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z rodzaju Bradyrhizobium metodg hybrydyzacji DNA-DNA”
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Promotor: prof. dr hab. Wanda Matek
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Wydziat Biologii i Biotechnologii, Uniwersytet Marii Curie-Sktodowskiej w Lublinie

Promotor: prof. dr hab. Wanda Matek
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4. Omowienie osiggnieé, o ktorych mowa w art. 219 ust. 1 pkt. 2 Ustawy

Osiggniecie naukowe stanowi cykl 5 artykutow naukowych opublikowanych w latach
2017 — 2020 i powigzanych tematem:

Filogeneza molekularna bakterii zasiedlajgcych brodawki korzeniowe
wybranych gatunkéw roslin plemienia Genisteae z rodziny Fabaceae

W sktad osiggniecia naukowego wchodzg nastepujgce publikacje:

A1. Kalita, M.*, Matek, W. (2017) Molecular phylogeny of Bradyrhizobium bacteria
isolated from root nodules of tribe Genisteae plants growing in southeast Poland.
Systematic and Applied Microbiology 40, 482-491.

IF2017 = 3.899; punkty MNiSWy3,¢7; = 35

A2. Kalita, M.*, Matek, W. (2019) The ftsA gene as a molecular marker for
phylogenetic studies in Bradyrhizobium and identification of Bradyrhizobium
Japonicum. Journal of Applied Genetics 60, 123-126.

IF2013 = 1.725; punkty MNiSWyj19 = 70

A3. Wojcik, M., Kalita, M.*, Matek, W. (2019) Numerical analysis of phenotypic
properties, genomic fingerprinting, and multilocus sequence analysis of
Bradyrhizobium strains isolated from root nodules of Lembotropis nigricans of the tribe
Genisteae. Annals of Microbiology 69, 1123-1134.

IF201s = 1.431; punkty MNiSWyp19 = 70

A4. Kalita, M.*, Matek, W. (2019) Root nodules of Genista germanica harbor
Bradyrhizobium and Rhizobium bacteria exchanging nodC and nodZ genes.
Systematic and Applied Microbiology https://doi.org/10.1016/j.syapm.2019.126026
IF2013 = 2.808; punkty MNiSWyy19 = 100
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A5. Kalita, M.*, Matek, W., Coutinho, T. (2020) Putative novel Bradyrhizobium and
Phyllobacterium species isolated from root nodules of Chamaecytisus ruthenicus.
Systematic and Applied Microbiology https://doi.org/10.1016/j.syapm.2020.126056
IF201s = 2.808; punkty MNiSW2p19 =100

* autor korespondencyjny

taczny wspoétczynnik oddziatywania (IF) ww. publikacji zgodnie z rokiem
opublikowania (dla publikacji z roku 2019 i 2020 podano IF za rok 2018):
12.671
Suma punktéw MNiSW za ww. publikacje zgodnie z rokiem opublikowania:
375

4.1. Omoéwienie celu naukowego ww. prac i osiggnietych wynikéw

4.1.1. Wprowadzenie

Biologiczne wigzanie azotu atmosferycznego (N2) jest gtdwnym sposobem
wprowadzania tego pierwiastka w formie zredukowanej do wielu ekosystemow.
W rolnictwie proces ten jest nieocenionym, odnawialnym zrédtem azotu. W trakcie
rozwoju ewolucyjnego tylko ograniczona liczba organizmoéw, nalezgcych do domen
Bacteria i Archaea, nabyta zdolnos¢ do przeksztatcania N2 do formy zredukowane.
Organizmy te okresla sie wspolnym mianem diazotrofow. Ich zdolnos¢ do wigzania
azotu czgsteczkowego zwigzana jest z obecnoscig w ich komoérkach kompleksu
enzymatycznego nitrogenazy [12]. Sposrdéd mikroorganizmdéw zdolnych do wigzania
azotu atmosferycznego, tylko nieliczna grupa, nazywana potocznie ryzobiami, moze
przeprowadza¢ ten proces w uktadzie symbiotycznym z roslinami bobowatymi
(Fabaceae), w specjalnych strukturach — brodawkach korzeniowych, a w nielicznych
przypadkach w brodawkach zlokalizowanych na todydze. Wedtug r6znych szacunkow,
ilos¢ azotu wprowadzona do gleby w wyniku symbiozy ryzobiéw z roslinami
bobowatymi moze stanowi¢ od 30 do nawet 50% catkowitej ilosci azotu zwigzanego
przez wszystkie organizmy diazotroficzne. Znaczacy udziat symbiozy ryzobiow
z roslinami bobowatymi w globalnym obiegu azotu przyczynit sie do wzrostu

zainteresowania zaréwno samym mechanizmem symbiotycznej interakcji jak
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i partnerami biorgcymi w nim udziat, tj. makrosymbiontem — rosling i mikrosymbiontem
— bakterig [16,20].

Do wczesnych lat 80-tych XX wieku, wszystkie gatunki bakterii brodawkowych
klasyfikowano do jednego rodzaju, tj. Rhizobium. Wedtug aktualnej klasyfikaciji,
bakterie zdolne do wigzania azotu w symbiozie z roslinami bobowatymi nalezg do 20
rodzajow, z czego 16 - Agrobacterium, Allorhizobium, Aminobacter, Azorhizobium,
Bradyrhizobium,  Devosia, = Mesorhizobium,  Methylobacterium,  Microvirga,
Neorhizobium, Ochrobactrum, Pararhizobium, Phyllobacterium, Rhizobium, Shinella
oraz Ensifer (synonim Sinorhizobium), nalezy do klasy Alphaproteobacteria, a cztery
pozostate — Cupriavidus, Herbaspirillum, Paraburkholderia i Trinicia do klasy
Betaproteobacteria [15].

Do konca roku 2019 opisano 180 gatunkow ryzobiow [15] a lista ta wydaje sie
by¢ otwarta, tym bardziej, ze do tej pory scharakteryzowano mikrosymbionty
pochodzgce tylko z okoto 25% gatunkow roslin bobowatych [19]. Na przyktad sposrod
ponad 600 gatunkow roslin plemienia Genisteae, jednego z najliczniejszych plemion
rodziny Fabaceae, pod katem bakterii zasiedlajgcych brodawki korzeniowe
przebadano tylko 78 gatunkow [14], z czego pieC to gatunki, ktorych symbionty byty

przedmiotem badan w pracach stanowigcych prezentowane osiggniecie naukowe.

W badaniach taksonomicznych i filogenetycznych bakterii brodawkowych stosuje
sie szeroki zakres metod, poczgwszy od technik obejmujgcych badanie cech
fenotypowych, poprzez techniki stuzgce badaniu stopnia zréznicowania genetycznego
analizowanej populacji bakterii do analizy porownawczej sekwencji genu kodujgcego
rRNA matej podjednostki rybosomu (16S rRNA), gendw metabolizmu podstawowego
bakterii oraz genow symbiotycznych, ktérych produkty zaangazowane sg
W nawigzanie oddziatywania o charakterze symbiozy miedzy bakterig a rosling, jak

i W sam proces wigzania azotu atmosferycznego.
Sekwencja genu 16S rRNA w badaniach taksonomicznych

Analiza poréwnawcza sekwencji nukleotydowej 16S rDNA pozwala na ustalenie
pozycji rodzajowej badanych szczepow bakteryjnych. Ogolnie przyjetym kryterium
klasyfikacji bakterii do tego samego rodzaju jest stopien podobienstwa sekwencji genu
16S rRNA badanej bakterii do sekwencji gatunkow referencyjnych réwny lub wyzszy
niz 94.5% [18]. Wysoki stopien konserwatywnosci sekwencji 16S rDNA, ktory miedzy
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innymi wykazatem w przypadku bakterii bedgcych przedmiotem moich badan, nie
pozwala na wskazanie takiej granicznej wartosci stopnia podobienstwa tego markera
miedzy badanymi bakteriami, powyzej ktérego mozna by uznac je za przedstawicieli
tego samego gatunku. Obecnie stosowana wartos¢ 98.7% moze by¢ uzywana jako
kryterium negatywne co oznacza, ze jesli dwa szczepy wykazujg stopien
podobienstwa sekwencji 16S rDNA nizszy od wspomnianego, to reprezentujg dwa
odrebne gatunki bakterii [18]. Majgc na uwadze to, ze wymienione wczesniej wartosci
94.5% oraz 98.7% stopnia podobienstwa sekwencji 16S rDNA zostaty ustalone na
podstawie sekwencji dostepnych w bazach danych dla opisanych gatunkéw, mogg one
z czasem ulec zmianie wraz ze wzrostem ilosci informacji pochodzacej na przyktad

z sekwencjonowania caty genomoéw bakteryjnych.
Analiza MLSA w badaniach filogenetycznych bakterii

Zastosowanie w analizach filogenetycznych bakterii sekwencji gendow
kodujgcych biatka, ktore sg na tyle konserwatywne, ze pozwalajg grupowac szczepy
nalezgce do jednego gatunku we wspolne grona, a jednoczesnie sg na tyle
zroznicowane, ze umozliwiajg szczepom gatunkow blisko spokrewnionych tworzyc¢
odrebne grupy na drzewach filogenetycznych, jest powszechnie stosowanym
podejsciem w badaniach populacji bakterii brodawkowych. W tego typu analizach
wykorzystuje sie najczesciej sekwencje tzw. genéw rdzeniowych, inaczej nazywanych
genami metabolizmu podstawowego do ktérych nalezy m.in. gen atpD, kodujgcy jedng
z podjednostek ATPazy, dnaK kodujgcy jedno z biatek szoku cieplnego, glnl/l kodujgcy
syntetaze glutaminowa, gyrB kodujgcy gyraze DNA, recA kodujgcy rekombinaze oraz
rpoB kodujgcy podjednostke polimerazy RNA. Analiza potgczonych sekwenciji kilku
takich gendéw, tzw. MLSA (Multilocus Sequence Analysis) pozwala na ustalanie pozycji
gatunkowej badanych szczepdw bakteryjnych jak i na wyodrebnianie linii
filogenetycznych mogacych reprezentowa¢ nowe gatunki.

Sekwencje gendéw nod i nif w badaniach bakterii brodawkowych

W badaniach nad zréznicowaniem i filogenezg organizméw diazotroficznych
wykorzystywane sg sekwencje gendw kodujgcych kompleks enzymatyczny
nitrogenazy (geny nif). Z kolei geny symbiotyczne nod, ktérych produkty biorg udziat
w syntezie chitooligosacharydow, tzw. czynnikéw Nod, niezbednych w procesie infekcji
rosliny i tworzeniu brodawki, sg cechg charakterystyczng tylko dla ryzobiow.
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Ich analiza filogenetyczna ujawnia w wielu przypadkach odmienng historie ewolucyjng
niz omowione w poprzednim paragrafie geny metabolizmu podstawowego. Geny
symbiotyczne zlokalizowane sg na elementach genetycznych, potencjalnie zdolnych
do przenoszenia sie miedzy mikroorganizmami. U wiekszosci ryzobiow tymi
elementami sg plazmidy oraz tzw. wyspy symbiotyczne zlokalizowane na
chromosomie a opisane np. u Mesorhizobium loti i Bradyrhizobium japonicum.
Niektére sposrod genow nod, takie jak nodABCD, nazywane genami wspolnymi,
obecne sg u zdecydowanej wiekszosci ryzobiow i biorg udziat w syntezie podstawowej
struktury czynnika Nod. Pozostate (np. nodZ, nodH), ktérych produkty odpowiadajg za
przytgczanie roznych podstawnikdow do czynnikow Nod, zidentyfikowano tylko
u niektorych gatunkéw. Analiza porownawcza sekwencji gendw wspoélnych nod
ujawnia ich wysoce konserwatywng nature, sugerujgc ich monofiletyczne pochodzenie
i mozliwe rozprzestrzenienie sie drogg transferu horyzontalnego [6]. Struktura
czynnikdw Nod ma duze znaczenie w zakresie gospodarza roslinnego z jakim dany
szczep ryzobiowy tworzy symbioze. Pod tym wzgledem miedzy ryzobiami istniejg
znaczne roznice, tzn. szczepy tworzgce brodawki na tej samej roslinie mogg naleze¢
do odlegtych filogenetycznie grup ryzobiéw i odwrotnie, gatunki blisko spokrewnione
mogg infekowac rézne rosliny. Analiza filogenetyczna gendw symbiotycznych jest
podstawg przy wyodrebnianiu symbiowaréw, czyli wariantbw symbiotycznych
ryzobiow — grup bakterii brodawkowych nalezgcych czesto do réznych gatunkéw,
natomiast charakteryzujgcych sie wysokim stopniem podobienstwa sekwencji genow
nod i nif oraz zblizonym zakresem gospodarza roslinnego, z ktérym tworzg efektywng

symbioze [13].

4.1.2. Cel badan

Prowadzone przeze mnie badania miaty na celu:

- ustalenie pozycji taksonomicznej oraz pokrewienstwa filogenetycznego bakterii
wyizolowanych z brodawek korzeniowych pieciu gatunkow roslin bobowatych
nalezgcych do plemienia Genisteae - Genista germanica (janowiec ciernisty),
Chamaecytisus ratisbonensis (szczodrzeniec rozestany), Cytisus scoparius
(zarnowiec miotlasty), Chamaecytisus rurhenicus (szczodrzeniec ruski)

i Lembotropis nigricans (szczodrzyk czerniejgcy);
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- ustalenie pokrewienstwa symbiotycznego badanych szczepdw poprzez analize
sekwencji gendw nod i nif oraz poréwnanie filogenezy gendéw metabolizmu
podstawowego i genéw symbiotycznych w celu wykazania ich ewentualnego

transferu horyzontalnego;

- rozwiniecie analizy filogenetycznej bakterii rodzaju Bradyrhizobium poprzez
zastosowanie nowego markera umozliwiajgcego roéznicowanie gatunkow tego
rodzaju bakterii brodawkowych (cel ten przyjgtem w oparciu o wyniki moich
wczesniejszych badan oraz opublikowanych doniesien innych autorow wyraznie
wskazujgcych, ze dominujgcym rodzajem identyfikowanym wsréd bakterii
izolowanych z brodawek korzeniowych roslin plemienia Genisteae sg wtasnie

bradyryzobia a w szczegdlnosci gatunek Bradyrhizobium japonicum).

4.1.3. Osiagniete wyniki

A1. Kalita, M., Matek, W. (2017) Molecular phylogeny of Bradyrhizobium
bacteria isolated from root nodules of tribe Genisteae plants growing in
southeast Poland. Systematic and Applied Microbiology 40, 482-491.

Wyniki zaprezentowane w powyzszej publikacji zostaty uzyskane w trakcie
realizacji projektu pt. ,Genetyka ewolucyjna bakterii tworzacych ukfady symbiotyczne
z roslinami plemienia Genisteae rosngcymi w Polsce”, ktorego bytem kierownikiem.
Projekt byt finansowany przez MNiSW w ramach konkursu luventus Plus.

Badaniami objeto 16 szczepdw bakteryjnych wyizolowanych z brodawek
korzeniowych czterech gatunkéw roslin plemenia Genisteae rosngcych w potudniowo
wschodniej Polsce — Genista germanica (janowiec ciernisty), Genista tinctoria
(janowiec barwierski), Chamaecytisus ratisbonensis (szczodrzeniec rozestany)
i Cytisus scoparius (zarnowiec miotlasty). W badaniach zastosowano powszechnie
przyjete podejscie w badaniach taksonomicznych i filogenetycznych bakterii
brodawkowych, czyli analize porownawczg sekwencji 16S rDNA, sekwencji genow
kodujgcych biatka oraz analize genow symbiotycznych.

Analiza poréwnawcza sekwencji 16S rDNA badanych izolatow z sekwencjami
dostepnymi w publicznej bazie danych GenBank pozwolita na zaklasyfikowanie
mikrosymbiontow roslin  plemienia Genisteae do rodzaju Bradyrhizobium.

Jednoczesnie ustalono bardzo wysoki stopien konserwatywnosci sekwencji 16S rDNA
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miedzy badanymi szczepami. Wszystkie izolaty brodawkowe wykazywaty 99.6 — 100%
podobienstwo sekwencji nukleotydowej genu 16S rRNA a roznice dotyczyty zaledwie
pieciu nukleotydow na 1238 porownywanych pozycji w analizowanej sekwenciji.
Podobny stopien podobienstwa sekwencji genu 16S rRNA (>99.5%) badane szczepy
wykazywaty do kilku gatunkow referencyjnych: Bradyrhizobium japonicum,
Bradyrhizobium  liaoningense,  Bradyrhizobium  ottawaense,  Bradyrhizobium
canariense. Na drzewie filogenetycznym skonstruowanym w oparciu o sekwencje 16S
rDNA badanych izolatow i szczepow referencyjnych, mikrosymbionty roslin plemienia
Genisteae, poza dwoma wyjgtkami, utworzyly wspdlng grupe ze szczepem
Bradyrhizobium japonicum USDA6'. Dwa izolaty z brodawek korzeniowych
Chamaecytisus ratisbonensis utworzyly wspolne grono z innymi gatunkami -
Bradyrhizobium canariense i Bradyrhizobium lupini. Doktadna analiza sekwencji
nukleotydowej 16S rDNA wykazata, Zze wspomniane dwa mikrosymbionty
Chamaecytisus ratisbonensis rdznity sie od pozostatych polskich izolatow dwoma
pozycjami nukleotydowymi, w ktorych to pozycjach byly identyczne z sekwencjami
Bradyrhizobium canariense i Bradyrhizobium lupini. Biorgc pod uwage wysoki stopien
konserwatywnosci sekwencji 16S rDNA, w dalszych etapach badan wykorzystano
sekwencje kodujgce biatka i niosgce wiecej informaciji filogenetycznej.

Analiza pojedynczych sekwencji genow atpD, ginll i recA, jak réwniez analiza
MLSA w oparciu o potgczone sekwencje tych markeréw jednoznacznie wykazata
przynalezno$¢ badanych szczepéw do gatunku Bradyrhizobium japonicum. Badane
mikrosymbionty roslin plemienia Genisteae wykazywaty wzgledem siebie stopien
podobienstwa sekwencji potgczonych trzech genéw na poziomie 99% — 100% a do
czterech szczepdw reprezentujgcych Bradyrhizobium japonicum — 97.9% — 100%.
Na drzewie filogenetycznym skonstruowanym w oparciu o potgczone sekwencje trzech
analizowanych genow, wszystkie badane szczepy utworzyty wspolne grono
z czterema wigczonymi do analizy szczepami referencyjnego gatunku Bradyhizobium
Japonicum. Grupa ta byta wyraznie odrebna w stosunku do pozostatych gatunkow
rodzaju Bradyrhizobium i charakteryzowata sie wysokim (99%) wspoétczynnikiem
bootstrap, szeroko stosowanym w analizach filogenetycznych w celu statystycznego
poparcia dla tworzonych przez analizowane sekwencje wspoélnych grup na drzewach
filogenetycznych.

W omawianym artykule przedyskutowana zostata kwestia doboru markerow
filogenetycznych, ich rézny stopien konserwatywnosci i jaki ma to wptyw na
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grupowanie sie badanych szczepdw na drzewie filogenetycznym, a co za tym idzie na
ustalenie ich pokrewienstwa. Na przyktad, analiza bioinformatyczna sekwencji genow
uzytych w opisywanych badaniach wykazata, ze najwiecej miejsc informatywnych
filogenetycznie niesie sekwencja genu ginll a najmniej — atpD, co miato wptyw na
wyniki analizy filogenetycznej kilku blisko spokrewnionych gatunkéw rodzaju
Bradyrhizobium i ich rézne grupowanie sie na drzewach pojedynczych gendw
(niezgodnos¢ filogenetyczna). Wyniki swoich analiz przedyskutowatem z rezultatami
opublikowanymi przez innych autorow wykazujgc, ze roznice w pozycjonowaniu
badanych szczepdw na drzewach filogenetycznych skonstruowanych w oparciu
o potgczone sekwencje kilku genow wynikajg z doboru tych markeréw do badan.

Wyniki analizy filogenetycznej gendow symbiotycznych nodC, nodZ i nifH daty
jednoznaczng informacje wskazujgcg na przynaleznos¢ wszystkich badanych
mikrosymbiontow roslin plemienia Genisteae do symbiowaru genistearum.
Podobienstwo miedzy sekwencjami badanych gendw polskich szczepow
a referncyjnymi ryzobiami nalezgcymi do symbiowaru genistearum i tworzgcymi uktady
symbiotyczne z innymi roslinami plemienia Genisteae wynosito 90% — 99.2% (nodC),
88.9% - 96.9% (nodZ) oraz 93.5% - 98.7% (nifH) i byto wyrazZnie wyzsze od stopnia
podobienstwa sekwencji tych gendw miedzy szczepami symbiowaru genistearum
a pozostatymi bradyryzobiami, ktore nie tworzg brodawek korzeniowych na roslinach
plemienia Genisteae (nodC - od 77.9% do 82%, nodZ — od 77.5% do 80.7% i nifH -
od 87.1% do 88.8%). Na drzewach filogenetycznych wszystkich trzech gendéw
symbiotycznych, polskie izolaty tworzyty wspolng grupe z bradyryzobiami symbiowaru
genistearum, ktéra byta wyraznie odrebna w stosunku do pozostatych szczepow
Bradyrhizobium i charakteryzowata sie w kazdym z trzech przypadkow maksymalnym
(100%) wspotczynnikiem poparcia boostrap.

Wyniki przeprowadzonych analiz wskazaty na zgodnos$¢ filogenezy gendw
rdzeniowych i symbiotycznych badanej grupy bakterii, co z kolei sugeruje ograniczenie
zjawiska horyzontalnego transferu genéw do blisko spokrewnionych bakterii.
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A2. Kalita, M., Matek, W. (2019) The ftsA gene as a molecular marker for
phylogenetic studies in Bradyrhizobium and identification of Bradyrhizobium
Japonicum. Journal of Applied Genetics 60, 123-126.

Czes¢ wynikdw opisana w powyzszej publikacji zostata uzyskana w trakcie
realizacji projektu pt. ,Genetyka ewolucyjna bakterii tworzacych ukfady symbiotyczne
z roslinami plemienia Genisteae rosngcymi w Polsce”, ktorego bytem kierownikiem.
Projekt byt finansowany przez MNiSW w ramach konkursu luventus Plus.

Wyniki moich wczesniejszych badan jaki i doniesienia innych autorow
wskazywaty, ze bakterie rodzaju Bradyrhizobium dominujg wsrod izolatow z brodawek
korzeniowych roslin plemienia Genisteae. Analiza filogenetyczna sekwencji genu 16S
rRNA jak i wiekszosci genow metabolizmu podstawowego ujawnia istnienie dwdch
supergrup W obrebie rodzaju Bradyrhizobium — supergrupy B. japonicum
i spokrewnionych z nim gatunkow oraz supergrupy B. elkanii i gatunkéw wykazujgcych
bliskie pokrewienstwo z tym taksonem [11]. Moje poprzednie analizy pokazaty, ze
wszystkie ~ mikrosymbionty  przebadanych roslin Genisteae  rosngcych
w Polsce infekowane sg szczepami nalezgcymi do B. japonicum. Podjatem probe
opracowania metody badan filogenetycznych bradyryzobiéw opartej na nowym
markerze, niestosowanym do tej pory w filogenezie bakterii brodawkowych, ktory
pozwolitby na rownie dobre réznicowanie opisanych gatunkow bradyryzobiow jak
stosowane z powodzeniem sekwencje gendéw rdzeniowych, a jednoczesnie posiadatby
unikalne cechy dla gatunku B. japonicum (lub gatunkéw z supergrupy B. japonicum),
pozwalajgce na jego szybkg identyfikacie w populacji badanych bakterii
brodawkowych. Swoje poszukiwania zawezitem do genow kodujgcych biatka
uczestniczagce w podziale komorki bakteryjnej, a analizy bioinformatyczne
z wykorzystaniem dostepnych sekwencji genoméw gatunkow rodzaju Bradyrhizobium
pozwolity mi na ostateczny wybor sekwencji genu ftsA. Zaprojektowatem startery do
reakcji PCR i przetestowatem je z wykorzystaniem DNA szczepdw referencyjnych
rodzaju Bradyrhizobium bedacych w kolekcji Katedry Genetyki i Mikrobiologii oraz
izolatbw z brodawek korzeniowych roslin plemienia Genisteae opisanych
w poprzedniej publikacji. W reakcji amplifikacji otrzymatem jeden produkt
o oczekiwanej wielkosci, ktory zostat zsekwencjonowany. W analizie filogenetycznej
genu ftsA wykorzystatem rowniez sekwencje pozyskane ze wszystkich genomow
bakterii rodzaju Bradyrhizobium dostepnych w bazach danych. W swoich analizach

wykorzystatem tgcznie 176 sekwencji genu ftsA. Przeprowadzone badania wykazaty
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uzytecznos¢ tego markera w analizach filogenetycznych bakterii rodzaju
Bradyrhizobium. Badane szczepy grupowaty sie na drzewie genu ftsA podobnie jak na
drzewach typowych markeréw filogenetycznych uzywanych w badaniach bakterii
brodawkowych, tj. ginll i recA. Ponadto sekwencja genu ftsA niesie wiecej informaciji
filogenetycznej w poréwnaniu do sekwenciji glnll i recA, co ustalitem zliczajgc pozycje
zmienne i konserwatywne w zestawie dopasowanych sekwencji uzytych
w rekonstrukcji ich filogenezy. Analizujgc polimorfizmy jednonukleotydowe
wykazatem, ze wszystkie szczepy zaliczane do gatunku B. japonicum posiadajg reszte
guaniny w pozycji 561 petnej sekwencji genu ftsA, podczas gdy wszystkie inne gatunki
Bradyrhizobium — reszte cytozyny lub tyminy. Zidentyfikowany polimorfizm dotyczy
trzeciej pozycji 187 kodonu i ma charakter susbstytucji niesynonimicznej.
W kodowanym biatku u przedstawicieli gatunku B. japonicum w pozycji odpowiadajgcej
kodonowi 187 znajduje sie kwas glutaminowy, natomiast u pozostatych gatunkow
rodzaju Bradyrhizobium — kwas asparaginowy. Polimorfizm ten wydaje sie silnie
zakonserwowany w szczepach B. japonicum, czynigc z niego potencjalne narzedzie
do identyfikacji tego gatunku w populacjach badanych bakterii. Przeprowadzone
analizy dostarczyly dodatkowego dowodu potwierdzajgcego przynaleznosc¢
mikrosymbiontow roslin plemienia Genisteae, opisanych na wczesniejszym etapie

moich badan, do gatunku B. japonicum.

A3. Wojcik, M., Kalita, M., Matek, W. (2019) Numerical analysis of
phenotypic properties, genomic fingerprinting, and multilocus sequence
analysis of Bradyrhizobium strains isolated from root nodules of
Lembotropis nigricans of the tribe Genisteae. Annals of Microbiology 69,
1123-1134.

Przed podjeciem badan, ktorych wynikiem jest powyzsza publikacja, w literaturze
naukowej nie byto doniesien o bakteriach izolowanych z brodawek korzeniowych
szczodrzyka czerniejgcego (Lembotropis nigricans). W badaniach taksonomicznych
33 mikrosymbiontéw L. nigricans zastosowano podejscie wielokierunkowe, tgczgce
informacje pochodzacg z analizy cech fenotypowych, polimorfizmu genomowego
badanej populacji bakterii i analizy filogenetycznej. Analiza numeryczna 86 cech
fenotypowych, obejmujacych m.in. wykorzystywanie roznych zwigzkéw jako jedynych

zrédet wegla i azotu, badanie opornosci na antybiotyki, zasolenie i r6zne wartosci pH
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podtoza, pozwolita na wstepne przypisanie badanych szczepéw do rodzaju
Bradyrhizobium. W obrebie populacji badanych szczepéw wykazano duze
zréznicowanie pod wzgledem cech fenotypowych. Na przyktad 11 sposrod 33
badanych izolatow tolerowato 3% zasolenie podtoza, co nie jest cechg typowag dla
referencyjnych gatunkéw Bradyrhizobium. 7 szczepow przezywato w pozywce
o odczynie zasadowym (pH = 10). Kilka opisanych gatunkéw rodzaju Bradyrhizobium
rébwniez posiada te ceche. Mimo zréznicowania fenotypowego badanej populacii
mikrosymbiontow szczodrzyka czerniejgcego, tworzyly one spodjng grupe na
dendrogramie skonstruowanym w oparciu o wszystkie analizowane cechy. Grupa ta
byta blisko spokrewniona z referencyjnymi gatunkami rodzaju Bradyrhizobium,
z ktérymi badane szczepy utworzyly wieksze wspolne grono wyraznie odrebne
w stosunku do bakterii rodzaju Rhizobium, Mesorhizobium czy Ensifer (syn.
Sinorhizobium).

Badania stopnia zr6znicowania genomowego izolatow z brodawek korzeniowych
L. nigricans przeprowadzono z zastosowaniem dwoch technik — BOX-PCR i AFLP.
Pierwsza 2z nich opiera sie na zastosowaniu w reakcji PCR starterow
komplementarnych do sekwencji powtérzonych (sekwencji BOX), rozproszonych
w genomie bakteryjnym. Zaktadajgc, ze nawet w obrebie jednego gatunku mogag
wystepowacd réznice w rozmieszczeniu sekwencji powtorzonych w genomie, metoda
ta umozliwia réznicowanie i identyfikacje szczepéw w badanej populacji. Z kolei
metoda AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism), czyli polimorfizm dtugosci
amplifikowanych fragmentow, opiera sie na réznicach w rozmieszczeniu w genomach
badanych szczepow miejsc rozpoznawanych przez zastosowany enzym restrykcyjny.
Badany DNA poddaje sie cieciu enzymem, nastepnie do powstatych fragmentow
przytgcza sie w reakcji ligacji adapter komplementarny do sekwencji rozpoznawanej
przez endonukleaze i posiadajgcy kilkunastonukleotydowy fragment komplementarny
do sekwencji startera reakcji PCR, stosowanego w kolejnym etapie. Zamplifikowane
fragmenty sg rozdzielane elektroforetycznie (podobnie jak w metodzie BOX-PCR),
a uzyskane wzory DNA poddawane sg analizie numeryczne;.

Obie techniki zastosowane w badaniach polimorfizmu genomowego
mikrosymbiontow szczodrzyka czerniejgcego roznity sie zdolnoscig roznicowania
analizowanych szczepow. Technika AFLP ujawnita istnienie 32 genotypow wsréd 33
badanych szczepow (tylko dwa izolaty posiadaty identyczne wzory DNA), natomiast
przy zastosowaniu techniki BOX-PCR, az jedna trzecia szczepdw posiadata
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identyczne profile DNA. Wyniki analizy numerycznej wzorow DNA przedstawiono w
formie dendrogramoéw, na podstawie ktérych wyselekcjonowano 11 szczepow,
reprezentujgcych rézne genotypy, do dalszych etapéw badan zmierzajgcych do
ustalenia pozycji gatunkowej badanych izolatow.

Analiza poréwnawcza sekwencji genu 16S rRNA mikrosymbiontow szczodrzyka
czerniejgcego, podobnie jak w przypadku izolatbw z brodawek korzeniowych
wczesniej opisanych roslin plemienia Genisteae, wykazata ich bliskie pokrewienstwo
z bakteriami rodzaju Bradyrhizobium. Czes¢ badanych izolatow posiadata identyczng
sekwencje 16S rDNA z sekwencjg szczepu BGA-1 gatunku B. japonicum. Co ciekawe,
typowy szczep B. japonicum USDAB', na drzewie filogenetycznym genu 16S rRNA
zajmowat odrebng gatgz w stosunku do szczepu BGA-1 i badanych izolatow
z brodawek korzeniowych L. nigricans. To kolejny dowdd na powazne ograniczenia
jakimi charakteryzuje sie ten marker w badaniach pokrewienstwa filogenetycznego
bakterii rodzaju Bradyrhizobium.

Do ustalenia najblizej spokrewnionych gatunkoéw rodzaju Bradyrhizobium
Z naszymi szczepami zastosowano analize potgczonych sekwencji czterech gendw tj.
atpD, dnaK, gyrB i rpoB. Mikrosymbionty szczodrzyka czerniejgcego wykazaty
najwyzszy stopien podobienstwa potgczonych sekwencji czterech genow do sekwencji
typowego szczepu gatunku B. japonicum (96.7% — 97.2%), a do sekwencji pozostatych
gatunkow rodzaju Bradyrhizobium stopien podobienstwa zawierat sie w przedziale od
87.7% do 95.3%. Drzewo filogenetyczne skonstruowane w oparciu o potgczone
sekwencje badanych genow wyraznie wskazuje na przynaleznos¢ badanych
szczepow do gatunku B. japonicum, z ktorym to mikrosymbionty L. nigricans utworzyty
wspolng grupe o wysokim wspotczynniku poparcia bootstrap (93%), odrebng
wzgledem pozostatych gatunkéw rodzaju Bradyrhizobium.

A4. Kalita, M., Matek, W. (2019) Root nodules of Genista germanica harbor
Bradyrhizobium and Rhizobium bacteria exchanging nodC and nodZ genes.
Systematic and Applied Microbiology
https://doi.org/10.1016/j.syapm.2019.126026
Czesc¢ wynikow przedstawiona w powyzszej publikacji zostata uzyskana w trakcie
realizacji projektu pt. ,Horyzontalny transfer genéw symbiotycznych miedzy bakteriami
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rodzaju Bradyrhizobium i Rhizobium”, w ktorym bytem kierownikiem, a sam projekt
finansowany byt przez NCN w ramach konkursu Miniatura1.

Niebadana wczesniej populacja bakterii wyizolowanych 2z brodawek
korzeniowych janowca ciernistego (G. germanica) poddana zostata oznaczaniu
stopnia zréznicowania genomowego metodg BOX-PCR oraz analizom
taksonomicznym w oparciu o opisany wczesniej schemat, czyli ustalenie pozycji
rodzajowej bakterii na podstawie analizy poréwnawczej sekwencji 16S rDNA, ustalenie
najblizej spokrewnionych gatunkow z zastosowaniem analizy MLSA oraz okresSlenie
pokrewienstwa symbiotycznego poprzez analize sekwencji genéw nod.

Wstepnie przyjgtem zatozenie, ze bakterie izolowane z brodawek korzeniowych
G. germanica nalezg do rodzaju Bradyrhizobium. Zatozenie to oparte byto na wynikach
moich wczesniejszych badan mikrosymbiontow roslin plemienia Genisteae jak
i licznych doniesieniach innych autoréw, ktore wyraznie wskazywaty, ze bakterie ktore
nie nalezg do rodzaju Bradyrhizobium sg rzadko izolowane z brodawek korzeniowych
wspomnianej grupy roslin, a geograficzna dystrybucja tch bakterii jest ograniczona do
krajow basenu Morza Sroédziemnego [8]. Dlatego interesujgcym okazat sie wynik
analizy porownawczej sekwencji genu 16S rRNA wskazujgcy, ze 6 sposrod 18
przebadanych szczepow nalezy do rodzaju Rhizobium, a pozostate 12 szczepdw do
rodzaju Bradyrhizobium. Na drzewie filogenetycznym genu kodujgcego 16S rRNA
szczepy zidentyfikowane jako bradyryzobia nie tworzyly jednorodnej grupy i byty
rozmieszczone w dwoch gronach, jednym obejmujgcym siedem badanych izolatow
i Bradyrhizobium japonicum USDAGT oraz drugim z piecioma izolatami i referencyjnym
szczepem Bradyrhizobium canariense. Szczepy zaklasyfikowane do rodzaju
Rhizobium roéwniez tworzyty dwa grona, jedno zawierajgce trzy badane izolaty
i referencyjne szczepy Rhizobium leguminosarum oraz drugie, rowniez z trzema
izolatami z brodawek korzeniowych G. germanica i referencyjnymi szczepami
Rhizobium lusitanum, Rhizobium rhizogenes i Rhizobium tropici. Wiecej informacji
o przynaleznosci gatunkowej dostarczyta analiza potgczonych sekwencji pieciu
genow: dnaK-ginll-gyrB-recA-rpoB. Badane szczepy Bradyrhizobium sp. wykazywaty
najwyzszy stopien podobienstwa potgczonych sekwencji analizowanych genow do
sekwencji typowego szczepu Bradyrhizobium japonicum USDAG'T (97.0 — 97.3%),
z ktérym na drzewie filogenetycznym skonstruowanym w oparciu o sekwencje pieciu
gendw tworzyty wspolng grupe przy wspoétczynniku poparcia boostrap wynoszgcym
100%. Dodatkowym potwierdzeniem przynaleznosci badanych bradyryzobiow do
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B. japonicum byt wynik analizy polimorfizmu jednonukleotydowego sekwencji genu
ftsA. Badania te wykazaty, ze tylko szczepy zidentyfikowane jako B. japonicum i
typowy szczep referencyjny tego gatunku posiadajg w 561 pozycji nukleotydowej
sekwencji genu ftsA reszte guaniny. Pozostate gatunki bradyryzobiow posiadajg w tej
pozycji tymine lub cytozyne. Wyniki te potwierdzity uzytecznos¢ analizy sekwencji
genu ftsA w identyfikacji szczepdw gatunku B. japonicum, co zaproponowatem
w jednej z wczesniej omawianych prac.

Pozycja gatunkowa szczepow rodzaju Rhizobium byta jednoznaczna tylko
w przypadku jednej grupy bakterii, ktdére wykazaty stopien podobienstwa potgczonych
sekwencji analizowanych genow na poziomie 99.4% do sekwencji typowego szczepu
Rhizobium leguminosarum USDA2370". Druga grupa badanych izolatow
zaklasyfikowanych do rodzaju Rhizobium wykazata najwyzszy stopien podobienstwa
sekwencji analizowanych gendéw, wynoszacy 96.2 - 96.6%, do szczepu Rhizobium
lusitanum P1-77. Obliczony stopien podobienstwa oraz sposéb grupowania sie tych
szczepow na drzewie filogenetycznym genéw dnaK-glnll-gyrB-recA-rpoB sugeruje, ze
ta grupa trzech szczepéw Rhizobium sp. moze reprezentowa¢ nowy gatunek, blisko
spokrewniony z R. lusitanum.

Interesujgce wyniki otrzymatem analizujgc sekwencje gendéw symbiotycznych
nodC i nodZ. O ile wyniki tej analizy dla szczepéw zaklasyfikowanych do rodzaju
Bradyrhizobium nie byty zaskakujgce i potwierdzity ich spodziewane bliskie
pokrewienstwo ze szczepami symbiowaru genistearum, to rozmieszczenie na
drzewach filogenetycznych sekwencji gendw nodC i nodZ szczepow rodzaju
Rhizobium byto nietypowe. Sekwencje gendéw nodC i nodZ szczepow blisko
spokrewnionych z R. lusitanum zlokalizowaly sie w obrebie grona zawierajgcego
sekwencje szczepdw rodzaju Bradyrhizobium z symbiowaru genistearum, wskazujgc
na zajscie horyzontalnego transferu tych genéw z bakterii rodzaju Bradyrhizobium do
Rhizobium. Mimo, ze zjawisko horyzontalnego transferu genéw symbiotycznych jest
opisywane miedzy bakteriami nalezgcymi do tego samego rodzaju, rzadziej miedzy
rodzajami (np. z Bradyrhizobium do Ensifer, czy z Ensifer do Rhizobium [2,17]),
w literaturze nie byto doniesien o transferze genu nodC z Bradyrhizobium do
Rhizobium. Postawitem hipoteze, ze transfer gendéw nodC i nodZ od naturalnych
mikrosymbiontow G. germanica z rodzaju Bradyrhizobium do szczepow rodzaju
Rhizobium umozliwit tym drugim poszerzenie zakresu gospodarza, z ktorym mogg

tworzy¢ efektywne uktady symbiotyczne. Wyniki testow roslinnych nie potwierdzity
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stusznosci tej hipotezy, poniewaz tylko szczepy Bradyrhizobium byty zdolne do infekcji
i zasiedlenia brodawek korzeniowych G. germanica. Szczepy Rhizobium sp.
pierwotnie wyizolowane z brodawek korzeniowych janowca ciernistego nie daty
pozytywnego wyniku w testach roslinnych z tym gatunkiem sugerujgc, ze inne czynniki,
jak np. lll system sekrecji biatek, czy specyficzne egzopolisacharydy rozpoznawane
przez gospodarza roslinnego sg niezbedne do nawigzania efektywnej symbiozy
z G. germanica.

Na podstawie wynikéw wszystkich omowionych analiz uznatem, ze badane
szczepy Rhizobium nalezg do niesymbiotycznych endofitow zasiedlajgcych brodawki
korzeniowe G. germanica razem z ich naturalnymi mikrosymbiontami, czyli szczepami
rodzaju Bradyrhizobium.

Czes¢ wynikow dotyczagca analizy filogenetycznej genow symbiotycznych
prezentowana byta w formie doniesienia posterowego pt. ,Filogenetyczny dowdd
transferu gendéw symbiotycznych miedzy bakteriami glebowymi rodzaju
Bradyrhizobium i Rhizobium” na Il Ogdélnopolskim Sympozjum Mikrobiologicznym
,Metagenomy Réznych Srodowisk” w roku 2017, za ktére otrzymatem | nagrode.

AS5. Kalita, M., Matek, W., Coutinho, T. (2020) Putative novel
Bradyrhizobium and Phyllobacterium species isolated from root nodules of
Chamaecytisus ruthenicus. Systematic and Applied Microbiology
https://doi.org/10.1016/j.syapm.2020.126056

Szczodrzeniec ruski (Chamaecytisus ruthenicus) jest interesujgcym
przedstawicielem roslin plemienia Genisteae ze wzgledu na to, ze przez Polske
przebiega zachodnia granica wystepowania tego gatunku w Europie, czym rézni sie
od pozostatych roslin wybranych do analiz i opisywanych we wczesniejszych moich
publikacjach. Poza tym, jedyne doniesienia literaturowe na temat bakterii izolowanych
z brodawek korzeniowych Chamaecytisus ruthenicus pochodzg z potudniowego Uralu
[3], czyli potudniowo wschodniej granicy wystepowania tego gatunku.

Filogeneza szczepow wyizolowanych z brodawek korzeniowych szczodrzenca
ruskiego rosngcego w Polsce, zrekonstruowana w oparciu o sekwencje genu 16S
rRNA wykazata, ze nalezg one do dwoch rodzajow bakterii brodawkowych -
Bradyrhizobium i Phyllobacterium. Co ciekawe, zidentyfikowane szczepy rodzaju
Bradyrhizobium nie grupowaty sie na drzewie filogenetycznym genu 16S rRNA
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w obrebie supergrupy B. japonicum, tak jak wszystkie opisane wczesniej bradyryzobia
bedgce mikrosymbiontami roslin plemienia Genisteae rosngcych w Polsce. Szczepy
Bradyrhizobium sp. specyficzne dla C. ruthenicus utworzyty wspoélng grupe z typowym
szczepem gatunku Bradyrhizobium algeriense nalezgcym do supergrupy B. elkanii.
B. algeriense jest mikrosymbiontem rosliny Retama sphaerocarpa nalezgcej do
plemienia Genisteae [1]. Co ciekawe, w tej samie grupie znalazta sie sekwencja
szczepu Bradyrhizobium wyizolowanego z brodawek korzeniowych C. ruthenicus
z potudniowego Uralu.

Po raz pierwszy w swoich badaniach udato mi sie zidentyfikowac wsrod izolatow
z brodawek korzeniowych szczepy nalezace do rodzaju Phyllobacterium, ktére na
drzewie filogenetycznym genu 16S rRNA utworzyty wspoélne grono z referencyjnymi
bakteriami dwodch gatunkdw — Phyllobacterium catacumbae i Phyllobacterium
ifrigiyense. Tylko bakterie drugiego gatunku zostaty wyizolowane z brodawek
korzeniowych, ale z rosliny nienalezgcej do plemienia Genisteae, tj. Astragalus
algerianus [10]. Polskie szczepy sklasyfikowane w rodzaju Phyllobacterium nalezg do
odrebnej grupy filogenetycznej w stosunku do izolatéw z brodawek korzeniowych C.
ruthenicus z potudniowego Uralu, ktore zostaty zidentyfikowane jako Phyllobacterium
trifolii.

Wyniki analizy poréwnawczej sekwenciji trzech genow — atpD, gyrB i recA, oraz
drzewa skonstruowane w oparciu o pojedyncze jak i potgczone sekwencje tych gendw,
dostarczyly dowodow wskazujgcych na to, ze brodawki rosngcego w Polsce
C. ruthenicus sg zasiedlane przez nieopisane do tej pory gatunki rodzaju
Bradyrhizobium i Phyllobacterium. Na drzewie filogenetycznym genow atpD-gyrB-recA
badane bradyryzobia tworzyly wyraznie odrebne, zarowno wzgledem siebie jak
i pozostatych gatunkow Bradyrhizobium, dwie linie filogenetyczne, jedng ztozong z 12
badanych izolatéw i drugg reprezentowang przez pojedynczy szczep. Stopien
podobienstwa potgczonych sekwencji trzech genéw miedzy tymi dwoma grupami
wynosit 94.7% — 95.1%. Badane izolaty rodzaju Bradyrhizobium byty najbardziej
podobne, pod wzgledem analizowanych sekwenciji, do B. algeriense. Dla szczepow
liczniejszej grupy stopien podobienstwa wynosit 94.7% - 95%, a dla pojedynczego
szczepu — 95.6%. Chociaz do wyodrebniania nowych gatunkéw bakteryjnych oficjalnie
nie uzywa sie stopnia podobienstwa sekwencji genow kodujgcych biatka, jak to ma
miejsce w przypadku sekwencji genu 16S rRNA, to wartosci réwne lub nizsze od 97%

byty uzywane przez wielu autorow opisujgcych nowe gatunki rodzaju Bradyrhizobium
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jako wskaznik, ze badane szczepy mogg stanowi¢ odrebny takson, co nastepnie
zostato potwierdzone w analizach hybrydyzacji DNA-DNA lub poprzez poréwnanie
sekwencji kompletnych genomoéw [4,5,7,8,9]. Ustalone przeze mnie wartosci stopnia
podobienstwa sekwencji trzech badanych genow miedzy polskimi izolatami
a najblizej spokrewnionym z nimi szczepem B. algeriense RST89" wyraznie wskazujg
na ich przynaleznos¢ do nowych gatunkow.

Podobne wnioski wyciggnatem z analizy porownawczej sekwencji genéw atpD,
gyrB i recA szczepdw zaklasyfikowanych do rodzaju Phyllobacterium. Polskie izolaty
wykazywaty podobienstwo sekwencji badanych gendéw do odpowiadajgcych im
sekwencji opisanych gatunkow Phyllobacterium w zakresie od 78.2%
(Phyllobactererium salinisoli) do 90.8% (Phyllobacteium ifrigiyense). Na drzewie
filogenetycznym skonstruowanym w oparciu o analizowane geny, badane szczepy
utworzyly odrebng grupe co wskazuje, ze mogg one reprezentowa¢ nowy gatunek
rodzaju Phyllobacterium.

Analiza sekwencji gendw symbiotycznych nodC, nodZ, nifD i nifH miata mi dac
odpowiedz na pytanie, czy szczepy Bradyrhizobium specyficzne dla C. ruthenicus
rosngcego w Polsce nalezg do symbiowaru genistearum, tak jak zidentyfikowane we
wczesniejszych badaniach szczepy B. japonicum izolowane z brodawek korzeniowych
czterech pozostatych roslin plemienia Genisteae, co z kolei wskazywatoby na zajscie
horyzontalnego transferu genéw nod i nif. Alternatywng hipotezg byta przynaleznos¢
polskich izolatow szczodrzenca ruskiego do symbiowaru, do ktérego nalezg bakterie
najblizej spokrewnionego z nimi gatunku B. algeriense. Wyniki przeprowadzonych
badan wykazaty, ze alternatywna hipoteza jest tg wiasciwg. Na drzewach
filogenetycznych wszystkich analizowanych genéw symbiotycznych, badane szczepy
rodzaju Bradyrhizobium tworzyly wspolng grupe z referencyjnymi szczepami gatunkow
B. algeriense, B. valentinum i B. retamae, ktore sg zdolne to nawigzywania
efektywnych interakcji symbiotycznych z roslinami plemienia Genisteae, ale pod
wzgledem filogenezy gendéw nod i nif reprezentujg odrebny wzgledem symbiowaru
genisteraum wariant symbiotyczny bakterii brodawkowych, tj. symbiowar retamae.
Wynik ten jest o tyle ciekawy, ze do tej pory szczepy nalezgce do symbiowaru retamae
izolowano z brodawek ro$lin rosngcych w krajach basenu Morza Srédziemnego, a
szczodrzeniec ruski nie wystepuje w tym regionie. Tym samym opublikowane wyniki
sg pierwszym doniesieniem na temat szerokiego =zasiegu geograficznego

bradyryzobidéw reprezentujgcych ten wariant symbiotyczny.
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Wykorzystujgc startery reakcji PCR specyficzne dla gendéw symbiotycznych
badanych mikrosymbiontow C. ruthenicus z rodzaju Bradyrhizobium, nie udato mi sie
uzyskac produktéw amplifikacji na matrycy DNA szczepow rodzaju Phyllobacterium.
Uznatem, ze badane izolaty Phyllobacterium nie sg naturalnymi mikrosymbiontami
szczodrzenca ruskiego, natomiast bytujgc w ryzosferze tej rosliny mogg zasiedla¢
brodawki korzeniowe przy okazji infekcji zainicjowanej przez efektywne szczepy

Bradyrhizobium.

41.4. Podsumowanie najwazniejszych wynikéw badan opublikowanych
w artykutach stanowigcych osiggniecie naukowe

1. Ustalenie pozyciji filogenetycznej bakterii wyizolowanych z brodawek korzeniowych
trzech gatunkoéw roslin motylkowatych z plemienia Genisteae, ktére wczesniej nie byty
badane pod tym katem, tj. janowca ciernistego (Genista germanica), szczodrzenca
rozestanego (Chamaecytisus ratisbonensis) oraz szczodrzyka czerniejgcego
(Lembotropis nigricans).

2. ldentyfikacja nowych linii filogenetycznych w obrebie rodzajow Bradyrhizobium,
Rhizobium i Phyllobacetrium, ktore moga stanowi¢ nowe, nieopisane gatunki bakterii
wyizolowanych z brodawek korzeniowych.

3. Zastosowanie sekwencji nukleotydowej genu ftsA jako nowego markera
w badaniach filogenetycznych bakterii rodzaju Bradyrhizobium i wykazanie jego
uzytecznosci w identyfikacji szczepow gatunku Bradyrhizobium japonicum.

4. Opisanie po raz pierwszy zjawiska horyzontalnego transferu genu symbiotycznego
nodC miedzy bakteriami rodzaju Bradyrhizobium i Rhizobium.

5. Opisanie szczepdw bedacych przedstawicielami symbiowaru retamae, poza znang

dotychczas geograficzng granicg jego zasiegu.
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5. Informacja o wykazywaniu si¢ istotng aktywnoscig naukowa albo artystycznag
realizowang w wiecej niz jednej uczelni, instytucji naukowej lub instytucji
kultury, w szczegolnosci zagranicznej

Po uzyskaniu stopnia doktora kontynuowatem badania bakterii izolowanych
z brodawek korzeniowych dziko rosngcych roslin plemienia Genisteae. Poniewaz
wszystkie szczepy, ktoére badatem w trakcie wykonywania pracy magisterskiej
i doktorskiej nalezaly do rodzaju Bradyrhizobium i byty blisko spokrewnione
z gatunkiem B. japonicum, zainteresowany bylem wspotpracg z naukowcami
zaangazowanymi w badania tej grupy bakterii symbiotycznych. W 2009 roku
nawigzatem kontakt z dr. Chinnaswamy Appunu z Zaktadu Mikrobiologii Fundaciji
Naukowej M. S. Swaminathan w Indiach. Dr Appunu byt w tym czasie autorem licznych
publikacji dotyczgcych réznorodnosci genetycznej szczepdw gatunku Bradyrhizobium
Japonicum i innych bradyryzobiow izolowanych z brodawek korzeniowych gtownie
roslin  uzytkowych. W wyniku prowadzonej korespondencji elektronicznej,
nawigzaliSmy wspotprace dotyczgcg badan prowadzonych przez dr. Appunu nad
mikrosymbiontami Macroptylum uniflorum — jednym 2z gatunkow ciecierzycy.
Wykorzystujgc doswiadczenie zdobyte w trakcie wykonywania badan zwigzanych
z pracg doktorska, zostatem zaangazowany przy analizie bioinformatycznej sekwencji
nukleotydowych gendéw ginll i recA uzyskanych dla badanych szczepow.
Przeprowadzitem analizy porownawcze z sekwencjami pochodzgcymi z baz danych
oraz przygotowatem zestawienia sekwencji dopasowanych. Wyniki wykonanych
przeze mnie analiz zostaty wtgczone do publikaciji :
AG6. Appunu, C., Ganesan, G., Kalita, M., Kaushik, R., Saranya, B., Prabavathy, V.R.,
Sudha, N. Phylogenetic diversity of rhizobia associated with horsegram [Macrotyloma
uniflorum (Lam.) Verdc.] grown in south india based on ginll, recA and 16S-23S
intergenic sequence analyses (2011) Current Microbiology, 62, 1230-1238.
W zwigzku z tym, ze wkrotce po opublikowaniu powyzszej pracy dr Appunu zmienit
miesce zatrudnienia i model badawczy na trzcine cukrowg, nasza wspoétpraca
naukowa dotyczgca badan filogenetycznych bakterii symbiotycznych roslin
motylkowatych nie byta kontynuowana.

W roku 2011 podjatem wspotprace z dr. Adamem Wasko z Katedry
Biotechnologii, Mikrobiologii i Zywienia Cztowieka Uniwersytetu Przyrodniczego
w Lublinie. Propozycja wspotpracy wyszia od dr. Wasko, ktory dowiedziat sie
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o posiadanym przeze mnie doswiadczeniu w prowadzeniu badan taksonomicznych
bakterii, opartych m.in. na analizie numerycznej elektroforetycznych profili DNA. Nasza
wspotpraca dotyczyta prowadzonych przez dr. Wasko badan nad bakteriami rodzaju
Bifidobacterium. Mojg rolg w realizowanych badaniach byta analiza numeryczna
wynikow rozdziatu elektroforetycznego biatek analizowanych szczepdw bakteryjnych.
Opracowatem wyniki przeprowadzonych analiz w postaci dendrogramu i macierzy
podobienstw miedzy badanymi szczepami. Wyniki te zostaty wtgczone do publikaciji:

A7.Wasko, A., Polak-Berecka, M., Kalita, M. Protein profiles from intact cells as a tool
in Bifidobacterium characteristics (2012) Polish Journal of Microbiology, 61, 305-310.

W roku 2018 nawigzatem wspotprace z prof. Teresg Coutinho z Uniwersytetu
w Pretorii w Republice Potudniowej Afryki. Impulsem do skontaktowania sie z prof.
Coutinho byto ogtoszenie przez Narodowe Centrum Badan i Rozwoju, Il konkursu na
wspolne polsko-potudniowoafrykanskie projekty badawcze. Pierwszy kontakt z prof.
Coutinho nawigzata dr hab. Sylwia Wdowiak-Wrdébel, z ktdrg wspotpracuje w ramach
zespotu badawczego w Katedrze Genetyki i Mikrobiologii. Dr hab. Wdowiak-Wrobel
pozyskata z Uniwersytetu w Pretorii szczepy bakteryjne gatunkow opisanych przez
prof. Coutinho. Wykorzystujgc ten kontakt, zainicjowatem korespondencje
elektroniczng z prof. Coutinho dotyczacg mozliwosci wspdlnego aplikowania we
wspomnianym konkursie na polsko-potudniowoafrykanskie projekty badawcze.
Podjeta wspédtpraca zaowocowata ztozeniem wniosku do NCBIR oraz National
Research Fundation w RPA. Projekt pt. “Sktad i funkcja mikrobiomu brodawek
korzeniowych Trifolium rubens i Trifolium africanum” uzyskat finansowanie
i jest realizowany od maja 2019 roku (szczegoty dotyczace projektu podano w czesci
9.2. Zatagcznika 4; skan decyzji o przyznaniu finansowania znajduje sie pod pozycjg
A8. Zatgcznika 7). W projekcie tym petnie funkcje kierownika zespotu po stronie
polskiej. Wspotpraca naukowa w ramach realizowanego projektu opiera sie na
zasadzie  synergii. Zespot prof. Coutinho nie ma  doswiadczenia
w badaniach ryzobidéw, natomiast dysponuje wiedzg i doswiadczeniem w badanich
metagenomowych, ktére sg zaplanowane do realizacji w ramach omawianego
projektu. Z kolei nasz zespdt moze sie wykaza¢ bogatym doswiadczeniem
w badaniach taksonomicznych i filogenetycznych bakterii brodawkowych.
W trakcie wizyty na Uniwersytecie w Pretorii na przetomie wrzesnia i pazdziernika 2019
roku, uczestniczytem w dwudniowych warsztatach “Metagenomics Workshop”,
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podczas ktoérych mogtem zapozna¢ sie od strony praktycznej z metodami
bioinformatycznej analizy metagenomu.

Niezaleznie od rozpoczecia realizacji projektu we wspoétpracy z Uniwersytetem
w Pretorii, zaprositem prof. Coutinho do zaangazowania sie w réwnolegle prowadzone
przeze mnie badania and bakteriami izolowanymi z brodawek korzeniowych
szczodrzenca ruskiego (Chamaecytisus ruthenicus). Wynikiem podjetej wspotpracy,
wykorzystujgcej doswiadczenie prof. Coutinho w badaniach nad bakteriami
zwigzanymi z roslinami, ale nie nalezgcymi do grupy ryzobiow, a wtasnie takg grupe
bakterii udato mi sie zidentyfikowa¢ wsrod izolatow z brodawek korzeniowych
szczodrzenca ruskiego, jest publikacja:

A5. Kalita, M., Matek, W., Coutinho, T. (2020) Putative novel Bradyrhizobium and
Phyllobacterium species isolated from root nodules of Chamaecytisus ruthenicus.
Systematic and Applied Microbiology https://doi.org/10.1016/j.syapm.2020.126056,
wchodzgca w sktad osiggniecia naukowego bedgcego podstawg ubiegania sie

o nadanie stopnia doktora habilitowanego.
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6. Informacja o osiagnieciach dydaktycznych, organizacyjnych oraz
popularyzujacych nauke lub sztuke

Od poczatku swojej pracy zawodowej jako nauczyciel akademicki prowadzitem
¢wiczenia laboratoryjne z genetyki dla studentow biologii i biotechnologii oraz
¢wiczenia z mikrobiologii dla studentéw biologii, biotechnologii, ochrony srodowiska,
chemii Srodkow bioaktywnych i kosmetykow.

Jestem wspotkoordynatorem trzech kursow — bioinformatyki dla studentow Il roku
Il stopnia biologii, analizy bioinformatycznej dla | roku Il stopnia bioanalityki oraz
bioinformatyki — analizy sekwencji DNA i biatek dla | roku Il stopnia biotechnologii

0golnej. Bratem udziat w przygotowaniu programow zajec¢ dla wymienionych kursow.

Prowadze zajecia w jezyku angielskim z bioinformatyki, genetyki i mikrobiologii
dla studentow przyjezdzajgcych na Wydziat Biologii i Biotechnologii UMCS w ramach
programu Erasmus+. Bratem udziat w opracowaniu programu ¢wiczen wymienionych
kursow w jezyku angielskim. Prowadzitem zajecia laboratoryjne w jezyku angielskim
z mikrobiologii dla studentéw kierunku ‘Medical Biology'.

Bylem zaangazowany w przygotowanie i prowadzenie wykladow i cwiczen
z przedmiotu mikrobiologia z genetykg dla stuchaczy studiow podyplomowych
kierunku ‘Nauczanie biologii w szkotach ponadpodstawowych’.

Od roku 2011 bytem promotorem 20 i recenzentem 14 prac licencjackich.
Od roku 2004 petnitem role opiekuna naukowego 17 magistrantéw wykonujgcych
prace magisterskie w Katedrze Genetyki i Mikrobiologii. Jestem promotorem
pomocniczym przewodu doktorskiego Pani mgr Magdaleny Wojcik.

Od roku 2015 jestem koordynatorem programu Erasmus+ na Wydziale Biologii
i Biotechnologii UMCS. W czasie petnionej funkcji bylem zaangazowany
w poszerzenie oferty programu Erasmus+ dla studentéw Wydziatu Biologii
i Biotechnologii poprzez bezposredni udziat w zawarcie dwéch umow z uniwersytetami
z Turcji i Hiszpanii.

W latach 2008 — 2019 bytem cztionkiem Rady Naukowej Instytutu Mikrobiologii
i Biotechnologii, a w latach 2012 — 2019 czionkiem Rady Woydziatu Biologii
i Biotechnologii UMCS. Od roku 2019 jestem cztonkiem Wydziatowego Zespotu ds.
Jakosci Ksztatcenia
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Moja aktywnos¢ popularyzatorska przejawiata sie poprzez zaangazowanie
w nastepujgce dziatania:

Aktywny udziat w Dniach Otwartych UMCS w roku 2008 i 2014 — wygtoszenie
wykfadu dla mtodziezy odwiedzajgcej Wydziat Biologii i Biotechnologii.

Aktywny udziat w Xl i Xl Lubelskim Festiwalu Nauki (2015, 2016) -
przygotowanie i realizacja autorskiego projektu ,Jak gry komputerowe pomagajg
W rozwigzywaniu probleméw nauk biologicznych”.

W listopadzie 2015 roku przeprowadzitem ¢wiczenia z bioinformatyki dla uczniow
szkoty partnerskiej Wydziatu Biologii i Biotechnologii.

W roku 2013 bratem udziat w sesji wyktadowej lubelskiej edycji warsztatow ‘DNA
Encyklopedia Zycia'.

W roku 2011 udzielitem wywiadu dla internetowej telewizji Lublin, w ktérym
opowiadatem o projekcie finansowanym przez MNiSW w ramach programu
luventus Plus (dane dotyczgce tego projektu znajdujg sie w Zatgczniku 4, punkt
11.9).

W roku 2014 moje wypowiedzi na temat bioinformatycznych baz danych
wykorzystano w dwoch artykutach na portalu Biotechnologia.pl.

Na spotkaniu w ramach Forum Miodych Naukowcoéw na Wydziale Biologii
i Biotechnologii UMCS w roku 2019 przedstawitem prezentacje dotyczacg
projektu realizowanego we wspotpracy z Uniwersytetem w Pretorii, RPA.
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7. Inne informacje dotyczace kariery zawodowej, nieoméwione w punktach 4-5

Poza aktywnoscig naukowg omoéwiong w punkcie 4. i 5. niniejszego Autoreferatu,
po uzyskaniu stopnia doktora bytem zaangazowany, jako jeden z wykonawcow,
w realizacje dwoch projektow badawczych, ktorych efektem byty wymienione ponizej

publikacje.

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

Powyzsza publikacja powstata jako efekt realizacji jednego z zadah w ramach
projektu “Taksonomia i filogeneza molekularna mikroorganizméw Robinia
pseudoacacia [L.] (grochodrzew, robinia akacjowa)”, finansowanego przez MNiSW (nr
N303 057 32/1922). Analiza filogenetyczna sekwencji genow symbiotycznych nodA
i nodC pozwolita na ustalenie symbiotycznego pokrewienstwa izolatow z brodawek
korzeniowych R. pseudoacacia z bakteriami reprezentujgcymi mikrosymbionty
Phaseolus sp. oraz gatunkiem Mesorhizobium amorphae. Filogeneza genu nifH
bakterii specyficznych dla grochodrzewu byfa zgodna z historig ewolucyjng genu
kodujgcego 16S rRNA. Na drzewach filogenetycznych obu genow badane
mikrosymbionty R. pseudoacacia tworzyty wspélng grupe z referencyjnymi bakteriami
rodzaju Mesorhizobium. W genomie badanych bakterii zidentyfikowano gen nodH,
kodujacy sulfotransferaze, co sugeruje ze bakterie te mogg produkowac sulfonowane
czynniki Nod niezbedne w symbiotycznych interakcjach z gospodarzem roslinnym.
Mikrosymbionty = grochodrzewu tworzyty efektywne uklady symbiotyczne
z przedstawicielami rodzaju Amorpha sp. oraz natualnym gospodarzem, czyli
R. pseudoacacia. Analiza mikroskopowa brodawek korzeniowych R. pseudoacacia

wykazata, ze sg to brodawki typu niezdeterminowanego.

W ramach realizacji zadan badawczych innego projektu pt. ,Pozycja
taksonomiczna i filogeneza mikrosymbiontow Astragalus glycyphyllos oparta na

charakterystyce fenotypowej, analizie sekwencji genow rdzeniowych i adaptacyjnych
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bakterii”, finansowanego przez NCN (2011/03/B/NZ8/02142) powstaty ponizsze
publikacje:

Gnat, S., Matek, W., Olenska, E., Wdowiak-Wrobel, S., Kalita, M., Rogalski,
J., Wojcik, M. Multilocus sequence analysis supports the taxonomic position
of Astragalus glycyphyllos symbionts based on DNA-DNA hybridization
(2016) International Journal of Systematic and Evolutionary Microbiology,
66, 1906-1912.

Gnat, S., Matek, W., Olenska, E., TroScianczyk, A., Wdowiak-Wrobel, S.,
Kalita, M., W¢jcik, M. Insight into the genomic diversity and relationship of
Astragalus glycyphyllos symbionts by RAPD, ERIC-PCR, and AFLP
fingerprinting (2015) Journal of Applied Genetics, 56, 551-554.

Gnat, S., Matek, W., Olenska, E., Wdowiak-Wroébel, S., Kalita, M., totocka,
B., W¢jcik, M. Phylogeny of Symbiotic Genes and the Symbiotic Properties
of Rhizobia Specific to Astragalus glycyphyllos L (2015) PloS One, 10,
e0141504.

Gnat, S., Wo¢jcik, M., Wdowiak-Wrobel, S., Kalita, M., Ptaszynska, A,
Matek, W. Phenotypic characterization of Astragalus glycyphyllos
symbionts and their phylogeny based on the 16S rDNA sequences and
RFLP of 16S rRNA gene (2014) Antonie van Leeuwenhoek, International
Journal of General and Molecular Microbiology, 105, 1033-1048.

Podsumowanie wynikow opublikowanych w powyzszych publikacjach:

Analiza numeryczna cech fenotypowych mikrosymbiontow Astragalus glycyphyllos
(traganek szerokolistny) wykazata bliskie pokrewienstwo badanych szczepow
z przedstawicielami rodzaju Mesorhizobium, przy wspotczynniku podobienstwa
wynoszgcym 75%. Bliskie relacje filogenetyczne mikrosymbiontéw traganka
szerokolisthego z gatunkami referencyjnymi rodzaju Mesorhizobium zostaty
potwierdzone analizg poréwnawczg sekwencji genu 16S rRNA. Na drzewie

filogenetycznym badane izolaty utworzyty wspdlng grupe z bakteriami rodzaju
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Mesorhizobium, wykazujgc podobienstwo sekwencji 16S rDNA do tych bakterii na
poziomie 95 - 99%. Analiza poréwnawcza sekwencji genow metabolizmu
podstawowego (atpD, dnaK, glnA, recA, rpoB) pozwolita na ustalenie bliskiego
pokrewienstwa czesci badanych izolatdw z bakteriami Mesorhizobium  ciceri,
natomiast druga grupa badanych szczepow byta blizej spokrewniona z bakteriami
gatunkéw Mesorhizobium amorphae i Mesorhizobium septentrionalae. Oznaczanie
stopnia podobienstwa DNA badanych izolatow traganka szerokolisthego do DNA
referencyjnych szczepdw rodzaju Mesorhizobium metodg hybrydyzaciji, jednoznacznie
potwierdzita przynaleznos¢ badanych mikrosymbiontéw do gatunkéw M. ciceri
i M. amorphae (poziom podobienstwa DNA:DNA powyzej 70%). Analiza poréwnawcza
sekwencji gendéw symbiotycznych nodA, nodC i nifH i skontruowane na jej podstawie
filogramy wykazaty, ze badane mikrosymbionty traganka szerokolistnego tworzg
oddzielng linie filogenetyczng w stosunku do pozostatych Dbakterii rodzaju
Mesorhizobium, co byto podstawg do zaproponowania wyodrebnienia nowego
symbiowaru — ‘glycyphyllae’ dla bakterii tworzgcych efektywne uktady symbiotyczne
z Astragalus glycyphyllos.

Poza wspotpracg naukowg zwigzang z wykonywaniem zadan badawczych
w ramach omowionych powyzej projektdw, zaangazowany bytem w powstanie

ponizszych publikaciji.

Marek-Kozaczuk, M., Wdowiak-Wrodbel, S., Kalita, M., Chernetskyy, M.,
Deryto, K., Tchorzewski, M., Skorupska, A. Host-dependent symbiotic
efficiency of Rhizobium leguminosarum bv. trifolii strains isolated from
nodules of Trifolium rubens (2017) Antonie van Leeuwenhoek, International
Journal of General and Molecular Microbiology, 110, 1729-1744.
Do chwili opublikowania powyzszej pracy, w literaturze naukowej nie byto informac;ji
o ryzobiach specyficznych dla Trifolium rubens (koniczyny dtugoktosowej). Analiza
porbwnawcza sekwencji genu 16S rRNA pozwolita na ustalenie pozycji
taksonomicznej badanych izolatéw z brodawek korzeniowych T. rubens. Wszystkie
szczepy zostaty sklasyfikowane w obrebie rodzaju Rhizobium. Wyniki analizy
filogenetycznej sekwencji gendw metabolizmu podstawowego (atpD i recA) wskazujg
na to, ze czes¢ badanych szczepdw nalezy do gatunku Rhizobium leguminosarum
natomiast kilka izolatow tworzyto odrebne linie filogenetyczne moggce stanowic
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nieopisane dotychczas gatunki. Na podstwie wynikow analizy porownawczej sekwencji
genu symbiotycznego nodC wykazano, ze badane izolaty sg najbardziej spokrewnione
ze szczepami gatunku Rhizobium leguminosarum nalezacymi do symbiowaru ‘trifolii’.
W testach roslinnych badane szczepy tworzyty bardziej efektywne ukfady
symbiotyczne z innymi gatunkami koniczyny, niz z naturalnym gospodarzem, z ktérego
zostaty wyizolowane. Wyniki te sugerujg na matg specyficznos¢ Trifolium rubens
w wyborze partnera symbiotycznego. Brodawki T. rubens mogag by¢ zasiedlane przez
niespecyficzne i nieefektywne w wigzaniu azotu bakterie bytujgce w ryzoserze.

Wdowiak-Wrobel, S., Marek-Kozaczuk, M., Kalita, M., Karas, M., W¢jcik,
M., Matek, W. Diversity and plant growth promoting properties of rhizobia
isolated from root nodules of Ononis arvensis (2017) Antonie van
Leeuwenhoek, International Journal of General and Molecular Microbiology,
110, 1087-1103.
Powyzsza praca jest pierwszym doniesieniem w literaturze naukowej dotyczgcym
bakterii wyizolowanych z brodawek korzeniowych wilzyny ciernistej (Ononis arvensis).
MIkrosymbionty wilzyny ciernistej przebadano pod wzgledem cech fenotypowych oraz
zroznicowania genetycznego metodg BOX-PCR. Analiza porownawcza sekwencji 16S
rDNA wykazata przynaleznos¢ badanych szczepow do dwdch rodzajéw bakterii
brodawkowych — Rhizobium i Mesorhizobium. W genomach badanych izolatéw,
w oparciu o reakcje PCR zidentyfikowano obecnos¢ genu acdS kodujgcego
deaminaze ACC, co sugeruje potencjat analizowanych szczepow w promowaniu

wzrostu roslin w wraunkach stresowych.

Janczarek, M., Kalita, M., Skorupska, A.M. New taxonomic markers for
identification of Rhizobium leguminosarum and discrimination between
closely related species (2009) Archives of Microbiology, 191, 207-219.
W oparciu o sekwencje genow kodujgcych enzymy zaangazowane z biosynteze
egzopolisacharydéw w szczepach gatunku Rhizobium leguminosarum opracowano
metode, opartg na reakcji PCR, stuzgcg do identyfikacji blisko spokrewnionych
gatunkow R. leguminosarum, R. gallicum i R. etli. Zastosowanie odpowiedniej

kombinacji starteréw w reakcji PCR pozwala rowniez na roznicowanie szczepow
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w obrebie gatunku R. leguminosarum nalezgcych do roznych symbiowarow. Stosujgc
te metode mozna zidentyfikowa¢ szczepy gatunku R. leguminosarum w populacji

izolatow z gleby, czy brodawek korzeniowych.

W 2010 roku bytem jednym z wykonawcéw ekspertyzy na zlecenie firmy Weber
Shandwick z siedzibg oddzialu w Warszawie. W ramach tej ekspertyzy
przeprowadzono badania mikrobiologiczne polskich banknotéw i monet. Wyniki tych

analiz byty podstawg publikacji:

Kalita, M., Palusinska-Szysz, M., Turska-Szewczuk, A., Wdowiak-Wrd&bel,

S., Urbanik-Sypniewska, T. Isolation of cultivable microorganisms from

polish notes and coins (2013) Polish Journal of Microbiology, 62, 281-286.
Bakterie wyizolowane z polskich banknotow i monet zostaty poddane analizom
fenotypowym poprzez zbadanie cech fizjologicznych i biochemicznych. Ponadto
przeprowadzono analize poréwnawczg sekwencji genu 16S rRNA. Wsrod
wyizolowanych  szczepow  dominowaty  bakterie  rodzaju  Enterococcus
i Staphylococcus. W kilku przypadkach wykazano obecnosc¢ bakterii gatunkow:
Escherichia coli i Pseudomonas stutzeri. Poza bakteriami, w badanym materiale
zidentyifkowano grzyby rodzaju Asperqillus i Penicillium oraz drozdzaka z rodzaju
Candida. |dentyfikacje grzybow przeprowadzono w oparciu o cechy morfologiczne

i wtasciwosci biochemiczne.

W 2010 roku opublikowana zostata praca:
Kalita, M., Matek, W. Genista tinctoria microsymbionts from Poland are new
members of Bradyrhizobium japonicum bv. genistearum (2010) Systematic
and Applied Microbiology, 33, 252-25,
w ktorej zaprezentowano czes¢ wynikow badan przeprowadzonych jeszcze w trakcie
wykonywania doswiadczen do mojej pracy doktorskiej. Analiza poréwnawcza
sekwencji genu 16S rRNA izolatow z brodawek korzeniowych janowca barwierskiego
(Genista tinctoria) rosngcego w Polsce, Anglii i na Ukrainie wykazata ich
przynaleznosc¢ do rodzaju Bradyrhizobium. Bliskie pokrewienstwo badanych szczepow
z przedstawicielami gatunku Bradyrhizobium japonicum zostato wykazane poprzez

analize filogenetyczng gendéw metabolizmu podstawowego atpD i recA. Oznaczenie
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stopnia podobienstwa badanych izolatéw janowca barwierskiego do referencyjnych
szczepdw rodzaju Bradyrhizobium metodg hybrydyzacji DNA-DNA jednoznacznie
potwierdzita przynaleznos¢ badanych mikrosymbiontow pochodzacych z Polski do
gatunku B. japonicum (poziom podobienstwa DNA-DNA powyzej 70%). Pozycja
gatunkowa szczepoéw pochodzgcych z Anglii i Ukrainy byta niejednoznaczna, choé
najwyzszy stopien podobienstwa DNA-DNA wykazywaty one, podobnie jak polskie
izolaty, do szczepdw gatunku B. japonicum.

Omowione powyzej publikacje, powstate we wspoétpracy z naukowcami z Katedry
Genetyki i Mikrobiologii, byty podstawg kilku wnioskéw o nagrode zespotowg J.M.
Rektora UMCS. Do przyznanych nagréd naleza:

2010 — Nagroda zespotowa | stopnia J. M. Rektora UMCS za osiggniecia naukowe
2011 — Nagroda zespotowa | stopnia J. M. Rektora UMCS za osiggniecia naukowe
2016 — Nagroda zespotowa lll stopnia J. M. Rektora UMCS za osiggniecia naukowe
2019 — Nagroda zespotowa lll stopnia J.M. Rektora UMCS za pozyskanie

zewnetrznych $rodkéw finansowych.

(podpis wnioskodawcy)
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