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Celem Sympozjum jest przedstawienie najnowszych osiggnie¢ w badaniach z za-
kresu metagenomiki, metataksonomiki, metatranskryptomiki, metabolomiki, biologii
molekularnej, oddziatywarn pomiedzy mikro- i makroorganizmami w réznych srodowi-
skach.

Badania ,,omiczne” w analizie prébek srodowiskowych umozliwiajg poznawanie
nowych mikrobiomdw, monitorowanie sktadu konsorcjum mikroorganizméw oraz ba-
danie mozliwosci ich wykorzystania w rolnictwie i ochronie srodowiska. Dotychczas,
w kazdej edycji konferencji uczestniczyto ponad stu naukowcéw specjalizujgcych sie
w badaniach z obszaréw naukowych zwigzanych z ekologig mikroorganizméw, fitopato-
logig, genetyka, mikrobiologig, ochrong srodowiska oraz rolnictwem i ogrodnictwem.
Podczas Sympozjum zostang zaprezentowane oraz przedyskutowanie wyniki najnow-
szych badan metagenomicznych prowadzonych w réznych osrodkach naukowych,
w tym takze postep w wykorzystaniu nowoczesnych metod badawczych. Ponad-
to, przedstawiona zostanie dotychczasowa wiedza na temat zastosowania narzedzi
»omicznych” najnowszej generacji do analiz m.in. prébek glebowych. Narzedzia me-



tagenomiki umozliwiajg testowanie wszystkich populacji mikroorganizmoéw, wystepu-
jacych w danym srodowisku i nierozerwalnie wigzg sie z badaniami z zakresu bioinfor-
matyki i analizy danych.

Sympozjum to jest jedynym w Polsce, cyklicznym wydarzeniem naukowym obej-
mujgcym wiedze na temat kompleksowego rozpoznania bioréznorodnosci mikroorga-
nizméw w réznych srodowiskach. Zapewnia integracje spotecznosci naukowej, w tym
wybitnych specjalistéw w danej dziedzinie. Pozwala na przekazywanie sobie wzajemnie
wiedzy i doswiadczenia, umozliwia nawigzywanie wszechstronnej wspoétpracy oraz po-
zwala na zywa dyskusje na temat najnowoczesniejszych metod badawczych. To row-
niez doskonata mozliwos$¢ do zaprezentowania wynikow badan dla mtodych adeptéw
nauki (magistrantow, doktorantéw), ktérzy w mitej atmosferze i pod czujnym okiem
profesoréw mogg podzieli¢ sie swoimi odkryciami.

Niniejsza konferencja jest okazjg do spotkania badaczy wykorzystujgcych w pra-
cy rézne techniki sekwencjonowania i umozliwi kontynuacje dyskusji nad skutecz-
noscig i wiarygodnoscig stosowanych metod metagenomicznych w analizie prébek
Srodowiskowych.
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Mykotoksyny fuzaryjne w produktach

przemiatu jako wskaznik jakosci ziarna
Edyta Aleksandrowicz
Zaktad Uprawy Roslin Zbozowych

Mykotoksyny sq to produkty wtornego metabolizmu grzybow strzepkowych. Stanowiq one zanieczyszczenia surowcow i
produktow przemystu spoZywczego oraz pasz i wywierajq toksyczny wptyw na organizmy. Poziom zawartosci mykotoksyn w
ziarnie jest determinowany przez czynnik genetyczny oraz warunki pogodowe w czasie kwitnienia oraz w okresie zniw.
Najwazniejszymi mykotoksynami obecnymi w zboZzach uprawianych w Polsce sq deoksyniwalenol (DON), zearalenon (ZEA) i
toksyna T-2/HT-2. Wszystkie te metabolity produkowane sq przez grzyby z rodziny Fusarium.

Materiat do badan stanowity proby ziarna pochodzace z
doswiadczen prowadzonych w roku 2018 w Stacji Doswiadczalnej
w Osinach i na mikropoletkach w Putawach nalezgcych do
Instytutu Uprawy Nawozenia i Gleboznawstwa—PIB w Putawach.
Ziarno pochodzito z ktoséw naturalnie zainfekowanych przez

(Celem badan byto okreslenie zawartosci mykotoksyn\
fuzaryjnych: deoksyniwalenolu (DON), zearalenonu (ZEA)
i toksyny T-2/HT-2 w dwdch frakcjach przemiatu: mace i
otrebach u rézinych odmian pszenicy ozimej , jarej i

Kpszenzyta / . . , . .
grzyby z rodzaju Fusarium. Ocena zawartosci deoksyniwalenolu,
IS NS IS ST <2rnon orz foksmy T2/HT2 w mace | oiroach s
Loft wykonana metodg immunoenzymatyczng ELISA  przy uzyciu
Speedway 224 204 testéw iloéciowych Veratox firmy Noack.
Belissa 206 267
DN Pokusa 203 250 4 )
(ug kg™) Matrix 229 293 400
Pl Hyfi 246 311
Rokosz 180 200 300
Bamberka 800 1800* Maka
Galvano 300 500 200
Credo 300 300 = Otreby
Loft 37 154* 100
Speedway <LOD (29ppb) 181*
Belissa 46 329* 0
Pokusa <LOD (29ppb) 122* Brawura Izera Ostka  Arabella KWS Kandela
T-2/HT-2 Matrix 35 131* S Smolicka Torridon )
(ngkg™) Hyfi 40 163*
Rokosz <LOD (29ppb) 46 Ryc. 1 Zawartosé deoksyniwalenolu w ziarnie pszenicy jarej ( ug-kg™)
Bamberka <LOD (29ppb) 63 4 N
Galvano <LOD (29ppb) <LOD (29ppb) 200
Credo <LOD (29ppb) <LOD (29ppb)
Tab.1 Zawartos¢ mykotoksyn w ziarnie pszenicy ozimej 150
= Maka
Otreby
BOH 2415 50 I I I I I I
DON Meloman 420 465 0
(ng ke™) Brawura Izera Ostka Arabella KWS Kandela
Rotondo 604 589 Smolicka Torridon
Trapero 271 198 \_ Y,
BOH 2415 90,9 300,3* Ryc.2 Zawartos¢ toksyny T-2/H-T2 w ziarnie pszenicy jarej (ng-kg™)
T-2/HT-2 Meloman 76,7 107,6* Podsumowanie
(ngkg™) il 65,3 o Realizacja tematu miata charakter poznawczy okredlajacy czy istnieje

zaleznos$¢ miedzy iloscig mykotoksyn zawartych w poszczegdlnych czesciach
przemiatu a odmiang. Stwierdzono, 7ze zawarto$¢ mykotoksyn w
poszczegdlnych frakcjach zalezata od gatunku i odmiany. W danym roku
badan zawarto$¢ zearalenonu we wszystkich badanych prébach byta
ponizej poziomu wykrywalnosci.
]

Trapero 37,8 140 O*

Tab.2 Zawartos¢ mykotoksyn w ziarnie pszenzyta.
Dopuszczalny poziom do spozycia: *DON 1250 pg kg™ , * T-2/HT-2 100ug kg™

ul. Czartoryskich 8, 24-100 Pufawy, e.aleksandrowicz@iung.pulawy.pl tel.: +81 4786 81



VI. OGOLNOPOLSKIE SYMPOZJUM MIKROBIOLOGICZNE ,, METAGENOMY ROZNYCH SRODOWISK” Putawy, 23-24 czerwca 2022 roku

Wptyw nawozenia azotowego i sposobu uprawy
na mikrobiom gleb rolniczych

74
Artur Banach?, Agnieszka Kuzniar?, Anna Kruczynska?, Sara Jurczyk?, Anna Sochaczewska?*, Agnieszka Wolinska?® ‘= C G F B
AT 2

1 Katolicki Uniwersytet Lubelski Jana Pawta I, Katedra Biologii i Biotechnologii Mikroorganizméw, Konstantynéw 11, 20-708 Lublin e

2 Katolicki Uniwersytet Lubelski Jana Pawta II, Katedra Sztucznej Inteligencji, Konstantynéw 1H, 20-708 Lublin

Celem pracy byto okreslenie w jaki sposéb uprawy. (orkowa — bezorkowa) oraz wielkoé¢ nawozenia azotowego (0-250 kg N/ha) wptywaja na sktad mikrobiomu glebowego,
w szczegolnosci na rodzaje mikroorganizmow. uczestniczacych w wigzaniu azotu, podczas uprawy kukurydzy.

MATERIALY | METODY

Materiat badawczy stanowity mikroorganizmy wyizolowane z 40 préb gleb pochodzacych z areatu CGFP sp. z 0.0. (woj. kujawsko-pomorskie)
(Rys. 1). Wytypowano 2 s3siadujace pola, na ktérych prowadzona byta uprawa kukurydzy oraz 2 systemy upraw — bezorkowy (B) i orkowy (O)
oraz nawozenie azotowe) (0, 150, 200 i 250 kg N/ha). Préby pobrano w 2 okresach — przed siewem (P) oraz po zbiorze (K) kukurydzy.

Izolacje DNA prowadzono przy zastosowaniu zestawu DNeasy Power Lyzer Power Soil Kit (Qiagen), przeprowadzono reakcje PCR
hiperzmiennych regionéw V3-V4 regionéw genu 16S rRNA z wykorzystaniem primeréw 27f i 1492r, a uzyskane amplikony poddano
sekwencjonowaniu nastepnej generacji (Miseq lllumina, Genomed SA).

Wyniki poddano standardowej obrdbce bioinformatycznej w celu klasyfikacji mikroorganizmow. Przyporzagdkowanie uzyskanych
jednostek taksonomicznych do poszczegdinych szlakow metabolicznych wykonano przy uzyciu bazy Functional Annotation of Prokaryotic Taxa

(FAPROTAX). Analize statystyczng danych wykonano za pomoca pakietu SPSS 28 (IBM). Rys. 1. Lokalizacja pol, z -
ktérych pobrano préoby. °

WYNIKI

W oparciu o analize taksonomiczng wykazano, iz znaczna cze$¢ mikroorganizméw miata wzgledng obfitos¢ <1% (25% catego mikrobiomu), 51% to mikroorganizmy niesklasyfikowane, a gtéwne
dominanty przed siewem to przedstawiciele rodzajow: Sphingomonas (6,8%), Flavobacterium (4,5%), Arenimonas (2,8%), Stenotrophobacter (1,5%), Mucilaginibacter (1,3%) i Chryseolinea (1,2%).
Mikrobiom badanych gleb ulegat przeksztatceniu w okresie prowadzonych badan, wykazujac wiekszg réznorodnos¢ po zbiorze plonéw (p<0,001) oraz w_systemie bezorkowym (p<0,001). Sposrdd
bakterii wigzacych azot (Rhizobiales i Burkholderiales) Hyphomicrobium sp., Methylobacterium sp. oraz Bradyrhizobium sp. przewazaty w uprawie bezorkowej w poczatkowym okresie badan
(p<0,001), podczas gdy po zbiorze plonu zanotowano wyrazny wzrost liczebnosci Devosia sp., Methylobacterium sp., Rhizobium sp. oraz Rhodopseudomonas sp. w uprawie orkowej (p<0,001).

Na podstawie analizy funkcjonalnej wyodrebniono nastepujace szlaki metabolizmu azotu: Anammox, utlenianie amoniaku w warunkach tlenowych, utlenianie azotynéw w warunkach tlenowych,
nitryfikacje, denitryfikacje (catkowita, azotandw, azotyndw, tlenku azotu (1)), redukcje azotandw, respiracje (azotu, azotandw i azotynéw) oraz wigzanie azotu. Nie znaleziono mikroorganizméw
uczestniczacych w procesie amonifikacji azotandw i azotynéw. W poczatkowym etapie badan dominujagcym procesem w uprawie bezorkowej byto wigzanie azotu (48,7%), nastepnie nitryfikacja
(18,7%), utlenianie azotyndéw (17%), redukcja azotanéw (10,7%). W uprawie orkowej, natomiast, dominowata nitryfikacja (28,6%), utlenianie azotynow (26,4%), wigzanie azotu (24,2%) i redukcja
azotandw (16,3%) (p<0,01). Warto nadmienié, ze nie obserwowano denitryfikacji w uprawie orkowej, podczas gdy w uprawie bezorkowej wzgledna obfitos¢ izolatéw uczestniczacych w tym
procesie wyniosta 1,1%. Pozostate procesy cechowata niska wzgledna obfitos¢ izolatow (ok. 1%) (Rys. 2).

Analizujagc zmienno$é wyodrebnionych proceséw w poszczegélnych wariantach uprawy-nawozenia w dwdch okresach poboru préb wykazano spadek udziatu mikroorganizméw w procesie
wigzania azotu (uprawa bezorkowa — do 41% przy 200 kg N/ha) oraz jego przyrost w uprawie orkowej (podwojenie od dawki 200 kg N/ha). Jednoczesnie obserwowano zanik denitryfikacji, zmiany
intensywnosci nitryfikacji — wzrost w uprawie bezorkowej (23%) i spadek w orkowej (15%). W uprawie bezorkowej nastapit wzrost utleniania NH; i NO,, spadek redukcji NO; i proceséw respiracji. W
uprawie orkowej zaobserwowano odwrotne trendy — hamowanie utleniania NH; i NO,, respiracji i stymulacje redukcji NO;. W obu przypadkach zmiany te byty skorelowane z dawka nawozu (Rys. 2).
Po zebraniu plondw obserwowano dalsze hamowanie wigzania N (32%), nitryfikacji (9%), proceséw utleniania oraz nasilenie denitryfikacji (7%) oraz wigzania zredukowanych form azotu (do 13%).
Zmiany te byty wyraZniejsze w uprawie orkowej (p<0,01) (Rys. 2).
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Rys. 2. Udziat poszczegdlnych proceséw przemian N w poszczegdlnych kombinacjach doswiadczenia — P/K okres
poboru préb, B/O — sposéb uprawy, liczby — dawka nawozenia (kg N/ha).

Analizujac rozpoznany mikrobiom uczestniczacy w przemianach N wyrézniono 28 szczepdow (Rys. 3), z

Herbaspirillum

ktdrych niektére uczestniczyty w kilku procesach. Najliczniejszymi byly: Bradyrhizobium sp., N e —

Methylocystis sp. (wigzanie N), Nitrosospira sp. (utlenienie NO, i nitryfikacja), Nitrospira sp. 8 8 8 &8 &8 2 8 g 8 8 8 8 8 23 8 g

(nitryfikacja) oraz Opitutus sp. i Ideonella sp. (redukcja NOs). Nitrobacter sp. uczestniczyt w najwiekszej =S - S A BB B SRR R

ilosci proceséw - utlenianiu i redukcji N, nitryfikacji i respiracji. Denitryfikatory reprezentowat Bezorkowo Orkowo Bezorkowo Orkowo

Rhodoplanes sp., a gtéwnymi dominantami w procesach respiracji byly Schlesneria sp. i ~ Przedsiewem Pozbiorze

Stenotrophomonas sp., a proces Anammox reprezentowat Candidatus Brocadia (Rys.3). Rys. 3. Mikroorganizmy uczestniczace w przemianach azotu. Puste miejsca oznaczaja
wartosci zerowe, kolory po lewej przedstawiajg przyporzadkowanie szczepéw do

WNIOSKI poszczegdlnych proceséw.

1. Badane gleby posiadaty zréznicowany mikrobiom uczestniczacy w przemianach azotu.

2. W uprawie bezorkowej dominowaty procesy wigzania azotu oraz jego utleniania, zas w orkowej nitryfikacja, utlenianie i redukcja.

3. Po zebraniu plonu notowano aktywacje nitryfikacji i respiracji oraz wyrazny spadek proceséw utleniania, nitryfikacji i wigzania azotu.

4. Nawozenie stymulowato utlenianie i nitryfikacje w uprawie bezorkowej, podczas gdy w uprawie orkowej redukcje i respiracje; uptyw czasu nasilat te zmiany.

5. Sposrdd zidentyfikowanych mikroorganizméw najwigksza role odgrywaty: Bradyrhizobium sp. (wigzanie N), Nitrosospira sp. (utlenienie NO, i nitryfikacja), Nitrospira sp.

(nitryfikacja) oraz Opitutus sp. (redukcja NO,).
Nitrobacter sp. uczestniczyt w najwiegkszej ilosci przemian (utlenianie NO,, redukcja NO,, nitryfikacja, respiracja NO, i N).
7. W wyniku prowadzonej dziatalnosci rolniczej nastepowata aktywacja i dezaktywacja poszczegélnych szczepow.

o

Praca naukowa dofinansowana ze srodkéw budzetu pafdstwa w ramach programu Ministra Edukacji i Nauki pod nazwa ,Nauka dla Spoteczeristwa” nr projektu NdS/531260/2021/2021, kwota
dofinansowania 100%, catkowita wartos¢ projektu 625 910,50 PLN. Autorzy dziekujg Zarzadowi CGFP Sp. z 0.0. w Wojnowie za zatozenie pdl doswiadczalnych oraz udostepnienie préb do badan.
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WYDZIAE ROLNICTWA
I LESNICTWA

Gleba jest jednym z najbardziej zréznicowanych i ztozonych systeméw wystepujacych w srodowisku naturalnym. Jest ona fundamentem wszystkich ekosysteméw ladowych, w ktérym zachodzi szereg
reakcji powstawania i rozktadu wielu substancji chemicznych, przez co uczestniczy w obiegu skladnikéw pokarmowych i wody w przyrodzie. Te wlasciwosci tworza odpowiednie siedlisko do
wystepowania organizméw zywych, a szczegdlnie specyficznych grup mikroorganizméw odpowiedzialnych za przebieg proceséw biologicznych i biochemicznych gleby ekosysteméw lesnych (Urbanski i
Jakubiak; 2017). Gleby ekosysteméw lesnych charakteryzuja si¢ duzym zréznicowaniem, co moze wynikac z rzezby terenu, rodzaju skaly macierzystej, warunkéw wodnych czy réznorodnosci flory i fauny
(Gémoéryova 1in. 2017; Matei 1 in. 2020).

Zlozono$¢ i zréznicowanie gleb ekosystemdéw lesnych stato si¢ przestanka do przeprowadzenia badan, ktérych celem bylo okreslenie liczebnosci, réznorodnosci i struktury zespoléw bakterii oraz
aktywnosci enzyméw w glebach pochodzacych z czterech typow siedliska (bor §wiezy — Fe, bér mieszany swiezy — Fm, las mieszany $wiezy — Mf i lasy mieszany wilgotny — Mm).

Materiat i metodyka badan

Badania zostaly przeprowadzone na terenie Nadlesnictwa Stare Jablonki w wojewddztwie
warmifisko-mazurskim w péInocno-wschodniej czesci Polski. W listopadzie 2018 roku na terenie
Nadlesnictwa wyznaczono 10 obszaréw badawczych, z ktérych pobrano prébki gleb do analiz
mikrobiologicznych, enzymatycznych i fizykochemicznych. Material glebowy zostal pobrany z 4
wybranych siedlisk typu: bor swiezy (Fc) — 2 powierzchnie badawcze, bor mieszany swiezy (Fm)
— 3 powierzchnie badawcze, las mieszany $wiezy (Mf) — 3 powierzchnie badawcze i las mieszany
Charakterystyke wybranych wlasciwosci
fizykochemicznych gleb przedstawiono w Tabeli 1. Wtasciwosci mikrobiologiczne gleb
okreslono na podstawie liczebnosci bakterii, indeksu rozwoju kolonii (CD) bakterii, wskaZznika

wilgotny  (Mm)

— 2 powierzchnie badawcze.

ckofizjologicznej réznorodnosci (EP) bakterii,

okreslonych przedziatach czasowych (K) oraz analizy metagenomicznej. Oznaczono réwniez
metodami klasycznymi aktywnos$¢ enzymoéw glebowych takich jak dehydrogenazy, katalaza,
ureaza, fosfataza kwasna, fosfataza alkaliczna, arylosulfataza i f-glukozydaza. Uzyskane wyniki

liczby kolonii bakterii wyrastajacych w

poddano analizie statystycznej oraz bioinformatyczne;.

Wyniki

Tabela 1. Wybrane wlasciwosci fizykochemiczne gleb.

Typ Hh | S | T 0 Co | Nogieon
siedliska Podtyp gleby pHka mmol® kgl V(%) o ko'l
Fel Dystric Albic Brunie | 3 o | s4.00¢ 5.33¢ 89.33¢ 5.95de 23.50g 1.13g
Atenosols
Fc2 Dystric Albic Brunic | - o350 | 151,004 22,002 173.00c | 12.70bc 61.80c 2.44c
Arenosols
Fm1 Dystric Albic Brunic 333 | 71508 8.67de 80.17¢ 1076cd | 2200n | 0.92g
Arenosols
Fm2 Dystric Albic Brunic | ) 220 | 150.50¢ 9.33de 168.83¢ 5.51e 47.00d | 1.85d
Arenosols
Fm3 Dystric Albic Brunie | ) g306 | 13000c | 2067ab | 15167d | 13.62bc 42.40f 1.48f
Arenosols
MFl Brunic Arenosols 353 | 7150g 14.00cd 85.50¢ 16.33b 20,401 0.94g
Mf2 Brunic Arenosols 373 | 65.50h 2133 86.83¢ 2452 17.10j 111g
Mf3 Brunic Arenosols 303d | 14850d | 1933abc | 167.83%c | 11.51bc |  42.90e 1.68¢
Mm1 Dystric/Eutric Gleysols 2.63¢ 230.00a 14.67bcd 244.67a 5.99de 109.30a 6.10a
Mm2 | Gleyic Albic Podzols | 2.93de | 202.50b 2533 227.83%b | 1112 6830b | 381b

Objasnienia: Fc — bor §wiezy; Fm — bor mieszany $wiezy; Mf — las mieszany $wiezy; Mm — las mieszany wilgotny; pHy; — odezyn gleby w 1 M
KClI dm™; Hh — kwasowo$¢ hydrolityczna gleby; S — suma zasadowych kationéw wymiennych; T — pojemnos¢ sorpeyjna gleby; V — wysycenie

gleby kationami zasadowymi; C

o1

e — Zawartos¢ wegla organicznego w glebie; N

ogdlem

— zawarto§¢ azotu ogélem w glebie.
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1. Najwigcej bakterii organotroficznych i promieniowcéw namnazato si¢ w glebie pochodzacej z boru mieszanego $wiezego Fm.

2. Bakterie organotroficzne namnazaly sic w glebie szybciej niz promieniowce, co $wiadczy o ich przynaleznosci do r-strategéw, natomiast promieniowce

reprezentowane byly przez K-strategi.

AR

BA

Color Key and Histogram

Tl Pm2 Fml M2 MFL Mm1 M3 Mm2 Te2 Fm3

Hyphonticrobinceas
Methylocystacene
Koyibacteracear
Acetobacteracens
Bradyrhizobiacear
Muycobacteriacese
Getirmtaceas
Chitinophagaceae
sosphacraceas
Beiferinckiaceae
Chthomiobucteraceae
Synlrophobacteracene
autud?_4W
Owifslacear
Sulfbocterncens
Caulobacteraceae
Sphingobecteriaceas
Burkwolderiaceas
Nocardioidncene
EBLT7
Streptomycetacene
Covicllaceae
Guiellaceae
Pseudemocardiaceae
Micrococcacene
Frankiaceae
Streptocorcacene
Xanthomonadaceae
Bhodospirillaceas
Sirohacteraceae
Acidobacleriaceae
Conexibacteracear

30.0 c
=--]
d
d
g =
200
e
-
f
00} g -
00 = average
Fol Fc2 Fml Fm2 Fn8 M MR MB ML MM [ e eror

W glebach najliczniej wystepowaly bakterie z klas Ajphaproteobacteria (typ Proteobacteria), kolejno Actinobacteria (typ Actinobacteria) i Acidobacteriia (typ Acidobacteria).
W obrebie phylum Profeobacteria dominowaly bakterie z rodzaju Rhodoplanes, Actinobacteria — Mycobacterinm, natomiast Acidobacteria — Candidatus Solibacter.
Biorac pod uwage biochemiczny wskaznik jakosci gleb BA najbatdziej zyzna byta gleba pochodzaca z siedliska boru §wiezego Fc2.
Siedliska pod wzgledem aktywnosci biochemicznej mozna uszeregowac nastepujaco: Fc2 > Fm3 = Fm2 = Mm2 > Mf3 > Mf2 > Fm1 > Mfl > Mm1 > Fcl.
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Ksztaltowanie sie r0znorodnosci grzybow glebowych pod
wplywem wprowadzonego hydrolizatu keratynowego
Justyna Bohacz, Michal Mozejko

Uniwersytet Przyrodniczy w Lublinie, Wydziat Agrobioinzynierii, Katedra Mikrobiologii Srodowiskowej,

ul. Leszczynskiego 7, 20-069 Lublin

WPROWADZENIE

Racjonalne nawozenie jest istotnym elementem aktualnej polityki dotyczacej gospodarki rolnej. Biorac pod uwage potencjalne
negatywne oddzialywanie na sSrodowisko nawozow chemicznych oraz wysokie ceny nawozéw mineralnych poszukuje sie
alternatywnych bezpiecznych dla srodowiska preparatéw pochodzenia biologicznego, cechujacych sie wysokim potencjalem
nawozowym i niskimi kosztami produkcji. Dlatego w odniesieniu do pozyskiwania takich preparatow wazna staje si¢ idea
zagospodarowania wartosciowych odpadow pochodzenia przemystowego. Do takich odpaddéw naleza m.in. poprodukcyjne piora
kurczat, ktdre naleza do odpadéw wysokoazotowych i wysokosiarkowych. Niewielki procent ich racjonalnego zagospodarowania
sklania do ukierunkowania wykorzystania tych odpadéw m.in.. na cele praktyki rolniczej.

CEL PRACY

Celem pracy bylo okreslenie wplywu hydrolizatow otrzymanych na drodze grzybowej biodegradacji keratyny poprodukcyjnego
pierza kurczat przez grzyby Arthroderma tuberculatum wyizolowane gleby o stalym doptywie materii keratynowej na
bioroznorodnosc grzybow w glebie bielicowej z obsada i bez obsady rzepaku Brassica napus var. napus.

MATERIAL I METODYKA

Materialem do badan byty hydrolizaty wytworzone
na drodze hydrolizy enzymatycznej
poprodukcyjnego pierza kurczat przez grzyba
Arthroderma tuberculatum Kuehn zidentyfikowanego za
pomoca tradycyjnych metod na podstawie cech
makroskopowych i mikroskopowych oraz metoda
PCR i sekwencjonowania nukleotydéw =z
wykorzystaniem specyficznych starterow ITS1 i ITS4.

Doswiadczenie prowadzono w wazonach, w
warunkach szklarniowych. Okresowo glebe [(gleba o
skladzie granulometrycznym piasku gliniastego
(Haplic Podzol) (zawartos$¢ Corg. 5,3 g’kg!)] z obsada
roslin Brassica napus var. napus podlewano woda (A)
(kontrola) albo hydrolizatem (B). Okresowe
oznaczanie liczebnosci grzybéw prowadzono w
terminie 0 tj. po 72 godz. od zaloZenia doswiadczenia
(termin I), po 14 (termin II) oraz 30 tygodniach

(termin III). Do oznaczenia biordznorodnosci
grzybow we wczesnym okresie odzialywania
hydrolizatu (termin I) zastosowano
sekwencjonowanie nowej generaci (NGS) w

odniesieniu do zmiennego regionu ITS1 na platformie
[Mlumina MiSeq (Eurofins, Germany).
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B Operculomyces sp.
Basidiobolus sp.
Schizothecium sp.
Paracremonium sp.
Minimedusa sp.

Marquandomyces sp.

Kiflimonium sp.
B Debaryomyces sp.
B Chloridium sp.
B Pythium sp.

W Podospora sp.

B Cadophora sp.

B Metarhizium sp.
Clonostachys sp.
Rhodotorula sp.
Hamamotoa sp.
Verticillium
Syncephalis sp.

Pleotrichocladium sp.

B Periconia

B Arthrinium sp.
Talaromyces sp.
Papulaspora sp.
Rhizophlyctis sp.

W Tetracladium sp.
Oculimacula sp.
Oidiodendron sp.

Subulicystidium sp.

Preussia sp.
Cylindrocarpon sp.
Emericellopsis sp.

B Cephalotrichum sp.

B Burgoa sp.

W Solicoccozyma sp.

W Trichocladium sp.

W Penicillium sp.

B Fusarium sp.
Geomyces sp.

B Trichoderma sp.
Coniochaeta sp.
Exophiala sp.
Pseudeurotium sp.
Mortierella sp.

1. Wykazano, ze nawozenie hydrolizatem keratynowym zwigksza pule OTU

w glebie oraz zmienia sklad taksonomiczny grzybow.
2. W glebie nienawozonej hydrolizatem dominujacym taksonem byly rodziny
ktore

Plecosphaerellaceae, Nectriaceae,
odpowiednio 6,4%, 2,7% i 2,5 % calej puli OTU.

Chaetomiaceae,

stanowity

3. Po wprowadzeniu hydrolizatu zmniejszyla si¢ rodzina Nectriaceae.
Najliczniejsza czgs¢ mykobiomu stanowily grzyby z rodzaju Mortierella tj.
23,0% catej puli OTU w wariancie bez hydrolizatu i 23,2 % z hydrolizatem.

4. Dominujacym gatunkiem byta Mortierella exigua, ktorej udziat w puli OTU
byl stymulowany dodatkiem hydrolizatu (wzrost z 2,8% na 3.2% w puli

OTU).

5. Grzyby te uznawane sg jako bionawozy poprawiajace wzrost roslin.

jtk 10% kg-1 s.m. gleby
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ODDZIALYWANIE METALI CIEZKICH NA BAKTERIE W
RYZOSFERZE ELYMUS ELONGATUS I ZEA MAYS

Edyta Boros-Lajszner, Jadwiga Wyszkowska, Agata Borowik, Jan Kucharski

Katedra Gleboznawstwa i Mikrobiologii, Uniwersytet Warminsko-Mazurski w Olsztynie

Wstep

Bioréznorodnos¢ bakterii jest ztozona, wynika to z konkurencji miedzy drobnoustrojami, jedne gatunki mogg hamowac rozwdj innych, ale réwniez moga
wspotpracowac z innymi organizmami wyzszymi - roslinami. Analizujgc ten ostatni aspekt to drobnoustroje mogg nie tylko stymulowac wzrost i rozwdj roslin,
zapobiega¢ chorobom, ale réwniez zwieksza¢ odpornosc roslin na stres wywotany czynnikami abiotycznymi, m.in. metalami ciezkimi. Ponadto rézne
konsorcja drobnoustrojow mogg dostosowac sie do okreslonych warunkow srodowiska, stanowigc ogromny rezerwuar informacji genetycznej zwigzanej z
gospodarzami bytujgcymi w srodowiskach narazonych na rézne stresy biotyczne i abiotyczne. Sprawia to, ze drobnoustroje moga tatwiej adaptowac sie do
warunkow stresowych i powodowac¢ zmiany bioréznorodnosci. Celem prezentowanych badan byto okreslenie zmian powodowanych przez Ni?*, Co?*, Cd?* w
réznorodnosci genetycznej bakterii w glebie, na ktérej uprawiano Elymus elongatus i Zea mays.

Metodyka

Badania wykonano w doswiadczeniu wazonowym. Przeprowadzono je na glebie zanieczyszczonej niklem, kobaltem i kadmem w ilosci Ni* — 400 mg kg?,
Co?* — 80 mg kg?! i Cd?* — 8 mg kg!. Roslinami doswiadczalnymi byly Elymus elongatus i Zea mays. Po ich zbiorze w materiale roslinnym i glebie
oznaczono zawartos¢ wyzej wymienionych metali ciezkich, a w glebie dodatkowo wykonano analize metagenomiczng bakterii.
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Ee - Elymus elongatus; Zm — Zea mays; C — gleba kontrolna niezanieczyszczona metalami
cigzkimi; Cd — gleba zanieczyszczona Cd?*; Co - gleba zanieczyszczona Co*"; Ni — gleba
zanieczyszczona Ni%*; a - g — grupy jednorodne

Whnioski

Rys. 4. Unikalne i wspdlne rodzaje bakterii w glebie zanieczyszczonej metalami ciezkimi (diagram Venn)

1. Elymus elongatus tagodzita w wiekszym stopniu niz Zea mays zakiécenia w réznorodnosci bakterii wywotane przez metale ciezkie. Potwierdzajg to

wartosci wskaznika Shannona.

2. Najbardziej negatywne dziatanie sposrod wszystkich badanych metali ciezkich na réznorodnos¢ bakterii na wszystkich poziomach taksonomicznych

wywart Cd2* w ryzosferze Zea mays.

3. Bakterie z rodzaju Arthrobacter, Rhodoplanes, Kaistobacter, Devosia i Phycicoccus sg mato wrazliwe na zanieczyszczenie gleby Ni?*, Co?*, Cd?* i w$rod
tych rodzajéw nalezy poszukiwa¢ gatunkoéw przydatnych w remediacji gleb zanieczyszczonych metalami ciezkimi.



ety  poszukiwanie mechanizméw odpowiedzialnych za uwalnianie fosforu z podtoza
przez mikroorganizmy
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WSTEP PODSUMOWANIE

Fosfor jest jednym z podstawowych makroelementéw, niezbednych do wzrostu i rozwoju roslin. Zasoby tego pierwiastka w glebie 1. Niespetna poftowa ze zidentyfikowanych szczepdéw wykazat zdolnosci do rozpuszczania
sg ograniczone, stad konieczne jest uzupetnianie jego niedoboru. Odbywa sie to gtdwnie przez stosowanie nawozow mineralnych fosforandw nieorganicznych.
na bazie fosforytéw. Zmniejszajgce sie swiatowe zasoby fosforytéw sktaniajg do poszukiwania alternatywnych zrédet zaopatrywania 2. Zidentyfikowano dwa gatunki bakterii (Pseudomonas koreensis i Lelliottia amnigena),
roslin w fosfor. Jednym z nich jest wykorzystanie mikroorganizméw do zwiekszania przyswajania fosforu obecnego w glebie przez w obrebie ktérych byty szczepy zdolne do uwalniania fosforu oraz niewykazujgce takich
rosline. Mechanizmy determinujgce gospodarke fosforowg mikroorganizméw endofitycznych nie sg dobrze poznane. wtasciwosci.

"Tif?ji: ~ Arabidopsis MATERIALY | METODY AT Rosliny uprawne

W ¥ arenosa ,."( _ . .
r’ i I 1 Ay Ay
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Eksperymenty na pc_)di;)iu
zawierajacym
nierozpuszczalne fosforany

A

Identyfikacja mechanizmoéw Czy wyselekcjonowane
Izolacja i selekcja endofitycznych grzybow i bakterii zdolnych do rozpuszczania fosforanow odpowiedzialnych za gospodarke endofity zwiekszajg pobor fosforu
obecnych w podfozu hodowlanym fosforanowg w mikroorganizmach przez rosliny?

Pseudomonas koreensis, gatunek w obrebie ktorego sg szczepy
wykazujace i niewykazujgce zdolnosci do rozpuszczania fosforanéw
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Otoczkowanie nasion- jak zapewni¢ lepszy start roslinie

Jarostaw Ciepiel !
Zaklad Mikrobiologii Rolniczej, Instytut Uprawy Nawozenia i Gleboznawstwa - PIB

KOtoczkowanie to zabieg polegajacy na pokryciu nasion roélin\ Trlle Gl AT e \
uprawnych aktywnymi sktadnikami w celu poprawienia ich e Ochrona bakterii promujacych wzrost i rozw6j roslin
jakosci oraz zwigkszenia wydajnosci upraw. Zaprawianie (PGPR)
nasion jest efektywne gdy jest dostosowane do celu ~ Dastsnezesie rrillkie- 4 naslsoslemeitm
otoczkowania, specyfikacji danej rosliny i srodowiska w jakiej e Ochrona przed ptakami i gryzoniami
\ bedzie si¢ rozwijac. J e Dostarczenie regulatoréw wzrostu

e Utrzymywanie wilgoci
e Dostarczanie tlenu

Juz 2000 lat temu w Chinach rolnicy pokrywali nasiona e Stymulacja i utatwianie kietkowania

ryzu kulkami z blota podczas siewu na zalanych polach. e Zwigkszenie masy lub wielkosci nasion

W Indiach tradycja stalo si¢ stosowanie papki z krowiego kDostarczenie selektywnych herbicydow /
lajna do granulowania nasion bawelny, aby ulatwi¢ ich

wysiew. W Europie w 1960r. komercyjne wykorzystanie na . .. .
duza skale powlekanych nasion rozpoczelo sie Materialy do zaprawiania nasion

szklarniowych. Stosowano wowczas siarczan miedzi,

j . . . Biostymulatory: Barwniki Sp01wa
w ktérym moczono nasiona. Metoda ta jednak stawala sie « SYN, NP,BIO « SYN,NP Maka sojowa NP
czas Od_ﬂonljla i ucigzliwa . z€ wzgle;du ha pozme].sze Roslinne sktadniki Wspomagacze Wypetniacze (MIN
suszenie ziaren. W polowie XX w. opracowano wiele odzywcze « SYN .~ Ziemia okrzemkowa
. . . . o.¢ 5z . SYN, MIN . Weglan wapnia
technik otoczkowania, aby jak najskuteczniej poprawié . Gips
stan produkgcji rolnej. W kolejnych latach kontynuowano - Bentonit
. . . o  Wermikulit
udoskonalanie technologii otoczkowania. . Talk
o Zeolit
. . . « Krzemionka
Sprzet i sposoby powlekania nasion . Siarczan baru
Dry powder applicator Rotary coater Drum coater Blokujace stres Sp01wa (SYN)
abiotyczn Alkohol poliwinylowy
Fillers / powder . S N, IO ) POIIOCtan melu
Variablgspeed Binder / liquid : Binder/liquidﬂ . Met Ioceluloza
drive 1 " Fillers / powder M Kar Oksymetyloceh'ﬂoza
J
owder Spoiwa NP)
S:hosper Skl‘O ia
« Guma arabska
55 b Srodki ochrony
roslin
Metering Spray nozzle . SYN, NP, BIO, MIN
Szczepionki
. BIO, MIN
Tabela 1. Materialy stosowane do otoczkowania nasion. Skréty oznaczajace pochodzenie
materiatu: SYN- syntetyczne substancje chemiczne, NP- produkty naturalne, BIO- biologiczne,
MIN- mineralne (zrédto: 1. Afzal i.in. Modern seed technology: seed coating delivery systems
for enhancing seed and crop performance, Agriculture, 10 (11), s. 526, 2020.)
T Dry coating Seed dressing Film coat Encrustment Pellet . .
Whioski

Rys. 1. Typy urzadzen do otoczkowania nasion: aplikator suchego proszku, powlekarka obrotowa,

powlekarka bebnowa. (Zrédlo: 1. Afzal i.in. Modern seed technology: seed coating delivery systems * Gospodarka nasienna ]eSt meodzownym elementem

for enhancing seed and crop performance, Aglicurture 10 (11), s. 526, 2020) udanej produkcji roélinnej
ePowleczone nasiona daja lepsza wydajnos¢ upraw
i moga efektywniej konkurowaé z chwastami
Dobor sprzetu i metody do powlekania uwarunkowany e Powlekanie nasion jest postrzegane jako jeden ze
jest przede wszystkim dawka substancji czynnych, ptynéw sposobéw, w jaki sadzonki moga uzyska¢ lepsza
i sktadnikéw statych stosowanych na jednostke materiatu "zdolnosé konkurencyjna"
siewnego. Obecnie stosuje si¢ trzy giowne typy urzadzen e W uprawie roélin wczesny wzrost siewek ma ogromne
do powlekania nasion: do powlekania na sucho, znaczenie dla uzyskania optymalnych stanowisk
rotacyjnego i granulowania. (rys. 1). Maszyny te, i maksymalizacji plonow
stosowane pojedynczo lub w niektorych przypadkach e Powloki nasienne powinny zosta¢ opracowane jako
w kombinagji, tworza pie¢ metod powlekania: na sucho narzedzie menegmentu, stanowigce integralny sktadnik
proszkiem  (dry  coating),  zaprawianiem  mnasion poprawiajacy osadzanie nasion w szerokim zakresie
(seed dressing), powlekaniem filmem (film coat), warunkéw srodowiskowych
inkrustowaniem (encrustment) i granulowaniem (pellet). e Aby uzyska¢ aktywny i efektywny jednolity wzrost
Wspolnym celem wszystkich urzadzen i metod powlekania siewek i roslin, technika granulowania nasion moze
jest uzyskanie wysokiej roéwnomiernosci nakladania przynies¢ wspaniate efekty
i przylegania preparatu do nasion . e Barwienie nasion jest wymagane przez prawo, aby
uniknaé przypadkowego uzycia zaprawionych nasion

Literatura:

I. Afzal i.in.; Modern seed technology: seed coating delivery systems for enhancing seed
and crop performance, Aglicurture 10 (11), s. 526, 2020

S. Pedrini i. in.; Seed coating: science or or marketing spin?, Trends in Plant Science vol
22,10 2, s. 106-116, 2017

K XK. Sharma i in.; Seed treatments for sustainable agriculture— A review. J. Appl. Nat.
Sci. 2015, 7, 521-539

jako zywnosci lub paszy, co jest praktyka stosowana
gléwnie przez przetwdrcéw nasion




Analiza metataksonomiczna zbiorowisk grzybow

* w profilu gleby plowej pod uprawa pszenicy
INSTITUTE OF Magdalena Frac™'; Agata Grytal, Anna Piotrowska-Dlugosz™?
AGROPHYSICS

1 Instytut Agrofizyki im. Bohdana Dobrzanskiego Polskiej Akademii Nauk ul. Doswiadczalna 4, 20-290 Lublin
2 Katedra Biogeochemii i Gleboznawstwa, Wydziat Rolnictwa i Biotechnologii, Politechnika Bydgoska, ul.
Bernardynska 6, 85-029 Bydgoszcz
m.frac@ipan.lublin.pl

Pomimo wielu prac dotyczacych mikrobiomu $rodowiska glebowego, zagadnienie to wymaga wcigz badan,
zwlaszcza W konteks$cie rozpoznania zbiorowisk grzybow wystepujacych w glebszych warstwach profilu
glebowego. Celem badan bylo okreslenie zmian w sktadzie mikrobiomu grzybowego w profilu gleby
ptowej pod uprawg pszenicy. Probki gleby pobrano z pieciu pozioméw genetycznych profilu gleby ptowe;j
typowej: Ap, Eet, EB, Bt, Ck, ktére obejmowaly odpowiednio nast¢pujace gltebokosci: 0-32, 32-46, 46-58,
58-135, >135 cm. Badania obejmowaty okreslenie mykobiomu poszczegdlnych warstw profilu glebowego
na podstawie sekwencjonowania regionu markerowego ITS1 badanych probek z wykorzystaniem
technologii lllumina MiSeq.
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Analiza skupien wykazata, ze prébki pobrane z wierzchnich warstw profilu glebowego (Ap, Eet)
charakteryzowaty si¢ odmiennym mikrobiomem grzybow w poroéwnaniu do glebszych pozioméw (EB, Bt).
Mykobiom najglebszej warstwy gleby byt odmienny od pozostatych lub grupowat si¢ w obrebie klastra (EB,
Bt), w zaleznosci od rozpatrywanego poziomu taksonomicznego. W wierzchnich warstwach gleby
dominowaly przedstawiciele klas Sordariomycetes i Tremellomycetes, a w glebszych Leotiomycetes i
Eurotiomycetes. Ponadto, w najglebszej warstwie stwierdzono wystepowanie przedstawicieli
Dothideomycetes, Eudicotyledonae i Oomycetes.

Praca sfinansowana przez Narodowe Centrum Nauki, Opus 15, 2018/29/B/NZ9/00982
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Réznorodnosé mikrobiomu mady bardzo lekkiej

Z Matopolskiego Przetomu Wisty
oraz jego reakcja na symulowanq powodz

Furtak Karolina, Gatagzka Anna, Grzgdziel Jarostaw

Zaktad Mikrobiologii Rolniczej

Instytut Uprawy Nawozenia i Gleboznawstwa — Panstwowy Instytut Badawczy
Czartoryskich 8, 24-100 Putawy

WPROWADZENIE

MATERIAL | METODY BADAWCIE

W  prezentowanych badaniach dokonano analizy

strukturalnej mikrobiomu mady bardzo lekkiej pochodzgcej
z Matopolskiego Przetomu Wisty (woj. lubelskie) oraz jego
reakcji na warunki symulowanej powodzi.

- “ ﬁ ﬂ "
’ |

roslinnosciqg w

14 dni zalania
B po 7i 14 dniach

I;ig. 1. boéwiadczenie: A) miejsce poboru prébek; B) schemat doswiadczenia

Tabela 1. Parametry fizyko-chemiczne badanej mady
Sktad granulometryczny

WYNIKI

BN-78/9180-11 PTG 2008
piaski = pyly | cz. sptaw. gat. piaski | pyly it gat. Ny, (%) Ceot (%) Cor (%) | Préchnica (%) S '"'U k"' U re S p 0] +e CcZNno é © |
29 5 pias.ek' stabo- 2 2 lo pia’sek 0,056+ 0,622+ 0,551+ 0,951 + s s
gliniasty luzny 0,004 informa Cg
bakterii [2].

Materiat stanowita gleba pobrana z miejscowosci Janowiec w woj.
Lubelskim (51°19'14.4"N 21°54'42.9"E). Miejsce poboru prébek to tgka
(Fig. 1a), nieuzytkowana rolniczo, potozona za watem
przeciwpowodziowym, ktéra stanowi naturalny teren zalewowy Wisty.
Glebe scharakteryzowano joko made bardzo lekkg (Tabela 1).

\ Glebe pobrano w formie profilu glebowego o gtebokosci 25 cm wraz
z

trzech powtdrzeniach | umieszczono w

fransparentnych, polipropylenowych pojemnikach o wymiarach 33 x
33 x 42 cm [1]. Nastepnie zalano wodqg rzeczng na wysokosC 5 cm
nad powierzchnie gleby LFig. 1b). Do analiz pobrano glebe swiezq, a
nastepnie po 7 i 14 dniac

zalania.

bakteryjnej analizowano przy uzyciu

sekwencjonowania nastepnej generacji (Miseq, lllumina). Poszukujgc
w literaturze Swiatowej, okreSlono cechy wybranych
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- swieza gleba - kontrola
|:| gleba po 7 dniach powodzi
. gleba po 14 dniach powodzi

. woda z Wisly (uzyta do
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Fig. 2. Drzewo filogenetyczne dla rodzajow bakterii w madzie w symulowanych

warunkach powodziowych. wykres przedstawia wzgledng liczebnosé (%) bakferii zidentyfikowanych (zielone
oznaczenie na wewnetrznym okregu) na poziomie rodzaju oraz niezidentyfikowanych (rézowe oznaczenie na
wewnetrznym okregu) na kazdym etapie doswiadczenia (zielony stupek - kontrola, zotty stupek - gleba po 7 dniach
zalania, czerwony stupek - gleba po 14 dniach zalania) oraz w wodzie (niebieski stupek).

Badania wykonano w ramach realizacji dotacji dla mtodych naukowcéw IUNG-PIBIMNISW (2018): Wptyw letnich powodzi na zmiany bioréznorodnosci strukturalnej i funkcjonalnej mikrobiomu wybranych mad rzecznych.

Dwie bakterie niesklasyfikowane do rodzaju (tj. CL0229 i CL0452) catkowicie zanikty w wyniku zalania
gleby.

W zalanej glebie odnotowano obecno$¢ bakterii naniesonych z wody: Aquabacterium, CLO397
i CL0432. Stwierdzono réwniez wazrost liczebnosci bakteri z rodzajéw Clostridium, Flavobacterium,
llumatobacter oraz CLO053. Naftomiast wystepowanie 18 bakterii, m.in. Bacillus, Solirubrobacter,
Arenimonas oraz Mycobacterium, zmniejszyto sie (Fig. 2).

Interesujgcg obserwacjq jest pojawienie sie w zalanej glebie bakterii, ktérych nie wykryto wczesniej ani
w wodzie, ani w glebie $wiezej (Fig. 2 i 3). Bakterie te zidentyfikowano dopiero po 7 i 14 dniach zalania.
Dwie z nich z nich to Anaeromyxobacter sp (0,42-0,72%) i Malikia sp. (0,33-0,95%). a frzecia,
niezidentyfikowana do rodzaju, zostata oznaczona jako CL0068 (0,56-0,97%).

Bakterie z rodzaju Malikia powszechnie wystepujg w $wiezych stodkich wodach, ale izolowano je réwniez
z osadow Sciekowych. Bakterie opisane jako CL0068 byty wykrywane przez innych badaczy réwniez
w Srodowisku wodnym (Scieki, tereny podmokte, woda rzeczna). Natomiast Anaeromyxobacter sp. to
bakterie beztlenowe, tworzgce przetrwalniki, wérdéd ktdrych sg osobniki o zdolno$ciach dehalogennych.
Warto rowniez zauwazy¢, ze w wyniku andlizy bioinformatyczne uzyskano duzq liczbe niesklasyfikowanych
do rodzaju sekwenciji — 1272 w 7 dniu zalania oraz 1037 w 14 dniu zalania — co stanowi kolejno 90,1 i 89,6%
wszystkich uzyskanych odczytéw (Fig. 4).

Fig. 4. liczba sklasyfikowanych i niesklasyfikowanych na poziomie
rodzaju sekwenciji

mKontrola 7 dni zalania ® 14 dni zalania

0.60

040

0.20

0.00
Malikia

A JZ(JE??'OJHE'I".TObﬂ(fﬂ??'

Uneclassified_CL0068

Fig. 3. Wzgledna liczebnos¢ 3 rodzajow bakterii, ktére pojawity sie
w glebie po zalaniu

B Wszystkie @ Niesklasy fikowane @ Sklasy fikowane na poziomie rodzaju

1.000.0

PODSUMOWANIE

Analiza wykazata, ze nie tylko proporcje
poszczegolnych bakterii ulegajg zmianie w wyniku
zalania, ale réwniez w glebie pojawiajg sie nowe
rodzaje, zarbwno wprowadzone przez wode, jok
i wybudzone z form nieaktywnych, za$ niektére
grupy mikroorganizmow wymierajqg.

Mozina jednoznacznie stwierdzi¢, ze ekstremalne
warunki wywolane symulowanqg powodzig majg
znaczqacy wplyw na mikroorganizmy glebowe
bytujgce w madzie bardzo lekkiej.

Literatura

[1] Furtak K., Grzqdiziel J., Gatazka A., Niedzwiecki J. (2020). Prevalence of unclassified bacteria in the soil bacterial community from

floodplain meadows (fluvisols) under simulated flood conditions revealed by a metataxonomic approach. Catena, 188, 104448.

2] National Center for Biotechnology Information, NCBI database. https://www.ncbi.nim.nih.gov/ (accessed 10 July 2019).
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Okreslenie wplywu mocznika wzbogaconego mikrobiologicznie na potencjal
metaboliczny mikroorganizméw glebowych w uprawie pszenicy 0zimej

Karolina Furtak'™, Anna Gatgzkal, Karolina Gawryjotek?, Agnieszka Rutkowska?
1 Zaktad Mikrobiologii Rolniczej, 2Zaktad Zywienia Ro$lin i Nawozenia
Instytut Uprawy Nawozenia i Gleboznawstwa — Panstwowy Instytut Badawczy
ul. Czartoryskich 8, 24-100 Putawy, e-mail: *kfurtak@iung.pulawy:.pl
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WPROWADZEN = 10 dni po aplikacji nawozu  Hpo zbiorach

Celem badan byta ocena potencjatu
metabolicznego metodg Biolog® EcoPlate™
spotecznosci mikroorganizmoéw glebowych

W uprawie pszenicy ozimej w zaleznosci od dawki
zastosowanego bionawozu wzbogaconego
mikrobiologicznie.

AWCD

MATERIALY | METODY

K-NPK Ko M100 M100+G M60+G

Na polach doswiadczalnych RZD IUNG-PIB
P , . Y ; Wykres 1. Indeks AWCD (72h inkubacji ptytek)
w BaborOWku (WOJ . WlelkOPOISkle) zastosowano Wykres przedstawia $rednie n = 3; mate litery ,,a-b” oznaczaja warto$ci rézne statystycznie

nowo Opra COW any Opra COW any bl onaw 6 7 mig¢dzy terminami poboréw; duze litery ,,A-B” oznaczaja warto$ci rozne statystycznie mi¢dzy

réznymi nawozeniami w jednym terminie poboru; test Tukey’a HSD, P <0.05

wytworzony z mocznika wzbogaconego i [ &
pozytecznymi mikroorganizmami - grzybami. %10 dni po aplikacji nawozu M po zbiorach
Uwzglednione zostaly nastepujace obiekty / jj 1 A aB aA 2AB an 3AB bA 248 pa A
doswiadczalne: 1
 kontrola bez nawozenia — KO; 2 ij
» kontrola ze standardowym nawozeniem NPK — £ 2:0 |
K-NPK; E 1.6 +
* mocznik w dawce 100% — M100; E |
 mocznik w dawce 60% wzbogacony Vol
mikrobiologicznie — M60+G; F ol
* mocznik w dawce 100% wzbogacony 0.0
mikrobiologicznie — M100+G. K-NPK Ko MI100 MI00+G ME0+G
“ m  Whykres 2. Indeks Shannon’a (72h inkubacji ptytek)
WY N | Kl Wykres przedstawia $rednie n = 3; mate litery ,,a-b ” oznaczaja wartosci rozne statystycznie

miedzy terminami poborow; duze litery ,,A-B” oznaczajg wartosci rozne statystycznie migdzy
réznymi nawozeniami w jednym terminie poboru; test Tukey’a HSD, P <0.05
[

Zaréwno lndeks AWCD, Jak 1 ShaIlIlOIl’a (Wykres 1 Haminy/amidy Maminokwasy kwasy karboksylowe Mweglowodany Mpolimery
i2) byly najwyzsze w przypadku zastosowania 100%
mocznika w dawce 60% wzbogaconego T

. . . . . A o . — 80% +
mikrobiologicznie. Jednakze uzyskane rdznice nie |
sg istotne statystycznie (przy P <0.05). |
Uzyskane indeksy byty wyzsze po zbiorach % s0% |
pszenicy, ale istotne statystycznie rdznice (przy P S a0% 1
< 0.05) uzyskano tylko pomiedzy K-NPK S zzj
w przypadku indeksy AWCD oraz K-NPK, oo ] I I I I I I
M100+G i M60+G w glebie po 10 dni od aplikacji 0% - - . . - . . - - .

10 dni po 10 dni po 10 dni po 10 dni po 10 dni po

n aWO Z u . zbiorach zbiorach zbiorach zbiorach zbiorach
Zuzycie weglowodanOw (wykres 3) byto najwyzsze P 0 Mo Moo Heore
w kombinacji M100+G (37,1-36,8%) Wykres 3. Zuzycie grup substratow [%] (72h inkubacji ptytek)
W por()wnaniu Z pOZOStab’mi Wariantami- Baowa wykonano w ramach realizacji projektu BIO-FERTIL ,, Opracowanie technologii innowacyjnych

nawozow mineralnych wzbogaconych mikrobiologicznie” BIOSTRATEG3/347464/5/INCBR/2017.
/ ﬂ } w Biostrateg, NCBR (2018-2021)
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Ekosystemy lesne znaczgco rdznig sie od rolniczych, w ktérych dominujgca role stanowi gospodarka rolna prowadzona przez cztowieka.

Instytut Uprawy Nawozenia i Gleboznawstwa —
Panstwowy Instytut Badawczy w Putawach

VI. Ogdlnopolskie Sympozjum Mikrobiologiczne
»Metagenomy réznych srodowisk”
23 — 24 czerwiec 2022

Porownanie aktywnosci enzymatycznej gleby uprawnej i lesnej

KAROLINA GAWRYJOLEK, ANNA GALAZKA, KAROLINA FURTAK
Zaktad Mikrobiologii Rolniczej, IUNG-PIB w Putawach, Czartoryskich 8, 24-100 Putawy

Ekosystemy lesne to

kompleksy roslinnosci charakteryzujgce sie duzym udziatem drzew rosngcych w zwarciu. Naturalny las jest najbardziej ztozonym i najtrwalszym ekosystemem
ladowym. Zyznos$¢ i produktywnosé ekosystemoéw zaleza od intensywnosci procesdw biochemicznych zachodzacych w glebie, ktére sa katalizowane przez enzymy w
niej wystepujgce. Ogdlna aktywnos¢ enzymow jest uzalezniona od parametrow fizykochemicznych srodowiska takich jak: pH, temperatura, zawartos¢ substancji
organicznej oraz zawartos¢ katalizatoréw i inhibitoréw, dlatego poziom aktywnosci enzymatycznej gleb stanowi czuty wskaznik oceny ich zyznosci i urodzajnosci oraz
informuje o zmianach ekologicznych srodowiska glebowego.

Celem badan byfo porownanie wskaznikow jakosci gleby (aktywnosci dehydrogenaz oraz fosfatazy kwasnej i zasadowej), na przykiladzie

gleb uzytkowanych rolniczo oraz gleb z ekosystemu lesnego.

MATERIALY I METODY

Materiat glebowy stanowity prébki pobrane z terenu RZD IUNG w Osinach wedtug zamieszczonego schematu. Prébki pobrano z lasu lisciastego oraz pola uprawnego (rzepak)
potozonego w jego bezposrednim sgsiedztwie (Ryc.1.). Do analiz pobrano réwniez prébki pochodzace z granicy polai lasu.

Aktywnos¢ enzymoéw glebowych zostata zmierzona spektrofotometrycznie. Aktywnos¢ dehydrogenaz okreslono metodg opisang przez Caside i inn.(1964). Aktywno$¢ fosfatazy
kwasnej i zasadowej okreslono przy udziale metody opisanej przez Tabatabai i inn. (1969).

Ryc.1. Schemat doswiadczenia

Ryc.2. Srednia aktywnoé¢ enzyméw glebowych w zaleznoéci od lokalizacji probki. Wartosci oznaczone réznymi literami réznig sie
istotnie statystycznie (test HSD Tukeya dla p<0,05)
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Ryc.3. Srednia aktywno$¢ dehydrogenaz w zaleznosci od lokalizacji probki-

Ryc.4. Srednia aktywno$¢ fosfatazy kwasnej w zaleznoéci od lokalizacji probki-

WYNIKI I PODSUMOWANIE

Na podstawie testu HSD Tukeya okreslono statystycznie istotne rdznice w aktywnosci enzyméw
glebowych. Najwyzszg aktywno$¢ dehydrogenaz uzyskano w prébkach pobranych z granicy pola
uprawnego i lasu (Prébka 1 i 6). Statystycznie istotne wyzszg aktywnos$¢ dehydrogenaz uzyskano w
probkach pobranych z pola uprawnego (probka 4 i 5 oraz 9 i 10) w poréwnaniu do préobek pobranych z
terenu lasu (prébka 2 i 3) oraz 7 i 8). We wszystkich badanych prébkach najwyziszg aktywnoscia
odznaczata sie fosfataza kwasna. W wiekszosci przypadkdéw wartosé ta jest kilkukrotnie wyzsza w
porownaniu do aktywnosci pozostatych enzymow (wyjgtek stanowi aktywnos$é dehydrogenaz w
probce 1). Najwyzszg aktywnos¢ fosfatazy kwasnej w obrebie poszczegélnych lokalizacji stwierdzono
w prébkach pobranych z granicy (Probka 1 i 6) oraz 30 m w gtab lasu (Prébka 2 i 7). W przypadku
fosfatazy zasadowe] rdwniez najwyzsza aktywnos¢ w obrebie poszczegdlnych lokalizacji wystepuje w
probkach pobranych z granicy (Prébka 1 i 6) oraz 30 m w gtgb lasu (Prébka 2 i 7) oraz w przypadku I
lokalizacji takze w prébce pobranej z pola uprawnego w odlegtosci 50 m od granicy lasu (Prébka 10).

Ryc.4. Srednia aktywnos¢ fosfatazy zasadowej w zaleznoéci od lokalizacji probki-
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Zawartosc¢ ogolnych oraz tatwoekstrahowlinych biatek glebowych spokrewnionych z
glomalinami w doswiadczeniu z uprawg truskawki w systemie ekologicznym

1KAROLINA GAWRYJOLEK, tANNA GALAZKA, 2BEATA FELEDYN - SZEWCZYK

1Zaktad Mikrobiologii Rolniczej, 2Zaktad Systemoéw i Ekonomiki Produkcji
WSTEP IUNG-PIB w Putawach, Czartoryskich 8, 24-100 Putawy

Biatka glebowe spokrewnione z glomalinami stanowig kompleks powszechnie wystepujgcych glikoprotein, charakterystycznych pod wzgledem budowy i wtasciwosci
fizykochemicznych. Biatka te produkowane sg przez grzyby mykoryzy arbuskularnej nalezgce do rodzaju Glomus. S3 to stabilne, nierozpuszczalne w wodzie i odporne
na degradacje czastki, stabilizujgce agregaty glebowe i chronigce je przed rozbiciem. Stabilnos¢ struktury gleby istotnie wptywa na charakter i zawarto$é¢ materii
organicznej w glebie. Uzytkowanie gruntow i stosowanie szeregu zabiegdw uprawowych ma wptyw na ilos¢ i jakos¢ materii organicznej gleby a tym samym na jej
agregacje.
Celem badan byto okreslenie zawartosci ogolnych (T- GRSP) i tatwoekstrahowalnych (EE-GRSP) biatek glebowych spokrewnionych z
glomalinami w doswiadczeniu z ekologiczna uprawa truskawki.

MATERIALY I METODY

Badania przeprowadzone zostaty na prébkach pochodzacych z uprawy truskawki w systemie ekologicznym. W trakcie trwania doswiadczenia na rosliny aplikowano preparaty
bakteryjne na nosnikach statych, ktére miaty na celu biologiczng ochrone oraz zwalczanie patogendéw grzybowych. W doswiadczeniu wykorzystano trzy preparaty biologiczne
(P7, P8 oraz P9) aplikowane pojedynczo lub w kombinacjach. Doswiadczenie odejmowato 3 odmiany truskawki (Haneyoe, Vibrant oraz Rumba), a dodatkowym czynnikiem byto
nawadnianie. Prébki glebowe pobrane zostaty po zbiorach owocow.

Ekstrakcje biatek z gleby przeprowadzono za pomoca odpowiedniego buforu cytrynianowego w temperaturze 121 °C, a ich zawarto$¢ w otrzymanych ekstraktach oznaczono
metoda Bradford. Do oceny istotnosci Srednich zawartosci poszczegdlnych biatek glebowych zastosowano jednoczynnikowa analize wariancji.

Ryc.1. Wykres przedstawiajgcy zawartos¢ biatek glebowych w zaleznosci od zastosowanych preparatdéw bakteryjnych, odmiany owocéw oraz warunkéw doswiadczenia
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Ryc.3. Srednia zawartoé¢ T-GRSP w zaleznosci od warunkéw wodnych

Ryc.2. Srednia zawarto$¢ EE-GRSP w zaleznoéci od warunkéw wodnych ,
4 Y doswiadczenia — jednoczynnikowa analiza wariancji ANOVA p<0,05.

dos$wiadczenia — jednoczynnikowa analiza wariancji ANOVA p<0,05.
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Bierzacy efekt: F(1, 34)=45.804, p=.00000 Bierzacy efekt: F(1, 34)=86,299, p=.00000
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Badania wykonano w ramach realizacji projektu EcoFruits.
BIOSTRATEG3/344433/16/NCBR/2018
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WYNIKI I PODSUMOWANIE

Biorac pod uwage sSrednig zawartos$¢ glikoprotein stwierdzono wyzszg warto$é T-GRSP w probkach pochodzacych z uprawy nawadnianej, natomiast wyzsze wartosci EE- GRSP
obserwowano w prébkach pochodzacych z uprawy owocow, na ktérej nie stosowano nawadniania (Rys.1.) Wyniki te réznity sie istotnie statystycznie (Rys.2. oraz Rys.3.)

Nie stwierdzono statystycznie istotnych réznic zawartosci biatek glebowych spokrewnionych z glomalinami pomiedzy stosowanymi preparatami oraz odmianami truskawki.
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Zroznicowanie aktywnosci metabolicznej szczepow bakterii z rodzaju Pseudomonas

KAROLINA GAWRYJOLEK, ANNA GALAZKA, ANNA MARZEC - GRZADZIEL
Zakfad Mikrobiologii Rolniczej, IUNG-PIB w Putawach, Czartoryskich 8, 24-100 Putawy
WSTEP

W warunkach naturalnych wzrost roslin wspomagany jest przez mikroorganizmy zasiedlajgce ryzosfere, poprzez bezposrednie lub posrednie oddziatywanie
okreslane jako promowanie wzrostu. Bakterie z rodzaju Pseudomonas sg powszechnie spotykane w ryzosferze roslin i cze$¢ gatunkdéw zaliczana jest do grupy
PGPR (ang. Planth Growth Promoting Rhizobacteria). Pozytywny wptyw tych bakterii polega ograniczeniu szkodliwego dziatania fitopatogendw poprzez synteze
enzymow litycznych, antybiotykdéw, sideroforéw oraz cyjanowodoru.

Celem badan byfo okreslenie potencjatu metabolicznego szczepow bakterii z rodzaju Pseudomonas wyizolowanych z ryzosfery roslin,
rosnacych w rozZnych warunkach srodowiska.

Ryc.2. Mapa cieplna obrazujgca zréznicowanie szczepéw bakterii z rodzaju Pseudomonas
w przypadku wykorzystania do wzrostu weglowodandw po 96 godzinach inkubacji

MATERIALY I METODY

Do doswiadczenia wykorzystano szczepy bakterii z rodzaju Pseudomonas pochodzace z kolekgji
Zaktadu Mikrobiologii Rolniczej IUNG-PIB w Putawach. Identyfikacja szczepédw do rodzaju nastgpita
na podstawie sekwencjonowania genu 16S RNA metoda Sangera. Badania potencjatu wykonano przy
uzyciu Systemu Biolog. Zawiesine bakterii uzyskang z czystej kolonii bakteryjnej naniesiono na 96
dotkowe ptytki Gen lll, stuzgce do identyfikacji bakterii tlenowych. Utylizacja podtoza spowodowata H6/R4
wybarwienie substratu, a intensywno$¢ wybarwienia byfta proporcjonalna do zdolnosci rozkfadu
zwigzku w danym dotku. Stopien zmetnienia zawiesiny mierzono spektrofotometrycznie w 24
godzinnych odstepach czasu. Na podstawie wynikdow wykonano mapy cieplne obrazujgce
zrdéznicowanie poszczegdlnych szczepdw w zaleznosci od tempa i intensywnosci rozktadu
poszczegdlnych zwigzkdw po 96 godzinach inkubacji.

Rozkiad weglowodanéw po 96 godzinach inkubacji
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Ryc.1. Wykres przedstawiajgcy rozktad poszczegdlnych grup zwigzkdw przez szczepy bakterii z rodzaju Pseudomonas
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Ryc.3. Mapa cieplna obrazujgca zrdznicowanie szczepéw bakterii z rodzaju Pseudomonas
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Ryc.5. Denbrogram przedstawiajacy rozktad poszczegdinych grup zwigzkdw przez szczepy bakterii z H6/RA
rodzaju Pseudomonas po 96 godzinach inkubacji
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WYNIKI I PODSUMOWANIE
Pomiedzy szczepami bakterii wystepujg rdznice metaboliczne pod wzgledem badanych cech g .Z s % § E 5 E 2 FE Ot pmis
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ktorych aktualnie bytuja. Na podstawie analizy skupien wydzielono 3 grupy pod wzgledem rd I 2 Eg%
intensywnosci rozktadu badanych zwigzkéw. Szczep Ps.st odznaczat sie wyzszg aktywnoscig pod g .2
& -7

wzgledem rozktadu kwaséw karboksylowych w poréwnaniu do pozostatych badanych szczepdéw.
Szczepy F2 i F6 wykazywaty sie wyzszg aktywnoscig pod wzgledem rozktadu weglowodanéw oraz
aminokwasow w poréwnaniu z pozostatymi szczepami.
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Populacja grzybow zwigzanych z korzeniami i ich potencjat metaboliczny w glebie ze strefy okotokorzeniowej olszy czarnej, brzozy
brodawkowatej i sosny zwyczajnej

Anna Gatgzka!, Anna Marzec-Grzadziel!, Milan Varsadiya?, Jacek Niedzwiecki?, Karolina Gawryjotek?, Karolina Furtak?!, Marcin Przybys*, Jarostaw Grzadziel?
1Department of Agricultural Microbiology, Institute of Soil Science and Plant Cultivation (IUNG-PIB), Czartoryskich St. 8, 24-100 Putawy, 2Department of Ecosystems Biology, University of South Bohemia in Ceské Budé&jovice,
3Department of Soil Science Erosion and Land Conservation, IUNG-PIB, *Department of Plant Breeding and Biotechnology, IUNG-PIB
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WSTEP
Ekosystemy lesne znaczgco rdznig sie od rolniczych. Jednym z kluczowych elementdéw gleby, zaréwno lesnej, jak i rolnej s3 mikroorganizmy glebowe. Grzyby stanowig nierozerwalng
czes¢ srodowiska glebowego i petnig w nim szereg pozytywnych funkcji. Wptywajg na funkcjonowanie ekosystemow, zdrowotnos$¢ roslin oraz strukture i produkcyjnos$é gleby. W
ekosystemach lesnych i rolniczych warunki edaficzne, rosliny i mikroorganizmy glebowe pozostajg w Scistej wspdétzaleznosci. Tworzenie sie specyficznych cech siedlisk lesnych
determinowane jest wtasciwosciami fizycznymi, chemicznymi i biologicznymi gleby. Nieodtgcznym sktadnikiem zycia biologicznego gleb lesnych sg grzyby, a wsréd nich grupa
tworzgca zwigzki symbiotyczne z drzewami leSnymi.

Celem badarn byto okreslenie strukturalnej i funkcjonalnej roznorodnosci biologicznej grzybow zasiedlajgcych ryzosfere trzech wybranych gatunkow drzew:

METODYKA
Probki gleby pobrano w 2019 i 2020 roku z lasu mieszanego zlokalizowanego w poblizu Rolniczej Stacji Doswiadczalnej IUNG-PIB w Osinach. Prébki pobrano z warstwy ryzosferowej drzew. Okreslono
podstawowe parametry fizyko-chemiczne i biologiczne gleb. Najwyzszg aktywnos$¢ metaboliczng na ptytkach FFPlates zaobserwowano w glebie pobranej spod olszy czarnej i brzozy brodawkowatej. Z kolei

gleba pobrana spod sosny zwyczajnej charakteryzowata sie znacznie mniejszg aktywnoscig biologiczng i nizszym potencjatem metabolicznym.
Fig. 1. Procentowy udziat dominujacych taksonéw grzybowych w glebie na podstawie sekwencjonowania

fragmentu ITS.

WYNIKI

Alnus glutinosa, Betula pendula i Pinus sylvestris.

Tabela 1. Zawartosc glomalin ogdlnych (TG) i glomalin tatwoekstrachowalnych. 2019 2020
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WNIOSKI Najwyzszg aktywnoscig metaboliczng na ptytach Biolog FFPlates charakteryzowata sie gleba pobrana spod olchy czarnej i brzozy brodawkowatej. Z kolei gleba pobrana spod sosny zwyczajnej
charakteryzowata sie znacznie nizszg aktywnoscig biologiczng i nizszym potencjatem metabolicznym. Wyniki uzyskane na ptytkach FFPlate rowniez wykazaty najwyzszy potencjat metaboliczny grzybow w
probkach pobranych ze strefy korzeniowej olchy czarnej. Najlepiej metabolizowanym zwigzkiem byta L-Fenyloalanina, L-Asparagina, D-Mannitol oraz g-Hydroxy-Butyric Acid. Dominujgcymi klasami byty:
Leotiomycetes, Mortierellomycetes, Lecanomycetes oraz Sordariomycetes.

Badania wykonano w ramach realizacjitematu nr 1.27 ,,Charakterystyka strukturalna i funkcjonalna bioréznorodnosci mikroorganizméw glebowych w ekosystemie lesnym i rolniczym”, (2019-2021).
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Réznorodnosc i aktywnosc grzybow pod drzewami jako wskaznik potencjalnego wietrzenia biologicznego i formowania gleby

Anna Gatgzka!, Anna Marzec-Grzadziel!, Milan Varsadiya?, Jarostaw Grzadziel!, tukasz Pawlik3

1Department of Agricultural Microbiology, Institute of Soil Science and Plant Cultivation (IUNG-PIB), Czartoryskich St. 8, 24-100 Putawy, 2Department of Ecosystems Biology, University of South Bohemia in Ceské Budé&jovice,
3Institute of Earth Sciences, Faculty of Natural Sciences, University of Silesia in Katowice, Bedziriska 60, 41-200 Sosnowiec, Poland; e-mail: agalazka@iung.pulawy.pl

WSTEP

W niniejszym opracowaniu pytamy, jaki jest poziom aktywnosci mikrobiologicznej w systemach korzeniowych drzew i jak moze ona wptywac¢ na wietrzenie biologiczne, w tym
strukture i metabolizm bakterii. Obszarem zainteresowania (AOl) byt przetom rzeki Poprad w potudniowe]j czesci Beskidu Sgdeckiego. Pasmo gdrskie nalezy do Zewnetrznych Karpat
Zachodnich i jest zbudowane gtéwnie ze skat fliszowych, sktadajgcych sie z piaskowcdéw, mutowcow i zlepiencow.

Celem badar byta ocena w jaki sposob czynniki biologiczne, w tym bakterie, dziatajgce na krytycznym styku biosfery ze srodowiskiem abiotycznym, ksztattujg ewolucje gleby.

METODYKA

Prébki gleby pobrano z rysosfery drzew, miejsc referencyjnych oraz z zwietrzelin skalnych w 2021 r. Okreslono zréznicowanie strukturalne grzybéw (NGS, 16S rRNA) oraz ocene profilu metabolicznego gleb
(ECOPlates). Obszarem zainteresowania (AOIl) byt przetom rzeki Poprad w potudniowej czesci Beskidu Sgdeckiego. Pasmo gorskie nalezy do Zewnetrznych Karpat Zachodnich i jest zbudowane gtéwnie ze skat
fliszowych, sktadajgcych sie z piaskowcdw, mutowcow i zlepiencow. Obszar jest nadal aktywny neotektonicznie. Teren badan znajduje sie na stromej stronie doliny skierowanej na pétnoc; ok. 250 m od rzeki

Poprad.
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Mycobacteriaceae WNIOSKI
Micrococcaceae Najwiekszg liczbe sklasyfikowanych rodzajow stanowity grzyby petnigce jednoczesnie funkcje patotroficzne,
Promicromonosporaceac saprotroficzne i symbiotroficzne. Boletales, Agaricales, Cantharellales i Archaeorhizomycetales byty najliczniejszymi

I Thermoled Pseudonocardiaceas rzedami, ale w jednej prébce znalezliSmy réwniez szczegdlnie wysoki udziat rzedu Mortierellales. Rzad Boletales i

Acidobacteria ermo.eop™ . . . > S— . . . . z 2.0 .q .

, = Acidobacteria Streptomycetaceac jego rodzina Boletaceae dominowaty w probkach peknigc skalnych, natomiast najwigcej taksondw o zréznicowanej
Bacteroidetes Il Acidobacteria_Gp6

liczebnosci zaobserwowano w probkach referencyjnych. Substratami najczesciej wykorzystywanymi przez grzyby
byty: kwasy glicylo-L-glutaminowe, L-ornityna, L-fenyloalanina, L-prolina, kwas D-galakturonowy, kwasy fumarowe,
kwasy D-sacharydowe, kwasy bursztynowe i N-acetylo-D- glukozamina.

This work was conducted under the project NCN2019/33/B/ST10/01009 and
TreesBEEs — Trees as biogeomorphic ecosystem engineers — biological weathering, initial
soil production and hillslope relief formation caused by tree roots, rhizospheric bacteria,

and mycorrhizal fungi (2020-2023).




WYKORZYSTANIE WEASCIWOSCI BIOCONTROL IZOLATOW
SRODOWISKOWYCH W WARZYWNICTWIE

Anna Gierut-Kot?!, llona Kafel-Krawczyk?, Katarzyna Géralska!, Magdalena Jopek?!, Krzysztof Ambroziak?!
Intermag sp. z 0.0. - Dzial Badan i Rozwoju

[ ] Celem eksperymentu byta ocena skutecznos$ci preparatow mikrobiologicznych na bazie pojedynczych izolatow $rodowiskowych 8/6, A12B (Bacillus
amyloliquefaciens) oraz B134 (Paenibacillus polymyxa) w ograniczeniu choréb grzybowych oraz wywotanych przez pierwotniaki u roslin warzywnych. W
warunkach szklarniowych zostaty zbadane nastepujace choroby i wywotujace je patogeny: zgnilizna twardzikowa sataty (Sclerotina sclerotiorum), kita kapusty
(Plasmodiophora brassicae) oraz fuzarioza papryki (Fusarium oxysporum).

[ ] Nasiona poszczegdlnych roslin warzywnych wysiano do skrzynek
wysiewnych, a nastepnie przepikowano do multiplatow z zakazonym $RODOWISKOWY PLYTKOWE : BIOLOGICZNE
podtozem. Warzywa traktowano trzykrotnie preparatami
mikrobiologicznymi  INTERMAG oraz produktami firm, ktore sg
traktowane jako standardy w zwalczaniu poszczegolnych chorob. Uzyto
standardy oparte na bakteriach (B), grzybach (G) oraz substancjach

IZOLAT TESTY TESTY

BIOPREPARAT

Tab.1. Wplyw badanych preparatow na wzrost roslin i ograniczenie zgnilizny twardzikowej w uprawie sataty.

. Zgnilizna twardzikowa sataty (Sclerotina sclerotiorum)
chemicznych (Ch) Badane parametry
Sucha masa
Badane . . 0 . czesci
[ WYNIKI o % % % % nadziemnej | SUcha masa
‘ e kombinacje skutecznosci | skutecznosci | skutecznosci | skutecznosci [a] 1 Kkorzeni[g]
7 :
22,11,2021 29.11.2021 06.12.2021 16.12.2021
1 n.K°"t“.’"" 25.25f 4794
iezakazona
2 Kontrola zakazona - - - - 11,50 be 191a
3 B134 68,4 24,7% 6,6% 6,7% 13,75 bed 219a
4 8/6 100% 99,3 96,2% 80,3% 24,75 ef 4,61 cd
5 A12B 100% 100% 98,4% 76,7% 24,50 ef 3,71 bed
6 | Standard2 (B) 100% 98,2% 81,3 67,4 23,75 ef 353b
7 | Standard3 (B) 59,5% 64,6% 59,9 51,3 19,25 de 323b
g | Standard4 (G) 95,9% 88,8% 82,3% 66,3 22,0 ef 354b
9 | Standard5 (B) 83,8% 24,7% - - 10b 1,77a
10 | Standard 6 (B) 100% 70% 64,3% 49,2% 16,25 cd 3,38b
11 | Standard 8 (B) 5,4% 22,3% 8,8% - 30a 151a
12 | Standard9 (G) 100% 100% 100% 85,5% 13,5 bc 3,81 bed
13 | Standard 10 (Ch) 100% 100% 100% 85% 15,5 bed 4,02 bed

Rys.1. Porazenie zgnilizng twardzikowa salaty ro$lin potraktowanych biopreparatami. A- kontrola (-), B-
kontrola (+), C- B134, D-8/6, E- A12B, F- preparat konkurencyjny 5, G- Preparat konkurencyjny 8.

Tab.3. Wplyw badanych preparatow na wzrost roslin i ograniczenie kity w uprawie kapusty.

Tab.2. Wptyw badanych preparatéw na wzrost ro$lin i ograniczenie fuzariozy w uprawie papryki. Kila kapustg(ﬁla:modrio:; h:)ra brassicae)
Fuzarioza papryki (Fusarium oxysporum) Badane el ? = ry -
Badane parametry - % % Srednia liczba |
Srednia kombinacje skutecznosci | skutecznosci roslin Srednia waga
o . -
Badane 0 0 0 0 liczba roélin| Wysokos§é¢ oo (korzenie) (korzenie) poraionych roslin [g]
o % % % % orazonveh | kofcowa Ograniczenie n=10
kombinacje skutecznosci | skutecznosci | skutecznosci | skutecznosci | P n= 5y roslin [cm] liczby jtk 24.02.2022 24.03.2022 24.03.2022 24.03.2022
F.oxysporum 1 |Kontrola niezakazona - - 00a 77,18d
15112021 | 2211.2021 | 29.11.2021 | 7122021 | 7.12.2021 | 10.12.2021 5| Kontrola zakazona ; ; 654 5326
Kontrola
1| niezakazona 00a 122,2abe 3| B134doglebowo 79,30 53,56 425¢ 67.73¢
" zl(aT(gtir::laa 350d 1011a 4| A12b doglebowo 36,79 - 275b 71,08 ¢
B134 154 129.a 5| 816 doglebowo 14,90 22,16 2,75b 70,55¢
- - - - ) ,9, abc
3 6| B134multiplaty 42,50 29,29 3,0b 71,65¢
4 8/6 100% 87.5% 90,9% 57,1% 15b 173,1d 46,9 -
7 A12b multiplaty 53,54 49,78 45¢ 48,28 a
5 A12B 50% 37,5% 9,1% 7,1% 325¢cd 138,8 cd 4,6 :
6 | Standard2 (B) - - - - 375 0d 1409 bed 00 8 8/6 multiplaty 82,79 62,33 50c 53,61b
7 | Standard3 (B) i i i i 3,75 0d 10142 00 9| Standard1 (Ch) 525b 51,70 6,75d 47,98 a
g | Standard 4 (G) 50% 50% 36,4% 7,1% 3,25 cd 164,4d
9 | Standard5 (B) 50% 62,5% 54,5% 35,7% 2,25bc 162,9d
Standard 6 (B 100% 50% 45,5% 14,3% 3,0 bd 1441 cd . . L
- 10 Standard 7 f G; 50‘; 750/0 P 50/0 - 25 cd 1445 0d W przypadku kily kapusty oraz fuzariozy papryki najsilniejsze
" 2 . S : ' wiasciwosci biocontrol wykazuje izolat 8/6, odpowiednio 62,3-82,8% oraz
12 | Standard 8 (B) - - 9,1 - 35¢cd 1074 ab ) 57 , 1-100% skutecznosci.

Izolat B134 najsilniej dziata na zahamowanie choroby wywotanej

przez Plasmodiophora brassicae (53,6-79,3%) gdy zostat zastosowany
doglebowo.

Rys.2. Fusarium oxysporum — badanie antybiozy metoda ptytkowa Zgnilizng w uprawie sataty istotnie statystycznie zwalcza zaréwno izolat
8/6 oaz A12B (80,3-100% i 76,7-100%). Bardzo wysoka skuteczno$é
wykazuje rowniez Standard 9 oraz Standar 10, jednakze trzeba zaznaczy¢,

WNIOSKI ze nie sg to produkty na bazie bakterii, lecz grzybow oraz substancji

chemicznych.

% INTERMAG

Badane izolaty wykazuja bardzo silne wtasciwos$ci biocontrol, a produkty na ich bazie
moga stanowi¢ konkurencje dla powszechnie stosowanych produktow na rynku.
Dodatkowo dziataty stymulujgco na wzrost roslin warzywnych.




Mikrobiom sera odgrywa kluczowg role w procesie produkcji i dojrzewania seréw w
istotny sposob wptywajac na ich wtasciwosci organoleptyczne i fizykochemiczne.

W sktad mikrobiomu seréw wchodza dwie podstawowe grupy: mikrobiota
starterowa (zasadnicza i pomocnicza) i mikrobiota niestarterowa.
Sekwencjonowanie wysokoprzepustowe umozliwia kompleksowe rozpoznanie
mikrobiomu seréw, uwzgledniajgc wptyw proceséw produkcyjnych, warunkow
klimatycznych, zmiennosci sezonowej, wykorzystanego mleka surowego lub
pasteryzowanego i wielu innych czynnikéw ktore mogg mie¢ wptyw na mikrobiom
jakos¢ serow.

CEL PRACY

Celem pracy byta charakterystyka taksonomiczna mikrobiomu seréw dtugo-
dojrzewajacych oraz sera plesniowego produkowanych przez Gospodarstwo
Rolne Slesin.

MATERIALY | METODY

Materiat badawczy stanowity 4 rodzaje serow:

* Dworski (D) - dojrzewajacy 3 miesigce,

* Hrabiny (H) — dojrzewajacy 6 miesiecy,

* Hrabiego Kazimierza (Hk) - dojrzewajgcy 12 miesiecy
e ser plesniowy (P)

Rys. 1 Materiat badawczy - sery dostepne w Spizarni Hrabiny Potulickiej oraz dojrzewalnia
seréw diugo-dojrzewajacych nalezaca do Gospodarstwa Rolnego Slesin.

Do produkcji serow wykorzystane zostaty nastepujgce kultury startowe:

- ser Dworski — kultura starterowa DL 3,5 OMEGA: Lactococcus Crémoris et
Lactococcus Lactis i Lactococcus Diacetilactis, Leuconostoc cremoris, Lactococcus
Thermophilus oraz DL-1 YOTA 1 zawierajagca gazujace  szczepy
Propionibacterium.

- ser Hrabiny — kultura starterowa DL 3,5 OMEGA: Lactococcus Crémoris et
Lactococcus Lactis i Lactococcus Diacetilactis, Leuconostoc cremoris, Lactococcus
Thermophilus oraz DL-1 YOTA 2: niegazujgce szczepy Propionibacterium

- ser Hrabiego Kazimierza — kultura starterowa DL 3,5 KAPPA 1: Streptococcus
thermophiles, Lactobacillus delbrueckii i Lactobacillus helveticus, Lactococcus
lactis oraz DL-1 YOTA 2: niegazujgce szczepy Propionibacterium.

- ser plesniowy - kultura starterowa zawierajaca: Lactococcus lactis i
Streptococcus salivarius subsp. Thermophiles oraz kultura SIGMA 15 bedgaca
skoncentrowang mieszankg sporéw Penicillum Roqueforti.

Materiat pobrano ze srodka seréw (Sr) oraz z okolic_skérki (Sk). DNA genomowe

wyizolowano zestawem Genomic Mini AX Food (A&A Biotechnology). Spotecznos$¢

bakterii oraz grzybow zostata okreslona poprzez sekwencjonowanie nastepnej

generacji (MiSeq lllumina, Genomed S.A.).

Literatura:

Juszczuk-Kubiak, E., et al. 2021. Technologie" food-omics" w profilowaniu metagenomu zywnosci. Postepy Mikrobiologii, 60(1).
Yeluri Jonnala, B., et al. 2018. Sequencing of the cheese microbiome and its relevance to industry. Frontiers in microbiology, 9, 1020.
https://spizarniahrabiny.pl/

Badania sfinansowane przez Fundacje Potulickq (1/6-40-21-10-0603-0018-0049).

Autorzy dziekuja Zarzagdowi Fundacji Potulickiej oraz Panu Jerzemu Dejkowi za
udostepnienie préb do badan.

ECGIF
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Mikrobiom serdw tworzyty zarowno mikroorganizmy bedgce kulturami starterowymi
(Lactococcus,  Propionibacterium,  Streptococcus, Lactobacillus,  Penicillium,
Saccharomyces), jak i inne mikroorganizmy, rozwijajgce sie intensywnie podczas
dojrzewania seréw, ktére stanowity 40-94%. W serze plesniowym byly to
mikroorganizmy z rodzajow: Brevibacterium, Lactococcus, Psychrobacter,
Debaryomyces, Cutaneotrichosporon a w pozostatych serach m.in.: Corynebacterium,
Leuconostoc, Debaryomyces oraz Streptococcus (Rys. 2-4).
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Rys. 2 Wzgledna obfito$¢ dominujacych (stanowigcych wiecej niz 0,5% spotecznosci)
bakterii na poziomie klasy i rodzaju (%) zidentyfikowanych w serach. Pozostate taksony
zebrano w kategorii inne.
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Rys. 3 Wzgledna obfitos¢ dominujacych (stanowiacych wiecej niz 0,5% spotecznosci)
grzybow na poziomie klasy i rodzaju (%) zidentyfikowanych w serach. Pozostate taksony
zebrano w kategorii inne.

1 16STrRNA . ITS

Rys. 4 Diagramy Venna przedstawiajagce wspdlne rodzaje bakterii oraz grzybéw dla okolic
skorki (Sk) i sSrodkowej czesci (Sr) poszczegdlnych serow.

WNIOSKI

1. Analizowane sery byly zréznicowane pod wzgledem struktury spotecznosci
bakterii i grzybow.

2. Jakosciowy i iloSciowy sktad mikrobiomu seréw réznit sie zaleznie od miejsca
pobrania préby (okolice skérki lub srodek sera).

3. W serach dojrzewajacych liczba taksonéw na poszczegélnych poziomach
taksonomicznych wzrastata wraz z dtugoscia czasu dojrzewania serow.

4. W serach dojrzewajacych (Dworski, Hrabiny, Hrabiego Kazimierza) wsrod
bakterii dominowat rodzaj Streptococcus, ktéry zidentyfikowano w kazdej z
préb, zaréwno w probie ze skorki jak i ze Srodka sera.

5. Dominujacym rodzajem grzybow we wszystkich analizowanych prébach seréw
dtugo-dojrzewajacych byt rodzaj Debaryomyces.

6. W serze plesniowym dominujagcym rodzajem grzybéw byt rodzaj Penicillium,
natomiast dominujacymi rodzajem bakterii byt rodzaj Lactococcus (Srodek)
oraz Brevibacterium (skérka).



Bior6znorodnos¢ metaboliczna zbiorowisk mikroorganizmow
zasiedlajacych liscie i owoce réznych odmian truskawki w
nawadnianym i nienawadnianym ekologicznym systemie produkciji

Agata Gryta*!, Anna Siczek!, Beata Feledyn-Szewczyk?, Magdalena Frac**?
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Profil metaboliczny mikroorganizmoéw zasiedlajacych liscie i owoce truskawki jest niedostatecznie rozpoznany, a moze stanowié istotny czynnik w
ochronie rodlin i przedtuzeniu trwatosci owocéw. Celem badan byto okreslenie zmian biorédznorodnosci metabolicznej zbiorowisk mikroorganizmoéw
wystepujgcych na lisciach i owocach réznych odmian truskawek w zaleznosci od nawadniania w ekologicznym systemie produkcji. Badania obejmowaty
okreslenie intensywnosci wykorzystania substratow weglowych nalezgcych m.in. do weglowodandéw, kwaséw organicznych, aminokwaséw z

wykorzystaniem systemu Biolog®.

W celu okreslenia aktywnosci mikroorganizmow
zasiedlajacych badane prébki lisci i owocéw zostaty
wykorzystane ptytki BIOLOG ECO Plates, umozliwiajgce
ocene aktywnosci metabolicznej zbiorowisk na
podstawie stopnia wykorzystania réznych substratéw,
zrédet wegla umieszczonych w  dotkach  ptytki.
Zaszczepione zawiesing mikroorganizméw  ptytki
inkubowano w temperaturze 24°C przez 192 godziny.
Stopien zuzycia substratéw weglowych okreslano na
podstawie pomiaréw absorbancji przy dtugosci fali 590
nm w odstepach 24-godzinnych.

Probki

Analiza profilu metabolicznego zbiorowisk
mikroorganizmdéw wystepujgcych na lisciach i owocach
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Poprawa parametrow fizjologicznych roslin z gatunku
Arabidopsis arenosa pod wpltywem inokulacji z uzyciem
endofitycznych drozdzy Sporobolomyces ruberrimus

Maciej Gustab, Piotr Rozpadek

Matopolskie Centrum Biotechnologii, Uniwersytet Jagiellonski w Krakowie,
Gronostajowa 7a, 30-387 Krakow, Polska

Inokulacja

Arabidopsis arenosa

Sporobolomyces ruberrimus to gatunek

drozdzy naturalnie wystepujacych w
tkankach Rzezusznika piaskowego
(Arabidopsis arenosa). Wczesniejsze

badania wykazaty jego ochronny wptyw na
rosliny rosngce na podtozu silnie
zanieczyszczonym metalami, w tym na
A. arenosa i blisko spokrewniona z nia
A. thaliana.

Co wiecej, zaobserwowano, ze inokulacja z
uzyciem wytacznie tego gatunku drozdzy
znaczaco poprawita wszystkie parametry
wydajnosciowe fotoukiadu Il (PS II) w
pomiarach fluorescencji chlorofilu A wu
A. arenosa. Wybrane parametry
przedstawiono na Fig. A i B. Nie
zaobserwowano takiego efektu w
przypadku A. thaliana. Niemniej
S. ruberrimus moze stanowié¢ wazny
gatunek do wykorzystania w biotyzacji
wybranych gatunkdéw roslin.

Badania finansowane z grantu NCN, OPUS-17, 2019/33/B/NZ9/01372
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Fig. A Wydajnos¢ kwantowa PS Il (Y(Il)) na podstawie pomiaréw krzywej
Swietlnej u inokulowanych (E+) i nieinokulowanych (E-) roslin z gatunku
A. arenosa. Analiza statystyczna przy pomocy testu t-Studenta, gwiazdki
oznaczaja p<0,05.

B
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Fig. B Wspodtczynnik niecyklicznego transportu elektronéw (ETR) na
podstawie pomiaréw krzywej sSwietlnej u inokulowanych (E+) i
nieinokulowanych (E-) roslin z gatunku A. arenosa. Analiza statystyczna
przy pomocy testu t-Studenta, gwiazdki oznaczaja p<0,05.

Kolejnym krokiem w przedstawionych badaniach bedzie sprawdzenie, jak
inokulacja z uzyciem S. ruberrimus wptywa na wymiane gazowa i wzrost
biomasy u A. areonsa. Wyzsza wydajnos¢ fotosyntezy moze korzystnie
wptywaé na zwiekszenie asymilacji dwutlenku wegla (CO,) z atmosfery
oraz wzrost plonéw roslin uprawnych.




GENETIC ASPECTS OF USING L-CARNITINE FORTHE PRODUCTION OF PROTEIN
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Introduction A S il e

L-carnitine or y-trimethylamino-f-hydroxybutyric acid is a ubiquitous water-soluble quaternary amine compound. It is synthesized by
most eukaryotic organisms, including some yeast, from amino acids: lysine as a precursor and methionine or S-adenosyl methionine as a
methyl donor. In humans, endogenous synthesis of L-carnitine occurs chiefly in the liver. However, it must be complemented through dietary
uptake. Since it is regarded to be a quasi-nutrient or conditionally essential nutrient, L-carnitine deficiencies sometimes cause life-threatening
disorders. As an important factor in cellular metabolism, L-carnitine binds fatty acids and transfers them to the mitochondria for 3-oxidation
required for generation of energy. Without L-carnitine, the mitochondrial inner membrane is impermeable to fatty acids. L-carnitine
transports long- to short-chain fatty acids out of the peroxisome, where [(3-oxidation is started, into the mitochondria, where the process is
completed, by reversible esterification of the 3-carbon hydroxylgroup with a fatty acid to form O-acyl-carnitine.

Aim of research Methods

Two Y. lipolytica strains, namely the industrial A-101 Y. lipolytica was cultured in two culture media: an industrial fat-rich SK medium and
strain and the standard reference strain from the American the chemically defined fatty acid-poor YPD medium (Difco). The SK medium is a waste

: . from biofuel production, which is normally used by Skotan S.A for production of Y.
Type Culture Collection (AICC), were examined for L- lipolytica A-101 biomass rich in nutritional elements for commercial use. Biofuel is made

carnitine content in their biomasses depending on the through chemical reaction of vegetable oil with ethanol producing fatty acid esters (long-
medium, fat-rich biofuel waste, and fatty acid-poor YPD chain alkyl (methyl, ethyl, or propyl) esters). Crude biofuel waste consists of a mixture of

medium. Subsequently, the genes responsible for the vegetable oils with degumming and glycerol fractions (from 2% to 7% wt/wt). The sterile
production of L-carnitine were identified media were also supplemented with FeSO,, trimethyllysine hydrochloride, and L-ascorbic

acid.
Results = ) b 27 3
Free L-carnitine was detected in the _ : +
biomass of both Y. Ilipolytica strains ~ g“’ ' ke 7 20 =
cultured in the YPD medium in the 2.8 5 =B
different culture conditions. The obtained o0 LR
biomasses of Y. lipolytica strains enriched 3*% hfnm I i 8% g
in L-carnitine exhibit different sensitivities i S : e § s 1 1 i t
to temperature and pH. £ ol . B
20 i -
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Figure 1. Total free L-carnitine concentration in wet biomass of Y. lipolytica strains cultured in the YPD medium at different
12 J % [% - conditions. (a) constant temperature (30°C) and variable pH values. (b) constant pH (6.0) values and variable temperature.

Y. lipolytica ATCC 9793 (dotted squares); Y. lipolytica A-101 (filled squares). **P<0.01 indicate significant difference

10 f A
compared to reference cultivation.

8 L

Concentration
(mg/100g of wet biomass)

gl Irrespective of the culture parameters, both of the strains produced comparable

il ~ | concentration of proteins but it existed significant difference in production of L-carnitine
2| l between these strains. Y. lipolytica ATCC 9793 produced significantly more L-carnitine in
0 - - - - ~ ~ comparison with A-101 strain.

1 2 3 -

L-carnitine concentration (mg/100g wet biomass)

Figure 2. Average values of L-carnitine and protein Mean * Standard deviation (SD)

production by Y. lipolytica A-101 and ATCC 9793 strains Y.lipolytica A-101 Y lipolytica ATCC 9793
growing on YPD medium, shown as irrespective of the Biofuel waste ~ YPD medium  Biofuel waste ~ YPD medium

culture parameters. 1. L-carnitine concentration in Y.
lipolytica ATCC 9793 biomass. 2. Protein content in Y. unsupplemented <1.00 2.80 £ 0.05 <1.00 9:93 £ 0.50

lipolytica ATCC 9793 biomass. 3. L-carnitine concentration in supplemented
Y. lipolytica A-101 biomass. 4. Protein content in Y. lipolytica trimethyllysine (0.01 g/L), iron(ll) (0.001 g/L), L-ascorbic acid <1.00 9.80 * 0.49 ** <1.00 10.99 + 0.55
A-101 biomass. (0.002 g/L)
: . supplemented trimethyllysine (0.1 g/L),iron(ll) (0.01 g/L), L- <1.00 10.74 + 0.57 ** <1.00 12.4] + 0.62 **
Another oleaginous yeast C. albicans can ascorbic acid (0.002 g/L)

synthesize carnitine de novo. Mutant strains Table 1. L-carnitine concentration in the wet biomass of Yarrowia lipolytica strains cultured in biofuel waste and YPD medium.

th deleti ¢ ¢ ¢ **P < 0.01 indicates significant difference compared with the reference unsupplemented cultivation. The yeast were cultivated
W1 eletion O one oO our genes 12 h, at30° C, pH 6.0, 12 h.

determining the L-carnitine synthesis, were

: T : Candida albicans Gene product Yarrowia Sequence 1
incapable  of utilizing either acetate or P e S Conclusion
. gene lipolytica identity of . o
ethanol as carbon therefore did not grow on homologous | translated DNA [IRARR 104 Te /8%
fatty acids or their grow were strongly sequences sequences [%] genetically adapted
ifi i i for the biosynthesis
reduced’ ldenfiedt enzymestinyolved mithe NTTREITEE trimethyllysine dioxygenase  YALIOC 0604 49,2 P 4 :
carnitine biosynthesis pathway were, in of L-carnitine de
sequence: orfl19.6306 trimethylaminobutyraldhyde YALIOCO03025 48.2 1000
' dehyd :
» trimethyllysine dioxygenase, YRR iR s e e d Egleig:j:r:z;btfeto
* hydroxytrimethyllysine aldolase, orfl9.6305 hydroxytrimethyllysine YALIOA21417 50.6 entire pool of free L-
* trimethylaminobutyraldehyde aldolase carnitine for its
dehvdrogenase Table 2. Yarrowia lipolytica and Candida albicans homologous sequences, essential for L- .

yaros ! A 5 1 rowth and protein

. butyrobetaine dioxygenase. carnitine synthesis, sharing more than 40% identity. 5 p
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Analiza molekularna genow uczestniczacych w adaptacji
“bakterii Rhizobium leguminosarum do niskich temperatur

(& ».
** ‘ UMCS Monika Janczarek!, Marta Koziet!, Michat Kalita?

1IKatedra Mikrobiologii Przemystowej i Srodowiskowej, 2Katedra Genetyki i Mikrobiologii, Wydziat Biologii i Biotechnologii, Uniwersytet
Marii Curie-Sktodowskiej w Lublinie, ul. Akademicka 19, 20-033 Lublin, e-mail: monika.janczarek@mail.umcs.pl

Bakterie z rodzaju Rhizobium posiadajg Celem badan byta analiza molekularna gendéw csp symbiotycznej

zdolno$¢ nawigzywania symbiozy z  pakterii R. leguminosarum.
roslinami bobowatymi i przeksztatcania

azotu atmosferycznego do form azotu

dostgpnych dla roslin. Wiele czynnikow Przeprowadzono  analize¢  molekularng  genéw  csp,
srodowiskowych, do ktorych nalezy, m.in. \vstepujgcych u symbiotycznej bakterii R. leguminosarum. W
niska temperatura, ma Wplyw Na  genomie tej bakterii zidentyfikowano pieé genéw csp, ktére wykazuja
efektywnosc symbiozy. W adaptacji do  podobienstwo sekwencji do genéw uczestniczacych w adaptacji do

stresu niskich temperatur S8  stresu zimna u innych bakterii symbiotycznych. Geny csp koduja
zaatngaz)owane biatka CSP  (cold-shock  piatka o niskiej masie czasteczkowej (~10 kDa). Analiza molekularna
proteins).

tych gendéw wykazata bardzo duze podobienstwo ich sekwencji
| nukleotydowych (od 95% do 100%). Sposrdd nich, gen cspA koduje
L gtébwne biatko ryzobiow, ktore uczestniczy w adaptacji do niskiej
Analize homologii sekwencji genéw csp temperatury (Rys. 1, tabela 1).
pomiedzy  analizowanymi  szczepami
przeprowadzono  z  wykorzystaniem Tabela 1. Podobienstwo sekwencji nukleotydowych (% identycznosci
algorytmu BLAST. Dla genu cspA sekwencji) gendéw csp szczepow nalezgcych do R. leguminosarum

skonstruowano drzewo filogenetyczne za
pomoca programu MEGAX.

Rhizobium leguminosarum bv. trifolii 4B

T?lrai;obium leguminosarum sv. trifolii 24.2 CSpl CSp2 CSp3 CSp4 CSpS Homologia
e (cspA) (92650270 (795230- (428766 (1186146— do
RSt 1952427) (196 nt) (186 nt) 4(%;?1853) (54 nt)  Jeguminosarum
g:ﬁzobfum leguminosarum sv. trifolii CC275e (210 nt)

Rhizobium leguminosarum sv. trifolii RCAM 1365 100 99 100 100 100 Rt24.2

R41

Rhizobium leguminosarum sv. trifolii WSM 1325
Rhizobium leguminosarum sv. trifolii TA1

Rhizobium leguminosarum sv. viciae A1 99 99 100 100 100 ATCC1447911
Rhizobium ruizarguesonis NZLR24
Rhizobium leguminosarum Norway

Rhizobium leguminosarum ATCC 14479 99 96 98 100 WSM1689

R118 97
2-2

8-3 97 99 99 100 98 TAl1

5-8
ERhizobium leguminosarum sv. trifolii WSM 1689 97 99 nd 08 08 RIv248

Rhizobium leguminosarum sv. viciae 248
— Rhizobium indicum JKLM 12A2
Rhizobium leguminosarum sv. viciae BIHB 1148

o KW1-9 . . 97 99 99 nd 100 WSM1325
Rhizobium leguminosarum sv. trifolii 22B
_i Rhizobium leguminosarum sv. viciae 3841
R13
:gg 97 99 97 nd 98 RIv3841
R49
R108 96 98 95 98 o8 WSM2304
81 3-3
3-1
4-3
8-11
M2
M16 - - - . .
e Wyniki przeprowadzonych analiz wskazuja, ze bakterie
Rhizobium acidisoli FH23 symbiotyczne nalezgce do gatunku R. leguminosarum
97! Rhizobium leguminosarum sv. trifolii WSM 2304 . - - -
Rhizobium etli CFN 42 majg bardzo dobrze rozwinietg sieC regulatorowg, ktora
Ensifer adhaerens OV14

zapewnia im bardzo efektywne przystosowanie do

Rys.1. Drzewo filogenetyczne NJ skonstruowane w oparciu o sekwencje SUrésu zimna.
cspA mikrosymbiontéw T. pratense pochodzacych z klimatu subpolarnego
(kolor niebieski) i umiarkowanego (kolor czerwony) oraz szczepow
referencyjnych (kolor czarny). Drzewo skonstruowane przy uzyciu metody
Neighbor-Joining (wartosci w weztach prezentujg wspétczynnik poparcia).

Badania byly prowadzone w ramach projektu NCN OPUS (nr
2018/31/B/NZ9/00663)



Jolanta Jaroszuk Sciset?, Artur Nowak?, Nataliia Kutyrieva2, Michat Perzanowski!, Anna Stomka?
Katedra Mikrobiologii Przemystowej i Srodowiskowej, Instytut Nauk Biologicznych, Uniwersytet Marii Curie-Skiodowskiej w Lublinie,
2Zaktad Mikrostruktury i Mechaniki Biomateriaféw, Instytut Agrofizyki PAN w Lublinie

Niepatogeniczny szczep Fusarium oxysporum DEMFol1l4 (sekwencja ITS MH681144) wyizolowany z ryzosfery
zdrowego zyta (Secale cereale L.) wykazywal zalezng od zrodet C (sacharoza, glukoza, fruktoza, mannoza) i N (pepton,
ekstrakt drozdzowy, azotan i siarczan amonu) w podtozu i zmienng w czasie (2.-7. dzien inkubacji) zdolno$¢ do syntezy
kwasu indolilooctowego (IAA) i zwiazkéw fenolowych oraz silnie skorelowang z aktywnoS$cia inwertazy i
glukanazy, bardzo efektywng w catym okresie hodowli synteze egzopolimerow (EPS).

Kwas indolilooctowy (1AA) Zwiazki fenolowe EPS a aktywnos$¢ inwertazy i glukanazy
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W hodowlach z metalami szczep F. oxysporum DEMFo014 syntetyzowat
Tempo wzrostu i stgzenie biomasy zwiazki kompleksujace (ZK) oraz egzopolimery (EPS).

szczepu DEMFo14 w hodowlach z metalami
cigzkimi Cd, Pb lub Zn obecnymi w podtozu
w zakresie stezen 2-10 pug/ml byto dodatnio
skorelowane z temperaturg (12, 20, 28°C).
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W obecnosci Cd stezenie stezenie ZK bylo 5-krotnie nizsze
a stezenie EPS nawet 5-krotnie wyzsze niz w hodowlach z cynkiem i otowiem.

Zwiazki kompleksujace (ZK) i

F. oxysporum DEMFo014
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Badania zostaly sfinansowane z subwencji statutowej UMCS
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WPROWADZENIE

Jednq z konsekwencji naduzywania antybiotykéw w sektorze zdrowia i rolnictwa oraz zanieczyszczenia srodowiska antybiotykami jest wzrost czestosci wystepowania
bakterii przenoszqcych opornos¢ na antybiotyki (ARBs) i genéw opornosci na antybiotyki (ARGs), ktére sq okreslane jako nowe zanieczyszczenia srodowiska. Uwaza sie,
ze wody powierzchniowe, na ktére oddzialujq scieki z oczyszczalni $ciekéw i z przemystu farmaceutycznego, stanowiq centralny punkt transportu i rozprzestrzeniania sie
ARBs i ARGs. Szczegélng uwage zwraca sie na geny chinolonéw i karbapeneméw, poniewaz majg one wysoki potencjat rozwoju opornosci. Istniejq trzy mechanizmy
opornoéci na chinolony kodowane plazmidowo (PMQR): geny qnr, ktére chroniq fluorochninole przed inhibicjq, wariant acylotransferazy aminoglikozydowej
(AAC(6)-Ib-cr) inaktywujqcy fluorochinolony przez acetylacje oraz geny QepA i OqxAB zwiqzane z pompq efflux.

Celem pracy byta analiza i ocena wplywu sciekéw pochodzgcych z komunalnej oczyszczalni sciekéw na wystepowanie
plazmidowych genéw opornosci na chinolony (PMQR) w wodach odbiornika.

icieki z odwodnienia

METODYKA

Scieki zewnetrzne kotownia /zbiornik
sirove #rédio wegla, ) blogazy Prébki wéd oraz $ciekéw pobierano z 3 punktéw. Metagenomowe DNA izolowano przy pomoc
koagulant, | )
powietrze |7 H 9550 7 - zestawu Power Water kit (MoBio Laboratories Inc., CA, United States). Biblioteki DNA przygotowano
4 o L [odsiarczanie . A i i
uilii komory ‘)’ osadnik “, | biogazv z uzyciem zestawu TruSeq DNA PCR-Free i sekwencjonowano z wykorzystaniem aparatu
sciekow ﬂ‘;""‘:‘;o Lo i NovaSeq6000 (lllumina, San Diego, CA, United States). Filtracja danych w postaci plikéw FASTQ
skratkd {ood | zageszczenie | | fermentacia zostatla przeprowadzona z wyorzystaniem Trimmomatic v 0.39 natomiast odczyty byly parowane
mechaniczne mezofilna
Bléike ] s Ao za pomocq programu PANDAseq. Geny kodujgce opornosé na fluorochinolony identyfikowano
) r pompownia selektor / ! z " T .
piaskowni || C-TECH [5] + reaktor —/ — za pomocq BLASTx z wykorzystaniem bazy danych Comprehensive Antibiotic Resistance Database
C-TECH zaggszezenie / odwuddnvleme L] (CARD)
itacyi osadéw .
osadnik osad wstepny x ¥
wstepny ; . . .
P2- icieki ) o lewej) Schemat oczyszczalni oraz miejsca poboru préb.
ostic e Po | Sch t | b b
zagospodarowanie
acgysEczone P1, P2 i P3 - punkty poboru

P1- wody P3- wody odbiornika
odbiomnika /\/\/\ T po zraucie iciekéw
NI WYNIKI
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- [] - acce)

P1 - wody odbiornika P2 - cieki P3 - wody odbiornika -lb-cr

Liczba genéw w poszczegdlnych prébkach [ppm] (n=3,

, - ] przed zrzutem $ciekéw oczyszczone po zrzucie $ciekéw
$rednia Todch. st., test Fishera, p<0,05) 4

Udziat poszczegélnych gendw opornosci na fluorochinolony (PMQR) w wodach
z réznych punktéw poboru préob
P1gnrB
o
2 GivE W sciekach oczyszczonych oraz w wodach odbiornika stwierdzono wystepowanie nastepujgcych
Analiza PCA 2 qnrD 2 Y P3 gendw: AAC(6')-Ib-cr, gnrS i qnrVC. Nie wykryto natomiast gendéw zwiqzanych z pompami efflux
podobienstwa g AAC(6)-Ib-cr ° - QepA i OgxAB. Wsréd gendéw qnr wykryto gnrS z dominujqcymi qnrS2 i qnrS6é oraz qnrVC
pobranych & ey z dominujgcymi qnrVC4 i qnrVCé. Liczba determinantéw warunkujgcych oporno$é na chinolony byta
wéd pod kagtem P2\ nizsza w $ciekach oczyszczonych (6 ppm = genéw/1 min odczytéw) w poréwnaniu do wéd odbiornika
wystepowania L (P1- 19 ppm; P2 — 9 ppm).
gendéw opornosci na
fluorochinolony PC1 (61,4 %)

WNIOSKI

Analiza wykazata wieksze zréznicowanie i wiekszq liczbe genéw opornosci na chinolony w wodach odbiornika niz w sciekach
oczyszczonych

Przeprowadzone badania wykazaly, ze wody odbiornika sq wiekszym zrédtem genéw opornosci na chinolony niz $cieki oczyszczone, co
swiadczy o tym, ze mikrobiom wéd odbiornika jest bardziej zréznicowany strukturalnie i funkcjonalnie, co warunkuje wiekszg mobilnosé
genéw opornosci na badane geny
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Reakcja populacji mikroorganizmow
movroouczy  glebowych na nawiezienie gleby odpadem
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3 A 45 - B
* 10 .
Prowadzone w pierwszym roku badania — z ** | 35
mialy na celu poznanie reakcji populacji = 2 ® 30 -
drobnoustrojow glebowych na 5 .5 E 25
wprowadzenie w roznych wariantach w =~ & B
tym z NPK (N1P1K1 i N2P2K2) E g L,
podtoza po uprawie pieczarek (PP) oraz = ** | 2 5
porownanie jej z reakcjg na nawiezienie 0 ) 0 . . :
el Kontrola PP PP+N1P1K1 PP+N2P2K2 Obornik Kontrola PP PP+N1P1K1 PP+N2P2K2 Obornik
gleby Obornlklem Edwiosna L..Jdjesien esssirednia z roku s wiosna L..ljesien emmmSrednia zroku
Probki gleby pobierano dwukrotnie w Rys. 1. Liczebno$é bakterii (A) i grzybow (B) proteolitycznych w glebie.
1-szym roku tj. w czerwcu 1 pazdzierniku.
W ramach analiz okre$lano: PODSUMOWANIE
O liczebnosé bakterii proteolitycznych % Bakterie Zastosowanie podtoza
O liczebno$¢ grzybow proteolitycznych g 10 popieczarkowego spowodowato nasilenie
- T, amonifikacji, nitryfikacji, aktywnosci
Q nasilenie amonifikacji i nitryfikacji iu,su Ureazy oraz rozwoju bakterii i grzybow
O aktywno$é ureazy 8 40 proteolitycznych. Na ogo6t parametry te
g byly wyzsze w obiektach z odpadem
g 040 o o g
. g y wanym t z NPK y
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Wyizolowany DNA wykorzystany 5 350 spowodowat spadek tego parametru.
zostat jako matryca do analiz Ea,ou- Najmniej  korzystne  okazato  sie
ilosciowych  technika QPCR z E 2,50 - zastosowanie odpadu tacznie z N1P1K1.
zastosowaniem specyficznych £ 21 W przypadku grzybow zawartos¢ DNA
sekwencyjnie  primerow. Oceng £ wykazywala odwrotng tendencje miz
przeprowadzono w oparciu 0 wyniki § ** ] DNA  bakterii, 1. we wszystkich
ysane . rodze anpiiaci | % i = oopsien | i
SEkweanl genow kodujqcych 16S Kontrola PP PP+NIPIK1  PP+N2P2K2 Obornik poziomie. W kombinacji 2 NI1P1K1

rRNA w przypadku bakterii oraz MWiosna .Jesier
18S rRNA w przypadku grzybow.

przyjal najwyzsze wartos$ci.
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Rys. 2. Aktywnos$¢ ureazy (A), amonifikacji B) i nitryfikacji (C) w glebie
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Analiza filogenetyczna endofitycznych
promieniowcow z rodzaju Micromonospora
wyizolowanych z brodawek korzeniowych
janowca barwierskiego (Genista tinctoria)
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Wstep. Poglad, ze brodawki tworzone na korzeniach roslin bobowatych zasiedlane sg jedynie przez ryzobia, czyli bakterie
wigzgce azot atmosferyczny w uktadzie symbiotycznym z gospodarzem roslinnym, utrzymywat sie przez wiele lat. Wtaczenie
metod molekularnych do badan nad sktadem populacji mikroorganizméw réznych siedlisk wykazato, ze zréznicowanie bakterii
tworzgcych mikrobiom brodawek korzeniowych jest znacznie bogatsze niz dotychczas sadzono. Jedng z takich nieryzobiowych
grup bakterii zasiedlajgcych brodawki korzeniowe roslin bobowatych sg promieniowce.

Materiaty i metody. Badaniami objeto izolaty z brodawek korzeniowych pobranych z janowca barwierskiego (G. tinctoria)
rosngcego w potudniowych Wtoszech, w regionie La Valle d’Ansanto (40° 58' 30" N, 15° 8' 31,” E). Z wyprowadzonych kultur
bakteryjnych izolowano DNA genomowy, ktéry wykorzystano w reakcji PCR z uniwersalnymi starterami dla genu kodujgcego 16S
rRNA oraz starterami dla sekwencji genu gyrB. Odczytane sekwencje poréwnywano z zasobami bazy NCBI Nucleotide
z wykorzystaniem narzedzia BLAST. Sekwencje nukleotydowe 16S rDNA oraz gyrB wykorzystano do skonstruowania drzew

filogenetycznych metodg Maximum Likelihood.
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Micromonospora sp. AY28C2
77
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Micromonospora sediminicola SH2-13

Rys. 1. Drzewo filogenetyczne sekwencji genu kodujgcego 16S rRNA szczepow
z rodzaju Micromonospora, wyizolowanych z brodawek korzeniowych
G. tinctoria (zaznaczonych na zielono) oraz znanych gatunkow promieniowcow,

najblizej spokrewnionych z badanymi izolatami.

Wyniki i wnioski.
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Rys. 2. Drzewo filogenetyczne sekwencji fragmentu genu gyrB
badanych izolatow z rodzaju Micromonospora, wyizolowanych

z brodawek korzeniowych G. tinctoria (zaznaczonych na zielono) oraz
blisko spokrewnionych z nimi gatunkdw.

- Analiza filogenetyczna sekwencji 16S rDNA badanych izolatéw potwierdzita ich przynaleznos¢ do rodzaju Micromonospora
oraz wykazata, ze szczepy te nie tworza na skonstruowanym drzewie jednorodnej grupy. Promieniowce wyizolowane

z brodawek korzeniowych G. tinctoria wykazuja pokrewienstwo z kilkoma réznymi gatunkami rodzaju Micromonospora (Rys. 1).
- Wyniki analizy poréwnawczej sekwencji fragmentu genu gyrB badanych izolatéw i referencyjnych szczepow Micromonospora
sugerujg, ze reprezentujg one nowe gatunki w obrebie tego rodzaju. Stopien podobienstwa sekwencji genu gyrB miedzy
badanymi szczepami a znanymi gatunkami wynosit ponizej 98.5%, ktora to wartos¢ w przypadku rodzaju Micromonospora
powszechnie przyjmuje sie jako wskaznik odrebnosci gatunkowej analizowanych izolatéw. Badane izolaty brodawkowe tworza
na drzewie filogenetycznym fragmentu genu gyrB odrebne wzgledem siebie i znanych gatunkdéw grona lub gatezie (Rys. 2), co
dodatkowo wspiera wniosek o ich przynaleznosci do nieopisanych dotychczas gatunkéw rodzaju Micromonospora.
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CYJANOPEPTOLINY

Fantastyczne cyjanobakterie — jak je wykorzystac?

Hanna Mazur-Marzec!

1 Zaktad Biotechnologii Morskiej, Instytut Oceanografii, Uniwersytet Gdanski, Al. Marszatka Pitsudskiego 46, 81-378 Gdynia.
2 Katedra Biologii Molekularnej, Wydziat Biologii, Uniwersytet Gdanski, Wita Stwosza 59, 80-308 Gdarsk
3 Zaktad Chemii i Biochemii Morza, Instytut Oceanologii Polskiej Akademii Nauk, Powstarncéw Warszawy 55, 81-712 Sopot
4 Pracownia Wirusologii, Matopolskie Centrum Biotechnologii, Uniwersytet Jagiellorski, Gronostajowa 7, 30-387 Krakéw, Poland

Nostoc edaphicum CCNP 1411 zostat wyizolowany z Zatoki Gdanskie;.
Genetyczne badania przeprowadzone przez Michata Grabskiego wykazaty,
ze na genom N. edaphicum sktada sie 5 plazmidow i chromosom na ktorym
obecne sg 4 miejsca odpowiedzialne za synteze nierybosomalna.
Sinice odpowiedzialne s3 za produkcje metabolitow wtornych, wsrod nich
znajduje sie wiele zwigzkéw o unikalnej strukturze. Badania
przeprowadzone przy uzyciu LC-MS/MS oraz NMR wykazaty produkowanie
przez N. edaphicum CCNP1411 przynajmniej 4 klas zwigzkow —
cyjanopeptolin, nostocyklopeptydow, anabaenopeptyn i kryptoficyn.
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Cyjanopeptoliny (CP) to jedne z najczesciej wystepujgcych peptyddw sinicowych,

Robert Konkel!, Anna Fidor!, Michat Grabski? Anna Toruriska-Sitarz!, Marta Cegtowska3, Karolina Szubert!, Krzysztof Pyré?,

SARS-CoV-2 Delta

CP985

CP969

CP1020 CP962 CP978

CP1013 CP999
z ktorych wiele jest inhibitorami proteaz serynowych. Niektore warianty CP s3 ST Hu
rowniez silnie toksyczne dla organizmow wodnych, zwtaszcza matych skorupiakow. 0.5
W naszych pracach wykazalismy aktywnos¢ Cyjanopeptolin wzgledem linii 1
komorkowych (Hela), wirusow oddechowych (SARS-CoV-2) oraz proteaz
(trypsyna, chymotrypsyna). Aktywnosc¢ zalezata od aminokwasu w pozycji 2.
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Nostocyklopeptydy (Ncps) sg peptydami produkowanymi wytgcznie przez sinice
z rodzaju Nostoc. Dotychczas tylko trzy analogi strukturalne, Ncp-Al, Ncp-A2 |
Ncp-M1 zostaty zidentyfikowane.

Liniowe nostocyklopeptydy (Ncp-E2L, Ncp-A2L) hamowaty aktywnos¢
chymotrypsynopodobng proteasomu 20S w odréznieniu od formy cykliczne;
(Ncp-A2), ktéra hamowata aktywnosc¢ trypsynopodobng proteasomu 20S.

o Proteasom

80

60

40

Ncp 4 A1 A2 E1 E2  E3
Cykliczny 757 791 777 743 20
Liniowy 677 775 809 795 761 743

Liniowy uwodniony 793 827 813 779 D e
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Kryptoficyny sg silnymi zwigzkami przeciwnowotworowymi. 100

Cp-52 osiggneta |l stopien badan klinicznych, niestety zostata i
odrzucona przez jej skutki uboczne. Obecnie w badaniach klinicznych
testowany jest koniugat Cp-przeciwciato.

/wigzki wyizolowane z N. edaphicum nalezg do nowych, nie opisanych
wczesniej strukturalnych wariantow.

W testach in vitro wykazywaty aktywnos¢ wzgledem linii

nowotworowej Hela, przy braku aktywnosci wzgledem innych linii. 0
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ANABAENOPEPTYNY

Anabaenopeptyny (AP) sg szeroko rozpowszechniong i zréoznicowang

Hph
0 grupg zwigzkow produkowanych przez cyjanobakterie. AP nalezg do AP836
O J\Feu znanych inhibitorow proteaz i fosfataz. AP834
MeAsn ﬁ Dotychczas opisano 155 strukturalnych wariantéw anabaenopeptyn.
N M HN.__©O o Val Sposrod nich — 38 jest produkowanych przez sinice z rodzaju Nostoc. AP820
m )J\CO S Nostoc edaphicum CCNP1411 produkuje 4 analogi AP, z ktérych 3 naleza AP806
O~ 'NH S do wczesniej nie opisanych zwigzkow.

O Lys

HN
Phe

O

Val — CO — Lys — Leu — Hty — MeAsn — Phe

Leu — CO — Lys — Leu — Hph — MeAsn — Phe

Val — CO — Lys — Leu — Hph — MeAsn — Phe
Val — CO — Lys — Leu — Hph — Asn — Phe

Metabolity produkowane przez sinice to zwigzki o unikalnej strukturze i aktywnosci biologicznej. Cho¢ w odbiorze spotecznym zwigzki sinicowe sg uznawane
za toksyczne, to w rzeczywistosci ich dziatanie moze byc istotne zarowno dla funkcjonowania srodowiska, jak i cztowieka.
Badania sekwencji catego genomu N. edaphicum wykazaty istnienie 4 klastrow syntetazy peptydow nierybosomalnych, zawierajgce potencjalne geny kodujgce

enzymy biorgce udziat w syntezie 4 grup zwigzkow. Bac
spektrometrii mass (MS/MS) potwierdzity istnienie 4 gru

ania metabolitow produkowanych przez ten szczep prowadzone z zastosowaniem tandemowej
0 peptydow, charakteryzujgcych sie ciekawg aktywnoscia: cyjanopeptoliny (aktywnosc¢ wzgledem

komorek nowotworowych Hela, inhibicja proteaz i aktywnos¢ wzgledem SARS-CoV?2), nostocyklopeptydy (inhibicja proteasomu 20S, zahamowanie Quorum
Sensing), kryptoficyny (aktywnos¢ wzgledem komorek nowotworowych Hela), anabaenopeptyny (inhibicja proteaz).
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Cel pracy

Celem pracy byta analiza funkcjonalna pangenomu bakterii
z rodzaju Rhizobium z uwzglednieniem unikalnej struktury
genomow tej grupy bakterii.

Rizobia stanowig unikalng grupe bakterii glebowych
tworzgcych symbioze z roslinami bobowatymi (Fabaceae).
Unikalna jest rowniez struktura ich genomow, ktére sg
wieloreplikonowe, z duzymi plazmidami (nawet > 1 Mpz).
Struktura genomow rizobidow odzwierciedla ich wymagajacy
tryb zycia w ztozonym srodowisku glebowym - w stanie
ciagtej konkurencji i oligotrofii oraz przechodzenia w
stan endosymbiotyczny. Stale rosngca ilos¢ wysokiej jakosci
danych sekwencyjnych genoméw rizobidéw, pozwolita na
analizy dystrybucji funkcjonalnej informacji genetycznej w
obrebie replikonéw, w ujeciu pangenomowym.

Metody

Z publicznie dostepnych baz danych pobrano sekwencje
kompletnych genomoéw bakterii z rodzaju Rhizobium, w
ktérych wyodrebniono poszczegdlne replikony. Z wykorzystaniem
oprogramowania anvi’o (ang. analysis and visualization platform
for microbial ‘'omics) zbudowano trzy =zestawy danych
pangenomowych: pangenom obejmujgcy petne genomy,
pangenom chromosomalny i pangenom plazmidow (Ryc. 1).
Procedura okreslenia pangenomu obejmowata serie wzajemnych
poréwnan sekwencji aminokwasowych poszczegélnych CDS-6w
kazdego z genomdw, nastepnie stworzenie klastrow sekwencji z
wykorzystaniem algorytmu MCL i okresSlenie odlegtosci
euklidesowych wektoréw wystapienia kazdego klastréw
sekwencji w poszczegdlnych genomach.

W obrebie przygotowanych zbiorow danych wyznaczono
genom rdzeniowy i dodatkowy, stosujgc kryterium czestosci
wystepowania gendéw w analizowanych replikonach odpowiednio
>95% 1 <=95%. Wszystkie uzyskane klastry gendéw
zaadnotowano wzgledem bazy COG (ang. Cluster of Orthologs).

z

A. B.

Rycina 1.

Wizualizacja pangenomu A. chromosomoéw i B. plazmidéw pochodzacych
z analizowanych 121 petnych genomoéw rodzaju Rhizobium przygotowana
Z uzyciem narzedzia anvi'o. Poszczegdblne okregi symbolizujg analizowane
replikony, natomiast promienie odpowiadajg wyznaczonym klastrom gendw.
Czarny blok oznacza obecnos$¢ reprezentanta danego klastra w przedstawianym
genomie.
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Procentowy udziat poszczegdlnych kategorii COG w pangenomie dodatkowym
chromosomoéw i plazmidéw pochodzacych z genoméw rodzaju Rhizobium.

A. Wykres stupkowy obrazujacy procentowy udziat kategorii COG w analizowanych
pangenomach. Poréwnania, ktérych réznice byty istotne statystycznie (p-value < 0,05) oznaczono
gwiazdka.

B. Wykres kropkowy obrazujgcy relacje pomiedzy procentowym udziatem poszczegdlinych
kategorii COG w pangenomie dodatkowym chromosomoéw (0$ x) i plazmidéw (oS y). Czerwong
elipsg zaznaczono kategorie COG, ktérych procentowy udziat w pangenomie plazmidéw jest
Znaczaco wyzszy.

Pangenom rodzaju Rhizobium obejmuje 58036 klastréw genowych. W

przypadku chromosomow byto to 33020 a dla replikonéw
pozachromosomalinych - 32276.

Dane literaturowe wskazuja, ze w przypadku genomow
wieloreplikonowych obserwuje sie zréznicowanie funkcjonalne

pomiedzy poszczegdlnymi kategoriami replikonow, ktére nie
polega jedynie na wzbogaceniu replikonédw pozachromosomalnych we
frakcje pangenomu dodatkowego. Aby potwierdzi¢ takg zaleznos¢ w
pangenomie Rhizobium poréwnano pod wzgledem funkcjonalnym

frakcje  pangenomu dodatkowego pomiedzy chromosomem |
plazmidami.
Z zastosowaniem testu Fischer'a dla wariancji w duzej prébie

potwierdzono istotne réznice w procentowym udziale poszczegodlnych
kategorii COG pomiedzy pangenomem dodatkowym plazmidow i
chromosomoéw (Ryc. 2). W genomie plazmidowym znaczgco czesciej
wystepowaty geny zaangazowane w transport i metabolizm
aminokwasow i cukréow (G, E), jak rdéwniez kodujgce biatka
odpowiedzialne za przeptyw informacji w komorce (T) i regulacje

ekspresji innych genéw (K). Z kolei w chromosomach czesciej

ulokowane byty geny odpowiedzialne za replikacje i rekombinacje DNA,

1. Wieksza czestos¢ wystepowania w genomie
plazmidowym Rhizobium gendw, ktorych kategorie
COG wiagze sie 2z adaptacja sSrodowiskowa
potwierdzaja hipoteze, zgodnie 2z ktora duze
replikony pozachromosomalne odrywaja istotna
role w przystosowaniu do zajmowanej niszy
jest to podstawowy element
ewolucyjny ksztattujacy ich profil funkcjonainy.

2. Wzbogacenie plazmidow we frakcje gendéw
z regulacja transkrypcji, pozwala
przypuszczad, ze w podzielonych genomach istnieje
zwiekszone zapotrzebowanie na procesy regulacji
ekspresji informacji genetycznej, ktdéra wskutek
dystrybucji na kilka replikondw jest w przypadku
plazmidéw, w mniejszym stopniu zintegrowana z
catoscia genomu.
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OCENA WPLYWU INOKULACJI PSZENICY OZIMEJ WYBRANYMI SZCZEPAMI
BAKTERII SOLUBILIZUJACYMI FOSFORANY

Monika Koziel, Stefan Martyniuk

Instytut Uprawy Nawozenia i Gleboznawstwa — Paristwowy Instytut Badawczy, ul. Czartoryskich 8, 24-100 Pulawy, tel. (0-81) 4786950, e-mail: mmaczka@iung.pulawy.pl

WPROWADZENIE:

Mikroorganizmy PSM przyczyniaja si¢ do zwigkszania plonow wielu roslin, poprzez hydrolize nieprzyswajalnych form fosforu obecnych w glebie w formy
dostepne, ktore mogg by¢ wykorzystane przez rosliny. Liczne badania potwierdzaja, ze zastosowanie PSB jako bionawozoéw poprawia wzrost, plon i jakos¢
takich roslin uprawnych jak: orzech wtoski, kukurydza, soja, burak cukrowy, ciecierzyca, orzeszki ziemne, ryz, pomidor, pszenica.

CEL PRACY

Celem badan bylo sprawdzenie oddzialywania wybranych szczepow PSB na kielkowanie nasion pszenicy ozimej, a takze ocena wpltywu hodowli
bakteryjnych na wzrost roslin w wazonach z piaskiem wzbogaconym pozywka mineralna zawierajaca nierozpuszczalny Ca;(PO,),.

MATERIALY I METODY

W badaniach wykorzystano 27 szczepoéw bakterii solubilizujacych fosforany pochodzacych z kolekcji Zaktadu
Mikrobiologii Rolniczej IUNG-PIB w Putawach. Szczepy wyizolowano z prob glebowych pochodzacych z
krajowego monitoringu chemizmu gleb i przechowywano na skosach agarowych w temperaturze 4 °C.

Whptyw szczepéw PSB na wzrost siewek pszenicy Whptyw inokulacji szczepami PSB na wzrostu pszenicy w doswiadczeniu wazonowym

Szczepy bakteryjne hodowano na ptynnej pozywce Pikovskaya w temperaturze 28°C. Po W warunkach doswiadczenia wazonowego analizowano wptyw 27 szczepdéw bakterii solubilizujgcych
72h hodowli otrzymane zawiesiny kazdego szczepu bakterii wykorzystano do inokulacji fosforany na wzrost pszenicy ozimej (odmiana Memory). W badaniach jako podtoze wykorzystano
nasion pszenicy (odmiana Memory). Nasiona wyktadano na sterylng bibute filtracyjng sterylny piach wymieszany z nierozpuszczalnym fosforanem wapnia (Cay(PO,),) w stosunku 200:1
umieszczong w szalkach Petriego (po 25 nasion na ptytke), a nastepnie inokulowano 3 ml (9/9). W wazonach o pojemnosci 500 cm® wysiano po 10 sztuk nasion pszenicy, ktére nastepnie
przygotowanych poszczegolnych hodowli bakteryjnych rozcienczonych w stosunku 1:10. zaszczepiono 1ml odpowiedniej hodowli bakteryjnej. Kontrole stanowity rosliny inokulowane H,O
Dla kazdego szczepu wykonano 3 powtérzenia. Probke kontrolng stanowity nasiona destylowang oraz ptyng pozywka z dodatkiem Cay(PO,),. Doswiadczenie prowadzono w pokoju
inokulowane woda destylowang oraz ptynna, rozcienczong (1:10) pozywka zawierajgca fitotronowym, w temperaturze 22°C, z zastosowaniem sztucznego oswietlenia przy 12-godzinnym
Cay(PO,),. Plytki inkubowano w temperaturze 23°C przez 72 godzin, po czym dokonano fotoperiodzie. Wazony podlewano wodg destylowang tak, aby piach byt stale wilgotny. Doswiadczenie
pomiaru dtugosci koleoptyli i korzonkéw. zatozono w 3 powtérzeniach (3 x 10 nasion/1 ml hodowli bakteryjnej). Po 4 tygodniach oceniono

Swiezg i suchg mase czesci nadziemnych i korzeni roslin w stosunku do kontroli.
WYNIKI

$rednia dlugosé koleoptylu (mm)
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Zdjgcie 1. Wplyw inokulacji szczepem F207 (Pseudomonas azotoformans) na dlugo$¢ koleoptyli i korzeni siewek pszenicy ozimej

nazwa szczepu

Pozywka z Ca3(PO4|

»  Wigkszo$¢ badanych gatunkow bakterii korzystnie oddziatywata na kietkowanie nasion pszenicy i wzrost siewek. Wyjatkiem byl gatunek

Pseudonana syringae, ktory wyraznie hamowat wzrost siewek rosliny testowej.
Wykres 1. Wptyw hodowli bakterii PSB na dhugos¢ koleoptylu (mm)

»  Sposrod analizowanych szczepow bakterii solubilizujacych fosforany najkorzystniejszy wptyw na stymulacje wzrostu koleoptylu siewek
o pszenicy zaobserwowano w przypadku rozcienczonej hodowli szczepu F207 (Pseudomonas azotoformans).

»  Stymulujacy wplyw inokulacji rozcienczonymi hodowlami szczepow: F21 (Phyllobacterium trifolii), F23 (Phyllobacterium ifrigiyense),
s0 I T F45 (Inquilinus ginsengisoli), F113 (Collimonas arenae), F159 (Paraburkholderia ginsengisoli), F171 (Pseudonana arsenicoxydans),
I T F207 (Pseudomonas azotoformans) oraz F311 (Phyllobacterium myrsinacearum) zaobserwowano na wzrost korzeni.

Kontrola
H,0

= | r431

5

L

» W przeprowadzonym do$wiadczeniu wazonowym analizowano wpltyw badanych
szczepOw na $wieza i sucha mase cze$ci nadziemnych i korzeni pszenicy ozimej.

»  Zaszczepienie nasion pszenicy bakteriami solubilizujacymi fosforany na ogét nie
mialo istotnego wptywu na plonowanie i wzrost korzeni tej roliny.
o
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érednia dtugoéé korzenia (mm)

2 8 H 8
Ho I
312 I
31-3 I
357 [
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» Najwieksza $rednia mase czeSci nadziemnych uzyskano dla szczepow F55
(Sphingomonas panacis), F207 (Pseudomonas azotoformans) oraz F417
(Paraburkholderia fungorum), natomiast najwyzsza warto$¢ $redniej masy
korzeni uzyskano w przypadku szczepu F21 (Phyllobacterium trifolii) i F431
(Pseudomonas helmanticensis).

F:
F

nazwa szczepu

» W przypadku $redniej suchej masy czesci nadziemnych najwyzszy wynik
zanotowano dla szczepow F21 (Phyllobacterium trifolii), F55 (Sphingomonas
panacis), F159 (Paraburkholderia ginsengisoli), F171 (Pseudonana
arsenicoxydans) i F175 (Paraburkholderia caledonica). Najwig¢ksza $rednia
warto§é suchej masy korzeni pszenicy charakteryzowala ro$liny zaszczepione
szczepami F257 (Bacillus ginsengihumi), F331-2 (Paraburkholderia caledonica)
i F431 (Pseudomonas helmanticensis).

Wykres 2. Wptyw hodowli bakterii PSB na diugo$¢ korzenia (mm)

Zdjecie 2. Korzenie pszenicy ozimej (odmiana Memory) bez inokulacji (kontrola H,0) i korzenie pszenicy szczepionej izolatem F431 (Pseudomonas helmanticensis)



KATOLICKI
UNIWERSYTET
LUBELSKI

JANA PAWLA Il INSTYTUT
AGROFIZ YK

Boa N

Wystepowanie bakterii z rodzaju Azlotobacter w roznych typach i grupach
granulometrycznych gleb w Polsce

Pulawy, 23-24 czerwca 2022 roku

Monika Koziel, Stefan Martyniuk

Zaklad Mikrobiologii Rolniczej, Instytut Uprawy Nawozenia i Gleboznawstwa — Panstwowy Instytut Badawczy,
ul. Czartoryskich 8, 24-100 Putawy, Poland,
email: mmaczka@iung.pulawy.pl

Sktad granulometryczny gleb mineralnych ma duzy wplyw na ich
wlasciwosci fizyczne i chemiczne. Gleby zawierajace wiecej frakcji
pylasto-ilastych, np. czg$ci sptawialnych, sg zwykle zyzniejsze, majg
korzystniejsza struktur¢ gruzelkowa 1 wigksza pojemnos¢ wodno-
sorpcyjng, sa bogatsze w substancje humusowe 1 maja Korzystniejszy
odczyn (wyzsze pH), niz gleby ubogie w te frakcje, np. lekkie gleby
piaszczyste. Wymienione czynniki wptywaja rowniez korzystnie na zycie

W przeprowadzonych badaniach korzystano z kolekcji gleb
(1140 prob glebowych) Zaktadu Gleboznawstwa Erozji i
Ochrony Gruntow IUNG-PIB w Putawach. Pracownicy
wymienionego zaktadu przeprowadzili tez klasyfikacje
gleboznawczg badanych gleb.

Ogolng liczebnos¢ bakterii z rodzaju Azotobacter w prébach

glebowych oznaczono metoda ptytkowa serii rozcienczen,
wysiewajac odpowiednio rozcienczone zawiesiny badanych
gleb na ptytki z pozywka Jensena. Po 5 dniach inkubacji ptytek
w 28°C oznaczono liczebno$¢ (jtk) komorek bakterii.
Liczebnos¢ komorek bakterii  przeliczono na 1 gram
powietrznie suchej masy gleb.

WYNIKI

Tabela 2. Wystepowanie i liczebnos¢ bakterii z rodzaju Azotobacter w réznych typach
i grupach granulometrycznych badanych gleb w Polsce (n = 1140)

biologiczne gleb, w tym na mikroorganizmy, takze z rodzaju Azotobacter,
bowiem w glebach gliniastych o wickszej zawarto$ci czes$ci sptawialnych
znajdowano znacznie cze¢sciej i liczebniejsze populacje tych bakterii, niz w
mniej zyznych glebach piaszczystych.

Gleby pod wzgledem wtasciwosci fizycznych scharakteryzowane
zostaty gtéwnie w oparciu o ich uziarnienie (sktad
granulometryczny) wg normy BN-78/9180-11, co pozwolito na
wyodrebnienie 12 grup granulometrycznych (gatunkoéw gleb),
od bardzo lekkich piaskéw luznych (pl) do glin cigzkich (gc) i
itow (i). Badaniami objeto rowniez gleby zaliczone do 4 typow
tj. gleby murszowe (M), mady (F), redziny (R) i lessy (L)

Typ lub grupa Liczba
granulometryczna (gatunek  badanych gleb
gleby) (n) Azotobacter spp.

Gleby murszowe 10 + (38%)
(M) 16 - 48-54
Redziny 16 + (89%) 68-73
2- 57
15 + (68%) 58-6,9
7= 54-6,6
24 + (60%) 59-74
17 - 4,0-6,8
4 + (30%) 55-58
9- 41-4.2
Piaski luzne 3+ (8%) 49-6,9
(o) 36— 43-65
28 + (19%) 52 —77
118 — 40-7,2
88 + (32%) 48-17.7
183 - 32-70
92 + (47%) 52-78
(pgm) 102 — 45-6.9
Gliny lekkie 99 + (59%) 51-74
(al) 70 - 3,7-6,6
Gliny srednie 31 + (63%) 53-6,9
(gs) 18- 44-59
Gliny ciezkie 11 + (79%) 53-69
(gc) 3- 53-54
Pyly zwykte 47 + (49%) 51-75
(py2) 49 - 43-6,6
15 + (65%) 58-6,8
8- 4,7-5,2
10 + (53%) 58-6,8
9- 4,7-5,2

Liczba gleb z (+)
lub bez ()

Zakres liczebnosci jtk
Azotobacter spp. w 1 g s.m.
dleby (Srednie)

pHw H,0

57-69 31740 (351)

5— 11000 (2035)

3 - 8500 (1162)
5— 297750 (13676)
8 — 65 (44)

5— 625 (204)

Piski stabogliniaste (ps)

3 - 775 (158)

Piaski gliniaste lekkie (pgl) 3 - 40000 (1165)

Piaski  gliniaste  mocne

3 - 2017 (451)

w 1gs.m.gleby

3 - 12500 (456)

3 — 12925 (930)

Srednia liczebnosé Azotobacter spp.

8 — 1968 (536)
3 — 45800 (1725)
3 — 19950 (1950)
3 — 4980 (2213)

Wykres 1. Srednia liczebnos¢ jtk bakterii Azotobacter spp. w badanych typach
i grupach granulometrycznych gleb

Bakterie z rodzaju Azotobacter wystepujg we wszystkich badanych grupach gleb (rodzaje, gatunki), ale w obrebie tych grup procent gleb
zasiedlonych przez azotobactera jest bardzo zroznicowany i waha si¢ od 8% i 19% w przypadku piaskow luznych i piaskow
stabogliniastych do okoto 80% i 90% w przypadku glin ciezkich i redzin.

Liczebnos¢ Azotobacter spp. w glebach zasiedlonych przez te bakterie jest bardzo zr6znicowana w obrebie kazdej analizowanej grupy
gleb i waha si¢ od kilku komorek (jtk) do Kilkuset tysigcy jtk w 1 gramie gleby. Najwieksza liczebnos¢ stwierdzono w niektorych glebach
lessowych, pytach zwyktych i piaskach gliniastych lekkich, odpowiednio 297 750, 45 800 i 40 000 jtk/g.

Najwickszg srednig liczebnos$cig Azotobacter spp. charakteryzuja si¢ lessy, ity, redziny i pyty ilaste, odpowiednio 13 676, 2213, 2035 i
1950 jtk/g, a najmniejszg zwiry, piaski stabogliniaste i piaski luzne, odpowiednio 44, 158 i 204 jtk/g.
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Zréznicowanie zdolnosci szczepow bakterii solubilizujacych fosforany do
rozpuszczania fosforanu wapnia

Monika Koziet, Stefan Martyniuk
Instytut Uprawy Nawozenia i Gleboznawstwa — Paristwowy Instytut Badawczy, ul. Czartoryskich 8, 24-100 Putawy, tel. (0-81) 4786950, e-mail: mmaczka@iung.pulawy.pl

Mikroorganizmy biorg udziat w transformacjach nieorganicznych i organicznych zwigzkéw fosforu (P) w glebie. Do podstawowych mechanizméw
mikrobiologicznego uruchamiania P naleza: uwalnianie kationo6w wodorowych (H+), produkcja kwasow organicznych oraz biosynteza fosfataz.
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Cel badan

Celem badan byto okreslenie wydajnosci solubilizacji Cay(PO,), przez 27 szczepéw bakteryjnych wyizolowanych z gleb pochodzacych z réznych
rejonéw Polski. W badaniach zastosowano metode plytkowa pozwalajaca na obserwowanie stref przejasnienia powstajacych woko6t kolonii
formowanych na pozywce zawierajacej nierozpuszczalny Cay(PO,), jako jedyne zrodto P.

Oceniono roéwniez efektywno$¢ rozpuszczania Cag(PO,), dla tych samych szczepow bakterii solubilizujacych fosforany namnozonych w pozywce
plynnej metoda kolorymetryczng (metoda molibdenianowa). Zasada spektrofotometryczna oznaczania fosforanéw polega na tworzeniu w roztworze
kwasnym kwasu fosforomolibdenowego H,(P)Mo0O,(O,)s 0 z6ltym zabarwieniu, ktory ulega redukcji pod wptywem chlorku cyny (l1), tworzac zwiazek
kompleksowy bitekit molibdenowy o intensywnym niebieskim zabarwieniu. Intensywno$¢ zabarwienia jest proporcjonalna do zawarto$ci fosforanow.

Materialy 1 metody

W badaniach wykorzystano 27 szczepow bakterii solubilizujacych fosforany pochodzacych z kolekcji Zaktadu Mikrobiologii Rolniczej IUNG-PIB w Putawach. Szczepy wyizolowano z préb glebowych
pochodzacych z krajowego monitoringu chemizmu gleb i przechowywano na skosach agarowych w temperaturze 4°C.

Zdolno$¢ wyizolowanych szczepéw PSB do rozpuszczania fosforanu tréjwapniowego sprawdzano w trzech o . o .
powtérzeniach na podlozu Pikovskaya [Pikovskaya, 1948]. Na pozywce wykonywano posiew punktowy — Oceng efektywnosci rozpuszezania Cag(PO,), prowadzono na ptynnej pozywee Pikovskaya
bakterii za pomoca sterylnej ezy. Po 14 dniach inkubacji w temp. 28°C mierzono rednice kolonii bakterii ~ [Pikovskaya, 1984]. Kolbki z 25 ml pozywki zaszczepionej czystymi kulturami bakterii
oraz stref przejasnien, ktore powstaly w wyniku uwolnienia fosforu z jego nierozpuszczalnej soli Cag(PO,),. = Solubilizujacymi fosforany umieszczano na wytrzasarce w temperaturze 28°C na okres 72h.
Zdolnos¢ badanych bakterii do solubilizacji fosforanu wyrazono jako wskaznik solubilizacji (SI), ktory = PO uptywie 24h, 48h, 72h hodowle bakteryjn,e, qdwlrowano przy 13000 rpm przez 20
oszacowano na podstawie stosunku srednicy halo (HD) do érednicy kolonii (CD). minut, a w supernatancie 0znaczano zawartos¢ jonow fosforanowych kolo'ry'rnetryczna,
— metodg, wykorzystujaca tworzenie biekitu fosforomolibdenowego [Litynski i in., 1976].

Do kolb miarowych o pojemnosci 50 ml dodano po 10 ml badanego supernatantu,
a nastepnie po 1 ml roztworu molibdenianu sodu i 0,25 ml roztworu chlorku cyny.
Zawarto$¢ kolb dopetniono do kreski woda destylowana i doktadnie wymieszano. Po
uptywie 10-12 minut dokonano pomiaru absorbancji przy dtugosci fali A = 690 nm.
Oznaczenie wykonano w 3 powtérzeniach dla kazdego szczepu.

.
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Sl = $rednica kolonii+$rednica strefy halo
$rednica kolonii

Przeprowadzone badania wykazaly, ze wszystkie izolaty tworzyly przejasnienia na pozywce 14
Pikovskaya, co swiadczy 0 zdolno$ci tych bakterii do rozpuszczania fosforanow i uwalniania
fosforu z jego nierozpuszczalnej soli. Zgodnie z klasyfikacja Berraquero i in. [1976] pigé 12 T

izolatow zostato sklasyfikowanych jako szczepy o srednim stopniu (2 < Sl < 4) solubilizacji,
natomiast pozostate dwadziescia dwa zostalo zaklasyfikowanych jako solubilizatory o niskim
stopniu (SI < 2) rozpuszczalnosci fosforanu. Najwigksze strefy przejasnien (SI = 2,33 mm)

H
s
obserwowano u szczepu F171 nalezacego do gatunku Pseudomonas arsenicoxydans. -§ 08 T T
3 ol T
o M
Tabela 1. Indeks solubilizacji fosforandw wyliczony dla badanych szczepow 3 06 .
Numer szczepu Sl ]
F21 1,250 5 o4
F23 1,44+0,10 2
F31 1,80+0,02 0.2
F33 1,50 40,07 L
s Ll R S
F55 1,13+0,02 SEE SRS EEEEEEEEEEEEEFEEEREE:
F95 1,25+013 NUMER SZCZEPU o
F113 2,0+0
Eii? ;:ggi 8:1(2) Wykres 1. Efektywnos¢ rozpuszczania Cay(PO,), przez wyodrgbnione szczepy PSB po 72h inkubacji w 28°C
F139 2,17+0,14
F159 1,22+0,18 Rozpuszczanie fosforanu trojwapniowego badano w pozywce ptynnej, oznaczajac stgzenie
F171 233+0,14 jonow PO,* metoda spektrofotometryczna po 24h, 48h i 72h inkubacji w 28°C. Sprawdzono
F175 2,08+0,14 efektywno$¢ rozpuszczania Cag(PO,), dla 27 szczepéw PSB. Wszystkie szczepy w pozywce
F207 1,34+0,08 plynnej wykazywaty zdolno$¢ do rozpuszczania fosforanu tréjwapniowego. Wérod rodzajow,
F257 136+0,13 ktore charakteryzowaly si¢ najwyzsza zdolnosciag do rozpuszczania Cas(PO,), znalazly si¢
F289 1,74+0,15 Pseudomonas (F171, 431), Phyllobacterium (F331-3), Inquilinus (F401), Bacillus (F257).
F311 1,56+0,14 Najnizsza zdolno$¢ do rozpuszczania fosforanu tréjwapniowego wykazat szczep F115 nalezacy
F317 1,44+0,14 do rodzaju Inquilinus.
F321 1,35+ 0,07 Zdjecie 1. Strefy przejasnien wokot kolonii szczepéw PSB
F331-2 1,73+0,12
F331-3 1,31+0,10
F357 1,2+0
F401 1,84 +0,02 .
Fa17 1,15+0,06 Podsumowanie
F431 1,49+0,27 —
F441 127+0,14 Badane gatunki bakterii roznily sie znacznie pod wzgledem intensywnosci rozpuszczania tréjfosforanu wapnia w podtozu plynnym, a

najefektywniejszymi pod tym wzgledem byty gatunki: Pseudomonas arsenicoxydans, Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas helmanticensis,
Inquilinus ginsengisoli i Paraburkholderia caledonica.
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Wst(;p Bakterie z rodzaju Aeromonas to Gram-ujemne pateczki bedace gtowna przyczyna $nigcia ryb w gospodarstwach rybackich. Ich

gtownym czynnikiem wirulencji jest lipopolisacharyd, sktadajacy si¢ z lipidu A, rdzenia i O-antygenu. Ze wzgledu na unikalng budowg,
nawet w obrebie szczepow, tancuch O-swoisty pelni role antygenu powierzchniowego i determinuje swoisto$¢ serologiczng bakterii. Znane

H

sa dwa systemy klasyfikowania pateczek Aeromonas, utworzone w oparciu o specyficzne determinanty antygenu somatycznego.W

U

PROCENTOWY UDZIAL
IZOLATOW
O N B OO B
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systemie identyfikacji serologicznej Aeromonas wyrozniamy: (a) 44 ustalone grupy serologiczne (schemat NIH Sakazaki i Shimada, 56 T oo @ § é
0000
1984); (b) ~53 tymczasowych grup serologicznych (Ameryka, Azja, Thomas 1990); (c) nieokreslong ilos¢ grup tymczasowych TG (ang. Wyk.1. Dominujace grupy serologiczne';om@d'z; izolatami

uzyskanymi od karpia
i pstraga (Kozinska 2009)

PG -provisional group) charakterystycznych dla obszaréw geograficznych (np. w Polsce PGO1-PG020, Kozinska 2009, PIW-PIB).

Celem badan bylo okreslenie wystepowania gatunkow genomowych oraz charakterystyka profilu patogennosci szczepéw Aeromonas sp.,

serogrupy PGO1, dominujacej wsrod mezofilnych aeromonadéw, izolowanych od ryb hodowlanych w Polsce

Materialy [ metody Badaniami objeto 34 izolaty Aeromonas sp. Typowanie serologiczne przeprowadzono metoda aglutynacji i potwierdzono technika Western blotting.

Identyfikacj¢ gatunkowa oparto na analizie sekwencji i polimorfizmu genu 16S rRNA (PCR-RFLP). Profil patogennosci izolatow, obejmujacy zdolnos¢ do syntezy toksyn i enzymow,

okreslono na podstawie analizy fenotypu i genotypu.

Wyniki

Identyfikacja gatunkowa

Badania serologiczne
Na podstawie typowania serologicznego

z wykorzystaniem testow aglutynacji  z Identyfikacja gatunkowa
inaktywowanymi termicznie izolatami No Szczep Analiza sekwencji 16S | Analiza polimorfizmu
oraz surowicg, okre$lono przynaleznos$¢ genu 165 rRNA (PCR-
, ) RFLP)
do 15% (6 izolatow) do serogrupy PGOL,
co potwierdzono wykorzystujac Western | 4 Aer101 | A.veroniibv. sobria | A.veronii bv. sobria
blotting. o -
2 Aerl02 A. veronii bv. sobria | A. veronii bv. sobria ]
TYPOWANIE SEROLOGICZNE 500 pz =
BAKTERII AEROMONAS TECHNIKA 8 Aer103 A. enecheleia A. salmonicida/ Te-eee - 3
WESTERN BLOTTING A. bestiarum o
m Badana pula aer 431 pz gcat 237 pz
izolatéw 4 Aerl04 A. veronii bv. sobria A. veronii bv. sobria Rozdziat elektroforetyczny B : ' :
, . A.  Aktywnos$¢ proteolityczna izolatow na
q q produktow reakcji PCR podtozu statym z dodatkiem 5%
mIz0lat 5 Aerl05 | A.hydrophila A. hydrophila M — Marker,1. Aer101, 2. Aerl02,
zolaly 3 Aerl06. 4. Aerl03. 5 Aerl0d. 6 odttuszczonego mleka.
przynalezne — : — : - AGrLYD, 4. ALr1US, 5. ACria, 6. Aktywnos¢ hemolityczna bakterii
do sergrupy 6 Aer106 | A.veroniibv. sobria | A.veroniibv. sobria | Aer105, 7. K-kontrola negatywna. oznaczona na agarze TSB z 5% krwia
PGO1 baranig.
A Szczep Aktywnosé Aktywno$é Profil genetyczny
hemolityczna | proteolityczna
o 4 > K Z aer | ast | gcat | act | ser alt
i Aerl01 a + ++ + = + + + -
{! ! W o
T2 Aerl02 B + + + - + + + +
— - Aer103 a + ++ + - + 4+ + +/-
Aerl04 B + + + - + + + +
Aerl05 s + ++ +/- - + +/- + -
Aerl06 B + ++ + - + + - +

K — aktywnos¢ kazeinolityczna, Z — aktywno$é zelatynolityczna, gen: aer —aerolizyny, ast —

cieptostabilnej cytotonicznie enterotoksyny, gcat — acetylotransferazy glicerofosfolipid: cholesterol,
act — cytotoksycznej enterotoksyny, ser — proteazy serynowej, alt - cieptolabilnej cytotonicznie

enterotoksyny.

WhniosKi

Izolaty, na ktorych przeprowadzono badania nalezg do serogrupy PGO1, co potwierdzono metodg aglutynacji i Western blotting.

*  Analiza sekwencji genu 16S rRNA wykazata, ze badane szczepy reprezentujg gatunki genomowe A. veronii bv. sobria, A. encheleia
i A. hydrophila. Natomiast analiza polimorfizmu genu 16S rRNA (PCR-RFLP) potwierdzita identyfikacje gatunkowsg izolatow, z
wyjatkiem szczepu Aerl03, ktory okre$lono jako nalezacy do A. salmonicida lub A. bestiarum. Niezgodnos¢ w identyfikacji sugeruje

[
' PR, o koniecznos¢ zastosowania innej metody (MLST — multi-lucus sequence typing) do potwierdzenia przynaleznos¢ gatunkowej szczepu.
* W obrebie serogrupy PGOL1 zidentyfikowano rézne gatunki genomowe Aeromonas sp. charakteryzujace si¢ odmiennymi profilami
patogennosci.
A. SDS-PAGE LPS, B. Western blot z »  Badane bakterie wytwarzajg enzymy i toksyny bakteryjne co wigze sie z ich wirulencja.

*  Typ hemolizy nie jest powigzany z serogrupa.
»  Szczepy Aeromonas wykazuja aktywnos¢ proteolityczng (zelatynolityczng i kazeinolityczng), cO zostato potwierdzone fenotypowo i
genotypowo.

referencyjng surowica odpornosciowa

PGOL1. Studzienka 1. Aer103, 2. Aer102,

3., 4. Aerl05, 5. Aerl04, 6. Aerl01 e Zdolno$¢ do produkcji enzyméw rozktadajacych biatka nie jest powigzana z gatunkiem bakterii.
Literatura
1. Kozinska A. Genotypowa i serologiczna analiza krajowych izolatéw mezofilnych Aeromonas sp. w aspekcie chorobotwodrczo$¢i i rodzaju objawdw chorobowych wywotanych przez ryby, 2009, PIWet-PIB, Putawy.
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Cel badan Materialy i metody

Analiza mikrobiomu bakteryjnego i mykobiomu grzybowego w glebach Przedmiot badan stanowito zbadanie reakcji mikrobiomu rolniczego na
rolniczych w odpowiedzi na 4 rézne dawki azotu (0, 150, 200 i 250 kg'ha'rok?) || 4 rézne dawki azotu (N; 0, 150, 200 i 250 kg"ha'rok™) w glebie pod
uprawg kukurydzy w systemie orkowym i bezorkowym. Gleba byta
pobierana w dwodch okresach: przed siewem kukurydzy (kwiecien

w glebie pod uprawa kukurydzy w systemie orkowym i bezorkowym

S 2021) oraz po jej zbiorze (listopad 2021). Catkowite DNA z gleby
! Mortierellomycota | _Ascomycota idiomycota | Mucoromycota llomycota izolowano komercyjnym zestawem DNeasy POWEI‘LYZGI‘ PowerSoil
0 T 25,158 v -12,624 N2 -5,288 ¥ -0,326 + -0,524 . 7 e e e 7 .
Wzbogacenie gleby azotem o] 4 [ ame | 4 [aeee| o [ o | + | oom | v [0 (QIAGEN). Izolaty DNA analizowano pod katem czystosci i ilosci
2000 1 18,608 L -7,482 v -1,650 v 0,128 v -0,33 .
pod  uprawa  kukurydzy a0l & a3ess | v [ ase] & | 1eas | 4 | ose | v 2usf ASDNA  (double strand DNA) =z wykorzystaniem metody
spowodowato zmiany S SXSTEM ORKOWYX spektrofotometrycznej (BioSpectrometer, EPPENDORF) oraz metody
struktury  sieci mykobiomu o |I I 'II i fluorymetrycznej z wykorzystaniem zestawdw Qubit dsDNA HS and
glebowego Odnotowano, o i I I I BR Assay i Qubit (THERMO FISHER SCIENTIFIC). Izolaty DNA
: 1 l N = 7 . . . . 7 .
obnizenie () wzglednej F [ glebowego byly réwniez analizowane pod katem amplifikowalnosci w
obfitoéci przy zastosowaniu § 5 i reakcji PCR ze starterami dla bakterii (fragment genu 16S rRNA -
Thalrok-! H ; 27F/518R) oraz dla grzybow region ITS (startery ITS1/ITS4) oraz
B E REDTaq® ReadyMix™ PCR Reaction Mix (MERCK). Odpowiedz
. i mikrobiomu rolniczego wyznaczono stosujac technike
L . . . .. . ) . .
; = | sekwencjonowania nastepnej generacji amplikonow 165 i ITS (MiSeq
' B «Fungip_Basciomcoia [llumina, Genomed, Warszawa). Otrzymano odczyty o wielkosci 250
2 o ] W k__Virdiplantae;p__Anthophyta . , 7, . : .
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Rys. 2 Zidentyfikowany mikrobiom bakterii w badanych glebach uprawianych orkowo.
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Porownanie wrazliwosci zidentyfikowanych genetycznie

grzybow z rodzaju Neosartorya na wybrane ekstrakty roslinne

Maj, W.", Pertile, G.', Frac, M.
Instytut Agrofizyki im. Bohdana Dobrzanskiego Polskiej Akademii Nauk, Doswiadczalna 4, 20-290 Lublin, Poland
w.maj@ipan.lublin.pl, g.pertile@ipan.lublin.pl, m.frac@ipan.lublin.pl

Wstep Wyniki

Na podstawie pomiarow stref inhibicji, wygenerowano ,heatmapy” obrazujgce
wrazliwosC poszczegolnych izolatow grzybow na testowane ekstrakty i ich stezenia.
Na podstawie uzyskanych wynikow zaobserwowano wyodrebnienie 5 grup grzybow
S i g . o zroznicowanej wrazliwosci na testowane ekstrakty. Najwiekszg inhibicje wzrostu
przetworcow owocow monitorowania  g,yhni powodowaty ekstrakty w postaci olejow, szczegdlnie rozmarynowy. Pomimo
jakosci ich surowcow. Owoce moga by¢  +tego, iz w pierwszym dniu hodowli olejki gozdzikowy i drzewa herbacianego
zasiedlone lub zanieczyszczone przez  wykazaly silne dziatanie hamujace, to kolejnych dniach eksperymentu efekt ten

Polska jest jednym z lideréw rynku produkg;ji
owocow jagodowych w UE i na Swiecie.
Pozycja ta wymaga od producentow i

mikroorganizmy, ktore wyksztalcily  ulegat obnizeniu. Najbardziej efektywnym stezeniem testowanych ekstraktéw byto
przystosowania umozliwiajace im  stezenie 250 pg/ml.

przetrwanie w niekorzystnych warunkach. ——————
Jednymi z glownych zagrozen dla produkcji
zywnosci sa grzyby termooporne, ktore : I -+
moga  przetrwa¢  pdiniejsza  obrobke e —— —— ..
termiczng, takze pasteryzacje. Wilasciwosci e S S N— =

metaboliczne, morfologiczne i genetyczne
Neosartorya spp-. czyli formy
teleomorficznej Aspergillus spp., ulegaja
zmianom, co moze mie¢ wptyw na ich
odpornos¢ na srodki konserwujace, jakos¢
surowcow, zdrowie roslin i roznorodnosc
mikrobiologiczna gleby. Ze wzgledu na
generowanie przez konwencjonalne systemy
ochrony upraw zanieczyszczenia Srodowiska Ryc. 1 Wp’ryw grup stezen na wzrost grzybnl Neosartorya spp
poszukiwane sa alternatywne metody | . ‘
ochrony produkcji zywnosci i upraw, miedzy T T
innymi wykorzystujace naturalne ekstrakty e
roslinne jako srodki ochrony.
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Metodyka badan

Dokonano  przegladu literatury na  temat
witasciwosci antymikrobiologicznych roslin oraz ich
ekstraktow (suchych oraz olejow). Na podstawie
tych danych oraz eksperymentow skriningowych
(testy inhibicji z wykorzystaniem metody dyfuzyjno-
krgzkowej lub studzienkowej) wybrano najbardziej
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efektywne substancje oraz ich stezenia. Na te] : : ; § : ;
podstawie do dalszych testow inhibici z - , 8 -
wykorzystaniem krazkéw bibutowych nasaczanych Ryc. 2 Wptyw olejow i ekstraktow na wzrost grzybni Neosartorya spp.

30 ug/ml wodnych ekstraktow badanych w
poszczegolnych  stezeniach, wyselekcjonowano
suchy ekstrakt z kwiatu lawendy, suchy ekstrakt z

|
| | . | |

nagietka, a takze olejki: lawendowy, drzewa ﬂ ==g;j:
herbacianego, gozdzikowy i rozmarynowy, w N [ -
stezeniach 1Tmg/ml, 150pg/ml, 100pg/ml, 50ug/ml, .
Sug/ml, 2,5ug/ml. Krazki wyktadano na plytki S A

=
=

Petriego  z podtozem PDA z dodatkiem
antybiotykow (tetracyklina, streptomycyna) y
zaszczepionych 300ul inokulum  poszczegolnych
testowanych izolatow grzybow. W celu uzyskania
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[ F
(=] —_

homogennej  zawiesiny  inokulum, askospory Y 0 N N - -
grzybdw zebrane z wczeéniejszej hodowli na -1 Y A -
podtozu statym, zawieszano w ptynie FF do I ) -

uzyskania gestosci 75% transmitancji, ktorag

mierzono za pomocyg turbidymetru. : g

@ o
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Ryc. 3 Wptyw olejow na wzrost grzybni Neosartorya spp.
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Gleby industrioziemne jako zr6dto mikroorganizmoéw
o potencjale biotechnologicznym

Majewska Matgorzata, Kamila Sitarz, Piotr Adamczuk, Artur Nowak

Uniwersytet Marii Curie-Sktodowskiej, Wydziat Biologii i Biotechnologii, Instytut Nauk Biologicznych, Katedra Mikrobiologii Przemystowej i Srodowiskowej,
ul. Akademicka 19, 20-033 Lublin, malgorzata.majewska@mail.umcs.pl

Gmina Bolestaw koto Olkusza lezy na
obszarze wystepowania zt6z cynku i ofowiu
eksploatowanych przez Zaktady Gérniczo-Hutnicze
“‘Bolestaw”. Wiele hatd i zwatowisk w wyniku
naturalnej sukcesji zostato zasiedlone przez
roslinno$¢, a inne zostaty objete programem
rekultywacji srodowiska. Materiat zgromadzony na
tych hatdach zawiera kadm, oféw, cynk i zelazo
w bardzo wysokim stezeniu (odpowiednio 235-396,
2917-5748, 43512-71451, 39511-79710 mg kg sm
gleby). Mimo tych ekstremalnie trudnych warunkéw
jest to siedlisko bardzo bogate florystycznie
i mikrobiologicznie.

Ogodina liczebnos¢ mikroorganizméw zasiedlajgcych warstwe
powierzchniowa gleby (0-15 cm) wynosita 4,91-:107 jtk g1 sm. Analiza najliczniej
wystepujgcych mikroorganizméw w glebie wykazata, ze w zespole bakterii
dominowat Sphingobium aromaticiconvertens (70%), Arthrobacter sp. (20%),
Bacillus sp. (5%), Streptomyces sp. (3%) i Brevundimonas aurantiaca (1%).
Najliczniej wystepujgcym przedstawicielem grzybow byt Clonostachys rosea.

Clonostachys rosea — saprofit/endofit hamujgcy zarodnikowanie Botritis cinerea.
Sphingobium aromaticiconvertens — degradacja weglowodoréw poliaromatycznych.

Arthrobacter sp. — szczep wykazywat wysokie podobienstwo do A. ginsengisoli,
A. oxydans, A. sulfonivorans, Pseudoarthrobacter siccitolerans. Ten rodzaj bakterii
zaliczany jest grupy PGPB, zdolnych do solubilizacji mineratéw fosforanowych,
wigzania N, i stymulacji wzrostu roslin.

Bacillus sp. — szczep wykazywat wysokie podobienstwo do B. acideceler, G10
B. solisilvae, B. luciferensis. Sg to gatunki PGPB, zdolne do wigzania N,
solubilizacji mineratéw fosforanowych, produkcji fitohormondéw, zwigzkow
przeciwdrobnoustrojowych, enzyméw hydrolitycznych, degradacji pestycydow.
Mogg indukowa¢ odpornos¢ ogolnoustrojowg (ISR) i zwieksza¢ tolerancje na
stres abiotyczny.

Streptomyces sp. — mikroorganizmy PGP, antagonistyczne wzgledem Fusarium spp.,
syntetyzujg zwigzki antybiotyczne i fitohormony, degradujg weglowodory aromatyczne,
rozpuszczajg mineraty fosforanowe oraz wigzg N,.

Brevundimonas aurantiaca — obniza toksyczno$é metali ciezkich i stymuluje wzrost
rodlin w glebach skazonych, wykazuje wysokg aktywnosc¢ katalazows.

Analiza mikroorganizméw dominujgcych zasiedlajgcych glebe poprang z hatdy odpaddéw przemystowych (Bolestaw, k. Olkusza), ich charakterystyka oraz
procentowy udziatu w zespole mikroorganizmdw zostaty wykonane przez firme NEXBIO Sp. z 0.0. z Lublinie.

Okreslenie przynalezno$ci rodzajowej/gatunkowej na podstawie analizy sekwencji DNA wykonano po wydzieleniu bakterii i grzybéw z gleby metodami
hodowlanymi, a nastepnie poddaniu ich procedurze ekstrakciji.



Techniki sekwencjonowania nowej generacji stosowane w

badaniach nad wplywem grzybow na wietrzenie biologiczne
Anna Marzec-Grzadziel', Anna Galazkal, Jarostaw Grzadziel, Lukasz Pawlik?

1 Instytut Uprawy Nawozenia i Gleboznawstwa — Pafistwowy Instytut Badawczy, Pulawy, Zaktad Mikrobiologii Rolniczej , ul. Czartoryskich 8, 24-100 Putawy, agrzadziel@iung.pulawy.pl
2 Instytut Nauk o Ziemi 41-200 Sosnowiec, ul. Bedzinska 60, Uniwersytet Slaski

Badania wykonano w ramach projektu: NCN 2019/33/B/ST10/01009

Naturalne ekosystemy lesne to wielowarstwowe zwarte zbiorowiska roslinne, w ktérych dominujaca formacja sa drzewa. Ze wzgledu na wiele funkcji, jakie petnia
lasy, wazne jest utrzymanie ich zréznicowanego sktadu gatunkowego. Jednym z podstawowych elementow siedlisk lesnych jest gleba, ktorej kluczowym
elementem sa mikroorganizmy, stanowiace nieodtaczna czes¢ srodowiska i petniace w nim szereg pozytywnych funkcji. Analiza wskaznikow aktywno$ci
biologicznej gleb
w celu oceny ich jako$ci jest powszechnie stosowana, zwlaszcza w odniesieniu do gleb uzytkowanych rolniczo. Réznorodno$¢ genetyczna mikroorganizmow
w glebie moze by¢ analizowana w celu poznania ogoélnej lub dogltebnej struktury mikrobiologicznej danego ekosystemu. Metody sekwencjonowania nastepnej
generacji sa stosowane w celu poznania ogélnej struktury spotecznosci mikrobiologicznej i wszelkich zachodzacych w niej zmian. W $rodowisku le$nym
wskazniki te sg obecnie wykorzystywane w bardzo ograniczonym zakresie. Nie ma wystarczajacej wiedzy na temat charakterystyki jakosciowej i iloSciowej
bakterii obecnych w glebie siedlisk lesnych.

Glownym celem badan byta ocena wplywu grzybow wystepujacych W srodowisku na Najliczniejszymi taksonami na poziomie rodzaju wystepujacymi w prébkach pobranych ze
proces wietrzenia biologicznego. Obszar poboru probek znajdowat si¢ W przetomie rzeki strefy korzeniowej drzew byly: Boletus, Discosia, Exophiala, Mortierella, Penicillium,
Poprad w potudniowej czgsci Beskidow. Probki gleby pobrano w 2021 roku. Prébki gleby Pseudotomentella, Tricholoma i Wilcoxina. W prébkach ze szczelin skalnych byty to: Boletus,
pobrano w pazdzierniku 2020 roku z trzech typow miejsc: 1) strefa korzeniowa drzew, 2) Exophiala, Oidiodendron, Penicillium, Sagenomella i Tricholoma (Ryc.2).

szczeliny skalne, 3) miejsce referencyjne (Rysunek 2, Tabela 1).

ANALIZA BIOINFORMATYCZNA

» Pakiet DADA2 v.1.8 (Callahan i in., 2016) w R v.3.4.3 (R Core Team, 2016) —
uzyskanie wariantow sekwencji amplikonéw (ASVS)

+ Baza Unite, klasyfikator Naive Bayesian Classifier (Wang i in., 2007) — przypisanie
taksonomii

 Pakiet microeco (v.0.7.1) (Liu i in., 2021) — analiza wskaznikow bioréznorodnosci alfa,
analiza LEfSe, analizy korelacji, analiza RDA

* PICRUS 2.0, system linux — profil funkcjonalny zbiorowisk grzybow

Most abundant taxa: Genus
G_1: Boletus
G_2: Exophiala
G_3: Oidiodendron
G_4: Penicillium
G_5: Sagenomella
G_6: Tricholoma

Analiza danych z sekwencjonowania grzyboéw wykazata obecnos¢ 304 wariantow sekwencji
amplikonow (ASVSs) nalezacych do 200 réznych taksonéow na poziomie rodzaju, z ktorych nie
udato sig¢ sklasyfikowa¢ 96 ASV.

Najliczniej wystepujacymi taksonami na poziomie typu byly Basidiomycota, nastgpnie
Ascomycota i Mortierellomycota. Mikrobiom rdzeniowy grzybow reprezentowat 7 ASVs
(Ryc.1). Analiza bioinformatyczna poszczegolnych probek wykazata obecnosé 77 unikalnych
grzybowych ASVs, z ktorych najwieksza liczbe stwierdzono w probece T_Ref H1 (47 ASVs,
27,485% probki). Analizowana spulowanych probek (szczelina skalna, strefa korzeniowa,
proby referencyjne) ujawnita obecno$¢ 137 unikatowych ASVS, z ktorych najwigcej obecne
bylo w probkach strefy korzeniowej. Mikrobiom rdzeniowy stanowito 92 ASVs.

Ryc.2 Chord diagram na podstawie analizy metataksonomicznej genu ITS rRNA dla probek pobranych ze szczeliny skalnej.

Place of sampling Goérna czesé diagramow przedstawia symbole probek. Dolna czeé¢ diagramu przedstawia zidentyfikowane rodzaje wystepujace W
[T Tree root zone analizowanych probkach $rednio w ponad 2%
B Rock erack

Reference samples

= Najwieksza $rednig liczbe sklasyfikowanych rodzajow stanowity grzyby peliace jednoczesnie
Number of ASVs identified in each sample funkcje patotrofu, saprotrofu i symbiotrofu (25,229% wszystkich probek). Patotrofy stanowity
$rednio 0,272% kazdej proby, saprotrofy - 9,487%, a symbiotrofy - 13,006%. Probki pobrane
ze strefy korzeniowej drzew i szczeliny skalnej charakteryzowaly si¢ najwyzszym skiadem
grzybow z funkcja patotrofow, saprotrofow i symbiotrofow (24,263%, 52,037%). W probkach
referencyjnych pobranych z miejsc bez objawow wietrzenia biologicznego najliczniej
wystepowaty grzyby o funkcji symbiotroficznej (31,601%) (Ryc. 3).
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Ryc.1 Drzewo filogenetyczne oparte na analizie metataksonomicznej genu ITS rRNA. Mapa cieplna przedstawia liczbe ASV
zidentyfikowanych w kazdej probce, wykres stupkowy przedstawia czgsto$¢ wystgpowania taksonoéw z podstawowego rodzaju

w kazdej probee [%]
Ryc.3 Mapa cieplna przedstawiajaca funkcje sklasyfikowanych rodzajow. Wyniki przedstawiaja probki spulowane w oparciu o
miejsce poboru. Dane przedstawione na wykresie sa normalizowane i skalowane.
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Charakterystyka jakosciowa i ilosciowa bakterii obecnych w glebie

ekosystemu lesnego i rolniczego
Anna Marzec-Grzadziel', Anna Galazkal, Karolina Gawryjolek®, Karolina Furtak?, Jarostaw Grzadziel

1 Instytut Uprawy Nawozenia i Gleboznawstwa — Pafistwowy Instytut Badawczy, Putawy, Zaktad Mikrobiologii Rolniczej , ul. Czartoryskich 8, 24-100 Putawy, agrzadziel@iung.pulawy.pl

l Badania wykonano w ramach temat statutowego 1.27 IUNG-PIB ,,Charakterystyka strukturalna i funkcjonalna bioréznorodnosci mikroorganizmow glebowych w ekosystemie lesnym i rolniczym”

Naturalne ekosystemy lesne to wielowarstwowe zwarte zbiorowiska roslinne, w ktérych dominujaca formacja sa drzewa. Ze wzgledu na wiele funkcji, jakie petnia
lasy, wazne jest utrzymanie ich zréznicowanego sktadu gatunkowego. Jednym z podstawowych elementow siedlisk lesnych jest gleba, ktorej kluczowym
elementem sa mikroorganizmy, stanowiace nieodtaczna czes¢ srodowiska i petniace w nim szereg pozytywnych funkcji. Analiza wskaznikow aktywno$ci
. biologicznej gleb
w celu oceny ich jako$ci jest powszechnie stosowana, zwlaszcza w odniesieniu do gleb uzytkowanych rolniczo. Réznorodno$¢ genetyczna mikroorganizmow
w glebie moze by¢ analizowana w celu poznania ogoélnej lub dogltebnej struktury mikrobiologicznej danego ekosystemu. Metody sekwencjonowania nastepnej
generacji sa stosowane w celu poznania ogélnej struktury spotecznosci mikrobiologicznej i wszelkich zachodzacych w niej zmian. W $rodowisku le$nym
wskazniki te sg obecnie wykorzystywane w bardzo ograniczonym zakresie. Nie ma wystarczajacej wiedzy na temat charakterystyki jakosciowej i iloSciowej
bakterii obecnych w glebie siedlisk lesnych.

\ _
Glownym celem pracy byta charakterystyka funkcjonalna i genetyczna bakterii w glebach lesnych i rolniczych oraz porownanie tych srodowisk pod
| wzgledem aktywnosci biologicznej. Probki pobrano latem 2019 r. z lasu (gteboko$é ok. 10-20 cm) i przylegtego pola uprawnego (0-30 cm), zgodnie ® ® ®
| z przedstawionym schematem (ryc. 1). Probki gleby przesiano i przygotowano do dalszej analizy. Bior6znorodno$¢ genetyczng bakterii okreslono ® ® ®
| przy uzyciu technik sekwencjonowania nowej generacji.
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» Pakiet DADA2 v.1.8 (Callahanii in., 2016) w R v.3.4.3 (R Core Team, 2016) — uzyskanie wariantow sekwencji amplikonéw (ASVS)
» BazaRDP, klasyfikator Naive Bayesian Classifier (Wang i in., 2007) — przypisanie taksonomii @ =t @) 22— ()
» Pakiet phyloseq — usuniecie sekwencji sklasyfikowanych jako niebakteryjne (mitochondrialne i chloroplastowe) Al 1. - |
+ Pakiet microeco (v.0.7.1) (Liu i in., 2021) — analiza wskaznikow bior6znorodnosci alfa, analiza LEfSe, analizy korelacji, analiza RDA 1 m :
PICRUS 2.0, system linux — profil funkcjonalny zbiorowisk bakterii ®

Analiza danych z sekwencjonowania bakterii wykazata obecno$¢ 439 wariantow sekwencji amplikonow (ASVS), z ktorych 292
zidentyfikowano na poziomie rodzaju. Na poziomie rodzaju nie sklasyfikowano 147 ASV. Najliczniejszym zidentyfikowanym rodzajem byt
Mycobacterium, a nastepnie Streptomyces, Nocardioides i Sphingomonas (ryc. 2).

Ryc.1 Schemat poboru probek

Najwiecej taksondw przypisanych zostato do rodziny Acetobacteraceae, Nocardioidaceae, Bradyrhizobiaceae, Bacillaceae, Streptomycetaceae i Mycobacteriaceae. Analizowane ASVs
najliczniej klasyfikowane byty do typu Actinobacteria, nastgpnie Proteobacteria, Acidobacteria i Firmicutes (ryc. 3). Odsetek sklasyfikowanych ASVs byt najwyzszy w probkach z pola
uprawnego (64,147%-+/-1,187), w poréwnaniu z probkami z granicy lasu i pola (60,233%+/-3,092) oraz z lasu (41,323%+/-2,671). Wskazniki bior6znorodno$ci wykazaly réznice migdzy
probkami z 3 ré6znych miejsc poboru. Probki z pola uprawnego charakteryzowaty si¢ najwyzszymi warto$ciami analizowanych indeksow, probki z lasu natomiast charakteryzowaty si¢
najnizsza réznorodnoscia.
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Ryc.3 Skiad taksonoéw na poziomie typu

tive abunds

R

Ryc.2 Skfad taksonéw na poziomie rodzaju

Analiza LEfSe (Linear discriminant analysis Effect Size) wykazata,
ktore taksony decydowaly 0 roznicach miedzy probkami
pochodzacymi ze $rodowiska naturalnego (las), a $rodowiskiem
poddanym wpltywom  agronomicznym (pole uprawne).
Zaobserwowano wigksza liczbe taksonéw wystepujacych W
I statystycznie wigkszej ilosci w probkach z lasu w pordwnaniu z
| probkami z pola uprawnego. Do gromady, ktorej liczebno$¢ byta
| wyzsza W probkach lesnych, mozna zaliczy¢ Acidobacteria. W
probkach z pola uprawnego zaobserwowano wigksza liczebnosé S
bakterii Firmicutes. Na poziomie rodzaju, wigkszg liczebnos¢ w 0 %5 o
prébkach lesnych zaobserwowano dla bakterii zaklasyfikowanych LDA score
do Roseiarcus i Acidiferrimicrobium (ryc. 4). Ryc. 4. Analiza LEfSe pokazujaca A,
Analiza zbiorcza przeprowadzona z uwzglednieniem miejsca r6znice migdzy — wynikami
pobrania probek wykazata wystepowanie 148 unikalnych Eg;?::si(’;;g::ﬁgamv\;negz il
bakteryjnych ASVs, z ktorych wickszo$¢ byta obecna w probkach z

pola uprawnego, a mikrobiom rdzeniowy byt reprezentowany przez

107 ASVs.

Najwigksza liczebnos¢ zaobserwowano dla genéw kodujacych biatka

zaangazowane W procesy metaboliczne. Najwieksza liczbe o

zidentyfikowanych genéw zaobserwowano dla proceséw zwigzanych

z: przetwarzaniem informacji srodowiskowej - transport blonowy; .
metabolizmem weglowodanéw, aminokwasow, kofaktorow, witamin, s

nukleotydow,  energii, lipidow, terpenoidow, poliketydow

i ksenobiotykow; przetwarzaniem informacji genetycznej - translacja,

\ replikacja, naprawa, transkrypcja, sktadanie, sortowanie i degradacja

(ryc. 5). Ryc.5 Analiza PICRUSt 2.0 — przewidywanie profilu metabolicznego —
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Sekwencjonowanie pelnego genomu bakterii z rodzaju
Achromobacter wyizolowanej z ryzosfery w uprawie kukurydzy

Anna Marzec-Grzadziel!, Anna Galazka’

1 Instytut Uprawy Nawozenia i Gleboznawstwa — Pafistwowy Instytut Badawczy, Putawy, Zaktad Mikrobiologii Rolniczej , ul. Czartoryskich 8, 24-100 Putawy, agrzadziel@iung.pulawy.pl

Badania realizowano w ramach projektu prac przedwdrozeniowych Inkubator Innowacyjnosci 4.0; nr 1/ININ 4.0/I[UNG-P1B/2021

Izolacja nowych szczepdéw bakteryjnych z naturalnego $rodowiska moze doprowadzi¢ do wykrycia mikroorganizméw 0 potencjalnym znaczeniu
praktycznym. Charakterystyka takich mikroorganizmow moze by¢ prowadzona klasycznymi metodami mikrobiologicznymi oraz metodami biologii molekularnej.
Klasyczne metody mikrobiologiczne obejmuja hodowle badanych mikroorganizméw na podtozach selektywnych lub w odpowiednio dobranych warunkach
inkubacji. Nowoczesng odmiang takich metod sa analizy wykorzystujace techniki mikromacierzy, pozwalajace jednocze$nie na okreslenie wzrostu badanego
szczepu w kilkunastu — kilkudziesieciu réznych warunkach (r6zne zrodta azotu, wegla, pH, zasolenie, substancje bakteriostatyczne/ bakteriobojcze).

Metody biologii molekularnej wykorzystywane sa do charakterystyki genetycznej badanych izolatow. Obecnie badania nad nowo wykrytymi
mikroorganizmami opieraja si¢ W duzej mierze na technikach sekwencjonowania. Techniki klasyczne typu sekwencjonowanie Sanger pozwala na analize
filogenetyczng badanego szczepu, przypisanie go do rodzaju. Ogromne mozliwosci daje sekwencjonowanie pelnego genomu, ktére moze dostarczy¢ wielu
informacji na temat pochodzenia szczepu, jego przynaleznosci taksonomicznej czy charakterystyki fenotypowej. Polaczenie analiz genomu z technikami
mikromacierzy pozwala na dogltebna charakterystyke analizowanej bakterii.

Gtéwnym celem pracy byla charakterystyka genetyczna bakterii wyizolowanej z Analiza bioinformatyczna uzyskanego genomu bakteryjnego pozwolita na
endosfery  korzeniowej kukurydzy. Apalizgwana bgkteria pochodzita z ban'ku okre$lenie 6026 regionéw kodujacych. Sekwencja genu 16S rRNA, kodujgca matg
mikroorganizméw  Zakladu  Mikrobiologii  Rolniczej ~ IUNG-PIB.  Analiza podjednostke rybosomalng pozwolita na przypisanie analizowanego genomu do

sekwencjonowania Sanger pozwolita na przypisanie bakterii do rodzaju Achromobacter. rodzaju Achromobacter (Ryc.2).
W celu sekwencjonowania catego genomu wykonano: hodowla ptynna w poditozu LB;
izolacja DNA komercyjnie dostgpnym zestawem do izolacji DNA z hodowli
bakteryjnych; okre§lenie stezenia oraz jako$ci uzyskanego izolatu DNA.
Sekwencjonowanie przeprowadzono w firmie zewnetrznej (Eurofins Genomics,
Germany). Sekwencjonowanie prowadzono w technologii Illumina NovaSeq 6000,
Paired end Read, 2 x 150 bp. Uzyskano 3 698 490 000 nt w 12 328 300 odczytach.

Achromobacter 778b1 222.301 222.301

100

Achromobacter piechaudii ATCC 43553 742159.3
Achromobacter arsenitoxydans SY8 477184.5
Achromobacter denitrificans NBRC 15125 12552784
Achromobacter xylosoxidans A8 7623765
Achromobacter xylosoxidans strain NCTC10807 85698.28

Achromobacter sp. DMS1 16884053
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LINUX:

» Trim Galore — usunigcie sekwencji adapteréw

» Assembly Unicycler — uzyskanie k-mer(6w) oraz kontigéw

Bordetella hinzii strain F582 103855.15

Bordetella trematum strain HO44680328 123899.6

Uzyskano 57 kontigow, N50: 855 260, dtugos¢: 6 651 435; najdtuzszy kontig: 1 018 060 Sordetelasp. N1HEI03

(RyCl) Bordetella petrii DSM 12804 340100.3

* GlimmerHMM, Quast — wygenerowanie listy potencjalnych genow —

+ BlastN, MetaQuast — przyrownanie do genomu referencyjnego e

PATRIC 3.6.12: Ryc.2 Drzewo filogenetyczne wykonane na podstawie sekwencji 16S rRNA

»  Wygenerowanie listy potencjalnych genéw CDS (6026), tRNA (55), rRNA (4), biatek
z przypisanymi funkcjami (4855) oraz potencjalnych biatek (1171), opracowanie
graficzne

W genomie analizowanej bakterii znaleziono 56 genéw kodujacych czynniki
opornosci na antybiotyki, 10 genow kodujacych czynniki wirulencji, oraz 7 genow
odpowiedzialnych za synteze¢ biatek bedacych elementami docelowymi dla lekow
(Ryc.1).

Wykazano obecno$é¢ genow kodujacych 4855 biatek z przypisanymi funkcjami,
oraz 1171 hipotetycznych biatek. Sklasyfikowane biatka tworzyty 301
subsystemOw, bioragcych udziat w przebiegu 136 $ciezek metabolicznych.
Najwiecej genow brato udziat w szlakach metabolicznych, najmniej w procesach
regulacji i przekazywania sygnatow komoérkowych (Ryc.3).
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O Miscellaneous

O Regulation and cell signalling

. . . o i . Ryc.3 Liczba genéw zaangazowanych w analizowane procesy metaboliczne
Ryc.1 Wykres typu circos obrazujacy liczbg oraz dlugo$¢ analizowanych kontigow, CDS na

nici forward, CDS na nici reverse, geny RNA, CDS przypisane do genéw oporno$ci na
antybiotyki, CDS przypisane do genéw wirulencji, zawartos¢ GC, stosunek G/C
(w kolejnosci od zewnatrz do $rodka)
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Ocena réznorodnosci genetycznej zbiorowisk bakterii w
zdegradowanej glebie nawozonej fosforowym
bionawozem

Mateusz Macik’, Agata Gryta', Lidia Sas-Paszt’, Magdalena Frac
1. Instytut Agrofizyki im. Bohdana Dobrzanskiego Polskiej Akademii Nauk
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2. Instytut Ogrodnictwa w Skierniewicach

WPROWADZENIE |
Aktywnos¢ i bioréznorodnos¢ mikroorganizmow stanowig czuty wskaznik pro-: i
duktywnosci i zyznosci gleb uprawnych. Nie ulega watpliwosci, ze wysoka bio-i - E
réznorodnos$¢ wsréd zbiorowisk bakterii glebowych pozwala na zachowanie E
wysokie]j jakosci mikrobiomu odpornego na stresy srodowiskowe, co jednocze-i i
$nie przyczynia sie do poprawy zdrowia gleb. Ze wzgledu na nieoceniony wk’radi |
bakterii w utrzymanie réwnowagi ekologicznej w glebie, badania nad struktu-i i
rg mikrobiomu stanowig fundamentalny element prac na rzecz rozwoju zréw-i E
nowazonych praktyk rolniczych opartych na wykorzystaniu preparatéw i nawo-| i
z6w pochodzenia mikrobiologicznego. Aplikacja bionawozoéw i biopreparatéwi i
zawierajgcych pozyteczne szczepy mikroorganizméw jest takze uzasadniona wi |
przypadku rolnictwa regeneracyjnego, ktérego celem jest odtworzenie orazi i
zachowanie wysokiego potencjatu produkcyjnego gleby. E

S

Bacillus amyloliquefaciens
Paenibacillus polymyxa
Bacillus sp.

g
6 @ 7777 @ C’ \ 7
2
PN NEXT GENERATION
EXTRACTION
PHOSPHORUS soiL SEQUENCING

BIOFERTILIZER

MICROBIOME

[WSolirubrobacterales WM Vicinamibacterales

1
: WYNIKI
1
1 A D

100%
: g 0t J18, 119
1
1
' J18, J19
: 75%-
! 8
1 =
I 3 Treatment and
H 'g 0.0- 018,019 sampling time

o —_—
P Ss0% g o 018 srcuy
| 2 < OFC(J19)
| < = ®FC(019)
1 & = ®FA100(J18)
H s @FA100(018)
! K] OFA100(J19)
. 25%- 2 SFA100(019)
1 041 ©FABO(J18)
\ - ©FAB0(018)
. ©FAB0(J19)
. ©FAG0(019)
1
: 0%
! FC FC FC  FC FA100 FA100 FA100 FAI00 FA60 FA60 FAB0 FAGO
' (18) (018) (19) (O19) (J18) (O18) (J19) (O19) (J18) (O18) (J19) (O19)
1 [WAcidobacteriota MMActinobacteriota MMChloroflexi MMFirmicutes 0.2
: Gemmatimonadota MMOther less than 3% MBPlanctomycetota BProteobacteria
1 [ Verrucomicrobiota
' B
1 . . . J
1 100%- 0.2 0.1 .00 0.2
1 Axis. 1[24.02%]
1
1
h E
1 8.4 .
: 75%-
1
8 7
1 5
D2 i .
1 ] 50%- 8.3-
! 2 .
1 B T
! [0]
1 o 3
1
] 25%- 15
1 s 82
1 s °
1 @ -
1
1 L]
' 0%- 0
: FC  FC  FC FA100 FA100 FAT00 FA100 FAG0 FAGD FA60 FA60 8.1
\ (m) (018) (19 (019) (18) (O18) (19) (019) (J18) (O18) (J19) (O19)
1 W Acidimicrobiia ¥Acidobacteriae Bl Actinobacteria MAlphaproteobacteria
: MiBlastocatellia MGammaproteobacteria MGemmatimonadetes IMKD4-96
: [WOther less than 3% EiThermoleophilia #Vicinamibacteria
e 80- £ .
| 100%- FC FC FC  FC FAI00 FA100 FA100 FA100 FAGD FAG0 FA60 FA60
| (18) (018) (U19) (O19) (J18) (O18) (19) (019) (J18) (O18) (J19) (O19)
1
1
1
' 75%-
H F
1 []
£ mi
1 o
1S, 3
1 2 50%-
1 o
1 =
1 ©
1 I pd
1
: 25%-
1 pardl|
1 o
1
1
1
I 0%- =3
) o — P~ — . S - T T “U L

' FC  FC FC  FA100 FAI00 FAT00 FA100 FAGD FAB0 FAGD FAGD g 2 2 g e 2 2 2 g g g g
| (.ns (018) (19) (019) (J18) (018) (19) (O19) (J18) (018) (19) (O19) S 3 3 s 2888 g¢g g s
: [WBurkholderiales MiFrankiales MiGaiellales MlGemmatimonadales MBKD4-96 [is g £ £ = = S 8 v 2
1 MiMicrotrichales MMOther less than 3% MMPropionibacteriales MRhizobiales - ook g -
1
1
1

iRys. 1. Zmiany w réznorodnosci genetycznej zbiorowisk bakterii pod wptywem fosforowego bionawozu. Wyjasnienia: FC-dawka optymal-
ina bez wzbogacenia mikrobiologicznego, FA100-dawka optymalna wzbogacona mikrobiologicznie, FA60-dawka zredukowana o 40%
iwzbogacona mikrobiologicznie, J18-czerwiec 2018, 018-pazdziernik 2018, J19-czerwiec 2019, 019-pazdziernik 2019.

Na poziomie typu gleba byta zdominowana przez Actinobacteriota
(25.43%-36.21%), Proteobacteria (20.56%-26.59%), Acidobacteriota
(12.38%-16.55%) i Chloroflexi (5.81%-8.37%) . Wzgledna obfitos¢ Acido-
bacteriota byta wyzsza we wszystkich wariantach FA100 oraz FA60 w
porownaniu do gleby kontrolnej (Rys. 1A).

Dominujgce klasy obejmowaty Alphaproteobacteria (12.74%-15.52%),
Actinobacteria  (10.58%-16.33%), Gammaproteobacteria (6.92%-
11.83%) oraz Thermoleophilia (9.37%-12.38%). Aplikacja bionawozu
zwiekszyta wzgledng obfitos$¢ Blastocatellia w wariantach FA100(018,
J18, 019) oraz FA60(J18, J19) (Rys. 1B).

Na poziomie rzedu dominowaty Rhizobiales (7.64%-9.58%), Gaiellales
(5.85%-7.94%), Burkholderiales (5.09%-7.54%), Vicinamibacteriales
(3.16%-6.31%), Gemmatimonadales (3.25%-4.48%) i Solirubrobacter-
ales (3.00%-4.16%). Zaobserwowano wzrost wzglednej obfitosci
Burkholderiales i Vicinamibacterales w wariantach FA100 i FA60 w cza-
sie trwania doswiadczenia (Rys. 1C).

Analiza PCoA, na podstawie odlegtosci Braya-Curtisa, wskazata na wy-
razne grupowanie prébek gleby w zaleznosci od wariantu nawozenia i
terminu. Prébki zebrane w terminach J18 i J19 byty wyraznie oddzielone
od prébek zebranych na jesieni (018, 019). Zaobserwowano réwniez
odseparowanie wariantéw FA100 i FA60 od gleby kontrolnej w termi-
nach J18, J19 i 019. Warianty FC(018) and FA60(018) utworzyty jedna
grupe, natomiast druga sktadata sie z wariantéw FA100(018) and FA100
-FA60(019) (Rys. 1D).

Dendrogram UPGMA wskazat na grupowanie probek w zaleznosci od
wariantu nawozenia. Warianty FA100 oraz FA60 z wszystkich terminow
(z wyjatkiem FA60(018)) utworzyty jedng grupe, w obrebie ktérej wa-
rianty FA100 byly oddzielone od wariantéw FA60 (Rys. 1F).

Aplikacja fosforowego bionawozu spowodowata zmiany we wskazniku
réoznorodnosci Shannona (H). Wyzsze wartosci H, w poréwnaniu do kon-
troli, zaobserwowano w wariantach FA60(J18), FA100-FA60(018),
FA100-FA60(J19) and FA100-FA60(019). Najwyzsze wartosci H zanoto-
wano dla wariantu FA60(J19) (Rys. 1E).

_______________________________________________________________________________________________________________________________________________________________

PODSUMOWANIE
Zmiany we wzglednej obfitosci zbiorowisk bakterii na réznych poziomach taksonomicznych moga wynika¢ z konkurencji o nisze ekologiczna, zaktdcenia réwnowagi w gle-!
bie po aplikacji bionawozu zawierajgcego aktywne mikroorganizmy oraz oddziatywarn pomiedzy mikrobiomem rdzeniowym a bakteriami dostarczonymi w bionawozie.i

wane w rozktad materii organicznej i obieg pierwiastkdw. Wzrost wartosci wskaznika Shannona w wybranych wariantach FA100 i FA60 wskazuje na wzrost réinorodno-i
$ci, co moze by¢ zwigzane z udziatem mikrobiomu charakteryzujgcego sie wiekszg odpornoscia na stresy srodowiskowe i dziatalnos¢ patogendw. Grupowanie probek gle-|

E Proteobakteria i Actinobacteria wystepujg powszechnie w glebach, natomiast Acidobacteriota zasiedlajg kwasne i ubogie w sktadniki mineralne srodowiska i sg zaangaio-i

by w analizach PCoA i UPGMA wskazuje na wrazliwos$¢ mikrobiomu nie tylko na sposéb nawozenia, ale réwniez na termin poboru.
[N

Praca finansowana przez Narodowe Centrum Badan i Rozwoju w ramach programu BIOSTRATEG, numer umowy BIOSTRATEG3/347464/5/NCBR/2017



Wplyw egzopolimerow (EPS) uzyskanych z hodowli Penicillium paneum Pp7
na aktywnos¢ enzymow antyoksydacyjnych (CAT, APX, GPX)
w tkankach pszenicy

Artur Nowak?, Renata Tyskiewicz2, Ewa Ozimek?, Jolanta Jaroszuk-Sciset!
Katedra Mikrobiologii Przemystowej i Srodowiskowej, UMCS, Lublin
2Laboratorium Analityczne, Sie¢ Badawcza fukasiewicz—Instytut Nowych Syntez Chemicznych, Putawy

Wstep

Reaktywne formy tlenu (ROS) sa substancjami toksycznymi, wywotujacymi uszkodzenia oksydacyjnie komorek
ro§linnych w réznych warunkach stresu $rodowiskowego, takich jak zasolenie, susza, zimno, metale ciezkie, Hzo - 02 H2
promieniowanie UV, jak i mikrobiologicznego wywotanego przez mikroorganizmy fitopatogeniczne. Do zwiazkow tych Dehydroaskorb"“an

zalicza si¢ O,, OH *, H,0, i 'O, [1]. Jednakze ROS odgrywaja réwniez wazna role sygnalizacyjng W roSlinach, Tetragwajako

kontrolujac takie procesy, jak wzrost, rozwdj, a zwlaszcza reakcje na bodzce biologiczne i $rodowiskowe [2]. Aby

zapewni¢ przetrwanie, rosliny musialy rozwinaé wydajng maszyneri¢ antyoksydacyjna, ktéra sktada si¢ z dwoéch GPX AT APX Glutat|on

elementow: (1) sktadnikow enzymatycznych, takich jak dysmutaza ponadtlenkowa (SOD), katalaza (CAT), peroksydaza G SSG
202

askorbinowa (APX), peroksydaza gwajakolowa (GPX), reduktaza glutationowa (GR), monodehydroascorbatereduktaza Gwajako

(MDHAR) i reduktaza dehydroascorbatereduktaza (DHAR) [Rys. 1.]; (2) antyoksydanty nieenzymatyczne, takie jak kwas Askorbinian Utleniony Glutation
askorbinowy (AA), zredukowany glutation (GSH), a-tokoferol, karotenoidy, flawonoidy i kosmoazoteprolina [3]. W
stymulowaniu odpornosci roslin na stres oksydacyjny interesujace wydaje si¢ wykorzystanie polimerow
zewnatrzkomorkowych (EPS), wytwarzanych przez grzyby. EPS w swojej budowie zawieraja rdzen cukrowy, ktory zostaje
rozpoznany przez receptory roslin, wpltywajac na wiele szlakow metabolicznych, w tym na poziom takich enzyméw jak:
katalaza, peroksydaza askorbinowa i peroksydaza gwajakolowa [4,5].

| Wyniki |

Rysunek 1. Skrocony model usuwania ROS w komérkach roslinnych z wyszczegolnieniem katalazy (CAT),
peroksydazy askorbinowej (APX), peroksydazy gwajakolowej (GPX) i reduktazy glutationowej (GR).

Lodyga Korzen
05 dzien W10 dzien 05 dzieh W10 dzien e
LAM
30 =2 BTH lodyga
2,5 G0G V ab 2,5 CHIT
@ bed @ EPSL
7 2,0 g 20 a a EPSLP
E 1,5 § 1,5 bc d kontrola
N N de e SAL
3 1,0 3 1,0 : de ; e L : i
0,5 H 0,5 ’*‘ H r| I*I I |EE| BTH | korzen
0,0 00 M i
EPSL EPSLP EPSL EPSLP SAL LAM BTH  CHI EESE R
Pp7 Pp7 Pp7 Pp7 EPSLP
Rysunek 2. Swieza masa todyg i korzeni po stymulacji EPS L i EPS LP, uzyskanych z hodowli szczepu P. paneum Pp7, w poréwnaniu do kontroli chiet
wodnej (C) i elicytoréw komercyjnych: kwas salicylowy (SAL), laminaryna (LAM), acibenzolar-S-methyl (BTH), chitozan (CHI). Rysunek 3. Mapa cieplna obrazujaca efekt stymulacji EPS L i EPS LP,
uzyskanych z hodowli szczepu P. paneum Pp7, w poréwnaniu do kontroli wodnej
Katalaza (CAT) (C) i elicytorow komercyjnych: kwas salicylowy (SAL), laminaryna (LAM),
A acibenzolar-S-methyl (BTH), chitozan (CHI), w todygach i korzeniach pszenicy.
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£ 10000 2 10000 a Rysunek 5. Analiza PCA obrazujaca efekt stymulacji EPS L i EPS LP, uzyskanych
2 8000 £ 8000 z hodowli szczepu P. paneum Pp7, w poréwnaniu do kontroli wodnej (C) i
g: 6000 g: 6000 b eli_cytoréw komercyjnych: k\_Nas salicylowy (SAL),_ Iamiqawna (L_AM),
Z 4000 H HI H £ 4000 efg cdegef ohf Ccd def I acibenzolar-S-methyl (BTH), chitozan (CHI), w todygach i korzeniach pszenicy.
I a - . 2 . .
° 2008 H > 2008 ml ﬂl ml ,—1. HI l - Nie zaobserwowano istotnego wptywu badanych elicytorow na kietkowanie
EPSL EPSLP LA C EPSL EPSLP SAL LAM BTH  CHI nasion pszenicy. Po stymulacji EPS L i EPS LP, swieza masa todyg wzrastata
Pp7 Pp7 Pp7 Pp7 2-krotnie, a korzeni 1,5-krtonie w 10 dniu wzrostu siewek, w poréwnaniu do
. kontroli wodnej (C) [Rys. 2].
Peroksydaza gwajakolowa (GPX) Za pomoca mapy cieplnej zobrazowano zalezno$¢ miedzy poziomem
C 0 400 . c enzymow antyoksydacyjnych po stymulacji badanymi elicytorami, a kontrola
5 50 3 250 wodng. Wptyw EPS L i LP na aktywnos$¢ enzymatyczna byt czesto podobny
gn 300 Eﬂ 300 do elicytorow komercyjnych lub wyzszy, jak w przypadku APX w todygach
£ 250 £ 250 . lub GPX w korzeniach pszenicy [Rys. 3].
% 200 \ \ % 200 & Najwyzszy wzrost aktywnos$ci CAT obserwowano w todygach pszenicy po
51(5)8 iigg I I fg g 10. dniach inkubacji w wyniku inokulacji nasion EPS L (700 U) i LP (500
g g U). Co wazne aktywno$¢ ta byta poréwnywalna do elicytoréw
50 50 . ; _ ;
% 0 |—|l |_|I |—|I I‘I. H. |_|I l_ll § 0 |_|I H |*| ﬂ I—I komercyjnych. Z kolei aktywno$¢ CAT w korzeniach wzrastata do poziomu
EPSL EPSLP SAL EPSL EPSLP BTH  CHI 300 U w obecnosci EPS L i 200 U w obecnosci EPS LP [Rys 4A].
Pe7 P Pp7 Pp7 Uzyskane EPS L i LP powodowaty 3-krotny wzrost aktywno$¢ APX

Rysunek 4. Aktywnos¢ katalazy (A), peroksydazy askorbinianowej (B) i peroksydazy gwajakolowej (C) po stymulacji EPS L i EPS LP, uzyskanych z hodowli (~9000UV) w Iodygacl_l. po 10. dniach 'r_IKUbaCJI' Byla to warto$¢ wyzsza nl.Z W
szczepu P. paneum Pp7, w poréwnaniu do kontroli wodnej (C) i elicytorow komercyjnych: kwas salicylowy (SAL), laminaryna (LAM), acibenzolar-S-methyl _prZypade stymulacji E_”TH: SAL i CH'_- Nie Ob_serwowano natomiast
(BTH), chitozan (CHI), w todygach i korzeniach pszenicy. istotnego wptywu na poziom APX w korzeniach pszenicy [Rys. 4B].

Aktywnos¢ GPX po stymulacji badanymi elicytorami byta 2-4-krotnie
| Materialy i Metody

wyzsza W korzeniach pszenicy niz w todygach. Najistotniej na poziom GPX
I oddziatywatl EPS L (300U) po 10. dniach inkubacji [Rys. 4C].

W badaniach wykorzystano szczep Penicillium paneum Pp7 wyizolowany z gleby Spitsbergenu i przyporzadkowany do gatunku na podstawie gr;gllza Glo“;n}mh Skladozvycli (PCA) .[Rys. 5]’wykazali(a, “e zistoscl)V\l/(a’ne

analizy sekwencji ITS1 i ITS4, poréwnujac wyniki z baza danych UNITE przy pomocy programu BLAST. Polimery zewnatrzkomorkowe wp,iy.wa,y. ha Wzrc_)s_ aktywnosci  enzymow mar (_aro_w_yc,_ Szlakow

(EPS) uzyskano z 6 dniowej hodowli na podtozu Czapek-Dox z 3% sacharoza i 0,75% peptonem w 20°C, 120 rpm, poprzez precypitacje ~ ©dpornosci roslin podobnie jak elicytory komercyjne oraz silniej niz kontrola

alkoholowsg 1:1. Polowe uzyskanych EPS poddano procesowi oczyszczania poprzez odbialczanie (proteinaza K) i dialize. Uzyskane EPS wodna. Co wigcej, EPS LP zwigkszat istotnie $wieza masg fodyg pszenicy,

liofilizowano uzyskujac 2 frakcje: EPS L — polimery ,.surowe” i EPS LP — polimery ,,odbialczane”. Aktywnosé enzymow antyoksydacyjnych  podobnie jak elicytory CHI, SAL i BTH.

badano w korzeniach i todygach siewek pszenicy (Triticum aestivum) odmiany Arkadia. Siewki inkubowano w obecnosci 0,05% zawiesin

uzyskanych EPS oraz elicytorow komercyjnych: kwasu salicylowego (SAL), laminaryny (LAM), acibenzolar-S-methylu (BTH), chitozanu Wn i Osek

(CHI), przez okres 5. i 10. dni w temp. 20°C. Enzymy ekstrahowano 50 mM buforem fosforanowym o pH 7.5, z dodatkiem 1mM EDTA, 1mM

PMSF, 5mM askorbinian sodu i 1% PVPP. - - )

Aktywno$¢ enzymatyczng wyrazano W U (mM H,O,/tetra-gwajakolu/min/mg biatka): UZySkane pollmery EPS L i LP z hodowli szCzepu P. paneum

A. katalaza (CAT) - H,0, roztozonego przez okres 3 minut w buforze fosforanowym o pH 7.0; wptywaty na aktywno$¢ enzymow antyoksydacyjnych W

B. geprak?gj;aza askorbinianowa (APX) - H,O, roztozonego W obecnosci kwasu askorbinowego przez okres 3 minut w buforze fosforanowym tkankach psz eni cy. E fektywnoéé stymul acji . dpornos',ci

C. peroksydaze gwajakolowa (GPX) - tetragwajakolu powstalego w wyniku transformacji gwajakolu przez okres 1 minuty w buforze badanymi polimerami by%a na poziomie elicytor()w
fosforanowym pH 6.5. Lterzurg komercyjnych. Proces odbialczania EPS nie wplywal w
W o e 2 SP‘memnmmﬂ"mmm:mMWmP‘Wmml”‘mscmpw'm"':AT:wﬂ: Emnj"wm e e iStOtny SpOS()b na efektywnos’é IndUkCJl odpornos'ci.
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Dziatanie specyficznych metabolitéw wtérnych Solidago virgaurea
l U nG przeciw Fusarium oxysporum i Neosartorya fischeri

Marta Oleszek!?, Solomiia Kozachok?, Lukasz Pecio®®, Karolina Oszust?, Magdalena Frac?

N Unstytut Uprawy Nawozenia i Gleboznawstwa, Panstwowy Instytut Badawczy, Czartoryskich 8, 24-100 Putawy, Polska
O = 2Institytut Agrofizyki, Polskiej Akademii Nauk, Do$wiadczalna 4, 20-290 Lublin, Polska

SUniwersytet Medyczny, Chodzki 1, 20-093 Lublin, Polska

Nawloé pospolita, Solidago virgaurea L. (Asteraceae) jest rosling wicloletnia, rosnaca naturalnie w
Europie. Jej czgsci naziemne zawierajg znaczne ilosci specyficznych metabolitow wtornych 0 dziataniu biologicznie
aktywnym z grup: saponin, glikozydowych pochodnych kwasu benzoesowego, flawonoidow, kwaséw fenolowych.

Material badawczy - suszona i zmielona czes¢ nadziemna Solidago virgaurea pozyskana z firmy zielarskiej Kawon-
Hurt Company, Polska.

Cel badan - charakterystyka specyficznych metabolitow wtornych, obecnych w zielu nawtoci pospolitej oraz ocena ich
wlasciwosci przeciwgrzybowych przeciwko Fusarium oxysporum i Neosartorya fischeri

Metodyka Wyniki metabolity wtdrne S.virgaurea
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Podsumowanie | wnioski
Iwiqzki obecne w ekstrakcie powodujq istotng inhibicje wzrostu badanych grzybdéw. Jak wykazata analiza wptywu poszczegdlnych frakcii,
najoardziej skuteczna przeciwko N. fischeri okazata sie frakcja F3 zawierajgca glikozydy kwasu benzoesowego, takie jak lejokapozyd i
wirgaureozyd. Najsilniejszg inhibicje wzrostu F.oxysporum zaobserwowano po zastosowaniu frakcji saponinowej (F1).




The influence of selected redox dyes on the functionality of Verticillium and Trichoderma genera
—a methodical aspect
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The research goal was to determine the redox dye type and its
concentration that reasonably and comparably reacts to the respiratory
activity of Verticillium spp. and Trichoderma spp. isolates in the presence of
a model nitrogen source ((NH,)NO;). Therefore, the commercial D, E, and F
Biolog™ redox mix dyes, and 2,3,5-Triphenyltetrazolium chloride (TTC;
Tetrazolium chloride), lodonitrotetrazolium chloride (INT), 3-(4,5-
Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazolium bromide (MTT) suspensions
were evaluated in selected concentrations and their nutritive/toxic effects
were described. The 1% F and 0.5% D Biolog™ dyes were found to be the
most appropriate for the evaluation of isolates belonging to the Verticillium
and Trichoderma genus, using Biolog™ PM-nitrogen plate respiratory
assays, for their extended functional evaluation.

Methods & Materials

Fungal isolates

The four isolates of Verticillium sp. G293/18 (V1) (GenBank: MT133324.1),
G296/18 (V2) (GenBank: MT133320.1), G299/18 (V3) (GenBank:
MT133319.1), G319/18 (V4) (GenBank: MT133325.1), and the four of
Trichoderma sp. G63/18 (T1) (GenBank: MT558561), G64/18 (T2) (GenBank:
MT558562), G70/18 (T3) (GenBank: MW233578.1), G78/18 (T4) (GenBank:
MW205829.1) were tested as biological replications. These isolates were
previously characterized.

Redox dyes

The six redox dyes D, E, and F Biolog™ (marked further as D, E, and F dyes,
respectively), and 2,3,5-Triphenyltetrazolium chloride (TTC, Tetrazolium
chloride) (Chemat, Gdansk, Poland), 2-(4-iodophenyl)-3-(4-nitrophenyl)-5-
phenyl-2H-tetrazolium (INT, lodonitrotetrazolium chloride) (Chemat, Gdansk,
Poland), and 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazolium bromide
(MTT, Thiazolyl blue tetrazolium bromide) (Chemat, Gdansk, Poland) were
tested. Different concentrations of the dye type were investigated following
the nutrition and toxicity tests.

Nutrition test

The nutrition test was performed in 0.9% NaCl. Sterile transparent 96-
well microplates were inoculated with a volume of 180 ul of fungal spores
suspended in 0.9% NaCl (73% Transmittance). Next, 20 ul of 10x
concentrated dyes were added and mixed precisely to obtain final
concentrations: 0.1% 0.5%, 1% and 2% of D, E, F dyes, or 0.1% 0.5% and 1%
of MTT, TTC and INT dyes. The 0% dye addition (20 pl 0.9% NaCl) was the
control for each dye. The 10x concentrated stock of D, E, and F dyes was
prepared using 0.9% NaCl, while MTT, TTC, and INT dyes were prepared
using 0.1 M HCl 10% Sodium Dodecyl Sulfate (SDS) solution. All ingredients
were filtered through a syringe filter. Analyses were performed in three
technical replications. The prepared microplate cultures with dyes addition
were incubated in dark for ten days at 24°C. Every 24 hrs fungal functional
response to dyes was measured. Absorbance readings were performed using
Biolog™ MicroStation (Hayward, Canada) at 750 nm wavelength.

Model nitrogen substrate-based medium

The preliminary step was carried out, where a model nitrogen substrate
concentration was established. The Ammonium nitrate ((NH,)NO;) (Sigma
Aldrich™, Saint Louis, Missouri, USA) was proposed in the presented
research. The following final concentrations: 0.05%, 0.1%, 0.5%, 1% and 0%
(the control) were tested in the three media: PM3,5-8 inoculating fluid (PM)
according to Biolog™ (Hayward, Canada) preparation protocol, IF-FF
inoculating fluid (FF) (Biolog™, Hayward, Canada) and 0,9% NacCl (NacCl)
each. The final concentrations of ingredients in PM were as follows: FF-IF
0.833x mM, D-glucose 100 mM, potassium phosphate (pH6.0) 5 mM, sodium
sulfate 2 mM. Sterile transparent 96-well microplates were inoculated with
a volume of 90 pl of fungal spores already suspended on a particular
medium (73% T) and 10 pl of 10x concentrated (NH,)NO; suspended in the
tested media. The total volume of 100 ul was mixed thoroughly by pipetting.
Analyses were performed in three technical replications. All ingredients were

filtered through a syringe filter. Such prepared in microplates cultures were | ] = . . =,

incubated in dark for ten days at 24°C. Every 24 hrs fungal absorbance :“::u:é,‘_;,:,;_._{;;;:_j!';?:,:r%1:_!;'_;: - b : dyes.

readings were performed using Biolog™ MicroStation (Hayward, Canada) at - | ‘ A As for MTT and INT, the general trend was that all proposed dye doses

750 nm wavelength. ?5 ! B were toxic (0.01%, 0.05%, and 0.1%) since the inhibition of the fungal

Toxicity test ) ) ii" growth was not.ed, even 0.0}% and 0.05% these were doses 10x
2 4 R L i lowered compering to the nutritional test. For 0.1% MTT and INT dose,

The toxicity test was performed on a selected and described above PM
medium with 0.1% (NH,)NO; addition and the set of the redox dyes Sterile
transparent 96-well microplates were inoculated with a volume of 180 pul of
fungal spores suspended in the 0.1% (NH,)NO;-PM medium (73% T). Then 20

Figure 1. The nutritive effect of selected redox dyes on fungal growth in
0.9% NaCl medium, based on dyes’ concentrations following 750 nm
absorbance readings a) Biolog™ redox dyes, b) other dyes. Explanations:
redox dyes D, E, and F Biolog™ (marked as D, E, and F, respectively), and
2,3,5-Triphenyltetrazolium chloride (TTC, Tetrazolium chloride), 2-(4-

Introduction

Some species of the Verticillium fungal genus are key soil-borne pathogens
of soft fruits. Due to consumers' rising interest in organic farming products,
there is a need for natural plant protection products based on antagonistic
microorganisms, limiting the damage caused by Verticillium on some fresh
products. Among the fungi already in use for biological control of fungal
pathogens, the most significant interest is invariably in Trichoderma isolates.
This is due to their strong aggressiveness against phytopathogens
(mycoparasitism, antibiosis, competition), effective stimulation of plant
growth and defense mechanisms, and the ability to modify the rhizosphere
microbiome. The mechanism of action of Trichoderma spp. against
phytopathogens that has been least studied and described in the literature is
competition for nutrients.

Phenotype MicroArray™ system (PM) can be efficiently applied to study the
fungal use of different substrates as carbon or nitrogen sources. It is a
sensitive, reliable, and repeatable method based on functional
fingerprinting. However, nitrogen is considered only marginally compared
to carbon sources, even if its presence is necessary for fungal conidiation
and chlamydospores production. Nitrogen has an impact on fungal species'
competitiveness in any ecological niche. Fungal phenotypic diversity is
usually described based on differences in substrate catabolism or biomass
production, but these parameters are rarely combined and considered
together. The increase in fungal biomass can occur with the consumption of
a small amount of substrate, corresponding to a condition of high metabolic
efficiency. Conversely, an increased respiratory response of a fungus
combined with low biomass production in the corresponding well can
potentially indicate a stressful condition.

Nevertheless, the Phenotype MicroArray™ system is not commercially
supplied with a redox dye responsive to the respiratory activity of fungi.
Therefore, its addition was determined experimentally. Since redox dyes can
be toxic to some fungal species or fungi can easily use them as carbon
sources for biomass production, the research goal was to indicate the
particular redox dye and its concentration with the least nutritive and toxic
effects, and simultaneously a reasonable color formation enabling to
qguantify the respiratory processes and thus extend the functional evaluation
of Verticillium and Trichoderma genera.

Results & Discussion

Achieving the overall aim of the work required ensuring that the proper dye
is not toxic to fungi and simultaneously dye is not used as a carbon source to
produce their biomass. An especially negative situation is where it is little or
no additional carbon source available. Therefore, the nutritive and toxicity
effects were tested. Appropriately, in the nutrition test, the expected
convenient output was when fungi are relatively not capable to increase
their biomass production. Therefore, the experiment was performed using
saline as a low substrate medium.

Conversely, in the toxicity test, the expected positive result was the dye
does not inhibit fungal growth significantly in the medium, where normally
(without the dye added) the biomass production is observed. Since the
medium would be eventually suitable for biomass density measurements, it
was assumed the adequate one should meet the translucence conditions.
Namely, it must transmit light on a level that allows measuring the rate of
fungal growth. Therefore, the appropriate one was at the beginning selected
in the model medium and nitrogen selection step. Importantly,
simultaneous observation of color formation correlating with the respiratory
processes of the examined should be possible. Additionally, obtaining
sensible and reliable results in the toxicity test required attention paid to
designating such a medium and nitrogen concentration that the tested fungi
differentiate bare minimum. Thus, isolates’ diversity was described.

The nutritive effect of selected redox Biolog™ dyes (Figure 1a) and other
dyes (MTT, INT, TTC) (Figure 1b) on fungal growth in the low substrate (0.9%
NaCl) medium, based on dyes’ concentrations are presented. An evident
nutritive effect was noted for 0.5% and 1% of all dyes types and 0.1 % of F
and TTC, and 2% of F dye. No nutrition phenomena (a significant biomass
production increase) was met for 0.1% D, E, F, MTT, and INT dyes addition.
Since the TTC dye addition caused the nutritive effect in any tested
concentration the TTC was excluded from the next main step of the
experiments (the toxicity test).

In Figure 2. there are biomass production results in selected media of all
tested Verticillium spp. and Trichoderma spp. isolates depending on the
(NH,)NO; concentrations presented. When comparing media, the greatest
growth of fungi was noted for PM medium. Thus, the highest values of
optical density (at 750 nm) were found for 0.05%, 0.1% and 0.5% nitrogen
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Figure 2. The biomass production in selected media of all tested

(NH,)NO; concentrations based on absorbance readings at 750

concentration. These were statistically higher than 1% and 0% (control). As it
was predicted NaCl medium provoked the smallest biomass production. It
was a trend noticed that for all tested media 0.1% nitrogen addition caused
the greatest fungal biomass production.

Figure 3. shows the rate of fungal growth within the 24-hrs readings. The
0.1% (NH,)NO;-PM medium is once again the most noticeable with
distinguished dynamics of fungal growth. These results allowed us to
preliminarily point out the 0.1% (NH,)NO5-PM medium as the model one for
the toxicity test.

the

Figure 4. presents the diversity of Verticillium spp. (V1-V4) and Trichoderma
spp. (T1-T4) individual isolates in terms of biomass production (based on

F 0%
T 005%
Fom
Tosh
31

absorbance readings at 750 nm) depending on their reaction to different
(NH,)NO; concentrations in PM medium. Both presented graphs indicate the
diversity among tested isolates occurred. All tested isolates cultured in
control conditions (0%) were separated as well as most isolates cultured
with 1% nitrogen addition. 0.05%, 0.1% and 0.5% nitrogen addition do not
implicate clustering (Fig. 4a). However, the data transformation using the
MDS analysis emphasized and confirmed that 0.1% nitrogen addition
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() 244872 9% 120144168192216  (h) 24 48 T2 95 120144168192216  (n) 24 48 72 96 120144168192 216

iodophenyl)-3-(4-nitrophenyl)-5-phenyl-2H-tetrazolium (INT,

PM FF NeCl

lodonitrotetrazolium chloride), and 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-

Diphenyltetrazolium bromide (MTT, Thiazolyl blue tetrazolium bromide).
Statistics: ANOVA with Tukey’s post hoc honestly significant differences
(HSD) at p < 0.05; mean values and standard deviation bars are
presented; n = 3; different small letters above bars indicate significant
differences among different nitrogen concentrations for each redox dye
type

Distance

selected media of all tested Verticillium spp. and

nm.

Figure 3. The rate of fungal growth within the 24-hrs in

Trichoderma spp. isolates depending on the (NH,)NO,
concentrations based on absorbance readings at 750

provokes quite similar fungal biomass production. It is because 0.1%
nitrogen cultured isolates create the most compacted group compering to
the other nitrogen concentrations, and what is more, the average value of
biomass production for 0.1% has the most positive influence on MDS1.

Toxicity test results are presented in Figure 5. Firstly, the trend is the

Group average

same for respiratory and biomass production functionality for all redox
dyes tested. The predicted toxic influence, when Biolog™ dyes were
considered, was met only for the lowest dyes concentration (0.1%).
For higher concentrations (0.5% and 0.1%) the opposite effect was
noted. Inevitably, increased production of biomass and respiratory

B
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activity were observed, especially much higher for E dye than D or F

d). Explanations: redox dyes D, E, and F Biolog™

Figure 5. The toxicity effect of selected redox dyes on fungal
growth in 0.1% (NH,)NO;-PM medium, based on dyes’
concentrations following 750 nm absorbance readings, a) and b)
and respiration based on absorbance 490 nm readings, c) and

the same significant inhibitory effect was also previously met. It
indicates that MTT and INT are generally toxic for tested Verticillium
spp. and Trichoderma spp. isolates, irrespectively to the used medium.

(marked as D,

This toxicity reached the point that fungi did not reach the positive
readings with the threshold. In the PM methods (e.g. FF plates), it is
A>0.25. MTT and INT have failed to meet the requirements for redox
dyes for the PM technic. For Biolog™ dyes potentially F and D.
Substantially, 0.5% D and 1% F Biolog™ dyes could be acceptable for
extended functional PM-nitrogen plate applications. This was
confirmed by the satisfactory color formation presented in pictures
collected in Figure 6.

E, and F, respectively), and 2-(4-iodophenyl)-3-(4-nitrophenyl)-5-
phenyl-2H-tetrazolium (INT, lodonitrotetrazolium chloride), and
3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazolium bromide
(MTT, Thiazolyl blue tetrazolium bromide). Statistics: ANOVA
with Tukey’s post hoc honestly significant differences (HSD) at p
< 0.05; mean values and standard deviation bars are presented;
n = 3; different small letters above bars indicate significant
differences among different nitrogen concentrations for each
redox dye type

Figure 4. The diversity of Verticillium spp. (V1-V4) and Trichoderma spp. (T1-
T4) individual isolates in terms of the biomass production (based on

ul of 10x concentrated dyes set with 0.1% (NH,)NO, were added and mixed
precisely to obtain final concentrations: 0.1% 0.5%, 1%, or 0.01% 0.05% and
0.1% of MTT and INT. The 10x concentrated stock of D, E, and F dyes were
prepared using 0.9% NaCl, while MTT and INT by using 0.1 M HCI 10%
Sodium Dodecyl Sulfate (SDS) solution. Analyses were performed in three
technical replications. Such prepared microplate’ cultures with different dyes
supplementation were incubated in dark for ten days at 24°C. Absorbance
readings were performed every 24 hrs using Biolog™ MicroStation
(Hayward, Canada) at 490 nm and 750 nm wavelength:s.

absorbance readings at 750 nm) depending on their reaction to different
(NH,)NO; concentrations in PM medium a) the clustering following the
Euclidean distance; b) the metric Multidimensional Scaling analysis (MDS)
based on the Euclidean distance.

Table 1. The toxicity dyes test schema. Explanations: V/T (x) - Verticillium spp./Trichoderma spp. (isolate acronym); Biolog™ redox
dyes D, E, and F (marked as D, E, and F, respectively), and 2-(4-iodophenyl)-3-(4-nitrophenyl)-5-phenyl-2H-tetrazolium (INT,
lodonitrotetrazolium chloride), and 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazolium bromide (MTT, Thiazolyl blue tetrazolium
bromide) with their different concentrations; n=3.

== T

\(Z)T dye 1 2 3 4 5 6 7 8 9 Figure 6. The color formation in the toxicity dyes test
Statistics A D 0.1% 0.1% 0.1% 0.5% 0.5% 0.5% 1% 1% 1% carried out in a 0.1% (NH,)NO;-PM medium. Explanations:
. . . . B E 0.1% 0.1% 0.1% 0.5% 0.5% 0.5% 1% 1% 1% S Verticillium spp. (V1-V4) and Trichoderma spp. (T1-T4)
An analysis of variance (ANOVA) with the comparisons of the mean values c o019 | 01% | 0w | 05% | 05 | ome | 196 | 1% | 1% T solates, Biolog™ redox dyes D, E, and F a) fungi + dyes,
. . . ) <%
(of ten-day readings) between dyes concentrations was used with Tukey’s D | INT | 001% | 0.01% | 0.01% | 0.05% | 0.05% | 0.05% | 0.1% | 0.1% | 0.1% : b) controls - fungi without dye; n=3. For dyes arrangement
E MTT | 0.01% | 0.01% | 0.01% | 0.05% | 0.05% | 0.05% 0.1% 0.1% 0.1% in a particular plate please see Table 1.

post hoc honestly significant differences (HSD) at p < 0.05. Statistica 13.1
software (StatSoft®, Tulsa, Oklahoma, USA) was used. The analysis was
performed using every 10-days readings. The PRIMER-e v. 7 software
(Albany, Auckland, New Zeland) was used for isolates clustering following
Euclidean distance and Multidimensional Scaling analysis (MDS) for
visualizing the level of similarity of individual isolates depending on their
reaction to nitrogen concentration or the dye's dataset.

Conclusions
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The 1% F and 0.5% D Biolog™ dyes were found to be the most appropriate i
for the functional evaluation of isolates belonging to the Verticillium and
Trichoderma genus, using Biolog™ PM-nitrogen plate respiratory assays, for
their extended functional evaluation
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Wptyw kontaminacji gleby patogenem na sktad mykobiomu ryzos-

fery wybranych odmian ziemniaka
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Ziemniak jest jednq z najpowszechniej uprawianych roslin na swiecie, a Polska znajduje sie wsrod krajow o najwyzszej produkcji tej
rosliny w Unii Europejskiej. W ostatnich latach obserwuje sie znaczny wzrost powierzchni upraw ziemniakdw. Jednakze ze wzgledu na
zmieniajgce sie warunki klimatyczne, powodujgce wzrost podatnosci roslin na choroby, miedzy innymi pochodzenia grzybowego,
wymagania zrownowazonego rolnictwa i preferencje konsumentow, konieczne jest poszukiwanie odmian ziemniakow, ktore w
naturalny sposob wchodzq w interakcje z pozytecznymi mikroorganizmami glebowymi oraz cechujq sie zwiekszong odpornoscig na
choroby.

CEL BADAN

Celem badan byto okreslenie zmian sktadu mykobiomu ryzosfery wybranych odmian ziemniaka pod wptywem kontaminacji gleby
patogenem Rhizoctonia solani.

METODY

Prébki ryzosfery pobrano po 19 tygodniach wzrostu w wazonach. Badano 51 odmian ziemniaka oraz glebe kontrolng bez rosliny.
Doswiadczenie prowadzono w wariancie kontrolnym oraz wariancie, w ktérym gleba zostata zakazona patogenem, w 3 powtdrzeniach.
Zsekwencjonowano region markerowy ITS2 badanych préobek z wykorzystaniem technologii Illumina MiSeq. Uzyskane sekwencje
analizowano w $srodowisku QIIME2, zas identyfikacje taksonomiczng wariantdw sekwencji amplikondw (ASV) prowadzono w oparciu o
baze danych UNITE 8.2.
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W wyniku wstepnej analizy nie zaobserwowano istotnych réznic we wskazniku bioréznorodnosci ani w sktadzie mykobiomu pomiedzy
wariantem kontrolnym, a infekowanym patogenem.
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The influence of pyroligneous acid (lat. acetum pyro-
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INTRODUCTION
In recent years, climate change has been challenging the achievement of high product quality and quantity to meet growing e

global demand. These phenomena adversely affect crops by bringing long periods of drought alternating with short periods
of rain, creating favourable environments for the proliferation of pathogenic fungi. To protect the environment, the EU has
drafted new decrees to safeguard the environment around us, encouraging the production of organic products without the

use of pesticides or chemicals, leading to the origin of organic farming. In recent years, Poland has focused heavily on berry Condenser —

production, contributing 40% of the harvested area and yield in European strawberry production (FAOSTAT, 2022). Lately, N /

due to climate change, farmers have found problems in stopping the proliferation of pathogenic fungi that lead to serious \\‘ ’ Pyroligneous acid
losses in the quality and quantity of the final product. Botrytis cinerea has considered the second most important Pyrolyts reactor

phytopathogen. It is an economically important fungus, as it settles in the flower and does not appear until the fruit is fully .

ripe. In this project, we want to analyse a natural substance to slow down or stop the growth of B. cinerea. Recently, \Biuch;r

attention has begun to shift to the use of pyroligneous acid (PA, lat. acetum pyro-lignosum) because of its antimicrobial and
antifungal properties (Grewal A. et al 2018). PA is a substance that can be obtained from the distillation of vapours obtained
from the pyrolysis of wood (to obtain charcoal or biochar). This substance has already been tested against other fungi, such
as Alternaria mali, Trametes versicolor, Aspergillus niger and A. fumigatus (Jung K.-H., 2007 and Suresh G. et al., 2019).

Our research aims to analyse six different concentrations of pyroligneous acid within an inhibition test towards three

R L L o . Incorporation of .
different Botrytis cinerea strains isolated from strawberry plants. @ Petri dish inoculation @ 1 paper discs with PA @ Inhibition zone measurement

MATERIALS AND METHODS

We pre-cultured in Potato Dextrose Agar medium (PDA) the three different strains of B. cinerea (G275/18, G323/18, and
G3/19) at 27°C. After 5 days, we transferd a quarter of the fungal mycelium from the Petri dish into FF-inoculating fluid and
measured the transmittance at 75% by turbinimeter (BIOLOG, USA). In each Petri dish, we spreaded 300 pl of the
homogenised mycelium (at 75% of transmittance) and later applied 15 pl of the different PA concentrations (pure PA, 1:2,
1:8, 1:16, 1:32, and 1:36) to the culture media on three sterile paper disc.

Pyroligneous acid (PA) dilutions were prepared by using PA previously filtered through a 0.2 um filter and then preparing the
various dilutions with denaturalised sterile water. All plates were incubated at 27°C and every 24 hours the inhibtion zone
was measured and photos taken.

Paper discs with 15ul of PA

Inhibition zone

Fungal growth

RESULTS

After 7 days of sampling, we could see how the application of pyroligneous acid can influence the growth of Botrytis
cinerea. From the photos, we can see that this substance did not lead to clear creation of inhibition zones without mycelium
growth around the paper disc. Starting with the application of the highest concentration, it can be observed that at any
concentration applied, minimal inhibition of fungal mycelium growth can be observed.

A zone of inhibition can be considered as such when a fungus fails to grow in the area adjacent to the application of the test
substance, but an inhibiting effect can also be the manifestation of a low-density mycelium, as this too can be considered a
negative aspect on fungal growth. In fact, in our case at the end of the sampling, we noticed the formation of large areas
where the mycelium growth was less dense, compared to normal growth. This can be seen very well by comparing the
fungus exposed to a dilution of 1:8 versus pure PA.

By representing the measurements of the zones of inhibition by heatmaps, we can observe the separation of the dilution
analysed into two large groups. The first group consists of pure PA, PA 1:2, and PA 1:36 where the greatest inhibition can be
observed while the second group consists of two dilutions of PA at 1:8 and 1:16 where only one fungal strain is highly
affected by the application of this substance. Then there is a final dilution (PA at 1:32) that is somewhere in between the
two groups describe above. During sampling, we observed that a strain of B. cinerea G323/18 presented fast growth and no
strong inhibition compared to the other two strains. In fact, this strain showed a zone di inhibition for pure PA (8.06 mm)
and PA 1:2 (8.89 mm). In comparison, the other two strains presented inhibition zones from a maximum of 15 mm to a
minimum of 7 mm.

Another thing that can be observed in the photos is that PA diluted with water can lead to a better inhibiting effect on
mycelium growth as the aqueous solvent can allow for better dispersion leading to an effect not only at the point of
application but also at other points. This observation is very noticeable when looking at photos comparing pure PA to any
diluted PA.

CONCLUSION

This preliminary experiment confirmed the antifungal effects of pyroligneous acid. Analysing these 6 different dilutions of
PA, we observed not a strong inhibition leading to destabilisation of the pathogenic fungus responding with no growth of
the mycelium. In our case, we noticed a response from the fungus by changing the density of the mycelium, thus thinking
of an interference of the substance on the normal metabolism of B. cinerea.
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Wptyw konsorcjum bakterii Arthrobacter sp., Pseudomonas sp. i Rhodococcus spp.

na sktad taksonomiczny zbiorowisk grzybow zasiedlajgcych ryzosfere i fylosfere malin
w doswiadczeniu wazonowym '- INSTYTUT
Michat Pylak, Karolina Oszust, Jacek Panek, Magdalena Frac RAGROFIZYKI

Instytut Agrofizyki im. Bohdana Dobrzaniskiego Polskiej Akademii Nauk P A N
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Wprowadzenie Materiaty i metody

Doswiadczenie wazonowe prowadzono w
temperaturze 21°C przy zachowaniu cyklu dnia i nocy
o dftugosciach 16 godzin dnia i 8 godzin nocy.
Doswiadczenie trwato 8 tygodni. Inokulum
bakteryjne nanoszono podczas sadzenia, podczas
podlewania lub oboma sposobami. Wykorzystano
inokulum bakterii Arthrobacter sp., Pseudomonas
sp. i Rhodococcus spp. wyizolowanych z ryzosfery
malin lesnych i posiadajgcych zdolnos¢ hamowania
wzrostu wybranych fitopatogenow.

Biopreparaty mikrobiologiczne stymulujg wzrost roslin oraz
systemiczng odpornosc na niekorzystne warunki srodowiska.
Moga pozytywnie wptywac takze na mikroorganizmy glebowe
oraz zwiekszac ilo$¢ dostepnych dla roslin mikro i makro
sktadnikow.

Naturalizacja to  proces wprowadzania rodzimych

mikroorganizméw do gleb uprawnych. Niezwykle istotne jest,

aby wprowadzane bakterie i grzyby pochodzity

z takich samych roslin jak te na ktérych beda

stosowane, oraz aby pochodzity z podobnej

strefy klimatycznej. Zapewnia to ich

maksymalng skutecznos¢ w

hamowaniu wzrostu lokalnie Zaobserwowano spadek wskaznika

wystepujacych fitopatogendw. réznorodnosci  Shannona dla  obiektéow
grzybowych po zastosowaniu naturalizacji.
Wskaznik réwnosci Pielou dla tych prébek
pozostat bez zmian.

Materiaty i metody

Aplikacje inokulum patogendw
przeprowadzono podczas sadzenia
oraz 4 tygodnie pdinie;.

Z prébek ryzosfery i fylosfery

Shannons diversity index Plelou evennes mdex . ,
y wyizolowano DNA, ktore

T . . : o : poddano analizie réznorodnosci
iczba rzeddéw grzybow - fylosfera 2 _ mikroorganizméw  z  uzyciem
; : sekwencjonowania nastepne;j
> ' generacji NGS, Srodowisk

Rw QllME2.

N R RW W
Bakterie Grzyby
N — Bez naturalizacji 100% -
R — Naturalizacja korzeni I I I l
N R RW w RW — Naturalizacja taczona
W —Podlewanie naturalizacyjne W — Bez patogendw
. ; .. B — Botrytis cinerea 75% 75%
Liczba rzedéw bakterii- ryzosfera C - Colletotrichum acutatum
P — Phytophthora sp.
V = Verticillium sp. 50% 50%
I I 25%
0
w B C P \
N R RW w

M Proteobacteria M Actinobacteriota B Ascomycota B Mortierellomycota

M Acidobacteriota Verrucomicrobiota M Basidiomycota Chytridiomycota

B Chloroflexi B Pozostafe B Pozostafe

WhiosKki Finansowanie

Ponad 75% bakterii i 95% mikroorganizmoéw grzybowych nalezato do odpowiednio 4 i

3 gromad. Dla bakterii byly to Proteobacteria, Actinobacteriota, Acidobacteriota i Praca finansowana przez Narodowe
Verrucomicrobiota. Dla grzybow byly to Ascomycota, Mortierellomycota and Centrum Badan i Rozwoju w ramach
Basidiomycota. Aplikacja inokulum spowodowata zmniejszenie wskaznika programu BIOSTRATEG, numer umowy
réznorodnosci Shannona oraz liczby rzedéow grzybéw, co moze wskazywaé na BIOSTRATEG3/344433/16/NCBR/2018
przeciwgrzybicze dziatanie konsorcjum pozytecznych bakterii.




METANOTROFIAW AGROEKOSYSTEMACH - WPLYW
PRAKTYK ROLNICZYCH NA SKLAD MIKROBIOMOW
GLEBOWYCH
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Woprowadzenie: metan nalezy do najwazniejszych gazéw szKlarniowych obecnych w atmosferze.
Obserwowany w ostatnich latach dynamiczny wzrost st¢zenia tego gazu uwazany jest za jedng z gtownych
przyczyn postepujacych zmian klimatycznych. Czynnikiem obnizajacym poziom atmosferycznego metanu
jest aktywnos$¢ bakterii metanotroficznych zasiedlajacych $rodowiska glebowe. Warunki bytowania tych
mikroorganizméw W agroekosystemach uzaleznione sa od sposobu gospodarowania gleba oraz nawozenia.
Dostepne badania wskazuja, iz uzytkowanie rolnicze w sposob istotny wptywa na pochtanianie metanu przez
gleby (Szafranek-Nakonieczna i in. 2019, Kravchenko i in., 2017). Jednak pomimo wielu dekad badan w tym
obszarze, wcigz nie zostato okreslone jaki doktadnie wptyw na sktad spoteczno$ci bakterii metanotroficznych
majg poszczegbdlne zabiegi agrotechniczne. Zestawienie dostgpnych informacji na temat wptywu praktyk
rolniczych przedstawiono ponize;j.

Nawozenie mineralnymi formami azotu: w glebach ubogich w azot, nawozenie wptywa stymulujaco na
aktywno$¢ spotecznosci metanotroficznych, a niski poziom tego pierwiastka jest podawany jako jeden z gtownych
czynnikow limitujacych aktywno$¢ metanotroficzng w glebie. Jednoczesnie mocznik jest uwazany za nawoz
niesprzyjajacy metanotrofii, z powodu obecnosci azotu w formie amidowej. W glebie przechodzi ona w forme
amonowg. Ze wzgledu na podobne strukture, NH*, konkuruje z metanem powodujac inhibicje monooksygenazy
metanowej. Zhang i in. (2018) wykazali iz nawozenie mineralne miato negatywny wptyw na obecnos¢ Methylosinus
i Methylococcus. Van Dijk i in. (2021), analizujac poszczegoélne formy azotu zauwazyli natomiast pozytywny
wptyw dodatku NH*, na obecnos¢ Methylosarcina, a Li i in. (2021) na obecnos¢ Methylocapsa. Z kolei
Methylosinus i Methylocysis byty czesciej reprezentowane w glebach o wyzszym stezeniu NO;™ (Li i in., 2021).

Naweozenie organiczne: zmienia fizyczne i chemiczne parametry gleby w zakresie determinowanym wiasciwosciami samego dodatku,
stosowanymi zabiegami, typem gleby i klimatem (Rayne i Aula, 2020). Nawozy organiczne reguluja warunki bytowania metanotrofow
stanowiac zrodto N, C i mikroelementéw, poprawiajac retencje wody poprzez zwigkszanie zawartosci materii organicznej oraz zmieniajac pH
gleby w kierunku zarowno zakwaszania jak i alkalizacji. Zauwazono, ze dodatek kompostu stymulowat wzrost Methylocaldum
(Brezinger i in. 2021). Obornik wykazywat zas negatywny wptyw na Methylocaldum, Methylococcus (Zhang i in. 2018), a zwig¢kszona
obecno$¢ przedstawicieli Methylococcaceae powodowata obnizenie emisji metanu ze statego obornika podczas jego przechowywania (Chen
i in. 2014). Istotny udziat obornika w obiegu metanu powoduje, ze procz praktyk rolniczych, obok nawozenia, nalezy kontrolowaé rowniez
sposob i warunki jego przechowywanie.

Dodatek biowegla: sprzyja sekwestracji C oraz poprawia strukturg i wiasciwosci gleby tj.: pH, natlenienie, polowa pojemnos¢ wodng (PPW),
zawarto$¢ organicznego wegla (C,) i azotu (N) (Luo i in., 2016; Paetsch i in., 2018). Te pozytywne zmiany parametrow glebowych wplywaja
na stan mikrobioty glebowej, szczegolnie na réznorodnos¢ i liczebnos$¢ zbiorowisk metanotroficznych. Wykazano m. in., ze wzbogacenie gleby
bioweglem ze zrebkoéw drzewnych w dawce 30 Mg ha! doprowadzito do skutecznego i trwatego zwiekszenia liczebnosci bakterii metanotroficznych
z rodzju Methylocystis, co miato rowniez swoje odzwierciedlenie w poprawie szybkosci utlenieania metanu (Kubaczynski i in., 2022). Takze Huang
i in., 2019 odnotowali zwiazek migdzy zwickszong liczebnoscig bakterii z rodziny Methylocystaceae, a poprawa utleniania metanu w glebie, przy
czym biowggiel jednoczes$nie ograniczat liczebnos¢ przedstawicieli Methylophilaceae i Methylococcaceae.

Proponowane kierunki badan: pomimo ogromnego znaczenia, wciaz niewiele projektow badawczych dedykowanych jest tej grupie mikroorganizméw.
Majac na wzgledzie rozwoj technik badawczych w zakresie biologii molekularnej, do zdobycia gigbszej wiedzy na temat funkcjonowania bakterii
metanotroficznych w agroekosystemach mogtyby przyczyni¢ si¢ prace uwzgledniajace:

- analize skladu spoleczno$ci mikroorganizméw, w oparciu o geny markerowe, charakterystyczne dla bakterii metanotroficznych (np. pmoA),

- analize metatranskryptomow glebowych, pozwalajace na uwidocznienie zmian na poziomie metabolicznym,

- badania modelowe, wskazujace na wplyw srodkow agrochemicznych (np. herbicydéw) na bakterie metanotroficzne.
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projektu ReLive wspétfinansowanego przez Narodowe Centrum Badarn i Rozwoju w ramach programu ERA-NET 2021 Joint Call on Circularity.
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Efekt odpornosci na nicienie entomopatogeniczne
a sktad mikrobioty jelitowej na przyktadzie larw
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Tabela 1. Analiza mikrobioty guniaka czerwczyka - wskazniki bioréznorodnosci

UL

W oparciu o hipoteze, ze sktad mikrobioty zywiciela W pracy poréwnywano sktad mikrobioty jelitowej Wekazniki @mm
moze mie¢ zwigzek z cechg odpornosci na nicienie grupy owaddw kontrolnych z wyselekcjonowana grupa SRAEE
entomopatogeniczne (EPN), poréwnaliSmy mikrobiote owadoéw niewrazliwg na nicienie. Larwy owadow N=13 N=15
bakteryjnej jelita srodkowego larw odpornych na EPN i pochodzity z regionu Lubelszczyzny. W laboratorium 1055 865 t 1.94 0.064
larw kontrolnych dwdch gatunkéw chrzgszczy stosujac cze$¢ losowo wybranych larw poddano ekspozycji na
sekwencjonowanie nanoporowe. rézne gatunki EPN, a osobniki ktdre nie ulegty zakazeniu 4.36 333 ! 282 0.013
, L i . ’ i 8.21 6.29 Mann-Whitney U 56 0.059
Mikrobiota bakteryjna jelita Srodkowego osobnikéw St;:ml\waigusssngpiriniaﬁ\iﬁN :‘jer’O ::?;Ii nie byly S
odpornych w stosunku do kontroli wykazywata nizszy lub p . .p el o .y 8rupe ) a 8.79 5.71 Mann-Whitney U 40 0.009
) L P . Sktad  mikrobioty  jelitowej  okreslono  poprzez
niezmieniony wskaznik bioréznorodnosci w przypadku, . K X
. . . R sekwencjonowanie nanoporowe (GridlION X5, Oxford ., N
odpowiednio, Amphimallon solstitilae i Melolontha Nanopore Technologies) reprowadzone w  firmie ! — iordela Prapianicimonas
melolontha. U obydwu badanych gatunkéw stwierdzono P 1nolog przep R .
NPV - P genXone). Analizie poddano fragment genu 16S rRNA S— Surluginiz anivacter
takze réznice w strukturze spotecznosci bakteryjnej jelita, A X L. Gernmata Rathayibacter
- R S L zawierajacy wysoce zmienne domeny V3-V8 o dtugosci ok. — shouanels Jylanimicrobium
co dotyczyto gtéwnie zmian w ilosci niektérych rodzajow
i 1000 pz. I Pseudomaricurius Ancylobacter
bakterii. — iz Rickstisias spinema
H i A5 ¢ei i i I Neisseria Ochrabactrum
Przeprowadzane badania maja charakter wstepny i Analize bloroznor?dnosa mikrobioty przepr?wadzonq zaf . o
. [ . ia pomocy programdéw: R phylosec, R vegan i Past. Sieci —— i Gellulasimicrobium
wymagajg kontynuacji, jednak wskazuja na przydatnosc A ; L P ; ; f
. . . s mikrobiomu konstruowano przy uzyciu pakietéw igraph, E 5 3 1 o 2 4 6 s 10
analiz metataksonomicznych do badania zwigzkéw X . , ogtFolichange LonzFoldch
. . K . . qgraph, vegan i MCL w programie R metodg SparCC, za$ ogzoldChange
miedzy mikrobiotg owaddw a odpornoscig na EPN, co w d i P . éci taksond
przysztosci moze zaowocowaé opracowaniem lepszych 0 analizy roznicowej zawartosci taksonow zastosowano Rys. 2. Analiza mikrobioty guniaka czerwczyka przy uzyciu programu DESeq2 —
metod biokontroli szkodliwych owadéw program DESeq2. wykresy przestawiajg rodzaje bakterii ktdrych ilo$¢ byta znaczaca rézna
. pomiedzy badanymi grupami

Mikrobiota jelita srodkowego grupy larw odpornych
na nicienie w poréwnaniu do larw kontrolnych
wykazywata znaczne réznic pod wzgledem
bioréznorodnosci oraz sktadu taksonéw :

* wskazniki rbwnocennosci Shannon-Wiener i Evenness
byty: 1/ znaczaco wyzsze w grupie larw kontrolnych
niz odpornych na nicienie - w przypadku guniaka
czerwczyka (Tabela 1); 2/ nie wykazywaty réznic —w
przypadku chrabgszcza majowego;

Larwy owaddw z rodziny Scarabaeidae sg zerujacymi
w glebie szkodnikami roélin, ktére zwalcza sie m.in. przy
uzyciu nicieni entomopatogenicznych  (EPN) jako
biopreparatow. Jelito owada jest zasiedlone przez bogata
spoteczno$¢ mikroorganizmow, ktéra zapewnia szereg
korzysci gospodarzowi, w tym ochrone przed patogenami.
Symbionty jelitowe wykorzystuja do tego celu réine
mechanizmy.

Celem pracy bylo zbadanie czy istnieje zwigzek miedzy
sktadem mikrobioty jelitowej larw a cechg odpornosci
na infekcje przez nicienie entomopatogeniczne (EPN) na
przyktadzie dwdch  gatunkéw  owaddéw:  guniaka
czerwczyka  (Amphimallon  solstitile) i chrabaszcza
majowego (Melolontha melolontha) . Analizie poddano
owady kontrole (13 osobnikéw — guniak czerwczyk; 14 -
chrabaszcz majowy) oraz odporne na nicienie (15
osobnikéw - guniak czerwczyk; 13 - chrabgszcz majowy)
[Sajnaga et al. 2021; Sajnaga et al. 2022]

¢ Analiza PCoA i ANOSIM wyodrebnita grupe larw z
grupy kontrolnej, ktére grupuja sie razem, co oznacza,
ze sktad ich bakterii jelitowych jest odmienny od
pozostatych larw u obydwu badanych gatunkéow
owadow (Rys. 1);

e  Analiza DESeq2 wykazata, ze grupa larw odpornych
na nicienie rdznita sie zawartoscig wielu rodzajow
bakterii w poréwnaniu do grupy kontrolnej u obydwu

Praca ta stanowi kontynuacje wczesniejszych badan, w badanych gatunkdw owadéw (Rys. 2);

ktérej z jelita $rodkowego chrabaszcza majowego
wyizolowano szereg gatunkéw bakterii  wykazujacych
wtasciwosci antagonistyczne w stosunku do symbiontéw
bakteryjnych nicieni, ktére nastepnie zidentyfikowano S a5
[Skowronek et al. 2020; Skowronek et al. 2021].

e Sieci mikrobioty wraz z gatunkami kluczowymi byty
inne dla kazdej z badanej grup owaddéw u obydwu
badanych gatunkéw owaddéw (Rys. 3).

Conclusions

Mikrobiota jelita Srodkowego grupy larw odpornych na

| i nicienie réznita sie pod wzgledem zawartosci niektdrych
o M1 l':hﬁ{-_; gatunkdéw bakterii w poréwnaniu do larw kontrolnych i

i ks M2 czeéciowo bioréznorodnosci.

tash2
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Rys 3. Sieci mikrobioty na poziomie rodzajéw dla prébek z guniaka
czerwczyka; A — grupa kontrolna; B — grupa odporna na nicienie
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Rys 1. Analiza réznorodnosci mikrobioty za pomocg PCoA ; A - guniak czerwczyk; B — chrabaszcz majowy chrabgszcz majowy
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SELEKCJA SZCZEPOW BAKTERII DO AKWAPONICZNEJ UPRAWY SALATY RZYMSKIEJ
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WSTEP WYNIKI

Opracowano innowacyjny system catorocznej produkcji Sposréd 153 izolatéw bakterii wyselekcjonowano 15 najlepszych
sataty rzymskiej i hodowli ryb stodkowodnych, przy szczepoéw z gleby ryzosferowej roslin sataty rzymskiej, o wlasciwosciach
wykorzystaniu technologii akwaponicznej i konsorcjow formowania biomasy w obecnosci chlorku amonu, zwigekszania

pozytecznych mikroorganizméw. Celem badan byla
selekcja szczepoéw bakterii przeznaczonych do stymulacji
wzrostu, plonowania i ochrony roslin sataty rzymskiej
przed wybranymi patogenami w uprawie akwaponicznej.

przyswajania jonow fosforu przez rosliny, degradacji chityny koloidalnej,
syntezy sideroforéw, IAA oraz zdolnosci do ograniczania wystepowania
patogena Phytophthora cactorum. Na podstawie analizy genu 16S rRNA
okreslono przynaleznos¢ izolatéw bakterii do rodzajéw: Amnimonas,
Paenibacillus, Klebsiella, Nocardia, Chryseobacterium,

Sediminibacterium, Gemmobacter, Bacillus, Priestia, Glutamicibacter,
MATERIALY | METODY Cytobacillus, Rhodococcus, Streptomyces, Peribacillus/Brevibacterium.

Izolaty bakterii uzyskano z prébek osadéw odchodow ryb i

z gleby ryzosferowej roslin sataty w uprawie Tabela 1. Charakterystyka i identyfikacja wyselekcjonowanych szczepéw
akwaponicznej. Charakterystyka izolatdbw obejmowata bakterii przeznaczonych do uprawy akwaponicznej roslin sataty rzymskiej
wiasciwosci udostepniania jonéw fosforu, degradacji Cecha e Identyfikacja

chityny, syntezy sideroforow, I|IAA, dehydrogenaz w izolatéw

obecnosci NH,Cl oraz antagonizmu wobec Phytophthora Udostepnianie fosforu 11 Bacillus sp., Streptomyces sp., Priestia sp.,

cactorum. Wyselekcjonowane izolaty zidentyfikowano na

Peribacillus sp./ Brevibacterium sp.
podstawie sekwencji genu kodujacego podjednostke 16S

: : h Degradacja chityny 11 Bacillus sp., Streptomyces sp., Priestia sp.
rRNA, poprzez poréwnanie uzyskanych sekwencji z
danymi zgromadzonymi W bazie NCBI Synteza sideroforéw 13 Bacillus sp., Streptomyces sp., Priestia sp.,
(https://blast.ncbi.nim.nih.gov). Glutamicibacter sp., Cytobacillus sp.
Synteza IAA 11 Bacillus sp., Streptomyces sp., Priestia sp.,

Glutamicibacter sp., Cytobacillus sp.,
Peribacillus sp./ Brevibacterium sp.
Antagonizm do P. cactorum 8 Paenibacillus polymyxa, Bacillus sp.,
Streptomyces sp., Priestia sp., Peribacillus
sp./ Brevibacterium sp.

Formowanie biomasy w 15 Amnimonas, Klebsiella, Chryseobacterium,

obecnosci chlorku amonu Sediminibacterium, Gemmobacter, Nocardia,
Rhodococcus

Synteza dehydrogenaz w 2 Klebsiella sp.

obecnosci chlorku amonu

Fot. 1. Komoérki szczepu RXAAC (Klebsiella sp.). Preparat

utrwalony alkoholem metylowym. Materiat pochodzacy z 24
godzinnej hodowli, 26°C, pozywka PCA.

PODSUMOWANIE

1. Wyselekcjonowano 15 szczepow bakterii o0 dziataniu
biostymulujacym i ochronnym w akwaponicznej uprawie
roslin sataty rzymskiej oraz utleniajacych toksyczne dla ryb i
korzeni roslin jony amonowe (z wody i filtréw) do formy
azotanowe).

2. Wyselekcjonowane najbardziej wartosciowe szczepy bakterii
sg komponentami konsorcjow mikrobiologicznych do
hodowli ryb i akwaponicznej uprawy sataty rzymskiej:
konsorcjum do rozkladu odchodéw rybich oraz dwa

Fot. 2. Rosliny sataty rzymskiej uprawiane w systemie akwaponicznym, przy
swietle niebieskim (13 dzien uprawy). 1 - rosliny kontrolne, 2 - rosliny
konsorcja do stymulacji wzrostu i ochrony roslin sataty inokulowane szczepami bakterii Klebsiella sp. (RXAAC, RXBAB).

rzymskiej w uprawie akwaponicznej.

Projekt wspoétfinasowany przez Unie Europejska z Europejskiego Funduszu Rozwoju Regionalnego w ramach Programu Operacyjnego Inteligentny Rozwdj 2014-2020. Dziatanie 1.1 Umowa nr
POIR.01.01.01-00-0579/19-00 z dnia 26.11.2019
Tytut projektu: ,,Plantlab — innowacyjny system catorocznej produkgji sataty rzymskiej oraz ryb stodkowodnych
przy wykorzystaniu technologii aquaponicznej.”
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»Zmiany w strukturze taksonomicznej bakterii i genach lekoopornosci w glebie nawozonej osadem sciekowym - badania
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WSTEP

Rosnaca ilos¢ wytwarzanych $ciekdw i jednoczesnie osaddw sSciekowych sprawia, ze zagadnienie prawidtowej gospodarki osadami stanowi wazny element badan
Srodowiskowych. Jedng z zalecanych metod zagospodarowania osadéw sciekowych jest wykorzystanie rolnicze, ze wzgledu na obecno$é¢ w nich biogendéw
poprawiajacych plony roslin. Mikroorganizmy glebowe zapewniajg prawidtowe funkcjonowanie gleby, a wszelkie zmiany w populacji bakteryjnej moga wptywac na
istotne wtasciwosci gleby, zatem charakterystyke mikrobiomu mozna wykorzystaé jako wskaznik biologiczny do oceny zmian zachodzacych w glebie wzbogaconej
osadami. Ponadto liczne badania wykazujg, ze proces oczyszczania Sciekéw powoduje wzrost liczby ARB (antibiotic resistant bacteria) i ARG (antibiotic resistant
genes), z uwagi na jednoczesng obecnosé szeregu drobnoustrojéw i mieszaniny antybiotykéw oraz ich metabolitéw w osadzie czynnym. Dlatego osady Sciekowe
wykorzystywane do nawozenia gleby, mogg stanowic zagrozenie dla Srodowiska oraz zdrowia ludzi i zwierzat.

J

REZULTATY

We wstepnych badaniach
metagenomowych, stanowigcych czes¢
szerszego projektu, stwierdzono znaczne
zmiany w charakterystyce taksonomicznej
gleby nawozonej osadami Sciekowymi w
poréwnaniu do prébek kontrolnych. Po
uptywie 6 tygodni od dodania osadow (w
dawce 9 t/ha) utrzymywata sie zmieniona
struktura taksonomiczna mikrobiomu
gleby wzbogaconej w poréwnaniu do
gleby kontrolnej. Stwierdzono znaczny

wzrost liczebnosci Proteobakterii,
uwazanych za te grupe
mikroorganizmow, wsrod ktorej

wystepuje wiele patogenéw ludzi i
zwierzat. W glebie nawozonej wzrosta tez
znacznie liczebnos¢ Spirochaetes, a takze
Bacteroidetes bedacych gtéwnym
sktadnikiem flory jelitowej. Z kolei
znaczaco zmalata liczebnos¢  takich
bakterii jak Planctomycetes,
Actinobacteria i Chloroflexi, petnigcych
wazne funkcje biologiczne w Srodowisku
glebowym. Woyniki Analizy Gtéwnych
Sktadowych (PCA) wskazujg na réznice w
zawartosci niektorych gendéw kodujgcych
opornos¢ na leki antybakteryjne, takie jak
tetracyklina, wankomycyna,
erytromycyna, B-laktamy, sulfonamidy

czy trimetoprim w glebie wzbogaconej
ncadami w nardwnaniinn dn nrdhki olaehv

Ryc.1. DNA izolowane z probek. ( kanaty: 1-3 gleba, 4-6 gleba +osad, 7-8 osad)
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Ryc.2. Struktura taksonomiczna proébki gleby
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Ryc.3. Analiza gtownych sktadowych (PCA) wykazata rdinice w
gendw kodujgcych opornos¢ na wybrane grupy
antybiotykdw w badanych préobkach w poréwnaniu z kontrolg (gleba
nienawozona) (wyniki uzyskane po 6 tygodniach stosowania osadu
sciekowego do gleby)

zawartosci

METODY

Eksperyment polowy przeprowadzono w donicach zawierajgcych po 1 kg gleby, ktérg nawozono osadem Sciekowym w dawce 9 ton na hektar (zgodnie z polskimi i
europejskimi normami). Prébki do analiz pobierano na gtebokosci 10 cm, w czasie 0 i po uptywie 6 tygodni, eksperymenty zostaty przeprowadzone w trzech powtdrzeniach.
Izolacje genomowego DNA wykonano wedtug procedury producenta FastDNA™ SPIN Kit for Soil (MP Biomedicals, Santa Ana, CA). Stezenie i czystos¢ DNA oszacowano za
pomocy elektroforezy w zelu agarozowym i absorbancji w ultrafiolecie (Multiscan Sky, Thermo Scientific Inc.). Analizy metagenomowe przeprowadzono wedtug Arango-

Argoty iin. 2018, Buckfink i in. 2015, Wood i in. 2014.

LITERATURA

e Arango-Argoty G, Garner E, Pruden A, et al. 2018. DeepARG: a deep learning approach for predicting antibiotic resistance genes from metagenomic data.

Microbiome 6 (23), 1-15

e Buckfink B, Xie C, Huson DH, 2015. Fast and sensitive protein alignment using DIA-MOND. Nat. Methods 12, 596
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WSTEP

Rosnaca ilos¢ wytwarzanych $ciekéw i jednoczesnie osaddw sSciekowych sprawia, ze zagadnienie prawidtowej gospodarki osadami stanowi wazny element badan
Srodowiskowych. Jedng z zalecanych metod zagospodarowania osadéw sciekowych jest wykorzystanie rolnicze, ze wzgledu na obecno$é¢ w nich biogendéw
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osadami. Ponadto liczne badania wykazujg, ze proces oczyszczania Sciekéw powoduje wzrost liczby ARB (antibiotic resistant bacteria) i ARG (antibiotic resistant
genes), z uwagi na jednoczesng obecnosé szeregu drobnoustrojéw i mieszaniny antybiotykéw oraz ich metabolitéw w osadzie czynnym. Dlatego osady Sciekowe
wykorzystywane do nawozenia gleby, mogg stanowic zagrozenie dla Srodowiska oraz zdrowia ludzi i zwierzat.
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gendw kodujgcych opornos¢ na wybrane grupy
antybiotykdw w badanych préobkach w poréwnaniu z kontrolg (gleba
nienawozona) (wyniki uzyskane po 6 tygodniach stosowania osadu
sciekowego do gleby)

zawartosci

METODY

Eksperyment polowy przeprowadzono w donicach zawierajgcych po 1 kg gleby, ktérg nawozono osadem Sciekowym w dawce 9 ton na hektar (zgodnie z polskimi i
europejskimi normami). Prébki do analiz pobierano na gtebokosci 10 cm, w czasie 0 i po uptywie 6 tygodni, eksperymenty zostaty przeprowadzone w trzech powtdrzeniach.
Izolacje genomowego DNA wykonano wedtug procedury producenta FastDNA™ SPIN Kit for Soil (MP Biomedicals, Santa Ana, CA). Stezenie i czystos¢ DNA oszacowano za
pomocy elektroforezy w zelu agarozowym i absorbancji w ultrafiolecie (Multiscan Sky, Thermo Scientific Inc.). Analizy metagenomowe przeprowadzono wedtug Arango-

Argoty iin. 2018, Buckfink i in. 2015, Wood i in. 2014.
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T TN Opracowanie INNOwacyjnej technologii wytwarzania wzbogaconych

/ INNO MIKTrobiologicznie bionawozow wspomagajacych zrownowazong produkcje roslinng i
\ MIK jej adaptacje do zmian klimatu” projekt finansowany z Narodowego Centrum Badan i
L Rozwoju (NCBR) w ramach konkursu Lider XI1 (2022-2024).
-4 /£ ' : : . :
Przyszlo§¢ naszej planety i bezpieczenstwo zywnosciowe ludzi
333 wymagajg nowego spojrzenia na wiele gatezi gospodarki. Zmniejszenie
L & ) . ., . . o,
stosowania chemikaliow, recykling wegla 1 skladnikdéw nawozowych,
— . dbatos¢ o gleby, produkcja zdrowej zywnosci I przeciwdzialanie suszy to
2 . - v podstawowe wyzwania, przed ktorymi stoi rolnictwo. Aby pomoc osiggnaé te
= A P e cele, projekt INNO-MIK tworzy innowacyjne technologie produkcji
 , > - bionawozow, si¢gajac jednoczesnie do podstaw zrownowazonego rolnictwa i

rozwigzan opartych na naturze.

s

Kierownik projektu:

*mgr inz. Sylwia Siebielec - IUNG-PIB

Zespol naukowo-badawczy:

«dr Aleksandra Ukalska — Jaruga - IUNG-PIB

*mgr Matgorzata Martyna Wozniak - IUNG-PIB

dr Andrzej Lewicki - UP Poznan &

«dr Jakub Pulka - UP Poznah

«dr inz. Szymon Szufa - Politechnika ¥.0dzka
«dr inz. Lukasz Adrian - Politechnika £.0dzka .
*mgr inz. Piotr Piersa - Politechnika Lodzka - ; ( /

Zespo! doradczy g \ ¢ T i b z » "
«dr hab. Grzegorz Siebielec, prof. IUNG-PIB . / > LIE - N\

sprof. dr hab. Jacek Dach UP Poznan

§\ e T e

Tworzymy interdyscyplinarny zespol, ktory skupia peiny 1h nrgii specjalist(')w w
zakresie mikrobiologii, biologii, biotechnologii, ochrony srodowiska, inzynierii
srodowiska oraz analityki chemiczne;.

Aktualnie realizujemy 1 etap prac, ktory obejmuje prace laboratoryjne. Wstepna kolekcja bakterii jest
testowana pod wzgledem efektywnosci procesow wspierajacych rozwoj i odporno$é roslin.

» “”‘”‘i‘

# To tu tworzg si¢ innowacje. . / <
- INCBR, Pulawy ' |

Bakterie
solubilizujace
fosforany

Juz w lipcu zaczynamy kolejne etapy naszych badan. Etap 2: Wybér optymalnego skladu inokulum dla wspomagania roslin w warunkach suszy. Etap 3:
Fermentacja metanowa jako metoda produkcji ptynnego nosnika dla dedykowanych bakterii. Etap 4: Kompostowanie i toryfikacja biomasy jako metody produkcji
statego nosnika dla dedykowanych bakterii.

Nasz projekt laczy rézne strategie przeciwdziatania suszy i wdrazania przyjaznego srodowisku rolnictwa w jednej technologii: wykorzystanie potencjatu bakterii
wspomagajacych rozwdj i odpornos¢ roslin, stymulacyjny efekt bionawozoéw oraz zwigkszanie zdolnosci retencyjnych gleb poprzez wprowadzanie do niej materii
organicznej. Odporno$¢ upraw na suszg i regeneracja gleb to wiekszy potencjat produkcyjny rolnictwa i kazdego gospodarstwa.

Zachecamy do odwiedzania naszej strony internetowej WWW.INNO-mik.pl, oprocz informacji na temat projektu, bedzie mozna zapozna¢ sie z aktualnymi pracami
prowadzonymi w naszym laboratorium badawczym.
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Rola mikroorganizmow w immobilizacji 1 fitoekstrakcji pierwiastkow ziem

rzadkich.

‘ Narodowe

Centrum
Sylwia Siebielec, Grzegorz Siebielec, Dominika Gmur el

Instytut Uprawy Nawozenia i Gleboznawstwa — Panstwowy Instytut Badawczy

Projekt NCN OPUS, nr projektu 2019/35/B/ST10/03244.

Pierwiastki ziem rzadkich (REE) to jednorodna grupa 17 pierwiastkoéw chemicznych do
ktorej zaliczane sa wszystkie lantanowce (lantan, cer, prazeodym, neodym, promet, samar,
europ, gadolin, terb, dysproz, holm, erb, tul, iterb i lutet) i dwa skandowce (skand i itr).
Pierwiastki te zakwalifikowano do wspdlnej grupy ze wzgledu na podobne wlasciwosci
fizykochemiczne oraz czgste wspotwystepowanie W mineratach. Pierwiastki ziem rzadkich sa
kluczowe dla wielu nowoczesnych gatezi przemystu, w tym chemii, elektroniki uzytkowe;j,
czystej energii, transportu, opieki zdrowotnej czy lotnictwa. Zainteresowanie tymi metalami
wynika z ich specyficznych wiasciwosci, dlatego znalazty one zastosowanie w nowoczesnych
technologiach. W ostatnich latach pierwiastki ziem rzadkich staty si¢ interesujagcym obiektem
licznych prac badawczych.

Chinski eksport ziem rzadkich Uzycie pierwiastkéw ziem rzadkich
w Chinach

Zasoby pierwiastkow ziem rzadkich

Trwaty magnes Szkto, ceramika

» Jak wynika z badan naukowych szacuje si¢, iz Chiny dysponuja najwigkszymi s R st
naturalnymi zasobami pierwiastkow ziem rzadkich i realizujg ponad 90% L 1~/
Swiatowego zapotrzebowania na surowce ziem rzadkich. © supstnce

9,7%

> Polska nie posiada wiasnych zasobow surowcowych REE. Ich wystgpowanie w . Katalizatory
postaci ubogich zt6z ogranicza si¢ do rejonu Szklarskiej Porgby, Sudetéw oraz S Taan
okolic Biategostoku. J

ZOLZ 20155 2005 20158 2MOF 2UTIE 2055 15,7%

> Woazrastajagce zapotrzebowanie na strategiczne zasoby, np. pierwiastki ziem Moy metslgicne
rzadkich (REE) Wywo%ane rozwojem technologicznym spoleczeﬁstwa, pOWOdqu} e e P o
wzrost intensywnosci ich wydobycia i przerobki. W konsekwencji coraz wigksze Najwigksze zasoby pierwiastkow ziem rzadkich

Zrodto: https://whatnext.pl/poznalismy-nowe-zrodlo-metali-ziem-

ilodci tych pierwiastkow sg uwalnianie do srodowiska przyrodniczego. Moze to rzadkich-ktore-sa-niezwykle-potrzebne/

stanowi¢ potencjalne zagrozenie dla jakosci srodowiska, a nawet zdrowia ludzi
istniejg rowniez przestanki 0 pozytywnym znaczeniu pierwiastkow ziem rzadki na
plon i rozwdj roslin. Jednoczesnie z uwagi na ich ograniczone zasoby nalezy
opracowac skuteczne sposoby ich odzyskiwania.

Celem strategicznym projektu NCN jest rozwéj wiedzy na temat biodostepnosci i ekotoksycznosci REE, Sh i V w potaczeniu z ich
zawartosciami W glebie i odpadach, sposobow niwelowania ich toksycznosci oraz okreslenie mozliwosci ich przyrodniczego odzysku poprzez
fitoekstrakcje.

W realizacji badan istotng rol¢ odgrywaja zagadnienia mikrobiologiczne. Do celow szczegotowych projektu nalezg migdzy innymi:
e  okresSlenie ryzyka zwigzane z zanieczyszczeniem poszczegédlnych elementow srodowiska przez REE, Sb i1V, w tym ich wptywu na zycie biologiczne

gleby,
e  ocena roli mikroorganizmow w fitoremediacji gleb 1 odpadéw skazonych REE, Sb iV, Do$wiadczenie w trakcie realizacji HALA WEGETACYJNA
e  zrozumienie roli mikroorganizmow w optymalizacji fitoekstrakcji tych pierwiastkow. IUNG-PIB

_Czerwiec 2022

Aktualnie prowadzone prace w ramach projektu

» Aktualnie prowadzimy badania w warunkach laboratoryjnych oraz szklarniowych.
Testy laboratoryjne majag na celu okreslenie toksyczno$ci poszczegolnych
pierwiastkow oraz odpadow zawierajacych REE, Sb i V dla aktywnosci
enzymatycznej gleb oraz liczebnosci i roznorodnos$ci bakterii.

» Doswiadczenia szklarniowe pomoga wybra¢ rosliny najbardziej przydatne do
fitoekstrakcji badanych pierwiastkow oraz okresli¢ zalezno$¢ pomiedzy
aktywnoscig mikrobiologiczng podtoza a rozwojem roslin i poziomem akumulacji
pierwiastkow W roslinach. W dalszej fazie testowana bedzie mozliwos¢ stymulacji
fitoekstrakcji 1 fitostabilizacji REE, Sb i V za pomoca wybranych szczepoéw
bakterii.

Zadanie realizujemy w ramach projektu Narodowego Centrum Nauki. '""Badanie Srodowiskowych skutkow wystepowania pierwiastkow ziem
rzadkich oraz antymonu i wanadu w glebach i odpadach®'; 2019/35/B/ST10/03244. Okres realizacji: 2020 — 2023. Kierownik projektu dr hab.
Grzegorz Siebielec, prof. IUNG.

VI. OGOLNOPOLSKIE SYMPOZJUM

I‘r MIKROBIOLOGICZNE
»-METAGENOMY ROZNYCH SRODOWISK”

Pulawy, 23-24 czerwca 2022 roku

‘NARODOWE

CENTRUM

ANNAUKI <




Aktywnos¢ mikrobiologiczna w glebie z dodatkiem egzogennej materii organicznej.

Sylwia Siebielec?, Grzegorz Siebielect, Aleksandra Ukalska-Jarugal, Anna Galazkal, Monika Peciol, Emilia Grzeda?, Monika Koziel', Magdalena Urbaniak?

Unstytut Uprawy Nawozenia i Gleboznawstwa — Panstwowy Instytut Badawczy VI. OGOLNOPOLSKIE SYMPOZJUM MIKROBIOLOGICZNE
,METAGENOMY ROZNYCH SRODOWISK”

2Europejskie Regionalne Centrum Ekohydrologii - Polskiej Akademii Nauk Pulawy, 23-24 czerwca 2022 roku

» W okresie letnim przeprowadzono szklarniowe doswiadczenie wazonowe w hali wegetacyjnej IUNG-PIB. Eksperyment zostat przeprowadzony w
doniczkach z tworzywa sztucznego o pojemnosci 3L na glebie o uziarnieniu piasku gliniastego, o zawartosci wegla organicznego 0.69% oraz pH
mieszonym w zawiesinie wodnej 6,4. Gleba charakteryzowata sie¢ $rednig zasobnos$cig W przyswajalny fosfor (12,1 mg 100g-1) wg metody Egnera-
Rhiema. Testowane partie obornika pochodzity z gospodarstw produkcyjnych zlokalizowanych w wojewédztwie lubelskim. Osady denne pobrano ze
stawow zlokalizowanych w obszarze miejskim i wiejskim a osady $ciekowe sprowadzono z dwu komunalnych oczyszczalni $ciekow, potozonych w
wojewodztwie wielkopolskim i lubelskim w miastach o liczbie mieszkancow, odpowiednio 8 tys. (osad $ciekowy 1) i 47 tys. (osad Sciekowy Il). Osady

1
‘ pobierano po ich odwodnieniu w prasie. Podstawowe wlasciwosci badanych materiatow organicznych przedstawiono w tabeli.

x Elﬂ i

i{'”} < /) > Do doniczek nasypano glebe w ilo$ci 1300 g a nastepnie dodano egzogenng materie organiczng W postaci obornika lub osadéw dennych i Scieckowych oraz

L .i“;"’; - doktadnie wymieszano. Nastepnie podlano do wilgotnosci zblizonej do 60% polowej pojemnosci wodnej. Po 2 tygodniach wysiano nasiona ro$lin. Do
+ S84 _ \ gleby zaaplikowano obornik oraz osady w dwoch dawkach, odpowiadajacych 20 i 40 tonom suchej masy nawozu na ha. Kontrole stanowita gleba

/' ) it nawozona Saletra amonowa W ilo$ci odpowiadajacej 170 kg N na ha. Doswiadczenie obejmowato 2 r6zne warianty tych samych kombinacji nawozenia: z

ro$linnos$cig oraz bez roslin. Rosling testowang W do$wiadczeniu byta gorczyca (Sinapis alba L.), nalezaca do rodziny kapustowatych.

Celem pracy byla ocena wplywu dodatku réznych rodzajow obornika, komunalnych osadéw $ciekowych i osadow dennych na
aktywno$¢ biochemiczna i enzymatyczna gleb (dehydrogenaz, fosfatazy kwasnej i zasadowej).

Tabela . Charakterystyka chemiczna dodatkow doglebowych testowanych w do$wiadczeniu wazonowym

L. Zawarto$¢ skl. nawoz. Zawarto$¢ metali Sladowych
E—— Zawartos$¢
rganiczny wegla (€) Azot Fosfor Potas Cynk Otow Kadm Chrom
(%] (%] (%] (%] [mg kg'] [mg kg'] [mg kg'] [mg kg']
Obornik bydlecy 41,8 2,06 0,62 5,37 147 1,6 0,35 4,7
Obornik §winski 30,1 2,26 1,62 7,18 195 5,6 0,37 21,4
ONornik kozi 38,5 2,35 0,99 5,75 93 2,1 0,25 9,9
ORornik kurzy 17,6 1,75 0,74 1,04 342 86,6 0,63 63,1
ORornik kroéliczy 37,1 3,25 1,36 7,62 206 2,4 0,45 10,3 —
OWornik konski 35,9 2,43 1,29 4,18 121 2,3 0,32 10,2 Rysunek. Poréwnanie biomasy roslin z dodatkiem obornika — Realizacja w
— o ] . ramach tematu
Ogad d.wiejski 1,2 0,07 0,03 0,09 7 4,8 0,07 5,7 dawka 40 t/ha. Na zdjeciu od lewej: kontrola; obornik statutowego
Ofad d.miejski 1,9 010 | 003 [ 003 65 17,7 0,22 21,2 bydlgey; obornik swinski; obornik kozi; obornik kurzy; 2.41/1.03
Ofad sciekowy 1 | 27.3 355 | 274 | 036 344 11,1 0,53 96,4 obomnik kréliczy; obornik konski. IUNG-PIB
Ofad sciekowy Il 32,7 524 | 1,28 | 023 1309 16,8 1,06 65,4 it e ga i s
§ € 0 CIEKE A0 SZ0EENNC Ore ) — dawka 20 Rysunek. Srednie wykorzystanie grup substratow weglowych na podstawie odczytow w 144 h
— inkubacji.
aktywnos$¢ aktywnos¢ aktywnos¢
. fosfatazy
fosfatazy kwasne] . dehyd rogenaz control (ammonium nitrate)
KOMBINACJA zasadowej
rural bottom sediment, | rate
[ugPNP gs.mth | [ugPNP gs.m?®h o
1] 1] [TTC g s.m ! h 1] goat manure, | rate
KONTROLA nawozona, ammonium nitrate 60,1° 89,3%¢ 4] gabed poultry manure, | rate
Obornik bydlgcy, Cattle manure 55,3b 95,3ab 62,32 cattla manure, | rate
Obornik §winski, Pig manure 52,10 88,82¢ 51,gabed horse manure, | rate
Obornik kozi, Goat manure 51,3b 96,62 69,42 sewage sludge Il, | rate
Obornik kurzy, Poultry manure 59,30 118,8° 73,92 urban bottom sediment,  rate
Obornik kréliczy, Rabbit manure 49,30 100,12 57,320 cattle manure, Il rate
Obornik konski, Horse manure 54,8b 84-,151C 62,8ab pig manure, | rate
Osad denny wiejski, U. bottom sed. 49,00 80,12 27,1%d sewage sludge |, | rate
Osad denny miejski, R. bottom sed. 53,70 69,7¢ 20,6°¢ control
Osad $ciekowy I, Sewage sludge | 45,90 94,92 33,930 abbit manure, | rate
Osad $ciekowy II, Sewage sludge 11 93,52 98,92 73,52 2 3T 22T Qg T L 2R e Ps 2T F EITE LT 2552 39 2T T
Tabela. Zmiany réznorodno$ci metabolicznej drobnoustrojow w glebach z dodatkiem egzogennej materii organicznej § 3 8- 8 lg E E % £ s g 2?;' jT 5 $8:3 E € E‘G’; H § 2 255
AWCD 590 H’ E R i B 33 H st 3 5 %5:5; g 3% ms
Control (ammonium nitrate) 1,826 3,338atc 0,985% 29,6672 g F 39 ® §-§ ° E g 7% 3 s -??‘ng
al o
Cattle manure, | Rate 2,047% 3,392¢ 0,9912 30,667" H 275
Cattle manure, 11 Rate 2,060b2 3,385¢ 0,9892 30,6670 g ) )
e ———— " o " : v W najwickszym stopniu aktywno$¢ enzymatyczng gleby stymulowat jeden z
: : 2,066b 3.374 0.986 30,667 komunalnych osadéw $ciekowych. Efekt zastosowania osadéw $ciekowych byt
S ENTLLE: T 2,032 3,387° 0,989 30,667° jednak zroznicowany. Wptyw osadéw $ciekowych na aktywno$éé biologiczna gleby
Poultry manure, | rate 1,7902 3,378k 0,993ba 30,0002 bedzie zatem zalezat od charakterystyki chemicznej poszczegolnych osadow.
Rabbit manure, | rate 2,010® 3,379 0,987 30,667° v/ Osady denne hamowaty aktywno$¢ enzymatyczng gleb, niezaleznie od ich
Horse manure, | rate 1,860 BreilpEE 0,984 29,000% pochodzenia. Byto to najprawdopodobniej zwigzane z obecnoscia szerokiej gamy
Urban bottom sediment, | rate 1,6692 3,2582 0,9782 28,0002 zanieczyszczen chemicznych.
R BT el | (it 1,834% 3,322 0,980% 29,667 v’ Poréwnujac poszczegdlne rodzaje obornika, wykazano silny efekt stymulacji
Sewage sludge I, | rate 1,856 3,33920¢ 0,9792 30,333%* aktywno$ci enzymatycznej gleb po zastosowaniu obornika kurzego.
S ludge 11, | rat b b b .. , . . , .
. e 1,9227 3,292¢ 09927 27,667° v Najwieksze $rednie wykorzystanie grup substratow weglowych przez bakterie
Control 1,717% 3,295% 0,982 28,667 odnotowano w glebie z dodatkiem obornika bydlecego (Il dawka) i obornika

3 swinskiego (I dawka).

— *_ﬁ i r'|
R

Rolnicze wykorzystanie osadow $ciekowych jest jednym z
mozliwych  sposobow ich utylizacji. Charakterystyka
osadow S$ciekowych zalezy od jakosci $ciekow i rodzaju
stosowanych procesow oczyszczania. Bedac bogatymi w
organiczne zwiazki i nieorganiczne sktadniki odzywcze
roslin, osady Sciekowe moga by¢ alternatywa dla obornika, o
ile poziom potencjalnie toksycznych zanieczyszczen jest
niski.




Opracowanie innowacyjnej technologii wytwarzania wzbogaconych mikrobiologicznie
bionawozow wspomagajacych odpornos¢ warzyw w uprawie polowej na susze - KOMPO-MIK

Sylwia Siebielec?, Grzegorz Siebielec?, Jacek Dach?, Damian Janczak?, Jakub Mazurkiewicz?
Unstytut Uprawy Nawozenia i Gleboznawstwa — Pafnstwowy Instytut Badawczy

(I U n G 2Uniwersytet Przyrodniczy w Poznaniu

Udzial gospodarstw dotknietych susza w najbardziej . VL. OGOLNOPOLSKIE SYMPOZJUM
niekorzystnych sezonach wegetacyjnych jest niezwykle ' MIKROBIOLOGICZNE

. : : \ . ~METAGENOMY ROZNYCH SRODOWISK”
duzy a udzial gmin, w ktorych wykazywana jest susza, Pulawy, 23-24 czerwca 2022 roku

sigga W krytycznych okresach 90%.

Fakt ten oznacza, ze susza moze by¢ w niektorych latach
dotknigtych nawet do 9 min ha. W najbardziej
niekorzystnych latach spadek plonu niektorych roslin
moze wynosi¢ kilkadziesigt procent. Ilo§¢ gospodarstw
rolnych wynosi obecnie 1 425 tys., co stanowi bardzo
duzy potencjalny rynek odbiorcow bionawozow,
zaktadajac, ze wigkszos¢ producentow rolnych jest
zainteresowana  utrzymaniem  poziomu  materii
organicznej w glebie i zyznoscia gleb.

W odniesieniu do bionawozéw dedykowanych uprawom
warzyw selerowatych i papryki, w Polsce w przeciagu
ostatnich 15 lat produkcja papryki rozwingta si¢ na
szerokg skale. Z uwagi na wysoka towarowos¢ produkcji
oraz wrazliwo$¢ na niedobor wody u obu roslin,
producenci tych warzyw beda mogli by¢ potencjalnie
zainteresowani bionawozami wytwarzanymi rozwijang
technologig.

) Kompostowanie jest naturalnym procesem opartym na aktywnosci drobnoustrojow i rozktadzie
Prace prowadzone w ramach projektu martwej materii organicznej w warunkach tlenowych. Wykorzystanie kompostu jako bionawozu
> Wybér i selekcja bakterii oraz  okreslenie ich niesie za sobg wiele korzysci, natomiast na wlasciwosci 1 efekty stosowania kompostu maja wptyw
przynaleznosci rodzajowej wykorzystany surowiec, sposob kompostowania, przechowywanie i stosowanie kompostu.

»  Kompostowanie jako metoda produkcji statego nosnika dla
dedykowanych mikroorganizmow

Zalety kompostowania

»  Opracowanie technologii inokulacji kompostu bakteriami z

_ _ v’ Zdrowsza gleba
uwzglednieniem ich granulowania

v’ Zdrowsze roéliny

v Odzysk sktadnikow
nawozowych

»  Testowanie bionawozow inokulowanych
mikroorganizmami wspomagajacymi rozwoj roslin w
l warunkach szklarniowych

v Wigksze plony roslin
uprawnych
v’ Zmniejszenie ilo$ci odpadow
v' Metody przyjazne srodowisku

v" Optacalno$¢ w procesie
powstawania kompostu

Gleba jest kluczowym zasobem a
wtorne wykorzystanie
skladnikow nawozowych i
materii organicznej kluczowym
dzialaniem dla mozliwosci
osiagniecia ambitnych celow
Europejskiego Zielonego Ladu
(EZL). Efektywnym narze¢dziem
dla realizacji zamierzen EZL.
powinny by¢ bezpieczne
bionawozy.

Program ,,Inkubator Innowacyjnos$ci 4.0” realizowany w ramach ustanowionego przez Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyzszego projektu pozakonkursowego pn.
»Wsparcie zarzadzania badaniami naukowymi 1 komercjalizacjg wynikéw prac B+R w jednostkach naukowych i przedsigbiorstwach”, wspotfinansowanego ze srodkow
Unii Europejskiej w ramach Programu Operacyjnego Inteligentny Rozwoj 2014-2020 (Dzialanie 4.4).



Comparing Differential Abundance (DA) methods
for mycobiome in organic cultivation of strawberry

Dominika Siegieda* Jacek Panek, Magdalena Frac

Institute of Agrophysics, Polish Academy of Sciences, Doswiadczalna 4 Street, 20-290 Lublin
e-mail: d.siegieda@ipan.lublin.pl

INTRODUCTION

Organic agriculture is gainig popularity globally in recent years. European Union’s initiative EU Biodiversity Strategy
for 2030 focuses on increasing the area of organic farming and reducing pesticide use. Analyzing the differences and finding
differentially abundant taxa between healthy and unhealthy mycobiome of plants can help to understand which fungi are the
most connected with plant health. This, in result, can help to improve pesticide-reduced and sustainable agriculture. Multiple
methods are used in the literature for DA (differential abundance) analyses, yet, there is no consensus on which method is
optimal for microbiome and mycobiome data in particular sample type and dataset.

METHODS RESULTS

DNA isolation from bulk soil, rhi- Differentially Abundant ASVs
zosphere soil, roots and shoots from Different methods od DA analysis between healthy and unhealthy samples
organic plantations of strawberry harvested different number of signifficantly

MaAsLin2 185 123

different ASVs between healthy and unhe-
althy bulk soil and shoots of strawberry

~— — samples. Deseq2 found the smallest number Hmma-Voomq ) 68 Log abundance

of ASVs in both sample types, and Limma- I .
Voom and edgeR found the biggest number edgeR{| 848 472
ITS1 amplification and Illumina MiSeq of ASVs in soil and shoot samples, respec- °
amplicon sequencing (pairend, 2x300) tively. Limma-Voom found 86% of ASVs si- pess2]| a4 M )
gnificantly different in soil samples—it has

been known for poorly controlling false- ANCOMLEC o 180

—~— — discovery rate in some studies.
shoots soil

Processing of the data in QIIME 2 envi-
ronment (taxonomy based on UNITE
database)

After collapsing idetification to genus level, we identified 15 genera that were
Differentially Abundant between healthy and unhealthy samples of bulk soil that
were common for all 5 models.

Limma-Voom

Common for all models for bulk soil:

®  Pseudozyma sp. o  Dactylaria sp.
Compa ring DA methods (Limma-Voom, ° Chaeto.sphaeria ° unclassiﬁed Nectriaceae MaAsLin2
. e  unclassified Ascomycota e unclassified Hypocreales DESeq2
MaASLmz’ edgeR, ANCOM_BC’ DE- e  Pleotrichocladium sp. e  Tetracladium sp.

Seq 2) in RStudio e  unclassified Fungi ®  Solicoccozyma sp.
® unclassified Sclerotiniaceae  ®  unclassified Onygenales
e  Mortierella sp. ®  Phialocephala sp.
®  Acremoniumsp.

CONCLUSION

Different methods of DA testing
between healthy and unhealthy
samples yielded various number of
taxain both, soil and shoot sam-
ples. It is important to remember,

ANCOM-BC

Limma-Voom

Only 2 genera were Differentially Abundant
between healthy and unhealthy samples of
shoots for all 5 models.

MaAsLin2
DESeq2

that using only one method can
find true associatins, but also false
positives. For DA analysis, it might
be resonable to use two or more
methods in order to reduce the im-
act of false positives on analysis
results.

Common for all models for shoots:
® unclassified Mycosphaerellaceae

®  Sporobolomyces sp.

ANCOM-BC

Th Nettimmal Dt >/ The research is funded by The National Centre for
INSTYTUT & for Research and Develooment o Research and Development in frame of the project
AGROFIZYKI p ‘) ECOFfUitS BIOSTRATEG, contract number BIOSTRATE-

P A N \

G3/344433/16/NCBR/2018.




Cel pracy

Oporno$¢ na $rodki przeciwdrobnoustrojowe (AMR, ang. antimicrobial resistance), ktéra wystepuje zaréwno w $rodowisku klinicznym,
jak i naturalnym, stanowi przedmiot wielu prac badawczych, jednak dotychczas zagadnieniem narastajacej antybiotykoopornosci
zajmowano sie gtéwnie z perspektywy medycyny i weterynarii.

Wedtug Swiatowej Organizacji Zdrowia rozwiazanie problemu AMR wymaga holistycznego podejécia, tzw. ,One Health”, ktére
wskazuje na powigzanie i wzajemne oddzialtywanie na siebie trzech sfer: ludzkiej, weterynaryjnej i srodowiskowej. Jest to istotne
w kontek$cie zwigkszonej urbanizacji oraz intensywnej chemizacji rolnictwa, ktére prowadza do zanieczyszczenia i degradacji
$rodowiska.

Gleby stanowia $rodowisko dla najbogatszych biocenoz na Ziemi i sa kluczowe w produkgji Zywnosci. Antybiotykooporne bakterie
(ARB, ang. antibiotic resistant bacteria) oraz geny opornosci na antybiotyki (ARG, ang. antibiotic resistance genes) przedostaja sie do
gruntéw m.in. wraz z odchodami zwierzat. Moga one pdzniej zosta¢ przeniesione z powrotem na ludzi i zwierzeta przez bakterie
patogenne a w trakcie calego procesu istnieje prawdopodobienistwo ewolucji ARB oraz nabycia przez nie nowych mechanizméw
opornosci poprzez horyzontalny transfer genow.

Wiedza na temat dalszych loséw ARB i ARG uwolnionych do srodowiska oraz ich interakcji z mikroorganizmami autochtonicznymi jest
wcigz niepelna. Pewne jest, ze warunki srodowiskowe i wlasciwosci ekologiczne moga wplywac¢ na funkcjonowanie ARB i ARG
w srodowisku. Wedtug postawionej hipotezy wysoka naturalna réznorodnosé¢ biologiczna ekosysteméw ma posiada¢ kluczowe
znaczenie dla ograniczania rozprzestrzeniania sie AMR w $rodowisku. W niniejszej pracy przedstawiono wyniki wstepnej analizy
mikrobiologicznej réznorodnosci wybranych gleb lesnych i ornych w Polsce. Na podstawie tych rezultatéw srodowiska o réznych
poziomach bioréznorodnosci zostang wytypowane do dalszych eksperymentéw dotyczacych relacji pomiedzy bioréznorodnoscia
a rozpowszechnianiem sie AMR w $rodowisku.
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Rys. 3. Réznorodnos¢ alfa — indeks Chaol dla badanych érodowisk z podzialem na grupy o réznym wplywie antropogenicznym (a)
(p-value=0,5794, Kruskal-Wallis); wskaznik réznorodnosci Shannona dla badanych préb z podziatem na grupy o réznym wptywie
antropogenicznym (b) (p-value=0,20874, Kruskal-Wallis); mapa lokalizacji miejsc poboru préb (c); zdjecia pogladowe miejsc poboru (d)

Gemmatimonadetes

Actual Abundance

Analiza mikrobiologicznej réznorodnosci badanych ekosysteméw glebowych
charakteryzujacych sie réznym poziomem presji antropogenicznej.

Probki gleb lesnych i ornych pobrano z wybranych lokalizagji i podzielono na
3 kategorie: proby pobrane z gleb, na ktérych nie byl wywierany wplyw
antropogeniczny (,Control’; lasy n=2), préby pochodzace z gleb, gdzie ten
wplyw byl niski (,Low’; pola nienawozone n=2, gleby organiczne n=3) oraz
proby, gdzie ten wplyw byt wysoki (,High’; pola nawozone n=2).

DNA wyizolowano z wykorzystaniem zestawu Dneasy PowerSoil Pro
i poddano sekwencjonowaniu region zmienny V3-V4 genu dla 165 rRNA na
platformie Illumina MiSeq. Uzyskane dane sekwencjonowania zostaty
przeanalizowane w programie Qiime2 z wykorzystaniem narzedzia DADA2
do kontroli jakosci sekwencji oraz bazy danych genéw 16S rRNA Greengenes
w celu klasyfikacji taksonomicznej. Otrzymane wyniki poddano analizie
statystycznej: indeks Chaol i Shannon oraz PCoA (principal coordinates
analysis), a takze wizualizacji z wykorzystaniem MicrobiomeAnalyst.

Wyniki i wnioski

Sktad mikrobiomu badanych gleb jest zréznicowany, a wewnatrz badanych
grup zaobserwowano duze rozbieznodci dla poszczegolnych prob, zwlaszcza
w przypadku gleb o wysokiej presji antropogenicznym. W glebach
kontrolnych dominowaty typy Proteobacteria (46-49%) i Acidobacteria (18-19%).
W glebach z grupy o niskim wplywie antropogenicznym najpowszechniej
wystepowaly bakterie typow Proteobacteria (30-48%), Bacteroidetes (1-41%)
i Actinobacteria (4-22%). W glebach o wysokim wptywie obecne byty gléwnie
bakterie typow Proteobacteria (14-45%) i Firmicutes (0-56%) (Rys.1 1 2).
statystyczne nie pozwalaja na stwierdzenie
wystepowania réznic w bioréznorodnosci pomiedzy badanymi probami
w zaleznosci od wystepowania presji antropogenicznej. Mikrobiomy gleb
o zblizonym poziomie presji antropogenicznej cechuja sie réznymi poziomami
bioréznorodnosci.  Analiza z  wykorzystaniem  indeksow  Chaol
(p-value=0,5794, Kruskal-Wallis) i Shannon (p-value=0,20874, Kruskal-Wallis)
oraz PCoA (p-value<0,095; ANOSIM, Bray-Curtis) nie wykazata réznic na
poziomie typow bakterii pomiedzy zréznicowaniem mikrobiologicznym
badanych spotecznosci (Rys. 3). W celu uwidocznienia potencjalnej relagji
pomiedzy presja antropogeniczng a bioréznorodnoscia potrzebne sg dalsze
badania, uwzgledniajace wigksza pule badanych gleb o zblizonych
wiasciwosciach, poddanych réznym poziomom presji antropogenicznej, oraz
szerszy kontekst obejmujacy wptyw innych czynnikéw, jak rodzaj gleby, czy
wiasciwosci fizykochemiczne, na bioréznorodnos¢. W tym aspekcie istotne sa
réwniez wymagania pokarmowe danych rodzajéow bakterii, w tym
patogennych.

Gleby lesne i orne o réznych poziomach bioréznorodnosci beda wybrane do
dalszych badann dotyczacych wplywu réznorodnosci biologicznej na
rozpowszechnianie sie¢ AMR w $rodowisku. Zaktadaja one dalszy monitoring
bioréznorodnosci, analizy rezystomu S$rodowisk oraz eksperymenty
w mikrokosmosach, w ramach ktérych badana bedzie przezywalnos¢
dodawanych do gleb ARB oraz transfer przenoszonych przez nie ARG.

Przeprowadzone analizy
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Rys. 2 . Sktad mikrobiomu badanych préb na poziomie typu przedstawiony
wedlug rzeczywistej ilosci odczytow

Informacje o projekcie

Badania s prowadzone w ramach projektu miedzynarodowego pt.
,ANTIVERSA - Bioréznorodno$¢ jako ekologiczna bariera dla
rozprzestrzeniania si¢ istotnej klinicznie opornosci na  antybiotyki
w srodowisku” (BiodivERsA Call 2018, Kierownik Projektu — dr hab.
Magdalena  Popowska,  prof. Umowy NCN: UMO-
2019/32/Z/NZ8/00011).
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Diagnostyka molekularna grzybéw z rodzaju Pezicula sp. — kluczowych patogendow jabtek

Klaudia Szpilska, Karolina Oszust*, Jacek Panek, Agata Gryta, Michat Pylak, Magdalena Frac
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Instytut Agrofizyki im. Bohdana Dobrzanskiego Polskiej Akademii Nauk ul. Doswiadczalna 4, 20-290 Lublin, INSTYTUT
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Wprowadzenie

Sektor produkcji jabtek petni wazng role w gospodarce naszego kraju. Polska jest bowiem jednym z najwiekszych producentéw jabtek w Europie w
zwigzku z tym wielkos¢ i jakos¢ produkcji nalezg do priorytetowych zagadnien, na ktérych koncentrujg sie producenci jabtek. Sadownicy borykajg sie
jednak m.in. z problemem choréb przechowalniczych. Do choréb tych nalezy gorzka zgnilizna jabtek powodowana przez grzyby z rodzaju Pezicula sp.
sensu lato (syn. Neofabraea sp.). Ze wzgledu na latentny charakter gorzkiej zgnilizny trudno jest ocenié¢ jakos¢ jabtek podczas zbioru, poniewaz objawy
choroby pojawiajg sie dopiero podczas przechowywania owocéw w chtodniach. Do zakazenia dochodzi kilka miesiecy wczesniej, jeszcze w okresie
wzrostu owocédw. Zrédtem infekcji sg zarodniki przenoszone wraz z kroplami deszczu na zranione owoce i kore. Pierwsze objawy choroby na jabtkach
sg widoczne w postaci matych, brunatnych plam, ktére powiekszajg sie i tgczg ze sobg. Ze wzgledu na dtugosc okresu w jakim mogg wystgpi¢ objawy
choroby, niezbedne jest opracowanie czutego i doktadnego narzedzia diagnostycznego stuzgcego do identyfikacji tych patogendow grzybowych.

Materiaty i metody

Dokonano przegladu literatury na temat metod diagnostyki molekularnej grzybéw nalezacych do rodzaju Pezicula sp. (Tabela 1). Gariépy i in.
zaprojektowali startery specyficzne dla gatunku do wykrywania Pezicula spp./ Neofabraea spp. metodg multipleksowe] reakcji taricuchowe;j
polimerazy (PCR), a nastepnie zostaty one zmodyfikowane i ulepszone przez kolejnych badaczy [1]. Inni naukowcy z kolei opracowali startery PCR w
oparciu o sekwencje B-tubuliny w celu identyfikacji gatunku Pezicula sp. [2].

Tabela 1. Przeglad metod diagnostyki molekularnej grzybéw nalezgcych do rodzaju Pezicula sp.

Starter Orientacja Sekwencje starterow (5'-3') Metoda izolacji czystego szczepu Metoda izolacji DNA (kit) Amplifikacja Literatura
RCAf F GACGACCGCATCACCAACATC . MagPure Fungal DNATL 94°C 1 min, 35 cykli w 94°C 30s,
Pozyskane z kolekcji kultur . . . . [1]
RCAr R TGAATCCCTGACACCAACACG kit 55°C30s, 72°C 1 min
bt7 F CTTTCT CCG TG TCC CAT CC Pobrano fragmenty tkanki ze Promega SP fungal DNA 94°C 2 min; 98°C 10s, 57°C 30s, 2]
N/P R GAACATTGCGCATCTGGTCC zmienionego chorobowo jabtka kit 30 cykli w 72°C30s, 72°C 5 min
UP18542 F CGTAACAAGGTTTCCGTAGGTGAAC 95°C 2 min, 35 cykli w 95°C 30,
L028522 R GTTTCTTTTCCTCCGCTTATTGATATG 60°C305, 72°C45s, 72°C7 min
mrssu1 F AGCAGTGAGGAATATTGGTC Warunki amplifikacji zostaty
o ustalone na podstawie
mrSSU3R R ATGTGGCACGTCTATAGCCC _Pobrano tkankizjabtekz protokotu Pe sicov a et al.
widocznymi objawami gorzkiej (2017)
Bt-T2m-UP F CAACTGGGCTAAGGGTCATT 2gnilizny, a nastepnie Qiagen Warunki amplifikacji zostaty [31
wyizolowano p'OJ'edyncze ustalone na podstawie
Bt-LEV-LO1 R GTGAACTCCATCTCGTCCATA zarodniki protokotu De Jong et al. (2001)
EF1-983F F GCYCCYGGHCAYCGTGAYTTYAT Warunki amplifikacji zostaty
ustalone na podstawie
EF1-2218R R ATGACACCRACRGCRACRGTYTG protokotu Rehner and Buckley
(2005)
Neo_mal-loTub-262 R GACAGCCAACTTGCGG
Neo_per-loTub-382 R GGGTCGAACATCTGTTGT AxyPrep Multisource
Neo_spnov-loTub-319 R TGGTGAGAGGAGCGAAC Genomic DNA Minipre
Neo_alba3 R AATATTAGCAGGATATCTCTTCAAG Pozyskane z kolekcji kultur kit (Ax Icen) (zmile:?;np 94°C3 min, 30 cykli w 94°C 305, [4]
= u ! sl 'O 56:c 605, 72°C 60's, 72°C 5 min
Neofab_uni F AACTTTCTCCGTTGTCCCATC zostat czas inkubacji - z
UN-UP185-42 F GGTAACAAGGTTTCCGTAGGTGAAC A 12 22 Gl
UN-LO28S576B R CTCCTTGGTCCGTGTTTCAAGACG N/P — nie podano; F — starter forward; R — starter reverse
G140/22 G159/22 Wrioski N
/.///;'V /- . . . . .
4 Analiza dostepnej literatury wskazuje na potrzebe opracowania sposobu

wczesnej detekcji grzybédw powodujgcych gorzkg zgnilizne jabtek juz w okresie
przechowywania zebranych owocéw. Pomimo wielu opracowanych starteréw
specyficznych priorytetem pozostaje ciggly rozwdj narzedzi diagnostycznych w
celu zapobiegania rozprzestrzeniania sie patogendw grzybowych z rodzaju

Pezicula sp.
\ Literatura

1. LinH. doi: https://doi.org/10.1139/cjm-2017-0448

2. CaoD. doi: 10.4236/aim.2013.31009

3. Carneiro A. C. doi: 10.1094/PDIS-04-21-0687-RE

4. Michalecka M. doi: https://doi.org/10.1111/ppa.12449
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Ocena rozwoju grzybow Trichoderma spp. w podiozu pieczarkowym
poddanym dezynfekcji gazowym dwutlenkiem chloru

Joanna Szumigaj-Tarnowska!, Joanna Augustyniak?!, Zbigniew Ulinski', Wiestaw Hreczuch?
linstytut Ogrodnictwa-Panstwowy Instytut Badawczy, Pracownia Uprawy Warzyw i Grzyboéw Jadalnych, Skierniewice
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WSTEP WYNIKI

Uprawa pieczarki prowadzona jest w warunkach wysokie] wilgotnosci | temperatury, co | etap - Ocena wptywu izolatow Trichoderma spp. na rozwoj grzybni pieczarki po zainfekowaniu
sprzyja wystepowaniu wielu choréb grzybowych. Grzyby z rodzaju Trichoderma powodujg tzw. podtoza pieczarkowego fazy Il i fazy Il
zielone plesnie i mogg przyczynic¢ sie wysokich strat plonow. Najwieksze straty wywotywane sg W Tabeli 1 przedstawiono wyniki oceny rozwoju grzybni pieczarki po zainfekowanu podfoza fazy Il
przez agresywne szczepy T. aggressivum, gdy rozwoj zielone] plesni nastgpi po wysiewie przez izolaty grzybow Trichoderma sp. oraz pieczarki po zainfekowaniu podtoza fazy lll.
grzybni pieczarki do podioza (Fot. 1). Produkcja podtoza pieczarkowego | zapobieganie

. j : : ) Tabela 2. Ocena rozwoju grzybni pieczarki w podtozu fazy Il oraz pieczarki po zainfekowaniu podtoza fazy Ill.

rozwojowi choroby jest bardzo waznym elementem w procesie uprawowym tych grzybow.

Obecnie jedynym z zabiegdw ograniczajgcym ryzyko infekcji podtoza przez grzyby Trichoderma 1zolat Faza Il Faza Il $rednia Uwagi

jest dezynfekcja zaktadu .

22.03 2" 2,3 2.15 Izolat nieagresywny, ale
wywotujgcy objawy plamistosci

CEL BADA N 15.03 0 0 0 Izolat agresywny
_ _ Th 20 0 1.3 0.65 lzolat agresywny
Celem pracy byta ocena wptywu zabiegu gazowania
26.05 1 0.7 0.85 Izolat agresywny
dwutlenkiem chloru podtoza pieczarkowego |l fazy na 22 07 1 1 1.0 lzolatagresy iy
rozwoj zielone] plesni wywotywanej przez grzyby 11.02 1 1.0 Izolat agresywny
Trichoderma sp. Th3 3 3 3.0 Izolat nieagresywny
12.04 1.3 0.3 0.8 Izolat agresywny
Th 19 3 3 3 lzolat nieagresywny
Thi3 3 3 3 Izolat nieagresywny
Fot.1. Podtoze pieczarkowe porazone przez Trichoderma aggressivum CBS 0 1.7 0.85 |zolat agresywny

* wyniki sg srednig z trzech powtorzen

MATERIALY | METODY Il etap - Ocena rozwoju Trichoderma aggressivum i Trichoderma sp. w podtozu fazy Il poddanym

| etap - Ocena wptywu izolatow Trichoderma spp. pozyskanych ze $rodowiska uprawowego gazowaniu dwutlenkiem chloru
pieczarki na rozwoj grzybni pieczarki po zainfekowaniu podtoza pieczarkowego fazy Il i fazy Il Do badan wykorzystano dwa izolaty, ktére wybrano na podstawie wynikéw z etapu pierwszego, tj.

Doswiadczenie prowadzono w klimatyzowanej hali, zapewniajgc warunki odpowiednie dla izolat agresywny (IA) oraz izolat nieagresywny (N). Wyniki obserwacji rozwoju grzybni pieczarki i
rozwoju pieczarki. Podtoze tazy Il w ilosci 500 g umieszczono w stoikach o pojemnosci 1000 mi, plonu owocnikéw po zainfekowaniu izolatami Trichoderma sp. i zagazowaniu podioza zawiera
dodano grzybnie pieczarki w ilosci 0,5 g, a nastepnie zainfekowano grzybnigTrichoderma sp. tabela 2.
Ocena przerostu grzybni pieczarki przez 10 dni:
0 — brak przerostu podioza przez grzybnie pieczarki, rozwoj zielonej plesni w podiozu Tabela 2. Ocena rozwoju grzybni pieczarki oraz plon pieczarki po zainfekowaniu podtoza fazy Il i poddanym gazowaniu.

1 — staby rozwoj grzybni pieczarki, widoczny rozwdj zielonej plesni,

Izolat Ocena przerostu Rzut | / Srednia liczba Rzut Il / Srednia Rzut lll / sSrednia liczba
2 — widoczny niewielki rozwoj grzybni pieczarki, ale obecne tez miejsca bez przerostu, podtoza owocnikéw liczba owocnikéw owochikéw
3 — wyrazny rozwoj grzybni pieczarki, podtoze prawidtowo przerosniete w catej objetosci. Kontrola 3,0 438,4 [ 27,4 176,6 / 11,5 147,2 /9,2
Na przerosniete podtoze naktadano ziemie okrywowg i przez kolejne 10 dni obserwowano Izolat nieagresywny 3,0 345,6 / 21,6 272,2 /17,0 115,5/ 7,2
przerost okrywy przez grzybnie pieczarki, a nastepnie plon’. Izolat nieagresywny + gaz 3,0 313,6 /19,6 176,3 / 11,0 112,4/ 7,0
Podtoze fazy |ll zainfekowano grzybnig Trichoderma sp., nastepnie naktadano okrywe i Izolat agresywny 3,0 (Fot.2) - (Fot. 3) - -
obserwowano rozwoj grzybni pieczarki w okrywie i plon pieczarki. Izolat agresywny + gaz 1,0 (Fot. 4) : - 7

“ Ocena rozwoju grzybni i plonu pieczarki:

O — brak przerostu okrywy przez grzybnie pieczarki, rozwoj zielonej plesni w podtozu

1 — staby rozwdj grzybni pieczarki, widoczny rozwoj zielonej plesni, pojedyncze grzyby
2 — pieczarki z objawami porazenia (plon),

3 — rozwqj grzybni pieczarki | prawidtowy plon owocnikow

Na podstawie badan okreslono wptyw izolatow Trichoderma na rozwoj pieczarki w zaleznosci od

terminu infekcji podtoza pieczarkowego (fazy Il i fazy IlI).

Fot. 2. Przerost podtoza po 14 dniach Fot. 3. Zielona plesn na okrywie Fot. 4. Zielona plesnh na podtozu po
_ _ . _ _ po 6 dniach — brak owocnikow 12 dniach przerastania
Il etap — Ocena rozwoju Trichoderma aggressivum 1 Trichoderma sp. w podtozu fazy |l
poddanym gazowaniu dwutlenkiem chloru — doswiadczenie doniczkowe
WNIOSKI

Podtoze pieczarkowe fazy Il po wsianiu grzybni pieczarki i zainfekowaniu izolatami Trichoderma
_ _ _ _ _ 1. Stopien porazenia podtoza pieczarkowego przez izolaty Trichoderma sp. zalezat od ich biotypu.
spp. poddano zabiegowi gazowania dwutlenkiem chloru o stezeniu CIO, - 1000 ppm, przez 60
_ _ _ - _ _ 2. Zainfekowanie podtoza pieczarkowego, zarowno fazy Il, jak 1 fazy Ill, izolatem agresywnym
minut. Nastepnie prowadzono obserwacje przerostu okrywy grzybnig pieczarki wedtug oceny jak
_ _ N _ _ Trichoderma sp. powoduje zahamowanie rozwoju pieczarki | brak plonu owocnikow.
w etapie |, a nastepnie rozwgj i plon pieczarki.
_ _ _ _ _ _ 3. Nasilenie rozwoju zielonej plesni w uprawie pieczarki nastepuje po natozeniu okrywy na podtoze.
Na podstawie zebranego plonu pieczarek obliczano stopien porazenia uprawy w zaleznosci od
_ _ . _ _ 4. Gazowanie podtoza pieczarkowego zainfekowanego Trichoderma aggressivum nie ograniczyto
Izolatu Trichoderma spp. | zabiegu gazowania.
rozwoju zielonej plesni, a nawet nasilato jej rozwa;.

Badania zrealizowano w ramach projektu pt.: Innowacyjna, mykoselektywna okrywa oraz podtoze do uprawy pieczarek” wspotfinansowanego ze srodkow EFRR.



Indukcja odpornosci pszenicy przez wyizolowane z ryzosfery Scorzonera hispanica L.
szczepy nalezace do trzech gatunkéw Trichoderma:
T velutinum, T. brevicompactum, T. koningiopsis

Renata Tyskiewicz!, Artur Nowak2, Ewa Ozimek?, Elzbieta Patkowska3, Jolanta Jaroszuk Scisel?
Laboratorium Analityczne, Sie¢ Badawcza Lukasiewicz, Instytut Nowych Syntez Chemicznych w Putawach, ?Katedra Mikrobiologii
Przemystowej i Srodowiskowej, Instytut Nauk Biologicznych, Uniwersytet Marii Curie-Skiodowskiej w Lublinie, 3Katedra Ochrony Roslin,
Uniwersytet Przyrodniczy w Lublinie

Wyizolowane z ryzosfery Scorzonera hispanica szczepy Trichoderma spp.: T. velutinum TvSk68 T. brevicompactum
TbhSk5, T. koningiopsis TkSk356 (numery sekwencji ITS odpowiednio MH 651384, MH651383, MH651382) silnie
hamowaty in vitro wzrost Fusarium spp. Okazaly si¢ mykopasozytami fitopatogenicznych dla pszenicy grzybow
Fusarium spp.: F. graminearum Fc36, F. culmorum Fc 37, i F. oxysporum Fc38 i odznaczaly si¢ wysoka aktywnos$cia

chitynolityczng i glukanolityczng w hodowlach ze $ciang komorkowa F. culmorum.

Tab. 1. Sumaryczny efekt biotyczny i redukcja
wielkosci kolonii szczepéw Fusarium spp.

Rys. 2. Mikroskopowy obraz interakcji mykopasozytniczej
Trichoderma spp. — Fusarium spp.

Rys. 1. Makroskopowy obraz interakcji
TkSk356 i szczepow Fusarium spp.

A. Podloze Martina z rézem bengalskim Procentowa T. brevicompactum TbSkS T. velutinum TvSk68 T. koningiopsis TkSk356
A~ Fe36 Fe37 Fe3s Nazwa Suma_ryczny efekt redukcja wielkosci _ z: zmmyxzé_}%ifi F. culmorum Fe37
szczepu biotyczny Kolonii 1% P, ¢ <} | o/
"’- Trichoderma . p W B, N £ A
A Fc36 Fc37 Fc38 Fc36 Fc37 Fc38 —} il &
‘ ./ Podloze Martina z ré6zem bengalskim A TP '\; S . 2
B. Podloze Martina bez rézu bengalskiego +2 +5 +3,5 56 63 66 T\ ® ‘j," jg.- « AR 2o 1/,. ; \,‘ T
i .\ +6 +65 +6 82 88 85 Ly A % —_

TkSk356 0 0 0 0 0

Podloze Martina bez rézu bengalskiego

ThSk5 +5 +4 +7 78 70

0

68

C. Podioze PDA TvSk68 +4 +45 +6 33 61 66 TbSkS
: > B TkSk356 +55 +8 +75 60 83 81 TvSkés|

Podloze PDA

R.ys. 3. Porownanie aktywnosci glukanolitycznej
i chitynolitycznej szczepow Trichoderma spp.

Aktywnosé glukanolityczna

TkSk356

TbSk5 +7 +6 +6 83 77 68 5 7 14 5 .7 14 5 7 14
/ TvSkes * 7 +6 s & i ko czas inktﬁalalu:;ﬁzzieﬁ] ewreT
TkSk356 +7,5 +8 +7 87 84 88 zrodlo wegla

Aktywnos¢ chitynolityczna
Tab. 2. Indeks NOI wyliczony w tescie BiologFF wskazywal na wspolne zasiedlanie niszy z F. culmorum.

E. graminearum Fc36 E. culmorum Fc37 F. oxysporum Fc38

2 | TbSkS
12 | TvSk68

NOI Para szczepow NOI Para szczepow NOI 22 | TkSk356

0,00  TbSk5(A)-Fc37(B) 0,90  ThSk5(A)-Fc38(B) 0,66 32

000  TvSk68(A)-Fc37(B) 1,00  TvSk68(A)-Fc38(B) 0,72 41

000  TkSk356(A)-Fc37(B) 0,92  TkSk356(A)-Fc38(B) 0,64 30 czas inkubacji [dzien]

73 zrodlo wegla

Szczepy Trichoderma spp. wytwarzaty kwas indolilooctowy i giberelinowy oraz posiadaty aktywnos$¢ deaminazy ACC (Rys. 4.)
Rys. 4.

GA
0T
Trichoderma Spp.

1A4

TEH 12°C 18°C 12°C

Trichederng spR.

ThEkS

Tvikbd

TLEEIES

L 1,1 2,1 5,0 | e 120

W siewkach pszenicy po nasion

inokulacji
szczepami Trichoderma spp. wykrywano wyzszg niz W
kontroli wodnej i z komercyjnymi elicytorami (np.

Szczepy Trichoderma spp. stymulowaty wzrost todyg i korzeni 5- 1 10-
dniowych siewek pszenicy (Tab. 5.)

Swieza masa lodyg i korzeni siewek pszenicy [g; % wobec kontroli wodnej]

BTH, 1 chitozanem) aktywno$¢ wielu enzymow _— - e .

. aq , - q 5 dzien inkubacji 10 dzien inkubacji
markerowych indukcji  odpornosci  np. liazy Lodyga — Lodyga =
fenyloalaninowej (Tab. 3.), glukanazy (Tab. 4.). Elicytor % % %

. a Masa wobec wobec Masa % wobec
Aktywnosé liazy fenyloalaninowej (PAL) [dl ho el S [q] ho ~ Masald Wﬁfgc
nM kw i
5 dziet inkubacji 10 dzief inkubacji 2 :TH 823 12‘23 ggg 13020 12; 12‘13 égé 18040
Lodyga Korzen Lodyga  Korzen = ’ ’ ' ’
o K 439,16 424,02 303,29 236,41 =3 CHITOZAN 1,28 257 0,62 94 2,07 193 1,34 132
BTH 440,85 1011,26 218,74 596,91 > TkSk356 0,62 125 0,52 80 1,21 114 1,05 104
| cHITozAN 559,47 1259,86 301,61 170,37 g TvSkes 0,72 146 0,63 97 1,48 138 1,14 112
W Tkskss 652,02 628,88 481,23 225,89 & Thsks 0,52 100 0,42 65 1,49 139 0,69 67
| Tvskes 591,44 717,22 1183,30 505,15 , : : .,
5 - 1198.45 228.84 417,29 580,03 Wybrany do dalszych testow szczep TvSk68 ograniczat liczebnos¢
F. culmorum w ryzosferze i ryzoplanie siewek pszenicy (Tab. 6.)
nM glukozy/min/mg bialka . on -
. 5 dziefi inkubacji 10 dzien inkubacji 2\
Fodyga Korzen Fodyga Korzen - \\ J Nazwa szczepu Ryzoplana Ryzosfera
K 321 4,07 3,13 5,88 \ / Inokulacja
BTH 5,23 56,35 1,74 14,46 . & 5.9 6,3
CHITOZAN 1,82 6,70 7,35 4,12 - Gk . - Y
Tksk356 43,98 59,28 45,25 73,92 Fe37 I Ko-inokulacja
| Tuskes 73,33 72,61 35,72 78,96 IS Tvskes Fc37 TvSK68 S
N Thsks 30,20 44,14 33,08 31,54 il 4.0 B el

Badania zostaly sfinansowane z subwencji statutowej UMCS
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Analiza filogenetyczna endofitycznych szczepdw rodzaju Pseudomonas,

wyizolowanych z brodawek korzeniowych Chamaecytisus albus
Sylwia Wdowiak-Wrobel!, Monika Marek-Kozaczuk®, Magdalena Karas!, Michat Kalital,

Wojciech Sokotowski!

Katedra Genetyki i Mikrobiologii, Instytut Nauk Biologicznych,
Uniwersytet Marii Curie-Sktodowskiej w Lublinie

Wprowadzenie:
mutualistyczne patogenne.
endofitycznych. Grupa bakterii

Tgpowe formy interakcji miedzy roélinami, a mikroorganizmami mozna podzieli¢ na komensalne,
lu Do mutualistycznych oddziatywan zaliczy¢ mozemy interakcje z udziatem bakterii
endofitycznych najliczniej reprezentowana jest przez przedstawicieli rodzajéow Bacillus i

Pseudomonas. Cze$¢ szczepdw reprezentujacych rodzaj Pseudomonas wykazuje zdolnos$¢ do syntezy zwigzkow o charakterze
przeciwbakteryjnym i przeciwgrzybiczym. Mogg wiec by¢ wykorzystane, jako potencjalne czynniki w biokontroli.

Cel: Badaniami objeto trz

szczepy (A1B1; 23aP; 16B1

wyizolowane z brodawek korzeniowych rosliny bobowatej -

Chamaecytisus albus (szczodrzeniec zmienny), gatunku znajdujgcego sie pod Scistg ochrona na terytorium Polski (Ryc. 1). Celem
badan byto ustalenie, na podstawie analizy porownawczej sekwencji gendw metabolizmu podstawowego (recA, rpoB, gyrB),
pozycji taksonomicznej i relacji filogenetycznych badanych izolatow bakteryjnych.

Pseudomanas sp. A1B1

Pseudomonas sp. 23aP

Pseudomonas sp. 16B1

Pseaudomonas chlororaphis subsp. aurantiaca DSM 19603(T)
Pseudomonas chiororaphis subsp. piscium DSM 21509(T)
Pseudomonas chlororaphis subsp. aureofaciens DSM 6698(T)
Pseudomonas chiororaphis subsp. chlororaphis ATCC 9446(T)

protegens GHAQ-GFP(T)
86 Pseud ! is DSM 16610(T)
o7 ‘— tensinigenes ZA 5.3(T)

I— Pseudomonas kribbensis 46-2(T)
Pseudomonas lini CCUG 51522(T)
Pseudomonas prosekii P. 2673
Pseudt frederiksk is As1
Pseudomonas mandelii DSM 17967(T)
iae DSM 14020(T)
nas i JCM 11938(T)

g

70

Pseudomonas fluorescens DSM 50090(T)
Pseudomonas brenneri DSM 15294(T)
Pseudomonas libanensis DSM 17149(T)
100 — Pseudomonas synxantha DSM 18928(T)
Pseud corrugata NCPPB 2445(T)

yringae BIM B-268

putida NBRC 14164(T)

ginosa ATGC 10145(T)

0.01

Ryc. 2 Drzewo filogenetyczne utworzone na podstawie pordwnania
sekwencji gendéw rpoB izolatéw oraz szczepow referencyjnych z bazy
danych GenBank. Filogram otrzymany zostat przy uzyciu metody
»,Neighbour-joining”. Przy wezfach zostaly przedstawione wartosci
procentowe ,,bootstrap” dla 1000 powtdrzen.
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F chlororaphis subsp. piscium DSM 21509(T)
56 Pseudomonas chiororaphis subsp. chiororaphis ATCC 9446(T)
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= um JCM 11938(T)

5 Pseud kribbensis 46-2(T)

a1 Pseudomonas koreensis DSM 16610(T)

82 Pseudomonas tensinigenes ZA 5.3(T)
_,7 Pseudomonas brenneri DSM 15294(T)
81 Pseud hodesiae DSM 14020(T)
a7 F frederi is AS1
o1 P felii DSM 17967(T)
p ii P. 2673
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52 Pseudomonas libanensis DSM 17149(T)
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Ryc. 4 Drzewo filogenetyczne utworzone na podstawie pordéwnania
sekwencji gendw gyrB izolatow oraz szczepow referencyjnych z bazy
danych GenBank. Filogram otrzymany zostat przy uzyciu metody
,,Neighbour-joining”. Przy weztach zostaty przedstawione wartosci
procentowe ,,bootstrap” dla 1000 powtdrzen.

Materialy i metody: Wyizolowano

materiat genetyczny 3 izolatow
bakteryjnych standardowg metodg =z
uzyciem  tiocyjanianu  guanidyny, a
nastgpnie  amplifikowano  fragmenty

gendéw metabolizmu podstawowego rpoB,
recA i gyrB zgodnie z procedurami
podanymi w literaturze (Gomila i in. 2015;
Mukhia i in. 2022). Po
zsekwencjonowaniu amplikonow,
przeprowadzono ich analizy poréwnawcze
z sekwencjami szczepow referencyjnych
dostepnych w bazie danych GenBank, przy
uzyciu programow: Chromas, ClustalX2,
GeneDoc, MegaX.

Wyniki: Analiza poréwnawcza dla genu
rooB  wykazata mate zrdznicowanie
genetyczne badanych szczepow.
Sekwencje genu rpoB izolatéw wykazaty
duze podobienstwo do  sekwencji
szczepoéw  nalezacych do  rodzaju
Pseudomonas. Utworzyly one wspdlne
grono ze szczepami reprezentujgcym
%ﬂtunek Pseudomonas chlororaphis (Ryc.
Analiza porownawcza sekwencji genow
recA i gyrB badanych szczepéw rowniez
wykazata mate zréznicowanie genetyczne
izolatow. Podobnie, jak miato to miejsce w
przypadku analizy poréwnawczej dla genu

rpoB, badane szczepy wykazaly duze
Bodobienstwo genetyczne sekwencji do
akterii atunku Pseudomonas
chlororaphis (Ryc. 3i4).
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Pseudomonas sp. A1B1

o Pseudomonas sp. 23aP
Pseudomonas sp. 1681
onas chiororaphi:

P: subsp. atureofaci DSM 6698(T)
Pseudomonas chlororaphis subsp. aurantiaca DSM 19603(T)
DSM 21509(T)

is ATCC 9446(T)

99

chlo phis subsp. piscii

phis subsp. ch 0
72 66 fae DSM 14020(T)
[ ] F’_{ F fluo DSM 50090(T)
P: lomonas brenneri DSM 15294(T)
Pseudomonas ha DSM 18928(T)
is DSM 17149(T)
P p CHAO-GFP(T)
Pseudomonas corrugata NCPPB 2445(T)
um JCM 11938(T)
is DSM 16610(T)
is 46-2(T)
inig ZA 5.3(T)
Pseudomonas prosekii P. 2673
Pseudomonas linf CCUG 51522(T)
Pseudomonas mandelii DSM 17967(T)
58 L frederiksbergensis AS1
syringae BIM B-268
putida NBRC 14164(T)
98 F aerugi

P Ji 1as fib

ATCC 10145(T)

Ryc. 3 Drzewo filogenetyczne utworzone na podstawie poréwnania
sekwencji gendw recA izolatoéw oraz szczepdw referencyjnych z bazy
danych GenBank. Filogram otrzymany zostat przy uzyciu metody
,,Neighbour-joining”. Przy weztach zostaty przedstawione wartosci
procentowe ,,bootstrap” dla 1000 powtdrzen.

Whioski: Analiza porownawcza sekwencji trzech gendéw metabolizmu podstawowego wykazata, ze wyizolowana grupa
endofitow szczodrzenca zmiennego reprezentuje rodzaj Pseudomonas. Wszystkie badane szczepy wykazaty bardzo duze
podobienstwo sekwencji genéw gyrB, recA oraz rpoB (odpowiednio: 96,3-98,6%, 96-99,3%, 97,6-99,4% podobieristwa) do
gatunku Pseudomonas chlororaphis. Ponadto uzyskane rezultaty badan wskazujg, ze szczepy mogg reprezentowacé odrebny
podgatunek w obrebie gatunku Pseudomonas chlororaphis.



Wplyw insektycydow na mikrobiom larw Oulema spp.
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Wstep

Bakterie zasocjowane z owadami (symbionty) majg wazne znaczenie dla ewolucji owadow i/lub ich nawykéw zywieniowych. Moga miedzy innymi uczestniczy¢ W oddziatywaniu ro$lina
— owad, detoksykacji ksenobiotykow, czy w rozwoju odpornosci owadziego gospodarza na insektycyd. Zwigzek pomiedzy owadem a jego mikrobiomem jest mato poznany dla wielu
gatunkow owadow, w tym skrzypionki zbozowej (Oulema melanopus, Coleoptera, Chrysomelidae) — waznego szkodnika zboz. Zaréwno osobniki doroste jak i larwy uszkadzajg ro$liny
zboz, przy czym larwy sa uwazane za glowne stadium szkodliwe i sa obiektem zabiegow insektycydowych. Stosowanie insektycydow z réznych grup chemicznych jest glowna metoda
kontrolowania populacji skrzypionki zbozowej. Jednak ochrona chemiczna stosowana obecnie i w przysztosci moze nie by¢ tak skuteczna jak dawniej. Intensywne i czeste stosowanie tych
samych organicznych pestycydow moze prowadzi¢ do rozwoju odpornosci owada na insektycydy. Istnieje zatem potrzeba poszukiwania alternatywnych, bardziej przyjaznych dla
srodowiska metod zwalczania szkodnikéw owadzich.

O[T W T BV (Woyio sprawdzenie, czy skiad bakterii zwiazanych z larwami O. melanopus ulega zmianom w odpowiedzi na zabiegi insektycydowe.

Metodyka

i |
Potraktowanie larw insektycydami (trzy substancje
‘ czynne: flonikamid, chloropiryfos, cypermetryna w ./ A
.1 trzech dawkach 10, 1 i 0.1pg/ml) oraz woda Ocena liczby martwych owadow po 24 i 48
Zbior larw z pola (kontrola) godzinach

Analiza taksonomiczna uzyskanych Scharakteryzowanie profilu bakteryjnego

odczytow DNA przy uzyciu algorytmu larw z kazdego wariantu doswiadczenia - Izolacja DNA z larw

Kraken 2 zaimplementowanego w poprzez sekwencjonowanie genu 16S
oprogramowaniu OmicsBox rRNA w regionie V3-V4

Analiza

statystycznych
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Wyk. 2 Roéznorodnos¢ bakterii  (indeks Chao) dla poziomu
taksonomicznego rodzina w zaleznosci od zastosowanej substancji

Wyk. 1 Réznorodnosé¢ bakterii (alpha diversity — indeks Shannon) dla poziomu taksonomicznego rodzina w zaleznosci od a) zastosowanej substancji
czynnej insektycydu oraz b) jej dawki. K-kontrola (woda), CH-chloropiryfos, CYP-cypermetryna, F-flonikamid.

czynnej insektycydu oraz jej dawki. K-kontrola (woda), CH-
chloropiryfos, CYP-cypermetryna, F-flonikamid.

kontrola chloropiryfos

30 hIJ » Dla zmiennej substancja czynna insektycydu odnotowano, ze $rednie wartosci dla traktowan
alr 1

30

204
20 insektycydem, szczegodlnie dla substancji czynnej chloropiryfos byly wyzsze w poréwnaniu do

107 kontroli (Wyk. 1a),

» Dla zmiennej dawka substancji czynnej insektycydu ogolna tendencja w $rednich wartos$ciach

dawka dla wszystkich traktowan oprocz kontroli jest wyréwnana, przy czym najwiecej obserwacji
Mo odstajacych z wyzszymi i nizszymi wartosciami odnotowano dla dawki 0.1ug/ml (Wyk. 1b),
o1y Najwicksza biordznorodnos¢ bakterii dla poziomu taksonomicznego rodzina odnotowano dla
B! wszystkich zastosowanych dawek substancji czynnej — flonikamid (Wyk. 2),

I 10 | |5 Dla wszystkich traktowan insektycydem odnotowano znacznie wyzsza wzgledna liczebnosé

bakterii nalezagcych do rodziny Xanthomonadaceae w poréwnaniu do kontroli (Wyk. 3). Ponadto

104

o

Streptococcaceae +

Alcaligenaceae
Anaplasmataceae
Enterobacteriaceae
Nocardiaceae 4
Propicnibacteriaceae
Pseudomonadaceae
Vibrionaceae
Weeksellaceae
Xanthomonadaceae
Alcaligenaceae
Anaplasmataceae 4
Enterobacteriaceae
Nocardiaceae -
Propionibacteriaceae 4
Pseudomonadaceae
Streptococcaceae -
Vibrionaceae 4
Weeksellaceae
Xanthomonadaceae

cypermetryna flonikamid

Wzgledna liczebnos¢ bakterii

bakterii nalezacych do rodziny Pseudomonadaceae i Streptococcaceae dla substancji czynnej
flonikamid.

» Traktowanie insektycydem wplyneto na zwigkszenie biordznorodnosci bakterii zwigzanych z
larwami skrzypionek na poziomie rodzina,

» Zwicgkszenie liczebnosci bakterii z rodziny Xanthomonadaceae, Streptococcaceae ,oraz
Pseudomonadaceae po potraktowaniu insektycydem moze sugerowaé, ze niektore gatunki

Wyk. 3 Wzgledna liczebno$é bakterii u larw skrzypionek w zaleznosci od zastosowanej substancji bakterii wymienionych rodzin odgrywaja istotng role w adaptacji larw do zastosowanych
czynnej insektycydu oraz jej dawki.
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404 ig u l odnotowano wyzsza liczebnos¢ wzgledng Streptococcaceae dla traktowania cypermetryng oraz
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Alcaligenaceae 4
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Propionibacteriaceae -
Pseudomonadaceae l.
Streptococcaceae o
Vibrionaceae
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Anaplasmataceae
Enterobacteriaceae 4
Nocardiaceae
Propionibacteriaceae
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Vibrionaceae
Weeksellaceae
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insektycydow,
» Uzyskana wiedza pozwoli zrozumie¢ udziat bakterii w metabolizmie insektycydoéw oraz ich role
Badania sfinansowano z grantu 2020/37/N/NZ9/02577 W rozwoju opornosci owada na insektycydy.
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Spolecznosci endofitow bakteryjnych zwigzanych z lis¢mi
bioenergetycznych drzew - Paulownia elongata x fortuner
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WSTEP

Paulownia to bioenergetyczne drzewo lisciaste, ktore W sprzyjajacych
warunkach osigga wysokie tempo wzrostu (gatunek szybkorosnacy).
Wszystkie zywe organizmy, w tym rosliny, sg skolonizowane przez
réznorodng i ztozong populacje mikroorganizmoéw. Analiza struktury i funkcji
mikrobiomu endofitycznego pozwala na poznanie ekologii mikroorganizméow
oraz moze stanowi¢ podstawe do opracowania strategii zarzadzania
uprawami bioenergetycznymi.

CEL BADAN

Celem niniejszych badan byta ocena struktury i funkcjonalnej roznorodnosci zbiorowisk bakterii endofitycznych zwigzanych z lis¢mi Paulownia
elongata x fortunei w oparciu o sekwencjonowanie fragmentow V5-V7 genu 16S rRNA oraz analiz¢ Biolog EcoPlates..

MATERIALY I METODY
Tabela 1. Lista probek lisci Paulownia
Nr.  Lokalizacja  Termin poboru  Skrét % Sterylizacja powierzchniowa tkanek lisci Paulownia;
1. Barciany Lato I_BS ++ Oznaczenie funkcjonalnego zréznicowania zbiorowisk
2. Jesien I_BA drobnoustrojow we wszystkich probkach lisci
3. . Lato I_GS . ; .
A Granice Tesieh Il GA przeprowadzono przy uzyciu Biolog EcoPlates;
5 ubi Lato |_GuS +* lzolacja genomowego DNA ; . Y ", b, 38
6. uom Jesien 1_GuA % Sekwencjonowanie NGS fragmentow genu 16S rRNA (V5- e oszer zeie e TGCTEYEC:
;' Otrebusy Jt:it:ﬁ |I|_(c))SA ME st aaee s
9. Lato " PS + Analiza bioinformatyczna ASVs (Amplicon sequence P
10, Podkampinos Jesien I_PA variants); "‘

WYNIKIT ' PODSUMOWANIE

z réznych lokalizacji
zarowno W  oKresie
letnim, jak i
jesiennym. Wzgledne
liczebnosci 6
najliczniejszych

Ryc.1. Heatmapa obrazujaca profile metaboliczne spotecznosci bakterii z lisci Paulownia typ()w przedStaWiono Ryc.2. Histogram przedstawiajacy endomikrobiom lisci Paulownia

Aby zilustrowaé wyniki metody Biolog i profile metaboliczne, wzory @ rycinie 2. Wyniki . ), .
wykorzystania 31 substratow weglowych przedstawiono W postaci wykazaly, ze wsrod spotecznosci bakterii w probkach lisci pobranych w
wykresu heatmapy (ryc. 1). Najwieksze bogactwo funkcjonalne wéréd — Obu Sezonach ze wszystkich miejscowosci dominowaty bakterie
badanych endofitow zaobserwowano dla spotecznosci bakterii z probki  SKlasyfikowane do typu Proteobacteria i Actinobacteria.

lisci wyselekcjonowanej z Granic w okresie jesiennym. Ogdlnie,

zbiorowiska drobnoustrojow we wszystkich probkach lisci wykazywaty

podobny trend wykorzystania substratow. Warto podkresli¢, ze L-asparagina, kwas D-galakturonowy i N-acetylo-D to zwiazki, ktore sg najintensywniej
metabolizowane przez mikroorganizmy we wszystkich probkach, niezaleznie od sezonu pobierania probek (ryc. 1).

Relative abundance (%)
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Bakterie sklasyfikowane do typu Proteobacteria i Actinobacteria stanowity dominujace typy mikrobiomu lisci Paulownia. Analiza profili metabolicznych na
podstawie Biolog EcoPlates™ wykazata, ze spotecznosci bakterii endofitycznych charakteryzowaly si¢ najwyzsza aktywnoscig metaboliczng w
stosunku do kwasow karboksylowych i aminokwasow.

Badania finansowano ze srodkéw projektu NCN-Preludium, nr projektu UMO-2016/23/N/NZ9/02157.
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Potencjal bakterii endofitycznych do produkcji deaminazy ACC
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WSTEP

% Globalne zmiany klimatu to problem o najwyzszym priorytecie, zwigkszajacy czestotliwos¢ wystepowania ekstremalnych warunkow
pogodowych i majacy wptyw na produkcj¢ roslinng na catym $wiecie.

¢+ Stres w rolnictwie zostat zidentyfikowany jako czynniki zewnetrzne, ktore moga powodowac nieprawidtowosci w cyklu upraw.

¢ Jednym z mechanizmow stymulowania wzrostu roslin w warunkach stresowych jest zdolnos¢ bakterii do
produkcji enzymu deaminazy kwasu l-aminocyklopropano-1-karboksylowego (deaminaza ACC), ktory
reguluje synteze etylenu przez metabolizowanie ACC (czgsteczka prekursorowa etylenu w roslinach wyzszych).

% Etylen jest waznym hormonem roslinnym, ktorego wigksze ilo$ci hamujg wzrost wegetatywny roslin. Roslinny
poddane warunkom stresowym produkuja etylen w duzych stgzeniach. Obecno$¢ bakterii syntetyzujacych
deaminaze ACC, jest korzystna dla roslin w warunkach stresowych

CEL BADAN MATERIALY I METODY

Badania przeprowadzono na 23 szczepach bakterii endofitycznych
zidentyfikowanych genetycznie w oparciu 0 analize porownawcza
sekwencji genu 16S rRNA . Wstepna selekcje szczepow wykonano w
oparciu 0 klasyczng technik¢ ptytek agarowych na podtozu
zawierajacym ACC jako jedyne zrdédlo azotu. Nastepnie
przeprowadzono amplifikacj¢ genu acdS (kodujacego deaminaze ACC)
technikg real-time PCR. Do amplifikacji genu wykorzystano startery
F1936* i F1939*.

WYNIKI

Celem niniejszego badania byta wstepna selekcja szczepow
bakterii endofitycznych produkujacych enzym deaminazg ACC (kwasu
1-aminocyklopropano-1-karboksylowego),
ktory reguluje poziom inhibitora wzrostu roslin
— etylenu i1 zwigksza tolerancje¢ roslin na stres.

Badane izolaty oceniono pod wzgledem wzrostu na podtozu agarowym e i
. . . . . . N hingobi

Dworkin-Foster zawierajacym jako jedyne zrodto - g EE T P 88
azotu — ACC. 551'- i /////'/ ZR3 Delftia acidovorans 26,03 90
) i 7 /,/,’;}”’/ ZR4 Delftia acidovorans 29,25 89,5
Zdolno$é wzrostu na podlozu z ACC  Zastosowano 3 stopniowa . g 7 " ZR5 Stenotrophomonas sp. 27,39 87,5
Eg; skal@ Oceny WZfOStU bakter” & I ! ! ! L : : ZS2 Delftia acidovorans 29,44 89
. . . . = 7S5 Delftia acidovorans 30,03 89
E Wyn|k|_ przedstawiono na 556 [ Dalftiaep 2008 5
AR4 : . . . wykresie. VR2 \;er'aot‘i'g;j: 27,34 81
AR VS3 Rhizobium sp. 28,24 81
%-11 VS4 Delftia acidovorans 27,27 89
2 553 SR1 Delftia sp. 29,87 85
}3{ ggi SR3 Delftia acidovorans 33,47 81
- vsa SS5  Delftia acidovorans 36,65 89
YS% TS1 Delftia acidovorans 30,12 86
ZZEJG Krzy\{\{e Wygenerowane pOdCZ?S TS4 Delftia acidovorans 27,07 90
z3 reakcji PCR w  czasie gry  Comamonas - .
2 . . oreensis ' '
z rzeczywistym: krzywa ES1  Rhizobium sp. 2416 855
% amp| ifi kale oraz krzywa gsp Stenotrophomonas s 89

. . . . . . . , maltophilia !
0 0.5 1 _ 15 2 25 3 tOpnlenla produktow qPCR ES4  Brevundimonas sp. 28,38 89,5
Skala wzrostu ES7 Brevundimonas sp. 29,65 90

PODSUMOWANIE

Na podstawie otrzymanych wynikow analizy real-time PCR stwierdzono obecno$¢ genu acdS u wszystkich badanych
- szczepdw, natomiast na podtozu agarowym z ACC, 5 izolatow nie wykazywato cech wzrostu. Wykonane testy jakosciowe

Y

*‘. R zostang potwierdzong rowniez analizg ilosciowg. Celem dalszych badan bedzie doktadne okreslenie potencjatu
T biotechnologicznego wyizolowanych szczepéw w promowaniu wzrostu i rozwoju roslin m.in. zdolnosci do wigzania azotu
atmosferycznego, zdolnos¢ do wytwarzania kwasu indolilo-3-octowego.

Badania sfinansowano z tematu 1.21 ,,Identyfikacja molekularna i biochemiczna bakterii endofitycznych i ich zastosowanie w promowaniu wzrostu
roslin”, realizowanego w ramach dziatalnosci Statutowej IUNG-PIB oraz tematu UMCS BS-P-11-010-18-2-06 .
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Bakterie symbiotyczne roslin z terendw nieuprawianych rolniczo jako zrédto
gendw i funkcji metabolicznych przydatnych w promowaniu wzrostu roslin
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Wprowadzenie i cel pracy

Globalny wazrost liczby ludnosci
zwiekszanie produkcji roslin.
produktywnosci plondw mozna osiggngé¢ m. in.
poprzez  zwiekszenie  tolerancji roslin  na
niekorzystne warunki. Wainym elementem tej
strategii jest promowanie korzystnych relacji
rosliny-mikroorganizmy.  Symbiotyczne  rizobia
bedgc waznym sktadnikiem mikrobiomu ryzosfery
rosliny  bobowatych,  wykorzystywanych  do
produkcji zywnosci dla ludzi jak i pasz zwierzecych,
uniezalezniajg je od nawozenia azotowego.

Celem pracy byta weryfikacja hipotezy, ze rizobia
wyizolowane z roslin rosngcych na nieuprawianych
rolniczo terenach, mogg wykazywaé pewne
unikalne cechy metaboliczne, ktére nie ulegty
przeksztatceniu w skutek praktyk rolniczych. Takie
bakterie lub ich aktywne metabolicznie geny moga
by¢ uzyteczne w perspektywie ich zastosowania w
promowaniu wzrostu roslin.
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Tabela 1. Statystyka odczytow sekwencji uzyskanych w analizie NGS profilowania mikrobiomu gleby ryzosferowej
koniczyny z gleby uprawnej vs. rosnacej na terenach nieuprawianych. Dla kazdego profilu mikrobiomu wykonano
trzy powtorzenia biologiczne (A1-A3, B1-B3). 46.2% sekwencji wejsciowych zostato przypisanych do jednostek
OTUs i taksonow. W analizie zidentyfikowano tacznie 889 OTU, 100% wykrytych OTU zostato przypisanych do
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Fig. 1. Profil mikrobiomu
gleby z ryzosfery koniczyny z w -
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(B1-B3), na poziomie gromady
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Wyniki i wnioski

Punktem wyjscia do badan byto profilowanie mikrobiomu gleby z ryzosfery roslin rosngcych
na nieuprawianych rolniczo terenach. Profilowanie oparto na analizie NGS zmiennego
regionu V3-V4 16S rRNA w poréwnaniu do gleby rolniczej. Acidobacteria, Actinobacteria i
Proteobacteria dominowaty w obu badanych typach gleby ryzosferowej koniczyny, jednak
ich proporcje byty nieznacznie zmienione (Fig. 1A). Ponadto na poziomie rzedu, w ryzosferze
koniczyny pochodzacej z gleby nieuprawianej rolniczo wykazano wyzszg zawartos¢ bakterii
promujgcych wzrost roslin (PGPB) (Fig. 1B). Analiza statystyczna danych NGS potwierdzita
wysoki stopien zréznicowania mikrobiom ryzosfery koniczyny rosnacej na gruntach rolnych
(B1-B3) jak i nieuprawianych rolniczo (A1-A3), parametry te byly poréwnywalne dla obu

typu gleb (Tab. 1).

Nastepnie z brodawek korzeniowych koniczyny biatej i koniczyny takowej (czerwonej) z
terendow BPN (dla ktérych wykonano profilowanie mikrobiomu) wyizolowano 15 szczepdéw
oznaczonych odpowiednio KB3-KB12 i KC2-KC8. Analiza filogenetyczna sekwencji genu 16S
rRNA oraz nodA potwierdzita przynalezno$¢ badanych izolatéw do rodzaju Rhizobium.
Izolaty réznity sie istotnie pod wzgledem liczby i wielkosci plazmidéw (od 0.085 Mpz dla
szczepu KB3 do 1.145 Mpz dla szczepdw KC2, KC4, KC5, KC7).

D- pozostate zwigzki) oraz 23 stresoréw chemicznych
z uzyciem mikromacierzy Biolog GENIIl. Wyniki zost:

rolniczo oznaczone (2.9; 3.6; 4.15; 5.4).
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Kluczowym etapem badan byto
wyznaczenie profilu
metabolicznego izolatow, y4
wykorzystaniem  mikromacierzy
BiOLOG GEN IIl, ktére pozwalajg
okresli¢ zdolnos¢ wykorzystywania
74 rbéinych zirédet wegla oraz
wrazliwo$é bakterii na 23 stresory
chemiczne. Wykazano, ze szczepy
KB7, KB8, KB10, KB12, KC4, KC5

charakteryzowaty sie duza
zdolnoscia do  wykorzystania
réznorodnych zrodet wegla i

energii, a takze wyzszg tolerancjg
na stresory chemiczne (Fig. 2).
Aktywnos$é symbiotyczng izolatéw
okreslono w testach roslinnych, w
ktorych kontrole stanowity szczepy
z gleby uprawianej rolniczo
oznaczone 2.9 i 4.15 oraz rosliny
niezakazane bakteriami (NC).
Aktywne metabolicznie izolaty
KC4, KC5 wykazywaty najwyiszg
wydajnoé¢ symbiotyczna. Swieza
masa peddéw roslin inokulowanych
szczepami KB3, KB7, KB8, KB10,
KB11, KB12 réwniez byta istotnie
wyzsza w porownaniu do roslin
niezaszczepionych (Fig. 3).

Uzyskane wyniki potwierdzaja
hipoteze o wysokim potencjale
metabolicznym badanych
izolatow i ich zdolnosciach w
promowaniu wzrostu roslin.
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Wstep: Biopreparaty zawierajgce w swoim sktadzie zywe komérki rizobidw sg od dziesiecioleci uzywane w uprawie licznych gatunkdw roslin bobowatych. Ich stosowanie ma na celu umozliwienie
roslinom nawigzanie wysokoefektywnej symbiozy z bakteriami, ktérych obecnos¢ i funkcjonowanie w brodawkach korzeniowych dostarcza roslinnemu gospodarzowi zwigzkéw azotu niezbednych do
wzrostu i wydajnego plonowania.

Brodawki korzeniowe powstajg w trakcie wieloetapowego procesu odbywajacego sie z udziatem mikrosymbiontéw i ich roslinnego gospodarza. Obejmuje on miedzy innymi powstanie nowych
merystemow w korzeniach, kolonizacje tkanek roslinnych przez rizobia oraz rozwéj wyspecjalizowanych struktur sktadajgcych sie na dojrzata brodawke korzeniowa, w ktérej odbywa sie redukcja
azotu czasteczkowego. W trakcie tego procesu o miejsce w rozwijajacych sie brodawkach mogg rywalizowac liczne szczepy obecne w ryzosferze - zaréwno symbionty, jak i niesymbiotyczne endofity.
Cechy rizobidéw takie jak zdolno$¢ do wydajnej redukcji azotu czgsteczkowego oraz zdolnosé do kolonizacji brodawek korzeniowych nie sg ze sobg skorelowane. Mimo ze wysoka wydajnosé
bakteryjnej redukcji azotu atmosferycznego jest korzystna dla roslin, symbiotyczne rizobia kolonizujgce brodawki, podobnie jak szczepy obecne w ryzosferze, w wiekszosci wykazujg przecietng lub
niskag wartos¢ tej cechy. Z tego powodu w uprawie roslin bobowatych czesto stosuje sie biopreparaty zawierajgce wyselekcjonowane szczepy zdolne do wysokowydajnej redukcji azotu
czasteczkowego - takze w przypadku prowadzenia upraw na glebach zawierajacych rizobia. Wiekszos$¢ polskich gleb jest zasiedlona przez zréznicowane populacje rizobidéw o wysokiej liczebnosci,
dlatego mozna przyjaé, ze gtdwna przyczyna czesto obserwowanego braku pozytywnego efektu inokulacji roslin przy pomocy zastosowanego biopreparatu jest niezdolnos¢ wprowadzonego szczepu
do kolonizacji brodawek, spowodowana jego niska konkurencyjnoscig w stosunku do szczepéw autochtonicznych.

Prowadzone od lat badania nad cechami zwigzanymi z wyksztatceniem wysokich zdolnosci konkurencyjnych rizobidw na razie nie pozwalajg na jednoznaczne wskazanie tych, ktére przesadzajg o
sukcesie szczepu w procesie kolonizacji brodawek korzeniowych. Wskazuje sie miedzy innymi na zdolno$¢ do chemotaktycznej reakcji na wydzieliny korzeniowe roslin, zdolno$¢ do wykorzystania
okreslonych zwigzkéw jako zrédet wegla, azotu i energii, zdolnos¢ do syntezy sygnatéw molekularnych dziatajgcych na rosliny czy powigzania z bakteryjnym systemem quorum sensing, jednak brak
kompleksowych badan dostarczajacych danych na temat wktadu tych cech w wyksztatcenie obserwowanego poziomu konkurencyjnosci szczepu. Poznanie istotnosci poszczegdlnych sktadowych
wptywajacych na zdolnosci kompetycyjne rizobidow bytoby bardzo pomocne w procesie izolacji i selekcji szczepéw przeznaczonych do produkcji biopreparatéw stymulujagcych wzrost roslin
bobowatych, poniewaz mogtoby wskaza¢ genetyczne determinanty cech, ktére (oprécz wysokiej wydajnosci redukcji azotu czgsteczkowego) powinny posiadac takie szczepy, a to minimalizowatoby
ryzyko produkcji biopreparatéw na bazie szczepdéw wysokowydajnych lecz o niskiej konkurencyjnosci.

Cel pracy: Celem pracy bylo okreslenie zrdznicowania i podobienstwa genetycznego szczepow el EEoxS S by Gl G L
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komérek podanych do ryzosfery roslin umozliwiata zasiedlenie brodawek wszystkim szczepom, ktdre
weszty w kontakt z roslinami).

Materiaty i metody: Rizobia wykorzystane w badaniach pochodzity z gleby ugorowanej, w ktorej
liczebnos$¢ Rhizobium leguminosarum bv. trifolii oznaczono metoda biotestu MPN (ang. most probale Tab1. Charakterystyka badanych szczepéw

number) wynosita 1,7 x 10° komdrek/g gleby. Ogétem zbadano 77 szczepéw R. leguminosarum bv. > ‘

trifolii nalezacych do 4 populacji: WK1 (18 szczepdw), WK2 (19 szczepdw), NK1 (20 szczepdw) i NK2 (20 o T 0 e e Tt = n
szczepow) (Tab. 1). " " = 2 ” -
Populacje WK1 izolowano z brodawek korzeniowych koniczyny czerwonej (Trifollium pratense) rosnacej e : ' : :
na w.w. glebie, natomiast populacje NK1 izolowano z wodnego wyciggu otrzymanego z tej gleby. u_.u Y
Populacje WK2 oraz NK2 izolowane byly z brodawek korzeniowych koniczyny czerwonej uzytej w ‘ \
biotescie MPN oszacowujacym liczbe R. leguminosarum bv. trifolii w glebie — z roslin, u ktérych
kolonizacja brodawek przebiegta w warunkach wysokiej konkurencji (WK2) lub przy jej braku (NK2) (Rys.
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Z czystych kultur badanych izolatéw izolowano catkowite DNA, a nastepnie przeprowadzono reakcje [ _
BOX-PCR z zastosowaniem startera BOX1AR (5-CtCCGGCAAGGCGACGCTGAC-3)) i warunkow

amplifikacji: wstepna denaturacja — 3 min, 95°C; denaturacja — 1 min, 94°C; przytaczanie startera — 1
min, 53°C; wydtuzanie produktu — 8 min, 65 °C; koricowe wydtuzanie — 4 min, 65 °C; liczba cykli: 35.
Uzyskane amplikony byty rozdzielane elektroforetycznie w zelu agarozowym (1,5%), w buforze TBE, przy
140V przez 1,5 godz. Otrzymane profile amplifikacyjne analizowano przy uzyciu programu BioD1++, a
dendrogram opisujacych podobienstwo genetyczne badanych szczepéw wykonano z wykorzystaniem
metody UPGMA.

Rys.1 Schemat biotestu MPN opisujgcy pochodzenie populacji WK2 i NK2
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Grupa 28

Wyniki: W wyniku amplifikacji metodg BOX-PCR uzyskano produkty o wielkosci od ok. 260 pz do ok. 12000 pz; w zaleznosci od szczepu otrzymywano od 2 do
16 amplikondw (Rys. 2). Analiza poréwnawcza profili restrykcyjnych pozwolita na stworzenie dendrogramu przedstawiajgcego podobienstwo genetyczne
profili BOX-PCR badanych izolatéw, dzieki ktdremu mozna podzieli¢ badane szczepy na 3 grupy: Grupe 1, Grupe 2a oraz Grupe 2b (Rys. 3).

Widoczne na dendrogramie grupowanie szczepéw nie pozwala na doktadne rozdzielenie szczepdw nalezgcych do réznych populacji, jednak mozna zauwazy¢
pewne zaleznosci: 50% szczepow populacji WK1 zostato zgrupowanych w kladzie ,,Grupa 2a”, a 80% szczepow populacji NK1 — w kladzie ,Grupa 2b”. Z kolei
tylko 1 szczep do populacji WK2 znalazt sie w Grupie 1, i tylko 3 szczepy nalezace do populacji NK2 — w Grupie 2a (Tab. 2).

Biorgc pod uwage klasyfikacje badanych populacji jako , pozyskane ze sSrodowiska po etapie intensywnej konkurencji miedzyszczepowej w trakcie zakazania
gospodarza” (WK1, WK2) mozna zauwazy¢ znaczng dysproporcje dotyczacg grupowania szczepow: 74% szczepow stanowigcych klad ,,Grupa 2a” to szczepy z
populacji ,,z konkurencjg” (WK1 i WK2), natomiast 69% szczepow kladu ,,Grupa 1” oraz 61% ,,Grupa 2b” to szczepy z populacjg ,,bez konkurencji” (NK1 i NK2) Rys. 3 Genetyczne podobienstwo
(Tab.3). badanych szczepdw oszacowane

z zastosowaniem metody BOX-PCR

Podsumowanie: Zastosowana technika badania zréznicowania genetycznego badanych izolatébw (BOX-PCR) nie wykorzystuje markeréw genetycznych zwigzanych z
wiasciwosciami kompetycyjnymi rizobidow wyrazajagcymi sie podczas kolonizacji brodawek roslinnego gospodarza, pozwalajgc jedynie na przyblizone oszacowanie podobieristwa poréwnywanych
genomdw. Jednak otrzymany wynik lokujgcy wiekszos¢ szczepdéw populacji ,z konkurencjg” w grupach innych niz wiekszo$¢ szczepéw populacji ,bez konkurencji” pozwala na przypuszczenie,
ze genomy szczepdw ,, konkurencyjnych” réznia sie od ,niekonkurencyjnych” — by¢ moze wskutek obecnosci okreslonych gendéw/sekwencji/regiondw genetycznych. Mozliwe, ze sekwencjowanie oraz
wykonanie analizy poréwnawczej sekwencji catych genoméw szczepéw nalezgcych do tych populacji pozwolitoby na wskazanie tych gendw/sekwencji/regiondw genetycznych zwigzanych
z konkurencyjnosciag. Takie dane bytby cenna wskazowka mozliwg do wykorzystania w procesie selekcji szczepow wysokowydajnych w redukcji azotu czasteczkowego — i
zarazem wysokokonkurencyjch w procesie zasiedlania brodawek korzeniowych roslinnego gospodarza.
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Bisphenol A (BPA) Struktura chemiczna bisfenolu A (2,2-bis(4-hydroksyfenylo) propanu) z podstawionymi dwiema fenolowymi City
e M grupami hydroksylowymi w pozycji para warunkuje jego dobrg reaktywno$¢ zwigzang z substytucjg o $Eh o
elektrofilowa, przeksztatcaniem w etery, estry i sole oraz uleganie substytucji elektrofilowej takiej jak Bisphenol A (1)
¥y i sulfonowanie, alkilowaniei nitrowanie. o
CH, oxidation

Przewiduje sie, ze w 2022 roku, w Europejskim Obszarze Gospodarczym, roczna stopa produkcji lub importu BPA

bedzie wynosita 10.6 - 10°kg &" OH%W
oo M <5 m, &
S e Grupa hydroksylowa BPA wchodzi w reakcje Za proces biodegradacji bisfenolu A odpowiadaja | cu;-c-cm
C6-C26 o iy z jonami lub zwigzkami binarnymi w glebie, tworzac monooksygenazy: hydroksylaza fenolowa, pochodne
e fenyloocove estrogeny zmieniajgce mobilnos¢ BPA w ukladzie = cytochromu P-450; dioksygenazy: katecholowa 1,2- at
cgss(i? = ;icwly gleba - roslina. W tkankach roslin BPA jest szybko dioksygenazy, katecholowa 2,3-dioksygenaza oraz mvl.ficus
ofazing e metabolizowany w procesie glikozylacji badz syntezy enzymy ligninolityczne:  peroksydaza ligninowa, T
icel da“ﬁ 2654 wysoce polarnych produktéw polimerowych. lakkaza, peroksydaza manganowa. S

L. - dMateriaty i Metody

Brak szerokiej puli danych stanowigcych matryce do ksztattujacej sie oceny skali potencjalnie inhibicyjnego oddziatywania BPA na mikrobiom glebowy, przyczynit sie do
ukonstytuowania celu badan. W przeprowadzonym eksperymencie okreslono wptyw BPA na liczebnos¢ i bioréznorodnos¢ drobnoustrojow poszerzony o analize wptywu tego
bisfenolu na wzrost i rozwéj rzepaku jarego (Brassica naupus) oraz kukurydzy (Zea mays).

2. Wyniki
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Rys. 1. Poréwnanie wzglednej liczebnosci OTU 2 1% phylum bakterii (A) i grzybow (B)
w glebie zanieczyszczonejBPA, obsianej rzepakiem jarym (Bn) i kukurydza (Zm)

bfitos¢ OTU Actinobacteria.
2. Wytoniono rowniez mikroorganizmy o potencjale bioremediacyjnym w stosunku do BPA, do ktdérych nalez3 bakterie z rodzaju Novosphingobium i Sphingomonas, oraz
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Badania wykonano w doswiadczeniu wazonowym, aplikujac do gleby nastepujace ilosci BPA: 0, 10, 100, 1000 mg BPA kg s.m. gleby. Sktad mikrobiomu gleby oznaczono metoda
hodowlang i metagenomiczng. Kondycje gleby zweryfikowano okreslajac wartosci wskaznikow: rozwoju kolonii (CD) i ekofizjologicznej réznorodnosci (EP) mikroorganizmow,
tolerancji mikroorganizmow i roslin (Tlgp,), sStosunku masy czesci nadziemnych do korzeni roslin (PR) oraz zielonosci lisci SPAD.
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Rys. 2. Liczebnos$¢ OTU 2 1% rodzajow bakterii (A) i grzybow (B) w glebie zanieczyszczonej BPA, obsianejBn i Zm
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Rys. 3. Liczba unikalnych i wspélnych rodzajéw bakterii (A) i grzybow (B) w glebie zanieczyszczonej BPA, obsianejBni Zm

?r‘fOSkWna wykazata, ze Proteobacteria byty dominujacym phylum bakterii, a Ascomycota grzybéw. Niezaleznie od gatunku uprawianej rosliny, zwigzek

3. Reprezentantami mikroorganizméw najwrazliwszych na presje zwigzku fenolowego okazaty sie Stenotrophomonas i Cellulosimicrobium wsréd bakterii i Chaetomium

4. Stres biotyczny zwigzany z ingerencja BPA wywotat zréznicowane reakcje, zarowno wsrod bakterii, promieniowcéw jak i grzybéw. Zmieniat strukture
mikroorganizmow ze strategii k na strategier.
5. Wrazliwos¢ kukurydzy oraz rzepaku jarego na BPA wyklucza te gatunki z grupy roslin uprawnych skutecznie przywracajagcych homeostaze gleby zanieczyszczonej tym

zwigzkiem fenolowym.




Aktywacja elongacji korzeni Arabidopsis thaliana z udzialem szczepu
Sporobolomyces ruberrimus jako przyklad roli endofitdw w promowaniu wzrostu roslin

Magdalena Zyzik™, Agnieszka Domka, Piotr Rozpadek

Malopolskie Centrum Biotechnologii, Uniwersytet Jagiellonski w Krakowie

Udostepnianie zwigzkéw mineralnych, biosynteza regulatorbw wzrostu czy tez
hamowanie rozwoju patogendw roslinnych stanowig glowne strategie promowania
wzrostu ro$lin z udziatem PGPM [1]. Wykazano, iz Sporobolomyces ruberrimus
stymuluje wzrost rosliny m.in. poprzez oddziatywanie na proces elongacji komarek
korzenia, co szczegOlnie widoczne jest w przypadku wlosnikow a co przyczynia si¢ do v.
znacznej rozbudowy powierzchni chtonnej korzenia i sprzyja wydajniejszemu poborowi
wody i zwiazkow mineralnych z gleby [2]. Synergistyczne dziatanie etylenu oraz auksyn
jest niezbedne dla prawidlowego rozwoju strefy wiosnikowej korzenia [3]. Z kolei z
qeprowadzonych W ostatnim czasie badan wynika, iz podczas interakcji pomigdzy

Zbadanie podtoza molekularnego interakcji
pomiedzy ro$ling a endofitem, ze szczegdlnym
uwzglednieniem sygnalizacji fitohormonalnej
za posrednictwem mutantow Arabidopsis,
inhibitoréw sygnalizacji zaleznej od auksyn
(NPA) oraz zaleznej od etylenu (ACC) a takze
poréwnawczej analizy  ekspresji  genow
pomigdzy 2  ekotypami  wykazujacymi

\odmienny fenotyp w interakcji z endofitem. /

ro$ling a endofitem dochodzi do zmian na poziomie fitohormonalnym.
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Globalna odpowiedz transkryptomu Rhizobium
leguminosarum na stres srodowiskowy

Kamil Zebracki, Piotr Koper, Magdalena Woijcik, e
Matgorzata Marczak, Andrzej Mazur * * UMC S

Katedra Genetyki i Mikrobiologii, Instytut Nauk Biologicznych, -
Uniwersytet Marii Curie-Sktodowskiej w Lublinie .

Wprowadzenie i cel pracy

Wyniki i wnioski (kontynuacja)

Rizobia to bakterie wystepujace w glebie w postaci wolno zyjacej | |( 1 ay7acapn= vs. viijprs B) 79CA/pH=5 vs. M1 /pH=5 <) 79CATpI=7 vs. 79CApH=5 ] |
(saprofitycznej) oraz symbiotycznej — w brodawkach korzeniowych ro$lin 350 150 18,0
bobowatych. W procesie symbiozy rizobia redukujg azot atmosferyczny, 30,0 16,0 16,0
dostarczajgc go roslinom w formie zwigzkow tatwo przyswajalnych. Warunki 25,0 10 o
Srodowiskowe, ktore panujg w glebie, czesto prowadzg do ograniczenia 20,0 I I 132 I 1§2
wzrostu i prawidtowego funkcjonowania mikroorganizméw. Do gtéwnych 15,0 8,0 I 80
czynnikbw wptywajgcych na symbioze pomiedzy rizobiami a roslinami 10,0 I I zg I 22
bobowatymi nalezg: temperatura, pH, zasolenie gleby, wilgotnosS¢ oraz 50 20 I 20 I
zawartosc¢ sktadnikow odzywczych. 0,0 00 0,0

Celem badan byto okreslenie globalnej odpowiedzi & & && & &SP & &S
transkryptomu modelowego szczepu bakterii Rhizobium F&Fes F&Fes F&es
Iegummosa.rur.n bv.. trifolii TA1 (RtT{-\1’) na zréznicowane warunki D) M1/pH=7 vs. M1/pH=5 % DEG ulegajacych represji w stosunku do catkowite]
stresowe (niskie pH i zawartos¢ sktadnikow odzywczych). 25,0 liczby CDS zlokalizowanych na danym replikonie

20,0 . % DEG ulegajacych indukcji w stosunku do catkowitej
Wyniki i wnios ki 5o liczby CDS zlokalizowanych na danym replikonie

Przeprowadzono wysokoprzepustowe sekwencjonowanie typu RNA-Seq 100 I Rys. 2. Analiza dystrybucji wytypowanych DEG na
catkowitego RNA wyizolowanego z komoérek RtTA1 rosngcych w podfozach 50 I pos-zcz.eg()lnych replikonach RtTA1. Liczbe DEG
.mlnm?alnyrn: I\ﬁ1 [ pein)‘/m:.790A oraz o roznym odczynie pH (neutralnym: pH=7 00 znormalizowano do cafkowitej liczby genéw kodujacych
i kwasnym: pH—5 QIa kgzdejzzastosowanych pozywek).. Uzyskane surowe odczyty & & & & & | biatka zlokalizowanych na danym replikonie. Oznaczenia
zostaty pr.zy0|ete i od.flltrowane (CutaQapt), a nagte,pme Zmapowane do genomu & & & literowe wariantowA), B), C)i D) jak w Tabelil
referencyjnego (Bowtie 2). Wykorzystujgc narzedzia DESeq2, limma, NOISeq oraz | [\ y

edgeR w transkryptomach RtTA1 wytypowano geny, ktérych poziom ekspres;i

Adnotacja funkcjonalna wytypowanych DEG w kategoriach COG
w badanych warunkach ulegt istotnej zmianie (DEG, ang. differentially expressed

(ang. Clusters of Orthologous Groups of proteins) wykazata, ze wsrod

genes) (zastosowane progi minimalne: p-adj. < 0,05; -1 < log,FC = 1; CPM = 1).
Wykazano, ze kazdy ze zbadanych wariantéw hodowli skutkuje istotna
zmiang poziomu ekspresji duzej liczby genéw (15-24% wszystkich genéw
kodujgcych biatka w RtTA1), wsréd ktorych w wiekszosci (poza wariantem A)
przewazaja geny, ktore ulegty represji (Tabelal).

Tabela | Liczba DEG uzyskanych w analizie transkryptoméw komoérek RtTA1
rosnacych w réznych warunkach. Zbiér wytonionych DEG stanowi czesS¢ wspoing
wynikow uzyskanych z uzyciem wszystkich czterech metod statystycznych. W nawiasach
podano jaki % wszystkich genéw kodujgcych biatka w RtTA1 stanowig DEG

Wariant eksperymentalny Catkowita Liczba DEG, ktdére | Liczba DEG, ktére
liczba DEG | ulegty indukcji ulegty represji

A) 79CA/pH=7 vs. M1/pH=7 1700 (24%) | 880 820

B) 79CA/pH=5 vs. M1/pH=5 1044 (15%) | 504 540

C) 79CA/pH=7 vs. 79CA/pH=5 | 1129 (16%) | 546 583

D) M1/pH=7 vs. M1/pH=5 1108 (16%) | 508 600

nadreprezentowanych kategorii COG znajdujg sie w wiekszosci geny
zwigzane z transportem i metabolizmem wegla (G), aminokwasow (E),
zwigzkdédw nieorganicznych (P), produkcjg i konwersjg energii (C),
transdukcjg sygnatéw (T) oraz regulacjg transkrypciji (K) (Rys. 3). Oznacza
to, ze odpowiedz komoérek RtTA1 na zastosowane stresowe warunki
wzrostu odbywa sie na drodze znaczacego przestawienia
podstawowego metabolizmu komoérkowego i regulacji ekspresji
zwigzanych z tym genéw na poziomie transkrypcji. Rozktad DEG
w prawie wszystkich kategoriach funkcjonalnych COG potwierdza
ztozony charakter tej odpowiedzi.

Analiza wspdlnych i unikalnych .
DEG dla réznych wariantow hodowli
wykazata, ze w reakcji na gtodzenie
bakterii (niezalezne od pH) uczestniczy
447 genow, odpowiedz na kwasne pH
(niezaleznie od pozywki) wymusza
zmiane poziomu ekspresji 296 genow,
za$ wspolna pula gendéw odpowiedzi
na stres pH i gtodzenie to 76 DEG
(Rys. 1). WSréd DEG nie wykryto
genow typowo zwigzanych
z tolerancja rizobiow na kwasne
srodowisko, takich jak geny actA,
actRS, actP, phrR, IpiA, chvGl, IpiA,
czy braD, jak réwniez gendow |Rys. 1. Diagram Venna obrazujacy
bezposrednio zaangazowanych |grupowanie DEG wspoélnych dla
w biosynteze powierzchniowych | poszczegdlnych wariantéw wzrostu
polisacharydow, ktore stanowig istotny | bakterii. Oznaczenia literowe wariantow
czynnik protekcyjny rizobiéw przed | A),B),C)iD)jakw Tabelil
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niekorzystnymiwarunkami.

W kazdym z analizowanych wariantdw DEG byty rozproszone na
wszystkich 5 replikonach RtTA1 (wiekszo$¢ na chromosomie), ale co warte
podkre$lenia duza liczba DEG byta ulokowana na plazmidach
(30,1-33,2% wszystkich DEG) (Rys. 2), co potwierdza, ze tzw. genom
zapasowy RtTA1 odgrywa istotng role w reakcji komérki na stres

Badania wykonano w ramach projektu finansowanego przez Instytut Nauk
Biologicznych Uniwersytetu Marii Curie-Skfodowskiej w Lublinie (Nr ZB/2021/2)

érodowiskowy. y

@ys. 3. Profilowanie funkcjonalne wytypowanych DEG do kategorii COG )
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