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Microgreens, okreslane jako mtode sadzonki roslin gatunkow jadalnych, zbierane po rozwinieciu sie pierwszych lisci kotyledarnych, oferujg liczne
korzysci zdrowotne oraz przyciggajg zainteresowanie konsumentow ze wzgledu na swoj ciekawy wyglad i kuszgcy smak. Ponadto idelanie wpisujg sie
w zatozenia rolnictwa miejskiego. Jednak pomimo licznych zalet, s3 wysoce podatne na stresy abiotyczne, w szczegolnosci stres suszy, ktory prowadzi
do szybkiej utraty swiezosci oraz wysokiej podatnosci na gnicie i wiedniecie. Obecne dane literaturowe oferujg ograniczong liczbe rozwigzan tego
problemu. Rewolucyjnym podejsciem jest wzbogacanie holobiontu microgreens o gatunki mikroorganizmow oferujgce geny zwigzane z
mechanizmami adaptacji roslin do warunkow suszy, poprzez inokulacje wybranym szczepem. Bakterie zwigzane z roslinami odpornymi na susze
czesto obejmujg gatunki z rodzaju Bacillus. Liczne badania nad gatunkami Bacillus subtilis, Bacillus coagulans oraz Bacillus megaterium wykazaty ich
pozytywny wptyw na plony w warunkach stresu suszy, a takze poprawe ich jakosci i trwatosci, co stanowi podstawe do podobnych badan w ujeciu
microgreens.

Prezentowane badania koncentrujg sie na analizie transkryptomu szczepow wyizolowanych z
produktow mlecznych i fermentowanych, przy uzyciu platformy llumina MiSeq, w celu selekcji izolatu o
najlepszym  potencjale kolonizacyjnym wzgledem tkanek roslinnych, oraz z najlepszym profilem
fenotypowym, ktory zagwarantuje poprawe jakosci, trwatosci oraz opornosci wzgledem stresu suszy
microgreens.
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Zdjecia szczepow
wykonane za pomoca

holotomografu _ o _ , g .
NanoLive Na podstawie wczesniejszej analizy genomu dokonano identyfikacji wyizolowanych

z kiszonek oraz produktow mlecznych szczepow, oraz selekcji izolatow, o potencjalnie
najkorzystniejszym profilu genetycznym, w ujeciu inokulacji microgreens. Ze szczepow
B56/23, ktory zostaty zidentyfikowane jako B. subtilis, wyizolowanego z mleka z proszku, oraz
szczepu B107/23, zidentyfikowanego jako B. megaterium, wyizolowanego z kiszonych
burakow wyizolowano RNA, korzystajagc z komercyjnego zestawu RNeasy Extraction Kit
(Qiagen). Jakosc i ilos¢ RNA oceniono za pomocg fluorometru Quantus oraz TapeStation 4200
System. Do przygotowania bibliotek zastosowano zestaw Illumina Stranded mRNA Prep,
proces obejmowat fragmentacje RNA, synteze cDNA pierwszej i drugiej nici, end-repair, A-
polipeptydow, co kieruje je do degradacji proteolitycznej. Zwigkszona liczba  tyjjowanie oraz ligacje adapteréw indeksujacych oraz wzbogacenie bibliotek poprzez
niekompletnych lub uszkodzonych biatek wymusza silniejszg aktywnos¢ tmRNA, by amplifikacje PCR. Biblioteki zostaty oczyszczone za pomoca AMPure XP Beads, a ich jako$¢ |
oznaczyc je do degradacji i zapobiec ich nagromadzeniu, co moze byC wskaznikiem  rozmiar oceniono ponownie naTapeStation System. Stezenie bibliotek zmierzono za pomoca
stresu, jednakze wysoki poziom ekspresji sugeruje wysokie wifasniwosci fluorometru Quantus. Przygotowane biblioteki pochodzace z kazdego szczepu
adaptacyjne szczepu. Gen mstX koduje mate biatko MstX (mistic-like), specyficzne znormalizowano do tej samej molarnosci i pofgczono w pule. Sekwencjonowanie
dla Bacillus sp. Jest kluczowym elementem regulacji tworzenia biofilmu, jednego z  transkryptomu przeprowadzono na platformie Illumina MiSeq. Nastgpnie przeprowadzono
kluczowych dla wydajnej kolonizacji tkanek roélinnych procesu. Gen csfB koduje analize bioinformatyczng - mapowanie odczytow RNA-seq przeprowadzono za pomoca
mate biatko-anty-sigma, wiazace jony Zn?* i tworzace homodimer. Hamuje dwa narzedzia STAR (Spliced Transcripts Alignment to a Reference), a kwantyfikacje transkryptomu
przeprowadzono przy uzyciu programu Salmon. Obliczenia ekspresji przedstawiono jako

kluczowym mechanizmem chroniacym przed stresami $rodowiskowymi. Gen Ispl surowe liczby odczytow. Otrzymane wyniki poddano skriningowi w celu wyselekcjonowania

koduje serynowg proteaze wewngtrzkomorkowg, wystepujagcg w  postaci genow podlegajacych ekspresji w najwigkszym stopniu.

nieaktywnej we wczesnych fazach sporulacji. Wykazano, ze degraduje biatka takie B56/23 B107/23

Genami, ktore ulegaty ekspresji w najwyzszym stopniu w tranksyptomie szczepu
B56/23 byty geny ssrA, mstX, csfB, Ispl oraz fadF. Gen ssrA koduje tmRNA,
bedacego znacznikiem peptydowym dotgczanym na koncu  wadliwych

alternatywne czynniki sigma: oG oraz o™E , regulujgc proces sporulacji, bedacy

jak ClpC i EF-Tu w fazie stacjonarnej, co sugeruje role w adaptacji do stresu i Nazwa lloéé Funkcja Nazwa loé¢ Funkcja
remodelingu proteomicznym. Isp-1 petni kluczowg funkcje w degradacji niektorych genu odczytow genu odczytéw
biatek w okresie fazy stacjonarnej, co wspiera adaptacje i recykling zasobow (poziom (poziom
wewnatrzkomérkowych. Gen fadF koduje biatko fadF katalizujgce oksydacje ekspresji) ekspresji)

kwasow ttuszczowych, co jest waznym elementem adaptacyjnym na stres
substratowy. Genami, ktore ulegaty ekspresji w najwyzszym stopniu  w

tranksyptomie szczepu B107/23 melB, ponA, ssuD, glcA oraz pbpX. Gen melB SSrA 147 Regulacja translacji i melB 2737010 Pobieranie i
reguluje system transportu melibiozy. System ten moze wykorzystywac H*, Na* oraz kontrola jakosci metabolizm
Li* jako kationy sprzezone do wspdlnego transportu, w zalezno$ci od konkretnego biatek alternatywnych zrodet
cukru, ktory jest transportowany, podczas gdy wiekszos¢ systemow kotransportu u (O’ Grady et al., 2008) weglowodandw
mikroorganizméw wykorzystuje H* jako kation sprzezony. Wskazuje to na i eeal, 20
mozliwos¢ efektywnego zapobiegania stresowi substatowemu. Gen ponA koduje mstX 113 Regulacja i tworzenie ponA 4113 Wzrost
biatko PBP1A/1B, biorgce udziat w syntezie i transpeptydacji peptydoglikanu, biofilmu komérki/adaptacja do
kluczowe dla elongacji komorki i kontroli srednicy. Gen ssuD koduje enzym klasy (Manetsberger et al., 2025) stresu
FMNH,-zaleznych monooxygenaz, ktore katalizujg desulfonacje alifatycznych (Eichhorn et al., 2002)
sulfoniandw, uwalniajgc aldehyd i siarke. Gen ten jest kluczowym enzymem w csfB 101 Regulacja sporulacji ssuD 3514 Pobieranie i transport
katabolizmie sulfoniandéw, umozliwiajgcym wykorzystanie alternatywnych zrodet (Martinez-Lumbreras et al., siarki
) ) S . . , . 1998) .
siarki, szczegdlnie w warunkach niedoboru. Gen glcA jest czescig operonu glc (glcP- i & 1, 200,
, : , : : : . : : Ispl 96 Adaptacja do glcA 2155 Pobieranie i
glcK-glcA), ktory bierze udziat w pobieraniu glukonianu, fosforylacji oraz kierowaniu , , )
: : . . . stresu/sporulacja metablolizm glukandéw
go do centralnego metabolizmu wegla, co jest kolejnym mechanizmmem adaptacji
. . . , . ong et al., ao et al.,,
wzgledem stresu substratowego. Gen pbpX jest jednym z biatek PBP, ktore ulegaja (Pone et al, 2022 (Cao etal, 2002
ekspresji jako odpowied? na stres éciany komdérkowej. Biatka maja uczestnicza w fadF 81 Metabolizm kwasow  pbpX 1585 Adaptacja do stresu
ttuszczowych (Yazyu et al., 1984)

transglekokonacji i transpeptydacji peptydoglikanu w warunkach stresowych.
Ponadto poziom ekspresji gendw szczepu B107/23 byt znaczgco wyzszy od poziomu
eksperesji gendw szczepu B56/23, na co wskazujg znacznie wyzsza ilos¢ odczytow.

(Fujita et al., 2008)
Biatko mstX

Szczep B107/23 wykazuje wyzszy poziom ekspresji gendw zwigzanych z
metabolizmem substratow, syntezg sciany komodrkowej i pozyskiwaniem siarki,
co wskazuje na jego wiekszy potencjat adaptacyjny do streséw abiotycznych. Z
kolei szczep B56/23 aktywuje geny zwigzane z kontrolg jakosci biatek, biofilmem
i sporulacjg, co takze wspiera jego przystosowanie, cho¢ na innym poziomie
funkcjonalnym. Geny o najwyzszej ekspresji w obu szczepach mogg stanowic
obiecujgce markery odpornosci na stres srodowiskowy.
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