBZ-KBN-112/P06/2005, lata
2005-2008, kierownik: prof. dr hab. Anna Skorupska, J. Wielbo — wykonawca);
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,Genetyczne 1 fizjologiczne zrdéznicowanie populacji Rhizobium leguminosarum bv.
viciae: rola wybranych cech fizjologicznych mikrosymbiontow w ksztaltowaniu ich
wiasnosci kompetycyjnych oraz adaptacji do zasiedlania brodawek korzeniowych
grochu” (NN304026734, lata 2008-2011, kierownik: dr Jerzy Wielbo);

,Genetyczne uwarunkowania adaptacji Rhizobium leguminosarum bv. trifolii do
endosymbiotycznego i1 glebowego $rodowiska” (NN301028734, lata 2008-2011,
kierownik: dr Andrzej Mazur, J. Wielbo — wykonawca).

Najwazniejsze wyniki badan, zwiazane z opisanym powyzej gldwnym nurtem badawczym,

zawarte w monotematycznym cyklu 12 oryginalnych prac eksperymentalnych to:

wykazanie znaczacego zroznicowania genetycznego i metabolicznego populacji
rizobidéw;

zademonstrowanie ztozono$ci ukladu symbiotycznego (jedna roslina — wiele
r6znigcych si¢ szczepow rizobiow);

wykazanie dziatania konkurencji migdzyszczepowej w tkankach roslinnych;

zidentyfikowanie czynnikdéw wptywajacych na konkurencyjnos¢ rizobiéw oraz

okreslenie ich istotnosci.

Wyniki wiasne przedyskutowano z opublikowanymi przez badaczy z innych o$rodkow w

artykule przegladowym:

13. Wielbo J., 2012, ,,Rhizobial communities in symbiosis with legumes: genetic

diversity, competition and interactions with host plants” - Centr. Eur. J. Biol. 7: 363-
372
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5. Oméwienie pozostalych osiagnieé naukowo-badawczych

Wykorzystanie bakteryjnych czynnikéw Nod w zwiekszeniu wydajnosci symbiozy w

ukladach rizobia — rosliny motylkowate

W trakcie badan nad populacjami rizobiow oraz konkurencyjnos$cia szczepéw nie udato
si¢ wyselekcjonowaé takich szczepow, ktore bytyby zaré6wno wysoko konkurencyjne w
stosunku do autochtonicznych populacji glebowych, jak rowniez charakteryzowatyby sie
wysoka wydajnoscig symbiotycznego wigzania azotu, dzigki czemu mogtyby postuzy¢ jako
materiat do produkcji nowych bionawozow dla roslin motylkowatych.

Podje¢to wigc badania nad produkcjg i zastosowaniem czynnikow Nod, izolowanych z
hodowli rizobiow, jako czynnika stymulujacego wzrost roslin motylkowatych. Dowiedziono,
ze preparaty czynnikoéw Nod, izolowane z hodowli szczepow R. leguminosarum bv. trifolii
oraz R. leguminosarum bv. viciae pochodzacych z wiasnych kolekcji, zastosowane do
zaprawiania nasion koniczyny, wyki i grochu, zwigkszaja procent kietkowania nasion,
przyspieszaja ukorzenianie siewek, a w pozniejszym okresie zwigkszaja liczbe brodawek
korzeniowych, co korzystnie wptywa na zwiekszenie wzrostu i plonowania roslin. Preparaty
takie, pozbawione zywych komorek rizobiow, wymagaja wspotdziatania autochtonicznych
populacji rizobiowych zyjacych w glebie, co moze by¢ uwazane za ich wade.

Jednak biorgc pod uwage powszechnos$¢ gatunkéw rizobidow w polskich glebach, oraz
wysoka liczebnos¢ bakterii w populacjach mozna przyja¢, ze strategia zastosowania
preparatéw z czynnikow Nod, powodujacych zwiekszenie brodawkowania roslin i zasiedlania
tych brodawek przez rizobia autochtoniczne, jest bardziej racjonalna niz wzbogacanie 0
jeszcze jeden szczep dobrze zaadaptowanych populacji glebowych ztozonych z bardzo
roznorodnych szczepow. Taki szczep, pomimo potencjalnie wysokiej wydajnosci, nie jest
wystarczajaco konkurencyjny, aby wptynaé na wzrost inokulowanych roslin. Wyniki
przeprowadzonych doswiadczen wskazujacych na pozytywny efekt stosowania preparatow
czynnikow Nod w uprawie ro$lin motylkowatych opisano w publikacjach:

1. Maj D., Wielbo J., Marek-Kozaczuk M., Martyniuk S., Skorupska A., 2009,

“Pretreatment of clover seeds with Nod factors improves growth and nodulation of

Trifolium pratense”, J. Chem. Ecol., 35:479-87, oraz
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2. Kidaj D., Wielbo J., Skorupska A., 2012, “Nod factors stimulate seed germination and
promote growth and nodulation of pea and vetch under competitive conditions”,
Microbiol. Res., 167: 144-150.

Z uwagi na mozliwos¢ praktycznego zastosowania opisanych biopreparatow, do Urzedu
Patentowego RP ztozono zgloszenia patentowe:

1. Wielbo J., Maj D., Marek-Kozaczuk M., Skorupska A., 2009, ,,Nowy szczep bakterii
Rhizobium leguminosarum bv. trifolii KO17 oraz bionaw6z na bazie metabolitow tego
szczepu stymulujacy kietkowanie 1 wzrost roslin motylkowatych 1 sposob
otrzymywania bionawozu stymulujgcego kietkowanie i wzrost roslin motylkowatych”,
zgloszenie nr P388372 (patent udzielony decyzjg z dnia 07.03.2012), oraz

2. Wielbo J., Maj D., Marek-Kozaczuk M., Skorupska A., 2010, ,,Nowy szczep bakterii

Rhizobium leguminosarum bv. viciae GR09 do zastosowania w otrzymywaniu

bionawozu dla roslin motylkowatych oraz sposéb wytwarzania tego bionawozu”,

zgloszenie nr P391304 (wniosek w trakcie rozpatrywania).

Badania nad stosowaniem preparatow czynnikow Nod w uprawie ros§lin motylkowatych w

warunkach polowych sa obecnie kontynuowane w ramach grantow:

1. NN310307539: ,,Wptyw flawonoidow, czynnikow Nod oraz S$cidtkowania na
brodawkowanie 1 plonowanie grochu”, jednostka realizujaca: Instytut Agrofizyki PAN
w Lublinie, kierownik: dr Anna Siczek, J. Wielbo — wykonawca od 2011 r.;

2. NN310731540: ,,Poszukiwanie mozliwosci zwiekszenia efektywnosci
symbiotycznego wigzania azotu przez groch siewny w wyniku stosowania czynnikow
Nod”, jednostka realizujaca: Instytut Uprawy, Nawozenia 1 Gleboznawstwa —
Panstwowy Instytut Badawczy w Putawach, kierownik: prof. dr hab. Janusz Podlesny,
J. Wielbo — wykonawca od 2011 r.;

3. Program ,,Iuventus Plus” MNiSW: , Wptyw rizobiowych czynnikéw Nod na strukture
populacji Rhizobium leguminosarum bv. vicie zasiedlajacych brodawki korzeniowe
grochu siewnego (Pisum sativum)”, jednostka realizujagca: UMCS Lublin, kierownik:
mgr Dominika Kidaj, J. Wielbo —wykonawca od 2012 r.

Wymienione projekty badawcze maja na celu zbadanie wptywu preparatow czynnikéw Nod
na plonowanie grochu w roznych uktadach glebowo-roslinnych oraz w polaczeniu z ré6znymi
praktykami agrotechnicznymi oraz ocen¢ ekologicznych skutkow stosowania takich

preparatow.
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Organizacja genoméw szczepow R. leguminosarum bv. trifolii

Bratem udzial w pracach nad struktura genetyczng i systemami replikacyjnymi
plazmidow R. leguminosarum bv. trifolii. Badanie te wykazaly, ze pomimo duzego
zroznicowania liczby i wielkosci replikonow plazmidowych, wystepujacych w szczepach
populacji R. leguminosarum bv. trifolii, mozna zaobserwowaé zaréwno duze podobiefnstwo
sekwencji regionow odpowiedzialnych za replikacje 1 niezgodno$¢ plazmidéw, jak réwniez
podobny rozktad markeréw genetycznych w poszczegdlnych replikonach badanych rizobiow.
Mozna zatem zatozy¢, ze genomy poszczegolnych szczepoéw, pomimo réznic dotyczacych
struktury 1 wielkos$ci, wykazuja duze genetyczne podobienstwo. Szczegotowe analizy
sekwencji wybranych genéw pochodzacych z rdznych replikondw sugeruja, ze poszczegdlne
regiony genomu rizobidow ewoluuja w réznym tempie, zaleznym od kompartmentu

genomowego. Badania te opisano w pracach:

1. Mazur A., Majewska B., Stasiak G., Wielbo J., Skorupska A., 2011, ,,repABC-based
replication systems of Rhizobium leguminosarum bv. trifolii TA1 plasmids:
incompatibility and evolutionary analyses”, Plasmid, 66: 53-66, oraz

2. Mazur A., Stasiak G., Wielbo J., Kubik-Komar A., Marek-Kozaczuk M., Skorupska
A., 2011, “Intragenomic diversity of Rhizobium leguminosarum bv. trifolii clover
nodule isolates”, BMC Microbiol., 11: 123.

Wplyw czynnikow Srodowiskowych na produkcje egzopolisacharydu R. leguminosarum
bv. trifolii.

Wyniki przedstawione w publikacji:

1. Wielbo J., Skorupska A., 2008, “Influence of phosphate and ammonia on the growth,
exopolysaccharide production and symbiosis of Rhizobium leguminosarum bv. trifolii
TAL with clover (Trifolium pratense)”, Acta Biol. Hung., 59: 115-127

stanowily koncowy etap badan nad produkcja egzopolisacharydu R. leguminosarum.
Wykazano, ze synteza egzopolisacharydu zmienia si¢ zarowno W odpowiedzi na rozne
stezenie jonow fosforanowych jak 1 amonowych, co moze mie¢ duze znaczenie ekologiczne,

biorgc pod uwagg niezbedno$¢ egzopolisacharydu w rozwoju symbiozy.
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Plany na przyszlosé¢

W najblizszej przysztosci chciatbym kontynuowaé zaréwno naukowy, jak i
aplikacyjny watek prowadzonych badan. Wydziat Biologii i Biotechnologii UMCS dysponuje
obecnie nowoczesnym zestawem aparatury do masywnego sekwencjonowania DNA (Solid™
zakupiony w Programie Rozwoju Polski Wschodniej 2007-2013), dzigki ktoremu mozliwe
bedzie prowadzenie analiz genetycznych na poziomie catych genomoéw. Chcialbym

uczestniczy¢ w planowanych badaniach nad genomikg mikroorganizmoéw i ich populacii.

Jednocze$nie, wspolnie ze wspotpracownikami z I[UNG-PIB w Putawach, planuje
kontynuowanie ulepszania formuly i testowania bionawozoéw zawierajacych rizobiowe

czynniki Nod oraz pracg nad komercjalizacjg wynikow tych badan.

e lbo
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