Zalgcznik nr 2 - Autoreferat

SYLWIA WDOWIAK-WROBEL

UNIWERSYTET MARII CURIE-SKEODOWSKIEJ W LUBLINIE

BIOROZNORODNOSC, TAKSONOMIA | FILOGENEZA
MIKROSYMBIONTOW ASTRAGALUS CICER ORAZ
CHARAKTERYSTYKA ICH WEASCIWOSCI PROMUJACYCH WZROST
ROSLIN

AUTOREFERAT

LUBLIN 2016



Zalgcznik nr 2 - Autoreferat

dr Sylwia Wdowiak-Wrobel

Zaktad Genetyki i Mikrobiologii
Instytut Mikrobiologii i Biotechnologii
Wydziat Biologii i Biotechnologii
Uniwersytet Marii Curie-Sktodowskiej
ul. Akademicka 19

20-033 Lublin

s.wdowiak@poczta.umcs.lublin.pl
tel. (081) 537-59-82, fax. (081) 537-59-59

AUTOREFERAT

1. Imi¢ i nazwisko

Sylwia Wdowiak-Wrébel

2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe z podaniem nazwy, miejsca i roku ich

uzyskania oraz tytul rozprawy doktorskiej

1995

2002

Tytul magistra biologii

Uniwersytet Marii Curie-Sktodowskiej w Lublinie, Wydziat Biologii i
Nauk o Ziemi, specjalnos¢: mikrobiologia;

Tytul pracy magisterskiej; Fenotypowa charakterystyka bakterii
brodawkowych Astragalus cicer (traganek pecherzykowaty)
promotor: Prof. dr hab. Wanda Matek;

praca magisterska zostata obroniona 18 lipca 1995 r.

Stopien doktora nauk biologicznych

Uniwersytet Marii Curie-Sktodowskiej w Lublinie, Wydziat Biologii i
Nauk o Ziemi, dyscyplina: biologia;

Tytul rozprawy: Fenotypowa i genotypowa charakterystyka
mikrosymbiontéw Astragalus cicer [L.] (traganek pecherzykowaty)
promotor: Prof. dr hab. Wanda Matek;

praca doktorska zostala obroniona 11 grudnia 2002 r.
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3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych
Uniwersytet Marii Curie-Sktodowskiej w Lublinie, Wydziat Biologii i Nauk o Ziemi
(od 2011 r. przeksztatcony w Wydzial Biologii i Biotechnologii)

01.10.1995 - 31.03.2003 asystent w Zaktadzie Mikrobiologii Ogoblnej
UMCS  (obecnie:  Zaktad  Genetyki 1
Mikrobiologiti)

01.04.2003 - 31.03.2015 adiunkt w Zaktadzie Mikrobiologii Ogolnej
UMCS  (obecnie:  Zaklad  Genetyki 1
Mikrobiologii)

01.04.2015 — obecnie asystent w Zaktadzie Genetyki i Mikrobiologii
UMCS

PRZEBIEG PRACY NAUKOWO-BADAWCZEJ

W 1991 roku podj¢tam studia na kierunku biologia, na Wydziale Biologii i
Nauk o Ziemi, Uniwersytetu Marii Curie Sktodowskiej w Lublinie. W 1995 roku
uzyskalam tytul magistra biologii w zakresie mikrobiologii. Prac¢ magisterska pod
tytutem ,,Fenotypowa charakterystyka bakterii brodawkowych Astragalus cicer
(traganek pecherzykowaty)”, wykonatam pod kierunkiem prof. dr hab. Wandy Matek
w Zaktadzie Mikrobiologii Ogodlnej (obecnie Zaktad Genetyki i Mikrobiologii). Od 1
pazdziernika 1995 r. zostalam zatrudniona w Zakladzie Mikrobiologii Ogolnej na
stanowisku asystenta. W 2002 r. uzyskatam stopien doktora nauk biologicznych w
zakresie biologii na podstawie rozprawy doktorskiej ,,Fenotypowa i genotypowa
charakterystyka mikrosymbiontow Astragalus cicer [L.] (traganek pecherzykowaty)”
wykonanej pod kierunkiem prof. dr hab. Wandy Malek. W latach 2003 — 2015
pracowatam na stanowisku adiunkta w Zaktadzie Genetyki i Mikrobiologii (ZGiM), a
obecnie pracuje na stanowisku asystenta w wyzej wymienionym Zaktadzie.

Wiodaca tematyka badawcza ZGIM zwigzana jest z zagadnieniami
dotyczacymi bakterii glebowych, tzw. ryzobiéw, ktore wchodza w ukfady
symbiotyczne z roslinami bobowatymi. Prowadzone badania dotyczg miedzy innymi
biordznorodnosci i pokrewienstwa filogenetycznego mikrosymbiontéw réznych roslin
bobowatych, struktury ich lipopolisacharydu oraz strukturalnej i funkcjonalnej analizy

genomoOw ryzobiow. W Zaktadzie prowadzone sg rowniez badania dotyczace struktury
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lipidow 1 lipopolisacharydow bakterii reprezentujgcych rodzaje Legionella i
Aeromonas.

Moje zainteresowania badawcze pokrywaja si¢ z gldwng tematyka ZGiM, a
praca doktorska dotyczyta probleméw zwigzanych z symbiozg ryzobiow z roslinami
bobowatymi.

W swojej rozprawie doktorskiej:

* okreslitam wiasciwosci fenotypowe mikrosymbiontéw traganka pgcherzykowatego
w oparciu o testy fizjologiczne, morfologiczne i biochemiczne;

* zbadatam sktad kwaséw tluszczowych w komorkach ryzobidw specyficznych dla A.
cicer;

 ustalitam relacje filogenetyczne badanych izolatbw na podstawie sekwencji
zmiennego fragmentu genu 16S rRNA;

* zbadatam stopien podobienstwa catkowitego DNA symbiontow A. cicer do DNA
innych ryzobiow metodg hybrydyzacji Southerna;

* ustalitam zakres gospodarza roslinnego analizowanych izolatow A. cicer oraz
strukture tworzonych przez nie brodawek;

» zbadalam morfologi¢ 1 wielko$¢ genomow bakteriofagow specyficznych dla
mikrosymbiontow A. cicer oraz ustalitam ich zakres gospodarza.

Uzyskane wyniki badan zostaly opublikowane w czasopismach o zasiegu
miedzynarodowym z listy JCR (3 publikacje) oraz zaprezentowane na krajowych i

mig¢dzynarodowych konferencjach naukowych (7 komunikatéw zjazdowych).

Publikacje:
1. Wdowiak S., Matek W., Grzadka M., (2000). Morphology and general
characteristics of phages specific for Astragalus cicer rhizobia, Current Microbiology
40, 110-113.
2. Wdowiak S., Matek W., (2000). Numerical analysis of Astragalus cicer
microsymbionts, Current Microbiology 41, 142-148.
3. Wdowiak S., Malek W., Sajnaga E., Lotocka B., Stepkowski T., Legocki A.,
(2000). Symbiosis of Astragalus cicer with its microsymbionts: partial nodC gene
sequence, host plant specificity, and root nodule structure, Antonie van Leeuwenhoek
78, 63-71.
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Komunikaty zjazdowe:
1. Wdowiak S., Malek W., Characteristics of rhizobia isolated from root nodules
Astragalus cicer, XXIII Polish Society of Microbiologists Conference, £.6dZ 1996
2. Wdowiak S., Matek W., Phenotypic and genotypic grouping of rhizobia nodulating
Astragalus cicer, The Third European Nitrogen Fixation Conference, Lunteren, The
Netherlands, 1998
3. Wdowiak S., Matek W., Phenotypic and genotypic diversity of rhizobia nodulating
Astragalus cicer, X1l Polish Genetic Society Conference, Warszawa, 1998
4. Wdowiak S., Matek W., Sajnaga E., Lotocka B., Stepkowski T., Legocki A., The
root-nodule symbiosis between Astragalus cicer and its microsymbionts, The Fourth
European Nitrogen Fixation Conference, Sevilla, Spain, 2000
5. Wdowiak S., Matek W., Grzadka M., General characteristics of phages specific for
Astragalus cicer rhizobia, The Fourth European Nitrogen Fixation Conference,
Sevilla, Spain, 2000
6. Wdowiak S., Malek W., Genotypic characteristics of Astraglaus cicer
microsymbionts, XIV Polish Genetic Society Conference, Poznan, 2001
7. Wdowiak-Wrébel S., Matek W., Genomic relationship of Astragalus cicer rhizobia
with other nodule bacteria, The Fifth European Nitrogen Fixation Conference,
Norwich, United Kingdom, 2002

Po uzyskaniu stopnia doktora moje zainteresowania badawcze dotyczyty nadal
mikrosymbiontéw roslin bobowatych, a przede wszystkim izolatéw z brodawek

korzeniowych Astragalus cicer i Astragalus glycyphyllos.

4. Wskazanie osiagni¢cia wynikajacego z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca
2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w
zakresie sztuki (Dz. U. nr 65, poz. 595 ze zm.)

4a. Tytul osiagniecia naukowego:

Bioréznorodnos¢, taksonomia i filogeneza izolatow z brodawek korzeniowych

Astragalus cicer oraz charakterystyka ich wlasciwosci promujacych wzrost roslin
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4b. Publikacje wchodzace w sklad osiaggni¢cia naukowego

1. Sylwia Wdowiak-Wroébel, Wanda Matek*, (2005). Genomic diversity of
Astragalus cicer microsymbionts revealed by AFLP fingerprinting, The Journal of
General and Applied Microbiology 51, 369-378. (1F2005-0.909; MNiSW200s-10 pkt)

2. Sylwia Wdowiak-Wrobel, Wanda Matek*, (2010). Following phylogenetic
tracks of Astragalus cicer microsymbionts, Antonie van Leeuwenhoek 97, 21-34. doi
10.1007/s10482-009-9384-x. (1F2010-1.673; MNiSW2010-20 pkt)

3. Sylwia Wdowiak-Wrobel*, Agnieszka Leszcz, Wanda Matek, (2013). Salt
tolerance in Astragalus cicer microsymbionts: the role of glycine betaine in

osmoprotection, Current Microbiology 66, 428-436. (IF2013-1.359; MNiSW2013-20
pkt)

4. Sylwia Wdowiak-Wrébel”, Wanda Malek, Agnieszka Leszcz, Rafat Typek,
Andrzej Lech Dawidowicz, (2016). Effect of osmotic stress on Astragalus cicer
microsymbiont growth and survival, European Journal of Soil Biology 76, 46-52. doi:
10.1016/j.ejs0bi.2016.07.005. (I1F2015-1.951; MNiSW2015-30 pkt)

5. Sylwia Wdowiak-Wrébel*, Wanda Maltek, Marta Palusinska-Szysz, (2016).
Low temperature adaptation and the effects of cryoprotectants on mesorhizobia
strains, Journal of Basic Microbiology 56, 379-391. doi: 10.1002/jobm.201500615.
Epub 2016 Feb 16. (1F2015-1.823; MNiSW2015-20 pkt)

6. Sylwia Wdowiak-Wrébel*, Wanda Matek, (2016). Properties of Astragalus
sp. microsymbionts and their putative role in plant growth promotion, Archives of
Microbiology 198, 793-801. doi: 10.1007/s00203-016-1243-3. (1F2015-1.76;
MNiSW2015-20 pkt)

Artykul przegladowy:

7. Wanda Matek*, Sylwia Wdowiak-Wrébel, Matgorzata Targonska, Michat
Kalita, Sebastian Gnat, (2012). Osmoadaptacja i1 Systemy transportu potasu w
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bakteriach gram-ujemnych, Postepy Mikrobiologii 51, 93-98. (I1F2012-0.207;
MNiSW2012-15 pkt)

(* autor korespondencyjny)
Sumaryczny impact factor — IF ww. publikacji zgodnie z rokiem opublikowania (dla
publikacji z 2016 roku podano IF z 2015): 9,682

Suma punktéw za ww. publikacje zgodnie z wykazem MNiSW (dla publikacji z 2016
roku podano punkty MNiSW z 2015): 135

4c. Omowienie celu naukowego ww. prac i osiagnietych wynikow

Wstep

Azot jest pierwiastkiem biogennym niezb¢dnym do wzrostu i rozwoju roslin.
Powszechnie wystepujaca w przyrodzie forma azotu, N2, jest niedostgpna dla
wigkszosci zywych organizméw. Jednym z najwazniejszych mechanizmow, podczas
ktorego azot atmosferyczny przeksztatcany jest w zwiagzki przyswajalne przez rosliny
jest proces biologicznego wigzania N2 (Zahran 1999). W procesie tym uczestniczg
bakterie, ktore mozna podzieli¢ na dwie glowne grupy. Pierwsza z nich stanowia
mikroorganizmy wolno zyjace, do ktérych mozemy zaliczy¢ miedzy innymi:
cyjanobakterie i niektore gatunki rodzaju Azotobacter. Natomiast druga grupa
obejmuje mikroorganizmy zdolne do wchodzenia w uktady symbiotyczne z ro§linami.
Naleza do nich przedstawiciele rodzaju Frankia, bedacy symbiontami wieloletnich
roslin dwulisciennych (np. Alnus incana, Myrica gale, Shepherdia canadensis), czy
tez ryzobia, wchodzace w symbioze z ros§linami bobowatymi. Do tej pory, sposrod
opisanych 18 tys. roslin bobowatych, zbadano jedynie okoto 20% ro$lin pod katem ich
zdolnosci do tworzenia uktadow symbiotycznych z ryzobiami (Zahran 1999; Huguet i
in. 2001; Shridhar 2012). Duze zainteresowanie badaczy budzi nie tylko mechanizm
tworzenia ukladéow symbiotycznych i wigzania azotu, ale takze taksonomia i
filogeneza partnerow symbiotycznych oraz mozliwo$¢ wykorzystania bakterii, jako
mikroorganizméw promujacych wzrost i rozwoj roslin, szczegdlnie w warunkach
stresu.

Poczatkowa klasyfikacja ryzobidw oparta na zakresie gospodarza roslinnego

zostala z czasem zastgpiona taksonomig wielokierunkowa oparta na analizie
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numerycznej cech fenotypowych, markerach chemotaksonomicznych oraz technikach
biologii molekularnej. W badaniach fenotypowych uwzglednia si¢ cechy
morfologiczne, serologiczne i biochemiczne izolatow. W przypadku analizy kwasow
nukleinowych bierze si¢ pod uwage stopien podobienstwa sekwencji genu 16S rRNA
oraz stopien podobienstwa DNA:DNA okreslony metodg hybrydyzacji. Przyjeto, ze
bakterie wykazujace, co najmniej 70% podobienstwa DNA:DNA i nie mniej niz 97%
podobienstwa sekwencji 16S rDNA mogg by¢ zaliczone do tego samego gatunku
genomowego. W przypadku stopnia podobienstwa sekwencji genu 16S rRNA
wynoszacego 95% 1 wigcej, analizowane szczepy zaliczane sa do tego samego rodzaju
(Stackebrandt i Goebel 1994). Wykorzystanie w badaniach taksonomicznych technik
genomowego odcisku palca, tzw. ,,fingerprinting”, takich jak, np.: AFLP (polimorfizm
dhugosci amplifikowanych fragmentow restrykcyjnych), czy tez rep-PCR (REP, ERIC,
BOX) pozwala dodatkowo na ustalenie polimorfizmu genomowego analizowanych
szczepéw (Rademaker i in. 1998; Menna i in. 2009). W ostatnim czasie analiza
sekwencji genu 16S rRNA jest wykorzystywana gtownie przy ustalaniu rodzaju
badanych izolatdéw, natomiast do okreslania pozycji taksonomicznej bakterii na
poziomie gatunku, coraz czeSciej stosuje sie¢ wielolokusowa analize sekwencji genow
metabolizmu podstawowego, (housekeeping genes; MLSA - Multilocus Sequence
Analysis) (Martens i in. 2008; Glaeser i Kampfer 2015).

Wzrost ilo$ci stosowanych sztucznych nawozow, fitoncydow w rolnictwie, w
znacznym stopniu przyczynia si¢ do zanieczyszczenia Srodowiska naturalnego. Jedna
z metod zwalczania zanieczyszczen srodowiska oparta jest na fitoremediacji. Wazna
role w tym procesie odgrywaja bakterie promujace wzrost i rozwoj roslin (plant
growth promoting bacteria, PGPB), ktore w znacznym stopniu zwickszajg
efektywnos¢ fitoremediacji. PGPB sa reprezentowane przez bakterie wolno zyjace,
bakterie endofityczne przyktadem, ktérych mogg by¢ mikroorganizmy zdolne do
wchodzenia w uktady symbiotyczne z roslinami (ryzobia, promieniowiec-Frankia)
oraz cyjanobakterie. Korzystne dzialanie tej heterogennej grupy organizméw na
rosliny oparte jest na bezposrednich Iub posrednich oddziatywaniach. Do
bezposrednich mechanizméw zaliczy¢ mozemy: proces biologicznego wigzania azotu,
solubilizacj¢ fosforanow, produkcje sideroforow, czy tez fitohormondéw. Mechanizmy
posrednie wigza si¢ z produkcja antybiotykow, ograniczeniem wplywu zanieczyszczen
na $rodowisko naturalne (np. poprzez usuwanie jonéw metali ciezkich), produkcja

cyjanowodoru i enzymoéw hydrolizujacych $ciang komorkowa fitopatogenow. PGPB
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odgrywaja szczegbdlnie wazng role w przypadku wystgpienia niekorzystnych
warunkow $rodowiskowych, np. suszy, obecnoséci metali cigzkich w glebie, zasolenia,
wysokich lub niskich temperatur (Gamalero i Glick 2011; Glick 2012; de Souza i in.
2015). W celu komercyjnego wykorzystania bakterii promujgcych wzrost roslin,
dokonuje si¢ selekcji szczepéw najlepiej przystosowanych do specyficznych
warunkoéw srodowiska.

Astragalus cicer (traganek pecherzykowaty) reprezentuje rodzaj Astragalus,
obejmujacy ponad 3 tys. gatunkoéw roslin wystepujacych w roznych rejonach $wiata.
Traganek pgcherzykowaty jest dziko rosnaca rosling bobowatg spotykang w Europie i
Azji. Wystepuje rowniez w Ameryce Poinocnej (Stany Zjednoczone, Kanada) dokad
zostal sprowadzony z Europy. Gatunek ten znalazl zastosowanie przy rekultywacji,
migdzy innymi terenéw po kopalniach odkrywkowych, czy brzegow rzek. Jest on
rowniez wykorzystywany w niektorych krajach takich, jak USA, Nowa Zelandia, jako
pasza dla zwierzat hodowlanych (Townsend 1993;
https://plants.usda.gov/plantguide/pdf/pg_asci4.pdf).

W pismiennictwie naukowym do niedawna brak bylo doniesien dotyczacych
uktadu symbiotycznego ryzobium — Astragalus cicer, szczegdlnie dotyczacych pozycji
taksonomicznej mikrosymbiontéw oraz ich wilasciwosci potencjalnie promujacych
wzrost 1 rozwoj roslin.

Podj¢te badania mialy na celu okreSlenie zrdoznicowania genetycznego
izolatbw z  brodawek  korzeniowych  specyficznych  dla  traganka
pecherzykowatego oraz okreSlenie ich pozycji taksonomicznej. Wsrod tych
bakterii zidentyfikowano szczepy wykazujacych wlasnosci promujace wzrost
roslin, tzw. PGPB. Szczepy bakteryjne wykorzystane w badaniach zostaly
wyizolowane z brodawek korzeniowych Astragalus cicer (traganek

pecherzykowaty) pochodzacych z réznych rejonow Polski, Kanady i Ukrainy.

Omowienie osiagni¢tych wynikow:

1/ Sylwia Wdowiak-Wroébel, Wanda Matek*, (2005). Genomic diversity of
Astragalus cicer microsymbionts revealed by AFLP fingerprinting, The Journal of
General and Applied Microbiology, 51, 369-378.

(1F2005-0.909; MNiSW2005-10 pkt)
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AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism) jest technikg typu LM
PCR (ligation mediated PCR), ktora pozwala na otrzymanie unikalnych dla danego
szczepu ,,odciskow” genomowych. Metoda ta znalazta zastosowanie przy okresleniu
zroznicowania genomowego w obrebie gatunku lub miedzy blisko spokrewnionymi
gatunkami oraz ustalaniu filogenezy na poziomie populacyjnym (Vos 1995;
Terefework i in. 2001).

Przeprowadzone przeze mnie badania mialy na celu okre§lenie stopnia
zroznicowania genomowego mikrosymbiontow traganka pecherzykowatego oraz
ustalenie  specyficznych dla danego szczepu wzoréw genomowych,
umozliwiajacych szybka identyfikacje¢ badanych izolatow.

Badano 36 szczepoéw izolowanych z brodawek A. cicer, pochodzacych z
Polski, Ukrainy i Kanady. Do analizy AFLP wybrano rzadko tnacy enzym Pstl oraz 3
selektywne startery: Pst-G, Pst-GC, Pst-A. Analiza porownawcza profili genomowych
mikrosymbiontéw A. cicer oraz szczepow referencyjnych nalezacych do rodzaju
Mesorhizobium  wykazata, ze badane izolaty charakteryzuja si¢ duzym
zroznicowaniem genomowym i w wiekszos$ci posiadajg unikatowy profil genomowy.
Nieliczne izolaty z brodawek korzeniowych traganka pecherzykowatego
charakteryzowaty si¢ identycznymi wzorami genomowymi. Zaden z przebadanych
szczepOw nie wykazal profilu genomowego identycznego z profilem szczepu
referencyjnego. Stosujac technike AFLP wykazano, ze bakterie specyficzne dla
traganka pecherzykowatego charakteryzuja si¢ duzym zrdéznicowaniem
genomowym, a poziom podobienstwa ich profili genomowych miesci si¢ z
zakresie od 9% do 100%. Szczepy roznily sie liczba (od 3 do 9) oraz wielko$cia
(od 180 do 2,265 pz) uzyskanych amplikonéw. Na podstawie analizy uzyskanych
profili genomowych stwierdzono, ze badane izolaty tworza 3 grupy genomowe.
Dwie z nich obejmujg szczepy A. cicer pochodzace z trzech réznych regionow
Polski, natomiast trzecia utworzyly izolaty pochodzace z Ukrainy, Kanady oraz 3
»polskie” szczepy.

Analiza wykonana przy uzyciu AFLP wykazala, ze ta metoda moze by¢
stosowana do szybkiej identyfikacji bakterii specyficznych dla A. cicer i moze by¢
uzytecznym narzedziem wykorzystywanym w badaniach taksonomicznych

ryzobiow.
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2/ Sylwia Wdowiak-Wroébel, Wanda Matek*, (2010). Following phylogenetic tracks
of Astragalus cicer microsymbionts, Antonie van Leeuwenhoek 97, 21-34.
(1F2010-1.673; MNiSW2010-20 pkt)

Do chwili obecnej, pod katem zdolnosci do wchodzenia w uklady
symbiotyczne, przebadano niewielkg liczbe gatunkow roslin reprezentujacych rodzaj
Astragalus. W literaturze naukowej opisano gatunki Mesorhizobium gingshengii i
Mesorhizobium huakuii wyizolowane z Astragalus sinicus, gatunek Mesorhizobium
sangaii, mikrosymbiont Astragalus luteolus i Astragalus ernestii oraz Mesorhizobium
septentrionale i Mesorhizobium temperatum pochodzace z brodawek korzeniowych
Astragalus adsurgens (Gao i in. 2004; Zheng i in. 2013; Zhou i in. 2013).

Podjete badania mialy na celu ustalenie pozycji taksonomicznej oraz
okreslenie historii ewolucyjnej genow rdzeniowych oraz genéw symbiotycznych
izolatow A. cicer, wybranych w oparciu o wczesniejsze analizy fenotypowe i
genomowe.

Badano 3 szczepy pochodzace z Polski, Ukrainy i Kanady. Filogenetyczne
pokrewienstwo badanych izolatow okreslono na podstawie analizy sekwencji genu
16S rRNA i 2 genéw metabolizmu podstawowego, atpD i gInll (kodujacych
odpowiednio: podjednostk¢ B-syntazy ATP i syntetaz¢ glutaminy). Na podstawie
analizy porownawczej niemal pelnej sekwencji genu 16S rRNA bakterii
specyficznych dla A. cicer stwierdzono, ze stopien wzajemnego podobienstwa ich
sekwencji 16S rDNA wynosil od 98% do 100%. Jednocze$nie badane izolaty
charakteryzowaly si¢ wysokim, wynoszacym 98-100%, stopniem podobienstwa
sekwencji 16S rDNA do bakterii rodzaju Mesorhizobium. Na drzewie
filogenetycznym utworzonym przy uzyciu metody NJ (neighhbor-joining)
mikrosymbionty A. cicer utworzyly wspolne, monofiletyczne grono ze szczepami
rodzaju Mesorhizobium (przy wspoétczynniku poparcia 100%), co moze $wiadczy¢ o
ich wspolnym pochodzeniu.

W oparciu o zasade, ze rodzaj tworza szczepy o 95% i wyzszym stopniu
podobienstwa sekwencji 16S rDNA bakterie specyficzne dla traganka
pecherzykowatego zostaly zaklasyfikowane do rodzaju Mesorhizobium.

Mozliwo$¢ wystepowania kilku kopii genu 16S rRNA w genomie bakterii oraz
mozliwo$¢ horyzontalnego transferu tego genu ogranicza jego wykorzystanie w

badaniach taksonomicznych. W ostatnim czasie wykazano, ze analiza sekwencji kilku
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gendéw metabolizmu podstawowego pozwala na taksonomiczng identyfikacj¢ gatunku
oraz ustalenie relacji filogenetycznych mikroorganizméw (van Berkum i Terefework
2003; Acinas i in. 2004).

Wykonana przeze mnie analiza sekwencji genow atpD i ginll
mikrosymbiontow A. cicer potwierdzila ich pozycje rodzajowa ustalonag w
oparciu o gen 16S rRNA. Stwierdzono, ze sekwencje badanych genéw atpD i ginll
bakterii specyficznych dla traganka pecherzykowatego sa identyczne w zakresie od
94% do 95% dla atpD i od 94% do 96% dla gInll. Jednoczes$nie sekwencje tych genow
wykazywaty 90-94% identyczno$¢ do sekwencji genow atpD i glnll bakterii rodzaju
Mesorhizobium. Dodatkowo stwierdzono, ze najblizszymi filogenetycznie sgsiadami
badanych izolatow sg bakterie reprezentujace gatunki: Mesorhizobium septentrionale i
Mesorhizobium caraganae, z ktorymi mikrosymbionty A. cicer tworzyly wspolne
grono na drzewach filogenetycznych genéw atpD i gInll. Uzyskane rezultaty moga
wskazywac na wspolne pochodzenie genéw metabolizmu podstawowego ryzobiow
specyficznych dla A. cicer i bakterii rodzaju Mesorhizobium. Jednocze$nie wyniki
analizy sekwencji genow atpD i gInll moga sugerowa¢, ze bakterie specyficzne dla
A. cicer stanowia nowy gatunek w obrebie rodzaju Mesorhizobium. Nalezy
podkresli¢, ze jest to pierwsze doniesienie dotyczace pozycji taksonomicznej
mikrosymbiontow traganka pecherzykowatego.

Wazng rolg w symbiozie ryzobium-roslina bobowata odgrywaja geny nod i nif.
Geny nod kodujg czasteczki sygnalne, tzw. czynniki Nod, ktére warunkujg
specyficznos¢ gospodarza roslinnego. Ich obecno$¢ jest niezbedna w procesie
rozpoznania i zakazania odpowiedniej ro$liny. Wptywaja na aktywacje transkrypcji
genéw dla biatek roslinnych — nodulin, skrgcanie wlosnikow korzeniowych, tworzenie
nici infekcyjnych, czy tez indukcj¢ podziatéw komorkowych kory pierwotnej korzenia
(Wang i in. 2012; Lira i in. 2015). Geny nifHDK koduja nitrogenaze, enzym
odpowiadajagcy za Wwigzanie azotu atmosferycznego N2 Drzewa filogenetyczne
uzyskane w oparciu o analizg filogenetyczng gendéw nod czesto nie sa zgodne z
drzewami utworzonymi na podstawie analizy sekwencji genow 16S rRNA. Wykazano
natomiast, ze grupowanie gatunkow ryzobidw, w oparciu o analiz¢ filogenetyczna
genow symbiotycznych, w znacznym stopniu pokrywa si¢ z grupowaniem ich
ro$linnych gospodarzy na drzewach filogenetycznych utworzonych dla genu rbcL
(podjednostka rybulozo-1,5-karboksylazy/oksygenazy bifosforanu) lub sekwencji ITS,

co moze wskazywa¢ na koewolucj¢ gendéw symbiotycznych i gendéw roslinnych
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(Wielbo i Skorupska 2003; Laranjo i in. 2014). Haukka i in. (1998) stwierdzili
réwniez, ze drzewo filogenetyczne gendéw nifH, podobnie jak w przypadku genéw
nod, najczesciej nie wykazuje korelacji z filogenezg opartg na sekwencji genow 16S
rRNA. Wyjasnieniem tego zjawiska moze by¢ horyzontalny transfer genow
symbiotycznych, ktére zlokalizowane s3 na chromosomalnych wyspach
symbiotycznych, np. u Mesorhizobium loti lub na plazmidach, np. u bakterii rodzaju
Rhizobium i Ensifer (Laranjo i in. 2014).

Prowadzone przeze mnie badania mialy na celu ustalenie pokrewienstwa
mikrosymbiontow A. cicer w oparciu o analize sekwencji genéw nodA, nodC i
nifH. Za swoje osiagniecie uwazam ustalenie, zZe wszystkie badane
mikrosymbionty traganka  pecherzykowatego wykazywaly najwieksze
podobienstwo  sekwencji  analizowanych  genéw  symbiotycznych do
odpowiadajacych im sekwencji genow bakterii nalezacych do rodzaju
Mesorhizobium. Analiza wykazata ze geny symbiotyczne szczepow pochodzacych z
brodawek A. cicer charakteryzowaly si¢ najwigkszym podobienstwem do
odpowiednich genéw bakterii wyizolowanych z ro$lin nalezacych do plemienia
Galegeae, do ktorego nalezy rowniez gospodarz izolatdw oraz siostrzanego plemienia
Cicereae, co moze $wiadczy¢ o presji gospodarza roslinnego na strukture tych genow.

W  przypadku badanych izolatow najwieksze pokrewienstwo genow
symbiotycznych, okreslone w oparciu o analiz¢ sekwencji genow nod i nif,
wykazuja szczepy: polski (ACMP18) i ukrainski (CIAMO0210), tworzace jedna,
wyraznie odr¢ebna grupe, co wskazuje na wspolne pochodzenie ich genow
symbiotycznych. Szczep kanadyjski (USDA3350), w przypadku wszystkich
badanych genéw symbiotycznych, tworzyl odrebna podgrupe w stosunku do
pozostalych izolatéw z brodawek korzeniowych traganka pecherzykowatego,
razem z bakteriami rodzaju Mesorhizobium. Uzyskane rezultaty moga swiadczy¢
0 roznej drodze ewolucyjnej genéw symbiotycznych mikrosymbiontow A. cicer
wynikajacej z ich geograficznej separacji i adaptacji do réznych warunkow

srodowiskowych.

3/ Wanda Matek*, Sylwia Wdowiak-Wrébel, Matgorzata Targonska, Michat Kalita,
Sebastian Gnat, (2012). Osmoadaptacja i systemy transportu potasu w bakteriach
gram-ujemnych, Postgpy Mikrobiologii, 51, 93-98.

(1F2012-0.207; MNiSW2012-15 pkt)
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4/ Sylwia Wdowiak-Wrobel*, Agnieszka Leszcz, Wanda Matek, (2013). Salt
tolerance in Astragalus cicer microsymbionts: the role of glycine betaine in
osmoprotection, Current Microbiology 66, 428-436.

(1F2013-1.359; MNiSW2013-20 pkt)

Abiotyczne czynniki stresowe, np.: zasolenie, susza, metale cigzkie, czy tez
ekstremalne temperatury, wptywajg negatywnie na rozwoj i produktywnos¢ roslin.
Kluczowg role w ochronie roslin przed skutkami dziatania tych czynnikow odgrywaja
PGPB. Wazng sprawg staje si¢ wigc Selekcja szczepdéw, ktore najlepiej potrafig
zredukowac lub wyeliminowac¢ szkodliwy efekt dziatania czynnika stresowego.

Stres osmotyczny jest jednym z abiotycznych czynnikow srodowiskowych
wplywajacych na wzrost i rozwdj roslin, jak roéwniez na prawidlowy przebieg procesu
symbiozy ryzobium — roslina bobowata. Badania wykazaly, ze gospodarz ro$linny jest
bardziej wrazliwy na stres 0sSmotyczny, niz jego ryzobiowy partner. Mikrosymbionty
ros$lin bobowatych wykazuja réznice w tolerancji na czynniki stresowe. Niektore z
nich, np. Ensifer meliloti, charakteryzuja si¢ wysoka tolerancja na stres osmotyczny i
sg zdolne do wzrostu przy stezeniach od 1.7% do 4% NaCl w podiozu. Bakterie
reprezentujace rodzaj Mesorhizobium charakteryzuja si¢ czgsto wicksza wrazliwoscig
na stres osmotyczny niz przedstawiciele rodzajow Ensifer i Rhizobium. Jednak
rowniez w obrgbie tej grupy mozna znalez¢é gatunki, np. Mesorhizobum ciceri i
Mesorhizobium thiogangenicum wykazujace zdolno$¢ wzrostu przy stezeniu NaCl
powyzej 1% (Zahran 1999, Laranjo i Oliveira 2011; publikacja 4).

Wiele szczepow bakteryjnych ma zdolnos$¢ adaptacji do warunkow stresowych
poprzez akumulacje kompatybilnych substancji, tj. niskoczasteczkowych zwigzkow
organicznych, takich jak: aminokwasy i ich pochodne (ektoiny i betainy), cukry, czy
tez poliole. Zwigzki te moga by¢ gromadzone albo na drodze transportu z podtoza do
komorki, albo w wyniku syntezy de novo. Wykorzystanie wyselekcjonowanych
szczepOw ryzobiowych opornych na stres osmotyczny moze w znacznym stopniu
przyczyni¢ si¢ do poprawy wzrostu i rozwoju roslin wrazliwych na zasolenie (Galinski
1995; da Costa i in. 1998; Wood i in. 2001).

Prowadzone przeze mnie badania mialy na celu okreslenie wplywu stresu
osmotycznego na wzrost i przezywalno$¢ mikrosymbiontow A. cicer, w obecnosci

I przy braku osmoprotektanta (GB — betainy glicynowej), jak rowniez ustalenie
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potencjalnych mechanizméw prowadzacych do zmniejszenia negatywnych
efektow stresu osmotycznego. W celu okreslenia tolerancji na stres osmotyczny
badane izolaty, tj szczep polski - ACMP18 i kanadyjski - USDA3350 hodowano na
podtozu zawierajagcym od 0.5% do 2% NaCl. Uzyskane wyniki wskazuja, Ze oba
izolaty tolerujag do 2% NaCl w podlozu. Jednoczesnie takie stezenie NaCl w
podtozu powodowato okoto czterokrotne wydluzenie czasu generacji u
mikrosymbiontow A. cicer, w stosunku do kontroli - bez NaCl. Przeprowadzona
analiza wykazala réwniez, osmoprotekcyjny wplyw betainy glicynowej
(szczegélnie przy wyzszych 1.5% i 2% stezeniach NaCl) na przezywalnos¢
bakterii specyficznych dla traganka pecherzykowatego. Dodatek 1 mM GB do
podtoza powodowal skrocenie czasu generacji Srednio o okolo 3 - 4 godz. w
przypadku obu szczepow.

W $rodowisku naturalnym mikroorganizmy czesto narazone s3 na stres
wywotany miedzy innymi, wahaniem temperatury, pH, obecno$cig metali cig¢zkich,
czy tez zasoleniem. Bakterie wyksztalcity na drodze ewolucji Szereg strategii
pozwalajacych im na przezycie w niesprzyjajacych warunkach. Jedna z nich zwigzana
jest z przejsciem bakterii w stan okreslany, jako zywe ale niehodowalne (VBNC —
viable but not culturable), w ktorym komorki pozostaja zywe, ale nie wykazuja
wzrostu na podtozach hodowlanych. Zdolnos$¢ do przej$cia w stan VBNC stwierdzono
zar6wno u bakterii Gram-dodatnich, jak i Gram-ujemnych, np. Enterococcus sp.,
Escherichia coli, Lactobacillus sp., Campylobacter sp. (Li i in. 2014; Ramamurthy i
in. 2014).

Zastosowanie mikroskopu konfokalnego w polaczeniu z zestawem
LIVE/DEAD BacLight Bacterial Viability Kit pozwala na procentowa oceng zywych i
martwych komorek. Porownanie wynikow uzyskanych przy uzyciu mikroskopu z
tradycyjnymi metodami posiewu na podtoza bakteryjne umozliwia rowniez oceng, CZy
bakterie sg zywe, ale nichodowalne.

Obserwacje przy uzyciu mikroskopu konfokalnego oraz zestawu barwnikoéw
SYTO9 i Pl wykazaty spadek liczby zywych komoérek mikrosymbiontow A. cicer
wraz ze wzrostem stezenia NaCl w podlozu. Przy 2% stezeniu NaCl przezywalo
okolo 45-50% komorek obu badanych szczepow. Badania potwierdzily rowniez
osmoprotekcyjny wplyw betainy glicynowej na przezywalnos¢ izolatow traganka
pecherzykowatego. Dodatek betainy glicynowej do podloza znacznie zwi¢kszal

procent zywych komérek poddanych stresowi osmotycznemu. Osmoprotekcyjny
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wplyw betainy glicynowej byl bardziej widoczny przy wyzszych stezeniach NaCl.
W obecnosci 1% NaCl przezywalo okolo 65% komoérek, a w obecnosci 2% NaCl -
60% komorek. Zauwazono, ze w obecno$ci betainy glicynowej przy danym stezeniu
NaCl, liczba zywych komoérek obu analizowanych szczepow utrzymywata si¢ na
podobnym poziomie. Odnoszac powyzsze rezultaty do wynikéw posiewu na podioze
hodowlane mozna zatozy¢, ze cze$¢ komorek badanych szczepdéw mogta przejs¢ w
stan, tzw. nichodowalno$ci.

Jeden z mechanizmoéw umozliwiajacych utrzymanie turgoru komorki w
warunkach szoku osmotycznego opiera si¢ na akumulacji jonéw K*. W procesie tym
uczestniczy szereg systemoOw transportU, z ktorych do najlepiej poznanych naleza
transportery: Kdp, Ktr, Kup i Trk. Badania wykazaty, ze u wigkszos$ci
mikroorganizméw, akumulacja jonow potasu po wystapieniu szoku osmotycznego jest
stanem przejsciowym, a dalsze funkcje ochronne, przy przedtuzajacym sie¢ stresie,
przejmuja zwiazki kompatybilne, chronigce komodrkg przed skutkami stresu
(publikacja 3). Jednym z takich zwigzkow jest betaina glicynowa (GB), ktorej
syntez¢ W warunkach stresu wykazano u wielu mikroorganizmow oraz roslin. Betaina
glicynowa moze by¢ rowniez transportowana do komorki ze srodowiska zewnetrznego
(publikacja 3). Jednym z systemow zaangazowanych w transport tego zwigzku jest
system ProU, wykryty u Escherichia coli i Salmonella enterica subsp. enterica serovar
Typhimurium. Tworzg go 3 geny: proV, proW i proX zorganizowane w operon proU
(Haardt i Bremer 1996; Csonka i Epstein 1996). Do chwili obecnej w literaturze
naukowej nie ma doniesien na temat wystgpowania takich systemow u bakterii rodzaju
Mesorhizobium, ktory reprezentuja mikrosymbionty A. cicer.

W oparciu o sekwencje nukleotydowe genéw proV, proW i proX, dostepne
w bazie danych GenBank, zaprojektowano zdegenerowane startery
komplementarne do konserwatywnych regionow tych genéw. Otrzymane startery
postuzyly do amplifikacji genow proV, prowW i proX, a uzyskane w ten sposob
sekwencje nukleotydowe zostaly porownane z sekwencjami dostepnymi w bazie
danych GenBank. Analiza poréwnawcza uzyskanych sekwencji genéw wykazala,
ze w genomach mikrosymbiontow A. cicer wystepuja sekwencje homologiczne do
sekwencji genow proV, proW i proX tworzacych operon proU u E. coli i operon
podobny do proU u E. meliloti.

Dane literaturowe wskazuja, ze w przypadku niektorych mikroorganizméw

betaina glicynowa, moze petni¢ role osmoprotektanta i/lub stanowi¢ zrodlo wegla i
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azotu dla tych organizméw. Wykazano, ze bakterie specyficzne dla A. cicer sa
zdolne do wykorzystywania betainy glicynowej zaréwno, jako zrodlo wegla, jak i
azotu. Jednoczesnie stwierdzono, ze wyzsze stezenia NaCl w podlozu hamowaly
wykorzystywanie GB, jako zrédla C i N przez mikrosymbionty traganka
pecherzykowatego.

5/ Sylwia Wdowiak-Wrébel”, Wanda Malek, Agnieszka Leszcz, Rafal Typek,
Andrzej Lech Dawidowicz, (2016). Effect of osmotic stress on Astragalus cicer
microsymbiont growth and survival, European Journal of Soil Biology, 76, 46-52.
(1F2015-1.951; MNiSW2015-30 pkt)

Analiza dotyczaca wplywu czynnikow stresowych, tj. sacharozy, glikolu
polietylenowego i KCl na wzrost i przezywalno$¢ mikrosymbiontow A. cicer
wykazala, ze ze wzrostem stezenia tych czynnikow w podlozu wydluzal sie czas
generacji badanych szczepow. Stwierdzono takze, ze szczepy ACMP18 i
USDAZ3350 zdolne byly do wzrostu przy wszystkich badanych stezeniach KCI,
natomiast wysokie stezenia sacharozy (30%) i PEG (24%, 30%) hamowaly
wzrost tych bakterii. Przeprowadzone badania wykazaly, ze betaina glicynowa
wykazuje osmoprotekcyjne dzialanie na ryzobia specyficzne dla A. cicer,
czesciowo niwelujac negatywne skutki wywolane stresem.

Zdolno$¢ do tworzenia biofilmu umozliwia bakteriom glebowym kolonizacje
srodowiska oraz przezycie w warunkach stresowych (np. wysuszenie, zasolenie,
ekstremalne pH i temperatura). W przypadku ryzobiéw biofilm odgrywa réwniez
wazna role w rozwoju symbiozy z gospodarzem ro$linnym (Rinaudi i Giordano 2010).

Prowadzone badania miaty na celu okreslenie wptywu czynnikoéw stresowych
(sacharozy, glikolu polietylenowego 1 KCI) na tworzenie biofilméw przez szczepy
ACMP18 i USDA3350. Wykazano, ze szczep USDA3350 charakteryzuje sie¢
wieksza efektywno$cia tworzenia biofilméow, niz ACMPI18. Najwigksza
efektywnos¢  tworzenia  biofilméow  przez  mikrosymbionty z  traganka
pecherzykowatego stwierdzono w obecnosci 0.5% KCI i 5% sacharozy, natomiast
wyzsze stezenia tych czynnikow stresowych wptywato hamujgco na jego rozwoj.
Glikol polietylenowy dziatal hamujaco na efektywno$¢ tworzenia biofilmow przez
badane bakterie. Zaobserwowano jedynie niewielki przyrost biofilmu w obecnosci 9%

PEG w podtozu hodowlanym.
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Stres osmotyczny u bakterii moze przyczynia¢ si¢ do wzrostu stezenia
aminokwasow, takich jak: glutamina, prolina, alanina i glicyna. Badania dotyczace
mechanizméw adaptacyjnych w odpowiedzi na czynniki stresowe wykazaty, ze u
wielu mikroorganizmoéw obecno$¢ betainy glicynowej zmniejsza stezenie
aminokwasow produkowanych w warunkach stresu (Csonka 1989; Glaasker i in.
1996; Poolman i Glaasker 1998; Zahran 1999).

Zastosowanie metody HPLC pozwolilo na okreslenie zmian w puli
aminokwasow w komérkach mikrosymbiontow A. cicer, pod wplywem roznych
stezen czynnikéw stresowych, tj.: sacharozy, KCI i glikolu polietylenowego
(PEG), w obecnosci i przy braku osmoprotektanta — betainy glicynowej.
Uzyskane rezultaty wykazaly, ze stres wywolany obecnos$cia sacharozy i PEG
powodowal zwigkszenie ilosci glutaminy, alaniny i glicyny w puli aminokwasowej
komorek, natomiast w obecnosci KCI zaobserwowano wzrost glutaminy i alaniny.
Stwierdzono, ze betaina glicynowa wykazywala wlasciwosci osmoprotekcyjne w
stosunku do badanych bakterii narazonych na dzialanie czynnikéw stresowych.
Analiza HPLC wykazala, ze obecnos¢ betainy glicynowej w podlozu powodowala
zmniejszenie stezenia glutaminy, alaniny i glicyny w komorkach bakteryjnych w

stosunku do komorek hodowanych na podlozu bez osmoprotektanta.

6/ Sylwia Wdowiak-Wrobel*, Wanda Matek, Marta Palusinska-Szysz, (2016). Low
temperature adaptation and the effects of cryoprotectants on mesorhizobia strains,
Journal of Basic Microbiology 56, 379-391.

(1F2015-1.823; MNiSW2015-20 pkt)

Niska temperatura jest jednym z czynnikow stresowych, wptywajacych na
efektywnos¢ tworzenia uktadow symbiotycznych ryzobium — roslina bobowata oraz
przezywalno$¢ partnerow symbiozy. Gwaltowny spadek temperatury przyczynia si¢
do szeregu zmian w bakteriach, ktore dotycza migdzy innymi zmniejszenia ptynnosci
bton i stabilnosci drugorzedowych struktur DNA i RNA oraz zmniejszenia wydajnos$ci
procesow transkrypcji, translacji i replikacji DNA (Barria i in. 2013).

Przeprowadzone badania mialy na celu okreslenie zakresu tolerancji na
niskie temperatury (5°C, 10°C i 15°C) dwoéch izolatow specyficznych dla A. cicer
oraz szczepu referencyjnego Mesorhizobium temperatum LMG23931. Badania
wykazaly, ze zarowno izolaty z A. cicer, jak i szczep M. temperatum LMG23931 sa
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zdolne do wzrostu we wszystkich badanych temperaturach. Nalezy jednak
zauwazyC¢, ze w temperaturze 5°C mikrosymbionty traganka pecherzykowatego
charakteryzowatly si¢ najdtuzszym czasem generacji, ktory byt ponad 5 razy dluzszy
od czasu generacji okreslonego w warunkach optymalnych, tj. w 28°C.
Mikroorganizmy, ktorych optimum temperatury wzrostu miesci si¢ w zakresie
20-30°C, a jednoczesnie wykazuja one zdolno$¢ wzrostu w temperaturze 5°C lub
nizszej zaliczane sa do psychrotrofow. Zgodnie z ta definicja, stwierdziliSmy, ze
badane szczepy specyficzne dla traganka pecherzykowatego reprezentuja te
grupe bakterii.

Bakterie wytworzyty szereg mechanizmoéw adaptacyjnych pozwalajacych im
na przezycie w warunkach stresu wywotanego niskg temperaturg. Jeden z nich
zwigzany jest ze zmianami ptynnosci i przepuszczalnosci btony cytoplazmatycznej na
skutek ilosciowej 1 jako$ciowej zmiany sktadu kwasow tluszczowych. Wykazano, ze
niska temperatura powoduje u bakterii wzrost ilosci nienasyconych kwasow
thuszczowych oraz kwasow tluszczowych o krotszych tancuchach. Dodatkowo
zaobserwowano zwigkszenie ilosci kwasow tlhuszczowych o izomerii anteiso w
stosunku do kwasow o izomerii iso (D'Amico i in. 2006).

Zastosowanie chromatografii gazowej ze spektrometria masowa (GC/MS)
pozwolito na okreslenie zmian profilu kwaséw tluszczowych u bakterii poddanych
stresowi zwigzanemu z niskimi temperaturami. Analiza sktadu kwasow ttuszczowych
(FA) uzyskanych w formie estrow metylowych po saponifikacji, ekstrakcji i
metanolizie catych komorek trzech szczepow (ACMP18, USDA3350 i M. temperatum
LMG23931) hodowanych w roznych temperaturach (5°C, 10°C, 15°C oraz 28°C)
wykazata obecnos¢ kwasow o dlugosci tancucha od 14 do 19 atomow wegla w
czasteczce. W temperaturze 28°C (kontrola) stwierdzono wysoka zawartosé
kwasu 11, 12-metylenooktadekanowego (19:0 cyc) posiadajacego strukture
pierscienia cyklopropanowego. Dodatkowo kwasy tluszczowe analizowanych
szczepow, reprezentowane byly przez kwas: cis-wakcenowy (18:l®'!) i
palmitynowy (16:0). Wyniki badan wskazuja, ze stres wywolany niska
temperatura powodowal wlaczenie mechanizméw adaptacji i przesuniecia puli
kwasow thuszczowych w kierunku kwasow nienasyconych. Bakterie hodowane w
temperaturze 5°C, 10°C i 15°C charakteryzowaly si¢ wysoka zawartoscia cis-

wakcenowego (18:1w!') kwasu tlhuszczowego.
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Rosliny i mikroorganizmy w strefie umiarkowanej sg czesto narazone na duze,
sezonowe, wahania temperatur. Zmiany temperatury moga przyczynia¢ do zmian w
populacji mikroorganizméw, wplywaé na tworzenie symbiozy ryzobia-rosliny
bobowate, czy tez produktywno$¢ roslin. Dodatkowo, w przypadku szczepow PGPB
wykorzystywanych, jako inokulanty roslin, wazny problem stanowig warunki ich
przechowywania.

Prowadzone badania mialy na celu ustalenie stopnia przezywalnosci
bakterii w warunkach zamrozenia. Szczepy ACMP18, USDA3350 i M. temperatum
LMG23931 przechowywano w temperaturze -20°C i -70°C, bez i w obecnosci
réznych krioprotektantow (betaina glicynowa, trehaloza, glicerol i sacharoza/pepton)
przez okres 24 miesiccy. Wykazano, ze sposréd czterech badanych protektantow,
najlepszy krioprotekcyjny wplyw na przezywalnos$¢ bakterii wykazal: glicerol i
sacharoza/pepton. Stwierdzono réwniez, ze badane bakterie, w obecnosci tych
protektantow, tj. glicerolu lub sacharozy/peptonu, charakteryzowaly si¢ lepsza
przezywalnoscia w temperaturze -70°C, niz -20°C. Uzyskane wyniki zostaly
potwierdzone przy uzyciu mikroskopii konfokalnej i zestawu LIVE/DEAD BacL.ight.

Jedna ze strategii, umozliwiajaca mikroorganizmom przezycie w niskich
temperaturach, zwigzana jest z syntezg bialek uczestniczacych w odpowiedzi na stres
wywotany zimnem, tzw. biatek CS (cold shock). Wsrod tych biatek wyr6zni¢ mozna
miedzy innymi biatka szoku zimnego, Csp (cold shock proteins) oraz biatka Cip (cold
induced proteins). Do chwili obecnej opisano szereg biatek rodziny Csp, ktore dziataja
jak chaperony stabilizujgc strukture drugorzedowsa i przywracajac funkcjonalno$é
RNA. Wykryte w Escherichia coli biatko CspA dziata réwniez jako anty-terminator
transkrypcji. Obecnos¢ biatek homologicznych do biatka CspA stwierdzono takze u
innych Gram-dodatnich i Gram-ujemnych bakterii np. Bacillus subtilis, Listeria
monocytogenes, czy tez Ensifer meliloti (Phadtare 2004; Barria i in. 2013).

W oparciu o sekwencje genow CSpPA dostepne W bazie danych GenBank
zaprojektowane  zostaly = zdegenerowane  startery = komplementarne  do
konserwatywnych sekwencji tych genow. Analiza PCR z wykorzystaniem tych
starterow pozwolila zidentyfikowa¢ w genomach badanych szczepow ACMP18,
USDA3350 i M. temperatum LMG23931, sekwencje homologiczne do sekwencji
genu cspA wystepujacego U innych bakterii. Mikrosymbiony A. cicer wykazywaly
najwieksze podobienstwo sekwencji nukleotydowych genu cspA w stosunku do
siebie (94%), natomiast stopien podobienstwa sekwencji tego genu do sekwencji
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przedstawicieli rodzaju Mesorhizobium miescil sie¢ w zakresie od 83% do 87%.
Filogenetyczna analiza sekwencji genu cspA, przy uzyciu metody ,,neighbor-joining”
wykazata, ze badane szczepy utworzyly wspdlne monofiletyczne grono z bakteriami
rodzaju Mesorhizobium przy wspotczynniku poparcia wynoszacym 100%. Pozostale
grupy bakterii brodawkowych na filogramie obejmowaty przedstawicieli rodzajow:
Rhizobium, Ensifer, Bradyrhizobium i Azorhizobium (podobienstwo sekwencji genu
CSpA szczepu ACMPI18, USDA3350 1 referencyjnych ryzobiow wyniosto
odpowiednio: 68-73%, 67-71%, 66-70% i 63-67%).

Hybrydyzacja metoda Southerna, genomowego DNA badanych szczepow,
do sondy genu cspA Mesorhizobium sp. USDA3350, potwierdzila obecno$¢ genu
cspA w ich genomach. Zastosowanie tej metody pozwolitlo rowniez na ustalenie
liczby kopii genu csp w genomach szczepéw ACMP18, USDA3350 i M. temperatum
LMG23931. U Mesorhizobium sp. ACMP18 i M. temperatum LMG23931
stwierdzono obecno$¢ 2 kopii genéw, natomiast w szczepie Mesorhizobium sp.
USDA3350 wykryto 3 kopie.

Zastosowanie techniki RT-PCR umozliwito okreslenie ekspresji genu CSpPA W
warunkach kontrolnych 28°C i stresowych wywotanych dziataniem niskich temperatur
(5°C, 10°C i 15°C). Spadek temperatury (z 28°C do 15°C, 10°C i 5°C) powodowal
u badanych szczepow indukcje ekspresji genu cspA, co moze wskazywa¢é na role
produktu tego genu w procesach adaptacji do warunkéw stresowych wywolanych

zimnem.

7/ Sylwia Wdowiak-Wroébel, Wanda Matek, (2016). Properties of Astragalus sp.
microsymbionts and their putative role in plant growth promotion, Archives of
Microbiology 198, 793-801. doi: 10.1007/s00203-016-1243-3

(1F2015-1.76; MNiSW2015-20 pkt)

Wspotczesne rolnictwo w duzej mierze oparte jest na stosowaniu nawozow
sztucznych, fungicydow, herbicydow oraz $rodkow owadobdjczych. Zwiazki te w
duzych ilosciach przyczyniaja si¢ do wzrostu zanieczyszczen i degradacji srodowiska
naturalnego. Jedng ze strategii pozwalajacych na zmniejszenie zuzycia Sztucznych
nawozow jest mozliwos¢ wykorzystania bakterii reprezentujacych PGPB w rolnictwie.

PGPB wytworzyty szereg mechanizméw promujacych wzrost i indukujacych

odporno$¢ systemiczng ros$lin na biotyczne i abiotyczne czynniki stresowe. Do
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waznych cech charakteryzujgcych te grupe bakterii zaliczamy miedzy innymi:
zdolno$¢ Dbiologicznego wigzania azotu, solubilizacj¢ fosforanéw, aktywnosc
deaminazy ACC, produkcj¢ fitohormonow i sideroforéow (Glick 2014; de Souza i in.
2015).

Rosliny pobierajg fosfor w postaci jonéw kwasu fosforowego (V), jednak
wickszos¢ fosforu w glebie wystepuje w formie niedostepnej dla roslin. Niska
dostepno$¢ tego pierwiastka jest czesto czynnikiem ograniczajacym ich rozwdj.
Wazng rolg w zwigkszeniu dostepnosci fosforu odgrywaja bakterie zdolne do
solubilizacji nieorganicznych i organicznych form fosforu (Sharma i in. 2013;
Ahemad i Kibret 2014).

Prowadzone badania miaty na celu wyselekcjonowanie szczepow majacych
najlepsze wlasciwosci promujgce wzrost i rozwoj roslin. Badano 8 szczepow, 4 z nich
reprezentowaty mikrosymbionty A. cicer, a kolejne 4 to symbionty Astragalus
glycyphyllos. Uzyskane wyniki wykazaly, ze wszystkie badane mikrosymbionty
Astragalus sp. wykazuja zdolno$¢ do solubilizacji fosforanow, przy czym
najwigksza aktywnoscia charakteryzowaly si¢ szczepy ACMP18 i USDA3350
uzywane we wezesniejszych analizach. Ich wykorzystanie moze w znacznym stopniu
przyczyni¢ si¢ do zwigkszenia dostepnosci fosforu dla roslin.

Rozwo6j przemystu w znacznym stopniu przyczynia si¢ do zanieczyszczenia
srodowiska toksycznymi metalami cig¢zkimi. Ich obecno$¢ w glebie ma wplyw na
przezywalno$¢ mikroorganizmow, roslin 1 efektywnos¢ tworzonych uktadow
symbiotycznych ryzobia-ro§liny bobowate. Niektore z bakterii wykazuja zdolno$é
bioremediacji metali cigzkich na drodze: adsorpcji i akumulacji, produkcji enzymow
lub bioaktywnych metabolitow, ktdre zmniejszaja toksycznos¢ tych metali, czy tez
utleniania metali cigzkich (Ahmad i in. 2012; Ahemad i Kibret 2014). Zastosowanie,
w postaci biopreparatow, PGPB zdolnych do bioremediacji metali ciezkich moze w
znacznym stopniu wplynagé na poprawe wzrostu i rozwoju roslin na glebach
zanieczyszczonych tymi metalami (Pajuelo i in. 2008).

Celem prowadzonych badan bylo okreslenie zakresu tolerancji bakterii
specyficznych dla A. cicer i A. glycyphyllos na toksyczne dzialanie metali ciezkich
(Zn, Pb i Cd). Wyniki badan wskazuja, ze wszystkie mikrosymbionty Astragalus sp.
charakteryzowatly si¢ niskg tolerancjg na kadm. Jedynie dwa szczepy, AG1 i AG27

izolaty z brodawek korzeniowych A. glycyphyllos wykazaty staby wzrost przy st¢zeniu
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100 pg/ml kadmu. Wiekszos¢ sposrod 8 przebadanych szczepow tragankowych
byla zdolna do wzrostu przy 750 pg/ml stezeniu cynku i otowiu w podlozu.

Produkcja fitohormonow przez PGPB w znacznym stopniu przyczynia si¢ do
poprawy wzrostu i1 rozwoju roslin. Niektore bakterie zdolne sg do syntezy auksyn,
cytokinin i/lub giberelin. Jednym z najczgéciej badanych fitohormondow jest
przedstawiciel auksyn, kwas indolilo-3-octowy (IAA). Wptywa on na szereg procesow
u roslin, takich jak: podzialy komoérek, ich wydtuzanie i réznicowanie, kietkowanie
nasion, tworzenie barwnikéw, wzrost ilo$ci ksylemu, rozwoj korzenia, czy tez
oporno$¢ na warunki stresowe. Dodatkowo wzrost poziomu auksyn produkowanych
przez ryzobia moze wplywacé na tworzenie brodawek (ich obecno$¢ jest wazna w
rozwoju primodium brodawki) (Glick 2012). Stwierdzono réwniez, ze IAA
produkowane przez bakterie i rosliny moze indukowa¢ produkcje¢ roslinnej syntazy
ACC, odpowiadajacej za synteze kwasu 1-aminocyklopropano-1-karboksylowego
(ACC), prekursora etylenu. Wptyw na zwigkszong produkcje ACC majg réwniez
czynniki stresowe, takie jak: niska temperatura, metale cig¢zkie, susza, czy infekcje
patogenami. Enzym deaminaza ACC, produkowany przez niektore PGPB,
przeksztalca ACC w o-ketomaslan i amoniak, chronigc rosliny przed wysokim
stezeniem etylenu. Dodatkowo powstajacy w trakcie hydrolizy ACC amoniak staje si¢
zrodtem azotu dla mikroorganizmow (Glick 2014).

Badania dotyczace produkcji kwasu inolilo-3-octowego wykazaly, ze
wiekszos¢ z badanych mikrosymbiontéw A. cicer i A. glycyphyllos wykazywala
zdolnos¢ do jego syntezy.

Analiza sekwencji nukleotydowych genoéw acdS dostepnych w bazie danych
GenBank umozliwita zaprojektowanie zdegenerowanych starteréw komplementarnych
do konserwatywnych regionéw tego genu. W oparciu o analize uzyskanych
sekwencji nukleotydowych stwierdzono, ze w genomach mikrosybiontow
Astragalus cicer i Astragalus glycyphyllos wystepuja geny homologiczne do genu
acdS. Sekwencje genu acdS badanych szczepow charakteryzowaly sie
najwyzszym stopniem podobienstwa (86-94%) do sekwencji tego genu bakterii
rodzaju Mesorhizobium. Na filogramie utworzonym w oparciu o sekwencje genu
acdS badane izolaty utworzyly monofiletyczng grupe z bakteriami rodzaju
Mesorhizobium. Filogenetyczna analiza genu acdS wykazata, ze mikrosymbionty A.
glycyphyllos charakteryzuja si¢ najwickszym stopniem podobienstwa sekwencji do
sekwencji tego genu M. ciceri i M. mediterraneum. lIzolaty z A. cicer utworzyly dwie

23



Zalgcznik nr 2 - Autoreferat

podgrupy w obrebie grupy obejmujacej bakterie rodzaju Mesorhizobium. Jedna z nich
obejmowata szczepy AW1/3, ACMP18, CIAMO0210 i M. loti. Druga utworzyt szczep
USDA3350 z przedstawicielami gatunkow M. chacoense, M. albiziae i M.
tianshanense.

Hybrydyzacja metoda Southern wykazala obecnos$é jednej kopii genu acdS
w genomach bakterii specyficznych dla A. cicer i A. glycyphyllos.
Podobnie, jak opisano dla innych bakterii rodzaju Mesorhizobium, izolaty z brodawek
korzeniowych A. cicer i A. glycyphyllos, nie wykazaty aktywno$ci deaminazy ACC w

warunkach saprofitycznych.

Za gléwne osiggniecia przeprowadzonych badan uwazam:

- ustalenie pozycji rodzajowej mikrosymbiontow A. cicer, wskazujace jednocze$nie,
na mozliwo$¢ wyodrebnienia nowego gatunku w obrgbie rodzaju Mesorhizobium;

- wykazanie duzego zréznicowania genomowego badanych izolatow A. cicer,

- ustalenie poziomu tolerancji badanych mikrosymbiontdéw na warunki stresowe
wywotane zasoleniem, niskg temperaturg i metalami ci¢zkimi;

- wykazanie osmoprotekcyjnych wlasciwosci betainy glicynowej w warunkach stresu
osmotycznego mikrosymbiontow A. cicer;

- identyfikacja genu csp, ktorego produkt uczestniczy w procesach adaptacyjnych na
stres wywotany niska temperatura,

- identyfikacja genow acdS w genomach symbiontéw Astragalus cicer i Astragalus
glycyphyllos oraz genoéw proVWX w genomach symbiontow Astragalus cicer.

Produkty tych genéw uczestniczg w odpowiedzi bakterii na warunki stresowe.
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5. Inne osiagni¢cia naukowo-badawcze
Omoéwienie innych prac naukowo-badawczych niewliczanych do osiagnigcia

naukowego stanowigcego monotematyczny cykl publikacji.

5.1. Publikacje

Prace doswiadczalne

P1. Matek W., Sajnaga E., Wdowiak-Wrobel S., Studzinska B., Stomka M.,
Agnieszka Tatara, Nosalewicz 1., Gawron A., 2005. Characterization of phages
virulent for Sarothamnus scoparius bradyrhizobia, Current Microbiology 51, 244-249.
(IF-1.21; MNiSW-10 pkt)

Badano 4 bakteriofagi (pD1, ¢T1, oCYT21 i ¢OS6) wyizolowane z ryzosfery
ro§liny bobowatej Sarothamnus scoparius (zarnowiec miotlasty). Na podstawie
analizy zakresu gospodarza, bakteriofagi podzielono na dwie grupy. Pierwsza
obejmuje fagi @CYT21 i @OS6, zdolne do lizy 9 sposréod 30 przebadanych
mikrosymbiontéw S. scoparius, ale nie szczepu Bradyrhizobium (Lupinus) D1. Fagi
reprezentujace druga grupe (¢D1 1 ¢T1) infekowaly 11 z 30 bakterii specyficznych dla
zarnowca miotlastego oraz szczep referencyjny Bradyrhizobium (Lupinus) DL1.
Aktywnos¢ lityczna dwoch ostatnich fagow w stosunku do szczepu Bradyrhizobium
(Lupinus) D1 potwierdzita bliskie pokrewienstwo pomigdzy szczepami

wyizolowanymi z brodawek korzeniowych Sarothamnus scoparius i Lupinus sp.
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stwierdzone wczesniej na podstawie analizy numerycznej i analizy sekwencji
nukleotydowej genu nodC.

Zastosowanie mikroskopii elektronowej pozwolito na okreslenie budowy
morfologicznej wirusow specyficznych dla mikrosymbiontow S. scoparius.
Stwierdzono rowniez, ze badane wirusy reprezentujg dwie rodziny: Myoviridae i
Siphoviridae, zgodnie z klasyfikacja Bradley’a. Bakteriofagi ¢D1 i ¢T1, nalezace do
rodziny Siphoviridae, mialy wydluzong glowke i1 dlugi, niekurczliwy ogonek.
Natomiast dwa pozostate wirusy, tj. @CYT21 1 @OS6, reprezentujace rodzing
Myoviridae, charakteryzowaly si¢ obecnoscig ikosaedralnej gtowki i dlugiego,
kurczliwego ogonka.

Zastosowanie enzymow restrykcyjnych EcoRI i HindIII umozliwito okres$lenie
wielkos$ci genomowego DNA badanych wirusow bakteryjnych, ktéra miedcita si¢ w

zakresie od 47,583 do 60,098 pz.

P2. Mierzwa B., Wdowiak-Wrébel S., Matek W., 2009. Phenotypic, genomic and
phylogenetic characteristics of rhizobia isolated from root nodules of Robinia
pseudoacacia (black locust) growing in Poland and Japan, Archives of Microbiology,
191, 697-710. (IF-1.927; MNiSW-15 pkt)

P3. Matek W., Wdowiak-Wrébel S., Bartosik M., Konopa G, Narajczyk M., 2009.
Characterization of phages virulent for Robinia pseudoacacia rhizobia, Current
Microbiology, 59:187-92. (IF-1.33; MNiSW-10 pkt)

P4. Mierzwa B, Wdowiak-Wrébel S., Matek W., 2010. Robinia pseudoacacia in
Poland and Japan is nodulated by Mesorhizobium amorphae strains, Antonie van
Leeuwenhoek, 97, 351-361. (IF-1.673; MNiSW-20 pkt)

P5. Mierzwa B., Wdowiak-Wrébel S., Kalita M., Gnat S., Malek W., 2010. Insight
into the evolutionary history of symbiotic genes of Robinia pseudoacacia rhizobia
deriving from Poland and Japan, Archives of Microbiology, 192, 341-350. (IF-1.754;
MNiSW-20 pkt)

Moje prace badawcze miaty na celu okreslenie wiasciwosci fenotypowych,

genomowych i ustalenie relacji filogenetycznych mikrosymbiontéw, dziko rosnacej
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ro$liny bobowatej - Robinia pseudoacacia (robinia akacjowa, grochodrzew biaty),
pochodzacych z Polski i Japonii. Analiza numeryczna 102 cech fenotypowych, 40
izolatow z brodawek korzeniowych robinii akacjowej, wykazala, ze tworza one
wspoélng grup¢ z przedstawicielami bakterii rodzaju Mesorhizobium. W celu ustalenia
pozycji rodzajowej badanych bakterii wykonano analize¢ poréwnawcza sekwencji
nukleotydowych genu 16S rRNA, wybranych mikrosymbiontow R. pseudoacacia i
odpowiednich sekwencji nukleotydowych szczepéw referencyjnych. Stopien
podobienstwa sekwencji genu 16S rRNA izolatow robinii akacjowej migdzy soba
wyniost 99%. Jednoczesnie sekwencje te wykazaly najwigksze podobienstwo do
sekwencji genu 16S rRNA przedstawicieli rodzaju Mesorhizobium (98-99%).

Zastosowanie techniki AFLP umozliwito okre§lenie zrdznicowania
genomowego w obregbie badanej grupy izolatow. Uzyskane wyniki wykazaty duzy
polimorfizm genowy symbiontow R. pseudacacia, co wskazuje, ze metoda ta moze
by¢ wykorzystana do szybkiej identyfikacji mikrosymbiontéw grochodrzewu biatego.

Analiza profili plazmidowych ujawnita obecno$¢ pozachromosomalnego DNA
u 16 mikrosymbiontéw R. pseudoacacia. Czternascie z nich charakteryzowato sig
obecnoscig jednego plazmidu o wielkosci od 771 do 961 kpz, podczas gdy dwa
pozostate szczepy dodatkowo posiadaty 1 lub 2 mniejsze plazmidy. Hybrydyzacja
DNA:DNA metoda Southern’a z sonda dla genu nifH wykazata, ze geny symbiotyczne
u ryzobiow specyficznych dla grochodrzewu bialego sa zlokalizowane na
megaplazmidzie (publikacja P2).

Bakteriofagi moga by¢ wykorzystywane, jako narzedzie przy typowaniu i
roéznicowaniu szczepoéw bakteryjnych. Z ryzosfery roliny bobowatej R. pseudoacacia
wyizolowano 3 lityczne bakteriofagi, tj. RP1, 9RO2 i pRP3. Badane fagi byty zdolne
do infekcji nie tylko mikrosymbiontow R. pseudoacacia (ok. 50% przebadanych
szczepow), ale takze 8 gatunkow bakterii reprezentujacych rodzaj Mesorhizobium.
Stopien adsorpcji czastek fagowych do komorek bakterii specyficznych dla
grochodrzewu biatego miescit si¢ w zakresie od 70.4% do 93.94%. Zastosowanie
mikroskopu elektronowego wykazato, ze badane wirusy bakteryjne charakteryzuja si¢
obecnoscig wydtuzonej glowki oraz dlugiego, niekurczliwego ogonka i reprezentuja,
pod wzgledem morfologicznym, rodzing Siphoviridae wg. klasyfikacji Bradley’a.
Uzycie enzyméw restrykcyjnych Hindll i HindIIl umozliwito okreslenie wielkosci
genomoOw bakteriofagow: RP1, 9RO2 i RP3. Stwierdzono, ze ich wielko$¢ miescita

si¢ w zakresie od ok. 82 do 103 kpz (publikacja P3).
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W analizie poréwnawczej sekwencji nukleotydowych genow atpD, dnaK oraz
analizie dlugosci fragmentow restrykcyjnych 16S rDNA (RFLP-16S rDNA) ustalono
pozycje rodzajowa mikrosymbiontéw R. pseudoacacia. Badane izolaty wykazaty
najwiekszy stopien podobienstwa sekwencji genu dnaK i atpD do analogicznych
gendw bakterii rodzaju Mesorhizobium (odpowiednio 91-98% oraz 90-98%). Pozycja
rodzajowa potwierdzona zostata réwniez analiza restrykcyjng 16S rDNA, w ktorej
wykorzystano szczepy referencyjne rodzaju Mesorhizobium.

W celu okreslenia pozycji gatunkowej izolatow z grochodrzewu biatego
zastosowano metod¢ hybrydyzacji DNA:DNA. DNA mikrosymbiontow R.
pseudoacacia wykazalo najwigckszy stopien hybrydyzacji z DNA Mesorhizobium
amorphae (51-75%). W przypadku pozostatych gatunkéw rodzaju Mesorhizobium
uzytych w badaniu stopien reasocjacji DNA:DNA byt nizszy niz 41%. Wyniki analizy
numerycznej, genomowej i filogenetycznej pozwolity na sklasyfikowanie bakterii
specyficznych dla robinii akacjowej do gatunku M. amorphae (publikacja P4).

W oparciu o analiz¢ sekwencji nukleotydowych genow symbiotycznych nodA i
nodC, ustalono symbiotyczne pokrewienstwo izolatow z brodawek korzeniowych R.
pseudoacacia z bakteriami reprezentujacymi mikrosymbionty Phaseolus sp. oraz
gatunkiem Mesorhizobium amorphae. Filogeneza genu nifH bakterii specyficznych
dla grochodrzewu bialego byla zgodna z historig ewolucyjng genu 16S rRNA. Na
drzewie filogenetycznym genu nifH badane izolaty tworzyly wspolne grono z
bakteriami reprezentujacymi rodzaj Mesorhizobium. Obecno$¢ genu nodH, ktory
koduje enzym sulfotransferaz¢ w genomie mikrosymbiontow R. pseudoacacia, moze
sugerowacé, ze bakterie te produkujg specyficzne, sulfonowane czynniki Nod
niezbgdne w symbiotycznych interakcjach z gospodarzem roslinnym.

Sposrod 14 badanych roslin, mikrosymbionty grochodrzewu biatego tworzyty
efektywne uktady symbiotyczne jedynie z przedstawicielami rodzaju Amorpha sp.
(Amorpha fruticosa i Amorpha californica) oraz wlasnym gospodarzem R.
pseudoacacia. Analiza brodawek korzeniowych R. pseudoacacia, przy uzyciu
mikroskopu $wietlnego 1 elektronowego, wykazata, zZe s3 to brodawki

niezdeterminowane (publikacja P5).

P6. Gnat S., Wojcik M., Wdowiak-Wrébel S., Kalita M., Ptaszynska A., Matek W,
2014. Phenotypic characterization of Astragalus glycyphyllos symbionts and their
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phylogeny based on the 16S rDNA sequences and RFLP of 16S rRNA gene, Antonie
van Leeuwenhoek, 105, 1033-48. (IF-1.806; MNiSW-20 pkt)

P7. Gnat S., Matek W., Olenska E., Troscianczyk A., Wdowiak Wrobel S., Michat
Kalita, Wojcik M., 2015. Insight into the genomic diversity and relationship of
Astragalus glycyphyllos symbionts by RAPD, ERIC-PCR, and AFLP fingerprinting,
Journal of Applied Genetics, 56, 551-554. (IF-1.929; MNiSW-20 pkt)

P8. Gnat S., Matek, Olenska E., Wdowiak Wrébel S., Kalita M., Lotocka B., Wdjcik
M., 2015. Phylogeny of symbiotic genes and the symbiotic properties of rhizobia
specific to Astragalus glycyphyllos L, PLoS ONE 10(10):e0141504. (1F-3.234;
MNiSW-40 pkt)

P9. Gnat S., Malek W., Olenska E., Wdowiak-Wrobel S., Kalita M., Rogalski J.,
Wojcik M., 2016. Multilocus sequence analysis supports taxonomic position of
Astragalus glycyphyllos symbionts based on DNA:DNA hybridization, International
Journal of Systematic and Evolutionary Microbiology, 66, 1906-1912. doi:
10.1099/ijsem.0.000862. (IF-2.511; MNiSW-40 pkt)

Na podstawie analizy numerycznej 86 cech fenotypowych mikrosymbiontow
Astragalus glycyphyllos (traganek szerokolistny) uzyskano drzewo, na ktorym badane
szczepy utworzyly wspdlne grono ze szczepami rodzaju Mesorhizobium, przy
wspotczynniku  podobienstwa wynoszacym 75%. W celu okreslenia pozycji
taksonomicznej i relacji filogenetycznych mikrosymbiontéw traganka szerokolistnego
do innych ryzobiow wykonano analiz¢ porownawcza sekwencji nukleotydowych genu
16S rRNA. Na drzewie filogenetycznym badane izolaty utworzyly wspdlng grupe z
bakteriami rodzaju Mesorhizobium (95-99% podobienstwo sekwencji 16S rDNA).
Jednocze$nie stwierdzono, ze utworzyly one dwie podgrupy. Jedna obejmowata
gatunki Mesorhizobium tianshanense, Mesorhizobium temperatum, Mesorhizobium
mediterraneum, Mesorhizobium chacoense, Mesorhizobium ciceri oraz 6 izolatow z
brodawek korzeniowych A. glycyphyllos (AG1, AG5, AG7, AG9, AG15, AG27). Do
drugiej nalezaly 4 szczepy tragankowe (AGI12, AGl6, AG17, AG22) oraz
Mesorhizobium amorphae, Mesorhizobium septentrionale, Mesorhizobium loti,

Mesorhizobium huakuii, Mesorhizobium plurifarium. Przynalezno§¢ bakterii
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specyficznych dla A. glycyphyllos do rodzaju Mesorhizobium potwierdzono w oparciu
analize fragmentow restrykcyjnych 16S rDNA (RFLP-16S rDNA).

Zastosowanie technik RAPD, ERIC-PCR i AFLP umozliwito okre$lenie
zroznicowania genomowego izolatow z brodawek korzeniowych A. glycyphyllos.
Wykazano, ze wszystkie =zastosowane metody majg porownywalny zakres
genomowego réznicowania ryzobidw specyficznych dla traganka szerokolistnego i
moga by¢ stosowane do identyfikacji i roznicowaniu tych bakterii (publikacja P6 i
P7).

Analiza porownawcza sekwencji nukleotydowych 5 gendéw rdzeniowych
(atpD, dnaK, gInA, recA, rpoB) mikrosymbiontow A. glycyphyllos umozliwita
ustalenie ich pozycji taksonomicznej oraz okreslenie relacji filogenetycznych z innymi
przedstawicielami ryzobiow. Na drzewach filogenetycznych dla genéw atpD, dnak,
glnA, recA i rpoB mikrosymbionty traganka szerokolistnego utworzyly
monofiletyczng grupe z bakteriami rodzaju Mesorhizobium. Cztery szczepy (AG1,
AG7, AG15 i AG27) charakteryzowaly si¢ najwickszym podobienstwem badanych
sekwencji do sekwencji genow metabolizmu podstawowego Mesorhizobium ciceri.
Pozostate dwa izolaty (AG17, AG22) utworzyly wspdlna podgrupe z bakteriami
reprezentujgcymi gatunki M. amorphae i M. septentrionalae, wyjatek stanowit szczep
AG22 dla genu recA.

W oparciu o wyniki hybrydyzacji DNA:DNA cztery badane izolaty (AGL,
AG7, AG15 i AG27) zostaty sklasyfikowane do gatunku M. ciceri (76.4 - 84.2%
stopien hybrydyzacji DNA), natomiast dwa pozostale szczepy (AGL7 i AG22)
wlaczono do gatunku M. amorphae (77.5-80.1% stopien hybrydyzacji DNA)
(publikacja P9).

Na drzewach filogenetycznych genéw nodA, nodC, nodH i nifH badane izolaty
tworzyly wspolng grupe z bakteriami rodzaju Mesorhizobium (99-100% podobienstwa
sekwencji genow nodAC i nifH, oraz 98-99% genu nodH). Wykazaly przy tym
najwigksze pokrewienstwo filogenetyczne gendéw symbiotycznych z analogicznymi
genami M. ciceri sv. biserrulae, M. opportunistum sv. biserrulae i M. australicum sv.
biserrulae. Uzyskane rezultaty analizy porownawczej sekwencji nukleotydowych
genow NnodA i nodC pozwolity na sklasyfikowanie izolatow z A. glcyphyllos do
nowego symbiowaru ,,glycyphyllae”.

Zawarto$¢ G+C w genomie badanych ryzobiow wyniosta od 59.39mol% do

62.11mol% i miescila si¢ w zakresie ustalonym dla bakterii rodzaju Mesorhizobium.
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Sposrod 11 przebadanych gatunkéw roslin bobowatych mikrosymbionty A.
glycyphyllos wchodzity w efektywne uklady symbiotyczne jedynie z wilasnym
gospodarzem oraz Amorpha fruticosa, co $wiadczy o ich waskim zakresie gospodarza
roslinnego. Analiza przy uzyciu mikroskopu $wietlnego i elektronowego ujawnita, ze
badane szczepy indukowaly na korzeniach A. glycyphyllos brodawki typu
niezdeterminowanego (publikacja P8).

P10. Kalita M., Palusinska-Szysz M., Turska-Szewczuk A., Wdowiak-Wrébel S.,
Urbanik-Sypniewska T., 2013. Isolation of cultivable microorganisms from Polish
notes and coins, Polish Journal of Microbiology, 62, 281-286. (1F-0.871; MNiSW-15

pk)

Uczestniczytam  w  badaniach  dotyczacych  okreslenia  czystosci
mikrobiologicznej polskich monet i banknotow. Wyizolowane z tych materialéw
bakterie byly identyfikowane w oparciu o cechy fenotypowe (fizjologiczne i
biochemiczne), a takze analiz¢ sekwencji genu 16S rRNA. Wsrod wyizolowanych
szczepOw przewage stanowily bakterie rodzaju: Enterococcus i Staphylococcus.
Identyfikacja grzybow oparta byla na ich cechach morfologicznych i1 wlasciwosciach
biochemicznych. Przeprowadzone badania ujawnity obecno$¢ grzybow rodzaju:
Aspergillus i Penicillium oraz drozdzaka Candida. Uzyskane wyniki analizy czystosci
mikrobiologicznej polskich monet i banknotéw wykazaly obecno§¢ mikroorganizméw
wchodzacych w sktad naturalnej mikroflory cztowieka. Jedynie w kilku przypadkach

wykazano obecnos¢ bakterii gatunkow: Escherichia coli, Pseudomonas stutzeri.

P11. Marek-Kozaczuk M., Leszcz A., Wielbo J, Wdowiak-Wrébel S., Skorupska A.,
2013. Rhizobium pisi K3.22 harboring nod genes cluster of Rhizobium leguminosarum
sv. trifolii, Systematic and Applied Microbiology, 36, 252-258. (IF-3.31; MNiSW-35

pk)

W oparciu o analiz¢ sekwencji nukleotydowej genu 16S rRNA ustalono
pozycje rodzajowa szczepu K3.22, wyizolowanego z brodawek korzeniowych
koniczyny czerwonej (Trifolium pratense L. cv. Dajana). Stwierdzono, ze wykazuje on
najwigksze podobienstwo sekwencji 16S rDNA do sekwencji tego genu bakterii

rodzaju Rhizobium. Jednoczesnie sekwencja genu 16S rRNA szczepu K3.22 byla w
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100% identyczna z sekwencjg referencyjnego szczepu Rhizobium pisi DSM 30132,
Wielolokusowa analiza pordownawcza sekwencji 6 genéw metabolizmu podstawowego
(atpD, dnaK, gInA, gyrB, rpoB i recA) potwierdzita taksonomiczng pozycj¢ badanego
mikrosymbionta koniczyny czerwonej, co pozwolito na zaklasyfikowanie tego izolatu
do gatunku Rhizobium pisi.

W oparciu o analiz¢ sekwencji nukleotydowych genoéw nodA, nodB, nodC i
nodD R. pisi DSM 30132 i szczepu K3.22 ustalona zostata historia ewolucyjna genow
symbiotycznych tych bakterii. Na filogramach tych genéw badane szczepy utworzyty
odrebne monofiletyczne grupy. R. pisi DSM 30132 utworzyt wspdlne grono z
bakteriami reprezentujacymi gatunki Rhizobium leguminosarum sv. viciae i Rhizobium
fabae. Natomiast izolat K3.22 zgrupowat si¢ ze szczepami Rhizobium leguminosarum
sv. trifolii. Uzyskane wyniki wskazuja, ze geny symbiotyczne mikrosymbionta K3.22
zostaty nabyte na drodze transferu genow od szczepu R. leguminosarum sv. trifolii.
Badania dotyczace zakresu gospodarza roslinnego szczepdéw K3.22 i R. pisi DSM
30132 ujawnity roznice specyficznosci procesu brodawkowania. Izolat K3.22 tworzyt
efektywne uktady symbiotyczne z dwiema odmianami koniczyny (bialg i czerwong),
grochem 1 niektorymi odmianami fasoli. Nie byl natomiast zdolny do wchodzenia w
symbioz¢ z wyka. W przypadku R. pisi DSM 30132 stwierdzono efektywne w
wigzaniu azotu brodawki na wyce, grochu i wszystkich badanych odmianach fasoli.
Szczep ten nie tworzyl lub tworzyt pseudobrodawki na biatej 1 czerwonej koniczynie.

Analiza cech fenotypowych K3.22 i R. pisi DSM 30132 wykazata niewielkie
roznice wlasciwosci metabolicznych 1 tolerancji na antybiotyki u badanych szczepow.
Na podstawie uzyskanych rezultatow izolat z koniczyny czerwonej zostat
sklasyfikowany do gatunku R. pisi. Jednocze$nie w oparciu o analiz¢ sekwencji
nukleotydowych genéw symbiotycznych zaliczono go do nowego symbiowaru

trifolii”.

P12. Palusinska-Szysz M., Zdybicka-Barabas A., Cytrynska M., Wdowiak-Wrébel
S., Chmiel E., Gruszecki W.I., 2015. Analysis of cell surface alterations in Legionella
pneumophila cells treated with human apolipoprotein E, Pathogens and Disease, 73,
1-8. (IF=2.403; MNiSW-25 pkt)

Badania dotyczyty zdolnos$ci ludzkiej apoliporoteiny E (apoE) do interakcji z
komorkami Legionella pneumophila. Ludzka apoE odpowiada migdzy innymi: za
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regulacje funkcji ptytek krwi, apoptoze, stres oksydacyjny, a takze uczestniczy w
modulowaniu odpowiedzi zapalnej. Wystepuje ona w trzech izoformach — apoE2,
apoE3 i apoE4. W badaniach wykorzystano izoforme¢ 4 apoliproteiny E. Jest ona
gléwnym genetycznym czynnikiem ryzyka wystgpienia choroby Alzheimera oraz
sprzyja rozwojowi arteriosklerozy. Stwierdzono roéwniez, ze apoE4 bierze udzial w
indukcji cytokin prozapalnych (IL-6 oraz TNF-a), odpowiedzialnych za reakcje na
zakazenie bakteriami rodzaju Legionella. Przy zastosowaniu metody SDS-PAGE
wykazano, ze apoE moze wchodzi¢ w interakcje z LPS L. pneumophila. Technika
FTIR ujawnita, ze interakcja ta moze zachodzi¢ na skutek odzialywan estrowej grupy
karbonylowej lipopolisacharydu L. pneumophila z apoE4. Wykorzystanie mikroskopii
sit atomowych (AFM) wykazato, ze w wyniku interakcji LPS z apoE4 dochodzi do
zmian topografii powierzchni komoérki 1 wihasciwosci mechanicznych komorek L.
pneumophila. Zmiany wywotane przez apoE4 prawdopodobnie utrudniaja wnikanie

patogenu do komorek gospodarza.

Prace przegladowe

P13. Matek W., Wdowiak-Wrobel S., Kalita M., Swiecicka ., Studzinska B., 2005.
W poszukiwaniu koncepcji gatunku bakteryjnego, Postepy Mikrobiologii, 44, 323-
328. (IF-brak; MNiSW-4 pkt)

P14. Matek W., Wdowiak-Wrobel S., Kalita M., Szlachetka M., 2008. Dylematy z
koncepcja i definicjg gatunku bakteryjnego, Postepy Mikrobiologii, 47, 177-182. (IF-
brak; MNiSW-4 pkt)

P15. Malek W., Wdowiak-Wrobel S., Kalita M., Studzinska B., Szlachetka M.,
Bartoszcze M., Gryko R., 2007. Wyspy patogennosci, Medycyna Weterynaryjna, 63,
1026-1029. (IF-0.18; MNiSW-10 pkt)

Plany na przyszlos¢

W najblizszym czasie moje badania naukowe be¢dg skupialy si¢ na uzyskaniu
mutantéw w genie acdS i poréwnaniu wlasciwosci promujacych wzrost i rozwoj roslin
u szczepow dzikich i mutantow w uktadach symbiotycznych z ro§linami. Pozwola one
na zbadanie wptywu enzymu - ACC deaminazy na wzrost i rozwdj roslin w

warunkach stresowych.
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Dodatkowo planuje badania dotyczace biordznorodnos$ci genetycznej i
wlasciwos$ci promujgcych wzrost i rozwdj roslin, izolatow z brodawek korzeniowych
ro§lin chronionych pochodzacych z terenéw kserotermicznych potudniowo-
wschodniej Polski. W przysztosci, badane szczepy moga by¢ wykorzystane jako
szczepionki bakteryjne wplywajgce korzystnie na rozwéj roslin chronionych lub
zagrozonych.

Planuj¢ réwniez rozszerzenie badan na bakterie endofityczne, takie jak
Methylobacterium, Ochrobactrum, czy Pantoea, ktore zostaty pozyskane w trakcie

izolacji szczepow ryzobiowych z brodawek roslin chronionych.

6. Podsumowanie

* M¢j dorobek naukowy po uzyskaniu stopnia doktora obejmuje wspotautorstwo w 18
pracach oryginalnych opublikowanych w czasopismach znajdujacych si¢ w bazie
JCR. Jestem wspétautorem 4 prac przegladowych oraz 33 komunikatéw
konferencyjnych. Na konferencjach migdzynarodowych bylo prezentowane 14
komunikatow.

* Laczny IF siedmiu prac wiaczonych do osiagnigcia naukowego wynosi 9,682, a
suma punktow MNiISW: 135. Sumaryczny IF prac wynosi 38,27, a suma punktow
MNISW 461. Wg bazy Web of Science (WOS) prace byly cytowane 42 razy (bez
autocytowan).

* W ramach dzialalno$ci naukowej bytam wykonawca lub gtownym wykonawca w
pieciu zrealizowanych projektach badawczych finansowanych przez MNiSW i NCN
oraz kierownikiem i gtdéwnym wykonawca grantu przyznanego przez Prorektora
UMCS d/s Badan i Wspotpracy Miedzynarodowej (zal. 3.1LI).

* Wykonalam dwie ekspertyzy na zamowienie (w jednej bytam wykonawca, w drugie;j
kierownikiem).

* Wspotpracowalam z naukowcami z krajowych osrodkéw badawczych, ktore
zaowocowaly publikacjami.

* Wykonatam recenzje manuskryptow prac dla redakcji czasopism naukowych: Polish

Journal of Microbiology oraz Symbiosis (7 recenzji).
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Podsumowanie  pracy  dydaktycznej, organizacyjnej i  dzialalnosci

popularyzatorskiej

W ramach zaje¢ dydaktycznych prowadzitam c¢wiczenia z mikrobiologii,
mikrobiologii lekarskiej dla studentow biologii, biotechnologii, ¢wiczenia dla
studentéw chemii §rodkow bioaktywnych i kosmetykow, a takze zajecia mikrobiologia
z genetyka dla studentéw studiow podyplomowych. Prowadz¢ rowniez zajecia z
mikrobiologii i mikrobiologii lekarskiej dla studentéw z programu Erasmus.
Uczestniczylam w przygotowaniu programow zaje i skryptu do zajec z mikrobiologii
i mikrobiologii lekarskiej.

Odpowiadam za planowanie badan i uczestniczg w pracach do$wiadczalnych
studentéw mikrobiologii i biotechnologii w ramach zaje¢ pracowni specjalizacyjnej i
magisterskiej. Bytam opiekunem naukowym studentéw wykonujacych eksperymenty
do prac magisterskich (18), promotorem (12) i recenzentem prac licencjackich (18).
Bylam opiekunem roku studentéw kierunku biotechnologia. Jestem egzaminatorem
Wydzialowej Komisji Rekrutacyjnej dla doboru studentéw na I rok 1I° studiow dla
kierunku biotechnologia.

Bralam czynny udzial w wydarzeniach promujacych UMCS i
popularyzujacych uczelnie, takich jak: V Lubelski Festiwal Nauki, Dni Drzwi
Otwartych Wydziatu Biologii i Biotechnologii UMCS oraz Nocy Biologow. Bratam
udzial i wehodzitam w sklad komitetu organizacyjnego Polskiego Kongresu Genetyki
w 2010 roku. Pelnie funkcje sekretarza Polskiego Towarzystwa Genetycznego Oddzial

w Lublinie i biore udzial w organizacji spotkan naukowych pod patronatem PTG.
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