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

oraz tytulu rozprawy doktorskiej

26.06.2008 — tytul magistra biotechnologii uzyskany w Zakladzie Genetyki i Mikrobiologii
Instytutu Mikrobiologii i Biotechnologii, Uniwersytet Marii Curie-Sktodowskiej w Lublinie
Wydziale Biologii i Biotechnologii Uniwersytetu Marii Curie-Sktodowskiej pod kierunkiem
prof. dr hab. Anny Skorupskiej, na podstawie pracy pt.: ,Identyfikacja i analiza regionu
replikacyjnego repABC plazmidu pRtTAlc Rhizobium leguminosarum bv. trifolii TA1”.

24.04.2013 — tytul doktora nauk biologicznych w zakresie biotechnologii uzyskany na
Uniwersytecie Marii Curie-Sklodowskiej w Lublinie, z wyréznieniem, na podstawie pracy
pt.: ,Potencjat biotechnologiczny uktadu endofitycznego Sphagnum sp. - metanotrofy”,
wykonanej pod kierunkiem prof. Zofii Stepniewskiej. Recenzentami dysertacji byli: prof. dr
hab. Wanda Matek (UMCS) oraz dr hab. Mieczystaw K. Blaszczyk, prof. SGGW.

3. Informacje o przebiegu pracy naukowej

2008-2014 Katolicki Uniwersytet Lubelski Jana Pawta I1, Wydziat
Matematyczno-Przyrodniczy (obecnie Wydzial Medyczny), Katedra
Biochemii i Chemii Srodowiska, asystent naukowo-dydaktyczny

2014—do chwili Katolicki Uniwersytet Lubelski Jana Pawta II, Wydziat Medyczny,
obecnej Katedra Biologii i Biotechnologii, adiunkt naukowo-dydaktyczny

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

»Biordznorodnos¢ endofitoéw pszenicy oraz mozliwos¢ ich wykorzystania w promowaniu

wzrostu roslin”
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a. autorzy, tytuly publikacji, rok wydania

Al. Wolinska A. ™, Kuzniar A., Gatlgzka A., 2020. Biodiversity in the rhizosphere of selected
winter wheat (Triticum aestivum L.) cultivars — genetic and catabolic fingerprinting.

Agronomy, 10(7), 953.

1¥2020: 3,417; IF 5 ferniz 4,0; punktacja MNiSW: 100; liczba cytowan (wg bazy Web of Science): 10
A2. Kuzniar A. ®, Wlodarczyk K., Wolinska A. 2019. Agricultural and biotechnological
applications resulting from trophic plant-endophyte interactions. Agronomy, 9(12): 779.

1K 2019 2,603; IF5 temi: 4,05 punktacja MINiSW: 100; liczba cytowan (wg bazy Web of Science): 15

A3. Kuzniar A. %, Wiodarczyk K., Grzadziel J., Goraj W., Galagzka A., Wolinska A., 2020.
Culture-independent analysis of an endophytic core microbiome in two species of wheat:
Triticum aestivum L. (cv. ‘Hondia’) and the first report of microbiota in Triticum spelta L.

(cv. ‘Rokosz’). Systematic and Applied Microbiology 43(1), 126025.

I¥2020: 3,725; IFs femiz 3,601; punktacja MNiSW: 100; liczba cytowan (wg bazy Web of Science): 45

Ad. Kuzniar A. ™, Wiodarczyk K., Grzadziel J., Wozniak M., Furtak K. Galazka A.,
Dziadczyk E., Skérzyfiska-Polit E., Wolifiska A. 2020. New insight into the composition of

wheat seed microbiota. International Journal of Molecular Sciences, 21, 4634.

IF2020: 5,924; IFs fermiz 6,208; punktacja MNiSW: 140; liczba cytowan (wg bazy Web of Science): 22

AS. Makar O. *, Kuzniar A., Pastula O., Kavulych Y., Kozlovsky V., Wolinska A.,
Skorzynska-Polit E., Vatamaniuk O., Terek O., Romanyuk N. 2021. Bacterial Endophytes of
Spring Wheat Grains and the Potential to Acquire Fe, Cu, and Zn under Their Low Soil
Bioavailability. Biology, 10, 409.

IF2021: 5,168; IFs femi: 4,4; punktacja MEiIN: 100; liczba cytowan (wg bazy Web of Science): 5
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A6. Kuzniar A. ®, Wilodarczyk K., Sadok I., Staniszewska M., Wozniak M., Furtak K.,
Grzadziel J., Galazka A., Skérzynska-Polit E., Wolifiska A. 2021. A Comprehensive Analysis
Using Colorimetry, Liquid Chromatography-Tandem Mass Spectrometry and Bioassays for
the Assessment of Indole Related Compounds Produced by Endophytes of Selected Wheat
Cultivars. Molecules, 26, 1394

IF2021: 4,927; 1F 5 teri 4,9; punktacja MEIN: 140; liczba cytowan (wg bazy Web of Science): 3

Sumaryczny wspoétczynnik oddziatywania czasopism, w ktérych ukazaly sie publikacje
wchodzace w skiad osiggnigcia naukowego, zgodnie z rokiem opublikowania: 25,764 i/lub
27,109 (uwzgledniajac IFs jetni).

Sumaryczna liczba punktéow MNiSW/MEIN za publikacje wchodzace w sktad osiagniecia
naukowego, zgodnie z rokiem opublikowania: 680.

Liczba cytowan publikacji wchodzacych w sklad osiagniecia naukowego do dnia zlozenia
wniosku (wg bazy Web of Science): 100.

Indeks Hirscha z dnia ztozenia wniosku — 15.

b. omoéwienie celu naukowego ww. prac i osiagnietych wynikéw wraz z oméwieniem

ich ewentualnego wykorzystania

Osiggnigeie naukowe, stanowigce podstawe do ubiegania sie o stopied doktora
habilitowanego stanowi 6 prac opublikowanych w latach 2019-2021, pod wspdlnym tytutem
»Bioroznorodnos¢ endofitéw pszenicy oraz mozliwo$¢ ich wykorzystania w promowaniu
wzrostu roslin”. Wspomniane prace sg efektem realizacji w latach 2018-2021 projektu Lider
finansowanego przez Narodowe Centrum Badan i Rozwoju, pt. ,Innowacyjny preparat do
stymulacji wzrostu i plonowania pszenicy ozimej” (LIDER/7/0024/1.-9/17/NCBR/2018),
w ktdrym pelnitam funkcje kierownika [Zal. 4: I1 1].

Na wstgpie nalezy podkresli¢, iz obecnie biotechnologia mikroorganizméw jest szybko
rozwijajacym si¢ dziedzing wiedzy. Wsrdd kierunkow badan jest analiza endofitow, ktdra jest
niezwykle waznym aspektem w rozwoju nauk biologicznych, wraz z wieloma nowymi
osiggnigciami w zakresie charakterystyki produktow naturalnych, a takze z ich rosnacym
wykorzystaniem w kontroli biologicznej oraz zastosowaniem tych mikroorganizmow do

podtrzymania i wspomagania produkeji roslinnej.

autor korepondencyjny
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Endofity pozyskiwane sg ze wszystkich rodzajéw tkanek roslinnych, ktére nie posiadaja
zewngtrznych objaw6w obecnosci drobnoustrojéw. Intensywnie pokonywane kroki milowe w
odkrywaniu i analizowaniu mikrobiomu ludzi i zwierzat, wywolato réwniez ogromne
zainteresowanie mikrobiomem roélinnym (m. in. gléwnie endofitami) i tym, jak te
mikroorganizmy moga wplywaé na rozwoj i zdolno$é rosliny do przeciwstawiania si¢
chorobom, suszy, upatowi, zimnu i innym stresom $rodowiskowym. Co wigcej, na wzrost
zainteresowania drobnoustrojami endofitycznymi mialo wplyw odkrycie, iz wiele z nich
produkuje wazne zwigzki o znaczeniu farmaceutycznym (biologicznie czynnym).
Reprezentuj¢ poglad wraz z wieloma naukowcami, ze biotechnologia mikroorganizmdow
moze zostac rozszerzona o drobnoustroje endofityczne. Ta specjalnosé jest dojrzata do odkryé
naukowych 1 wynalazkéw w wielu waznych obszarach naukowych.

Doniesienia literaturowe prezentujg definicje mikroorganizméw endofitycznych,
od wezesnych czaséw, niezmiennie podobng, mianowicie, ze sa to "mikroorganizmy
zwigzane z zZywymi tkankami roslinnymi, ktore nie daja widocznych oznak swojej obecnosci
w roslinie i wydajg si¢ nie szkodzi¢ gospodarzowi” (Bacon i White 2000). Sugeruje sie,
ze zapisy kopalne odnosnie mikroorganizméw endofitycznych pochodza juz sprzed ponad
400 milionéw lat, co wskazuje na udzial tych mikroorganizméw w adaptacji roslin
zywicielskich do zmian siedliskowych (Card i wsp. 2016). Istniejg raporty, ze wszystkie
formy roslinne, w tym te wystepujace w oceanach $wiata, sa gospodarzami lub sa
potencjalnymi gospodarzami dla jednego lub wiegcej gatunkéw endofitéw (Stepniewska
1 Kuzniar 2013). Dodatkowo, wiele nizszych roslin, takich jak mchy i watrobowce sa rowniez
gospodarzami dla endofitow (Stepniewska i Kuzniar 2013).

Nisze ekologiczne endofitéw to praktycznie wszystkie tkanki organow ro$linnych
(korzenie, todygi, liscie, kwiaty, owoce, nasiona). Najczesciej obserwowanymi endofitami
sg grzyby (w przewadze sg to grzyby Ascomycteous zwigzane z Fungi Imperfecti). Czesto
izolowanymi mikroorganizmami sg takze bakterie 1 to zardwno te nitkowate nalezace do typu
Actinomycetes, jak rowniez gatunki filogenetycznie przynalezne do typu Proteobacteria.
Okresowo izoluje si¢ z materiatu roslinnego réwniez grzyby nalezace do typu Zygomycetes,
oraz Basidiomycetes (Anisha i Radhakrishnan 2017). Nalezy podkresli¢ tez fakt, ze endofity
bakteryjne w przyrodzie sg bardzo zréznicowane, polifiletyczne (Ibafiez i wsp. 2017).
Potwierdzono, ze nawet niektére gatunki mykoplazm pozostaja w symbiotycznym zwigzku
z wybranymi czerwonymi glonami z gatunkdw: Bryopsis pennata, B. hypnoides, a takze
z bakteriami z rodzaju Arcobacter (Gouda i wsp. 2016). Hardoim i wsp. (2015) opublikowali

raport pokazujgcy duza réznorodnos$¢ bakterii endofitycznych na podstawie danych
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uzyskanych z wysokoprzepustowego sekwencjonowania nastepnej generacji genu 16S rRNA.
Badania ujawnily acznie 21 typéw bakteryjnych, z czego tylko cztery typy stanowily 96%
roznorodnosci, w tym 54% Proteobacteria, 20% Actinobacteria, 16% Firmicutes
1 6% Bacteroidetes (Hardoim i wsp. 2015). Udowodniono, ze Proteobacteria z klasami a, B
1 y-Proteobacteria okazaly si¢ by¢ najbardziej dominujacym typem, a nastepnie typami
subdominujgcymi byly Firmicutes i Actinobacteria. Rzadziej jako endofity wystepuja typy
Bacteroidetes, Verrucomicrobia, Acidobacteria i Planctomycetes (Chaudhary i wsp. 2022).
Do najczgsciej wystepujacych rodzajow bakterii endofitycznych naleza: Pseudomonas,
Bacillus, Burkholderia, Stenotrophomonas, Micrococcus, Pantoea i Microbacterium, (Papik
i wsp. 2020). Endofityczne Actinobacteria, ktore wystepuja obficie w korzeniach,
w umiarkowanych ilosciach w fodygach, a najmniej obficie w lisciach stanowig najwazniejsza
klase endofitow bakteryjnych pod wzgledem zastosowan praktycznych (Ganapathy i Natesan,
2018; Singh i Dubey, 2018). Natomiast, Streptomyces sp., Microbacterium Sp..
Mycobacterium sp., Arthrobacter sp. i Curtobacterium sp. to powszechnie wystepujace
endofityczne rodzaje aktynobakterii (Hardoim i wsp. 2015). Zrodlem endofitéw nalezacych
do typu Acidobacteria sg ekosystemy namorzynowe, co wigcej, udowodniono, ze endofity tej
formacji ziemno-wodnej sg bardzo zréznicowane (Azman i wsp. 2015).

Podaje si¢, ze najczestszg drogg kolonizacji endofitdw bakteryjnych jest ryzosfera (Papik
11 wsp. 2020). Istniejg doniesienia, ze endofity bakteryjne pochodzg ze $rodowiska ryzosfery,
ktora przycigga mikroorganizmy ze wzgledu na obecno$¢ wysickéw korzeniowych
i ryzodepozytow (Shaffique i wsp. 2022). Istniejg tez sugestie, ze wnikanie endofitéw
bakteryjnych do korzeni odbywa si¢ poprzez kolonizacj¢ whosnikéw korzeniowych (Verma
i wsp. 2021). Udowodniono réwniez, ze powierzchnie todyg i lisci wytwarzaja wysieki, ktore
przyciagajg mikroorganizmy (Walitang i wsp. 2017). Jednakze, promieniowanie UV, brak
sktadnikow odzywezych i wysychanie powoduja mniejszg kolonizacje powierzchni rodlin
i tylko wysoko wyspecjalizowane bakterie moga przetrwad i ,,przedosta¢” sie do rosliny przez
szpar¢ aparatOw szparkowych, rany czy tez hydatody (Walitang i wsp. 2017; Verma i wsp.
2021). Endofity mogg takze wnika¢ do rolin przez kwiaty i owoce poprzez kolonizacje
antosfery i karposfery.

Mikroorganizmy moga by¢ scisle zwigzane z roslinami i odbywaé wiekszg czesé lub
nawet caly swoj cykl zyciowy wewngtrz roslin. Mikroorganizmy, ktére wymagajg tkanek
roslinnych do zakoriczenia swojego cyklu zyciowego sa klasyfikowane jako endofity
obligatoryjne. Dobrze udokumentowane przyktady endofitdw obligatoryjnych mozna znalezé

wéréd grzybow mikoryzowych i czlonkéw rodzajow grzybéw Balansia, Epichloé
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1 Neotyphodium, z rodziny Clavicipitaceae, Ascomycota (Ferguson i wsp. 2021). Drugg grupg
sg endofity oportunistyczne, ktére rozwijaja si¢ gléwnie poza tkankami ro$linnymi (jako
epifity) i sporadycznie tylko wnikajg do endosfery (Hardoim i wsp. 2015). Wsréd
mikroorganizméw oportunistycznych znajduja si¢ tzw. ,kolonizatorzy kompatybilni
z ryzosferg”, miedzy innymi takie jak bakterie z rodzajéw Pseudomonas i Azospirillum
oraz grzyby z rodzajow Hypocrea i Trichoderma (Hardoim i wsp. 2015). Interesujace jest,
ze endofity, ktore sg przenoszone pionowo przez nasiona, czesto staja sie mikroorganizmami
epifitycznymi. Moze to sugerowac, ze rozne endofity moga réwniez kolonizowaé otaczajace
je srodowisko ro$lin zywicielskich (Papik i wsp. 2020). Pomiedzy tymi dwoma skrajnymi
grupami endofitow istnieje grupa posrednia, ktéra obejmuje zdecydowana wigkszos¢
mikroorganizméw endofitycznych, tzw. endofity fakultatywne. Przedmiotem dyskusji
sg hipotezy dotyczace endofitéw fakultatywnych, mianowicie czy te mikroorganizmy
wykorzystujg rosling jako wektor do rozprzestrzeniania sie, czy tez sa aktywnie
selekcjonowane przez gospodarza (Papik i wsp. 2020). Nalezy wzigé pod uwage stwierdzenie,
ze endofity fakultatywne mogg przeciez zuzywaé skladniki odzywcze dostarczane przez
rosliny, co w rzeczywistosci zmniejszyloby ekologiczng sprawnosé rosliny jako gospodarza.
Stad ten argument czesto jest przedstawiany do wyjasnienia mutualistycznego
(komensalnego) trybu zycia endofitow fakultatywnych (Hardoim i wsp. 2015). Istniejg
doniesienia 0 wptywie neutralnym endofitéw, ale réwniez szkodliwym na ro$line-gospodarza
w normalnych warunkach wzrostu. Z drugiej strony mogg by¢ korzystne oddziatywania
endofitow w bardziej ekstremalnych warunkach lub podczas réznych etapéw cyklu zycia
rosliny, wéwczas mamy do czynienia z patogenami utajonymi (Devi i wsp. 2017). Znane
sa przyktady kiedy np. grzyb Fusarium verticillioides peini podwojng role zaréwno jako
patogen, jak 1 korzystny endofit kukurydzy (Lofgren i wsp. 2018). Réwnowaga pomiedzy
tymi dwoma stanami jest zalezna od genotypu gospodarza, ale takze od lokalnie
wystgpujacych abiotycznych czynnikéw stresowych, ktére obnizajg kondycje gospodarza,
co skutkuje zaburzeniem malej rownowagi i wystapieniem objawéw chorobowych w roslinie
oraz produkcjg mykotoksyn przez grzyba (Lofgren i wsp. 2018). Wykazano jednak rowniez
korzystne dziatanie, np. szczepy grzyba endofitycznego F. verticillioides ttumia wzrost
innego grzyba patogennego Ustilago maydis, chroniac swojego gospodarza przed choroba
(Rodriguez Estrada i wsp. 2012).

Zbudowanie warsztatu naukowego podczas prowadzenia analiz nad endofitami roélin

chronionych (Sphagnum sp.) do pracy doktorskiej pozwolito na rozpoczecie badaf, w ktérym
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materialem badawczym byty mikroorganizmy endofityczne wyizolowane z wnetrza tkanek
roslin tym razem uzytkowanych rolniczo — pszenicy ozime;.

Impulsem do podjecia rozwazan byta analiza pozytywnych relacji endofit — roélina, ktéra
to przynosi korzystny efekt z uwagi na fakt, iz niektére mikroorganizmy endofityczne mogg
prowadzi¢ stymulacj¢ rozwoju i wzrostu roélin, a takze zwigkszaé przyswajalnos¢ substancji
odzywczych. Niezwykle waznym pozostaje fakt, ze obiekt badaf zostat wybrany
na podstawie danych, iz dominujacym gatunkiem roélin uprawianym w Polsce pozostaje
pszenica, ktérg w roku 2022 zasiano na 2,5 min ha polskich pél (ok. 42% zasiewdw zbdz
podstawowych z mieszankami zbozowymi, GUS 2022). Co wiecej, pszenica ozima ma
najwigksze wymagania glebowe i plodozmianowe sposrod gatunkéw zbéz uprawnych. Istotna
role w wysokim plonowaniu pszenicy pelnig réwniez zabiegi uprawowe, ktére majg na celu
zmniejszenie ilosci chwastéw, kidre mogg zaatakowa¢ uprawe. Dlatego tez majac na uwadze
powyze] przedstawione informacje postawiono hipoteze, ze mikroorganizmy endofityczne
zasiedlajg rézne tkanki pszenicy uprawianej w warunkach in vitro i in vivo oraz moga

wspiera¢ rozwoj roznych gatunkow i odmian pszenicy uprawianych w Europie.
Zasadnicze cele badawcze postawione w moich badaniach naukowych dotyczyty:

e analizy aktywnosci metabolicznej/fizjologicznej oraz réznorodnosci genetycznej
mikroorganizmow zasiedlajacych ryzosfere gleb spod uprawy pszenicy [A1],

e profilowania sktadu mikrobiomu dwoch gatunkéw pszenicy ozimej: Triticum aestivum
L. i T. spelta L. z wykorzystaniem sekwencjonowania genu 16S rRNA o wysokiej
przepustowosci [A2],

o analizy obcigzenia bakterii (ang. bacterial load) nasion réznych gatunkéw i odmian
uprawnych pszenicy [A4, A6],

e wytypowaniu endofitéw obligatoryjnych i fakultatywnych stanowigcych endosfere
réznych czesci roslin: Triticum spelta L. cv. ‘Rokosz’ i Triticum aestivum L. cv.
‘Hondia’ [A1, A2, A4],

e izolacji mikroorganizméw endofitycznych z réznych gatunkéw i odmian pszenicy,
ktére potencjalnie moga promowaé wzrost roslin i stanowié sktad biopreparatow
do stosowania w uprawie pszenicy ozimej [A5, A6],

o okreslenie cech fenotypowych i genotypowych uzyskanych izolatéw endofitycznych
pod katem stymulacji wzrostu pszenicy ozimej [AS5, A6],

e analizy zaleznosci migdzy bakteriami endofitycznymi ziarna, stezeniami Fe, Cu i Zn

a tym samym izolacji taksondéw bakteryjnych o potencjale biotechnologicznym
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polepszajacym wzrost 1 rozwdj rodlin przeznaczonych do biofortyfikacji

mikroelementéw [A6].

Weryfikacje postawionej hipotezy rozpoczgtam od analizy gleby ryzosferowe; pod katem
roznorodnosci genetycznej i metabolicznej mikroorganizméw jako potencjalnego rezerwuaru
endofitow bakteryjnych dla tkanek rodlinnych. Do tego celu wybratam gleby ryzosferowe
czterech odmian uprawnych pszenicy ozimej (Triticum aestivum L.): Hondia, Nordkap,
Rotax, Tytanika uprawianych w systemie bezorkowym [A1]. W celu uzyskania cato$ciowego
obrazu biordznorodnosci zastosowatam dwie techniki, tj. sekwencjonowanie nastepnej
generacji (NGS, ang. Next Generation Sequencing) amplikondéw fragmentu genu 16S rRNA
i profilowanie metaboliczne na poziomie spofecznosci (CLPP, ang Community Level
Physiological Profiles).

Okreslono, ze bakterie z typu Proteobacteria (stanowigce 38-42% wszystkich odczytow
sekwencji genu 16S rRNA) byly dominantami w ryzosferze badanych gleb niezaleznie
od odmiany pszenicy. Kolejno mikroorganizmy subdominujace stanowity bakterie nalezace
do Bacteroidetes (4-13%), Firmicutes (8-11%) oraz Actinobacteria (9-15%). Nalezy
podkresli¢, ze w odniesieniu do subdominantéw odnotowano zroznicowanie typologiczne
w zaleznosci od uprawianej odmiany pszenicy. Najwyzsza liczbe odezytéw sekwencji genu
165 rRNA Bacteroidetes odnotowano w ryzosferze odmian Hondia i Rotax (odpowiednio
13,14% 1 10,86%), podczas gdy znacznie nizszego poziomu przyporzadkowania sekwencji
genu 16S rRNA dokonano do typu Bacteroidetes w ryzosferze Nordkap (4,77%) i Titanika
(3,79%). Wzgledna liczebnos¢ przedstawicieli typu Firmicutes byla najnizsza w ryzosferze
Rotax (8,7%), podczas gdy ich podobny poziom odnotowano w glebach ryzsferowych
pobranych z pozostatych trzech odmian pszenicy (10-11%). Podobny trend zaleznosci
bogactwa Actinobacteria zostal udowodniony dla badanych odmian pszenicy. W pracy [A1]
wykazano, ze Actinobacteria preferowaty (tzn. ich bogactwo bylo wyzsze) ryzosfere Rotax
(13,85%) i Titanika (15,14%), w przeciwienstwie do ryzosfery odmiany uprawnej Hondia
(9,04%) oraz Nordkap (9,44%). Bogactwo ekologicznie waznej grupy mikroorganizméw
nalezacej do typu Verrucomicrobia w badanych glebach wynosito 5% w ryzosferze Nordkap
i Rotax. W pozostalych dwoch odmianach wzgledne bogactwo mikroorganizméw osiagneto
nizszg wartos¢: 3,74% (Hondia) i 4,35% (Titanika). Poziom bogactwa przedstawicieli
nalezgcych do Acidobacteria wahat sie¢ od 1.8% (ryzosfera Rotax) do 4,64% (ryzosfera
Hondia), podczas gdy Nitrosospirae preferowali jako korzystng niszg ekologiczng - ryzosfere

Hondia (3,87%) a natomiast ich bogactwo byto najmniej liczne w ryzosferze Rotax.
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W ryzosferze Triticum aestivum L. odmiany uprawnej Hondia wykazano wzrost bogactwa
mikroorganizméw nalezagcych do nastgpujacych klas: Betaproteobacteria, Sphingobacteriia,
Gammaproteobacteria, Bacilli, Acidobacteria i Opitutae. Gatunki sklasyfikowane
do Alphaproteobacteria dominowaly w ryzosferze Rotax, podczas gdy ryzosfera Nordkap
wydawala si¢ by¢ optymalng nisza ekologiczng dla mikroorganizméw z klas:
Deltaproteobacteria, Clostridia i Calditrichae. Mikroorganizmy nalezace do klas
Actinobacteria 1 Chlamydiae wykazywaty najwyzsze wzgledne bogactwo w ryzosferze
Tytanika [A1].

W ryzosferze badanych odmian pszenicy wykryto zaréwno wspélne, jak i unikalne
rodzaje mikroorganizméw. Stwierdzono, ze mikrobiom ryzosferowy odmiany Hondia
znaczaco roznit si¢ od pozostatych analizowanych odmian. Obejmowat on rodzaje Aquicella,
Chitinophaga, Legionella, Nitrosospira i Segetibacter, ktorych obecnoéci nie wykryto
w glebie ryzosferowej pozostatych odmian pszenicy. Tylko dwa rodzaje: Edaphobacter
i Vogesella okazaly si¢ powszechne w glebach ryzosferowych odmian uprawnej Hondia
i Tytanika. Dwa unikalne rodzaje bakterii Desulfovibrio i Pedosphaera odnotowano
w ryzosferze Nordkap (nie zidentyfikowano ich w innych odmianach uprawnych), podczas
gdy inne rodzaje byty réwniez charakterystyczne dla gleb ryzosferowych w uprawie pszenicy
odmiany Rotax i Tytanika. Trzy rodzaje, tj. Cellvibrio, Flavobacterium i Pedobacter zostaty
uznane za charakterystyczne dla mikroorganizméw gleby ryzosferowej odmiany Rotax,
podezas gdy Gemmatimonas, Rhodoplanes i Saccharopolysphora byly powszechne w glebie
ryzosferowe]j Tytanika. Rodzaje Chondromyces i Cuthonobacter zostaly sklasyfikowane jako
powszechne, poniewaz ich obecno$¢ wykazano w glebach ryzosferowych az trzech odmian
pszenicy: Nordkap, Rotax i Tytanika, podobnie jak rodzaj Vogesella, ktéry byt obecny
w ryzosferach wszystkich analizowanych odmianach pszenicy [A1]. Podsumowujac
w ryzosferze badanych odmian pszenic mozna odnotowac bakterie, ktore moga tworzyé
endofityczny mikrobiom rdzeniowy pszenicy przedstawiony w pracy [A3]. Mikroorganizmy
nalezace do rodzaju Flavobacterium byly gatunkami wspdlnymi dla gleby ryzosferowe;
odmiany hodowlanej Rotax oraz endosfer badanych odmian pszenicy zwyczajnej
1 orkiszowej. Podczas gdy szczepy z rodzaju Pedobacter stanowily jednoczesnie mikrobiom
gleby ryzosferowe] odmiany Rotax oraz endofityczny mikrobiom rdzeniowy tkanek
ro$linnych odmiany 'Rokosz' nalezgcej do Tricticum spelta L. [A3].

Z wykorzystaniem techniki CLPP wykazano, ze aktywno$¢ metaboliczna drobnoustrojow
zalezata zaro6wno od rodzaju substratu, jak i odmiany pszenicy, ktora byla uprawiana

w badanej glebie. Weglowodany i kwasy karboksylowe byly najtatwiej wykorzystywanymi
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zwigzkami we wszystkich glebach ryzosferowych przez zasiedlajace je mikroorganizmy.
Analiza glownych skladowych (PCA, ang. Principal Component Analysis) wykazata, ze gleby
ryzosferowe spod uprawy Rotax i Nordkap charakteryzowaly si¢ wyzsza aktywnoscig
metaboliczna (silna korelacja z indeksem Shannona-Wienera, indeksem Richness (bogactwa)
oraz metabolizmem weglowodoréw) niz gleby spod uprawy pszenicy odmiany Hondia
1 Tytanika [A1].

W pracy przegladowej [A2] dokonalam przedstawienia najnowszych doniesiefi
literaturowych ~ odnosnie zastosowania mikrobioty endofitycznej w biotechnologii.
Podsumowatam rolg endofitéw nie tylko w dostarczaniu roslinom podstawowych skladnikéw
odzywezych niezbgdnych do ich wzrostu, ale takze wspomaganiu w mechanizmach adaptacji
do roznych streséw srodowiskowych (tj. zasolenie, susza), co jest wazne w aspekcie
plonowania. W tej pracy podkredlitam, 2ze =z punktu widzenia rolniczego
1 biotechnologicznego wiedza na temat endofitéw i ich roli w zwigkszaniu plondw,
odpornosci rodlin na choroby i pomaganiu w przetrwaniu stresu $rodowiskowego jest
niezwykle pozadana. W niniejszym artykule zawartam informacje o efekcie stymulacji
wzrostu roslin, adaptacji organizméw zywicielskich w warunkach zasolenia i suszy oraz
wspierania mechanizméw obronnych roslin, jak i potencjalnych zastosowan w biotechnologii
(bioaktywne metabolity, potencjal endofitdéw w procesach bioremediacji i biotransformacji
oraz produkcja biopreparatéw i nawozow [A2].

W pracy [A3] postawitam hipotezg, ze endofityczny mikrobiom rdzeniowy jest zwiazany
z roslinami przez caly cykl ich zycia; jednak organy roslinne mogg determinowaé rzeczywista
spofecznos¢ endofityczng. Dlatego tez, gléwnym celem badan w tej pracy [A3] byto
okreslenie profilu bakterii endofitycznych zasiedlajacych rozne czgsei roslin dwéch gatunkéw
pszenicy, Triticum aestivum L. cv. 'Hondia' i Triticum spelta L. cv. 'Rokosz') rosngcych
w warunkach polowych. Do realizacji celu uzylam jednej z technik sekwencjonowania
nastgpnej generacji (NGS) opartej o analize amplikondw genu 16S rRNA. Nalezy podkreslié,
ze w pracy [A3] po raz pierwszy dokonatam opisu unikalnego i jeszcze dotad
nierozpoznanego mikrobiomu endofitycznego Tricticum spelta L. Wykazalam, ze endosfera
bielma, zarodkéw, korzeni, lisci i koleoptyli 7. spelta L. byla zasiedlana przez bakterie
endofityczne. Kolejne wnioski ptyngce z badan pozwolity na wykazanie, ze bakterie nalezace
do rodzajow: Flavobacterium, Pseudomonas 1 Janthinobacterium sg gatunkami wspdlnymi
dla endosfer badanych tkanek obu odmian i gatunkéw pszenicy. Wsréd nich bakterie nalezace
do rodzaju Pseudomonas okazaly si¢ by¢ jedynym endofitycznym rodzajem towarzyszacym

obu gatunkom pszenicy od stadium bielma do rozwoju lisci. Gatunki nalezace do rodzaju

11



dr Agnieszka Kuzniar, Zalgeznik nr 2

Paenibacillus sklasyfikowano jako dominujgce - gléwny rodzaj dla tkanek roslinnych
odmiany 'Hondia', podczas gdy gatunki Pedobacter i Duganella stanowily dominujacy
mikrobiom dla tkanek roslinnych odmiany 'Rokosz'. Otrzymane wyniki dostarczyty wiedzy
dotyczgcej profilowania rdzeniowego mikrobiomu w réznych organach roslinnych pszenicy
zwyczajnej i orkiszowej. Warty podkreslenia jest fakt, ze badania mikrobiomu koleoptyli obu
gatunkow pszenicy zostaly opisane po raz pierwszy w literaturze mikrobiologicznej [A3].
Praca [A4] byla kontynuacjg badan zapoczatkowanych nad analiza ryzosfery jako puli
potencjalnych mikroorganizméw endofitycznych, jak tez endosfery roslinnej. Idac krok dalej
w te] publikacji dokonano badania mikrobiomu kolejnych nisz ekologicznych zwigzanych
z rosling rosngcg w warunkach in vitro. W literaturze mozna byto odnalezé naukowe dowody,
ze obcigzenie bakterii (ang. bacterial load) jest przenoszone w okrywie nasiennej pszenicy
I bielmie, a jest nieobecne w zarodku pszenicy, ktéry uwazany byl za sterylng niszg
(Robinson i wsp. 2016). Wyniki Robinson i wsp. (2016) opieraty si¢ na metodzie
identyfikacji zaleznej od hodowli mikroorganizméw. W pracy przeprowadzono badania [AS],
w ktorych analiza mikrobiomu bielma i zarodka zostala wykonana z wykorzystaniem techniki
niezaleznej od hodowli — sekwencjonowania nastepnej generacji amplikonu genu 16S rRNA.
Materiatem badawczym byly nasiona szesciu odmian pszenicy zwyczajnej: Euforia, Hondia,
Opcja, STH, Tybalt i Wilejka oraz dwie odmiany pszenicy orkiszowej: Schwabencormn
i Rokosz. W tej pracy postawiono hipotezg, ze obcigzenie mikrobiologiczne nasion rézni sig
pomigdzy odmianami pszenicy i jest zalezne od czeéci nasiona, zaréwno zarodka jak
i pozostalych czgdci: bielma oraz okrywy nasiennej. Co wiecej, w przypadku dwdch
wybranych gatunkéw pszenicy - Triticum spelta L. cv. Rokosz i Triticum aestivum L. cv.
Hondia wykonano eksperymenty, w ktorych wytypowano endofity obligatoryjne oraz
fakultatywne. Wczesniej okreslitam te mikroorganizmy endofityczne obligatoryjne jako scisle
zwigzane z endosfera roslin, ktére odbywaja wigksza cze$¢ lub nawet caty swoj cykl Zyciowy
wewnatrz rodlin, natomiast fakultatywne jako endofity nie wymagajace do swojego rozwoju
endosfery roslin. Istotnie mikroorganizmy obligatoryjne moga by¢ waznym kierunkiem badan
w tworzeniu preparatow na bazie szczepéw endofitycznych. Dowody te analizowano
na podstawie badania mikrobiomu réznych nisz ekologicznych: nasion, roslin hodowanych
in vivo oraz in vitro, jak tez gleby ryzosferowej spod upraw tych gatunkéw/odmian pszenic.
Wybor materiatu badawczego: rosliny i gleby ryzosferowej podyktowany byt wykazaniem
bytowania wspélnych drobnoustrojow dla badanych nisz ekologicznych ze wskazaniem

mikroorganizméw ryzosferowych — potencjalnej puli endofitow.
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Pierwsze wnioski jakie otrzymatam to dowod istnienia endofitow, ktére byty obecne zaréwno
w endosferze roslin rosnacych in vivo, jak i w endosferze lisci ro$lin hodowanych
w warunkach in vitro. W pracy [A4] podkreslitam, ze fakt ten niezaprzeczalnie dowodzi,
ze nawet sterylizowane powierzchniowo zarodki pszenicy rosnace w podiozach in vifro nie
powinny by¢ uwazane za sterylng nisze, poniewaz sg one zasiedlane przez endofityczny
mikrobiom, pochodzacy najprawdopodobniej z zarodka (podkreslam, iz rogliny nie
wykazywaly zadnych objawéw infekcji), ktéry to mikrobiom moze byé kolejno
transportowany do tkanek korzeni i lisci. Co wiecej, wykazalam, ze endosfera korzeni obu
probek pszenicy zwyczajnej i orkiszowej byly bardziej preferowanymi organami dla
zasiedlania endofitow niz liscie. Interesujace, ze w endosferze korzeni obu badanych
gatunkdéw i odmian zidentyfikowano tych samych przedstawicieli 13 rodzajéw bakterii.
Obejmowaly one nastepujgce mikroorganizmy nalezace do rodzajéw: Bacteroides,
Corynebacterium, Limnohabitants, Lachnoclostridium, Escherichia/Shigella, Paenibacillus,
Cutibacterium, Candidatus Brocardia, Halomonas, Microbacterium, Paenisporosarcing,
Streptomyces i Roseburia. Nalezy podkresli¢, ze liscie stanowily nisze ekologiczna mniej
réznorodng pod katem mikroorganizméw endofitycznych. Biorgec pod uwage ten fakt,
odnotowano jednak wyzsza bioréznorodnosé bakterii w tkankach lisci odmiany Rokosz niz
Hondia, gdzie zidentyfikowano tylko trzy rodzaje: Escherichia/Shigella, Paenibacillus,
Cutibacterium. Natomiast tkanki liSci odmiany Rokosz zasiedlane byly przez dziewieé
nastepujacych rodzajow bakterii: Escherichia/Shigella, Paenibacillus, Cutibacterium,
Candidatus Brocardia, Halomonas, Microbacterium, Paenisporosarcing, Streptomyces
i Roseburia.

Bakterie z rodzaju Bacillus najczesciej wystepowaty w korzeniach i lisciach obu odmian
pszenicy w do$wiadczeniu in vifro (ponad 90% odczytow sekwencji genu 16S rDNA
w lisciach odmiany Hondia i Rokosz, 89,83% odczytéw sekwencji genu 16S rRNA
w tkankach korzeni odmiany Hondia i 74,49% odczytow sekwencji genu 16S rRNA
w endosferze korzeni odmiany Rokosz). Bakterie nalezace do rodzajéw Paenibacillus
1 Cutibacterium byly obecne we wszystkich czgéciach badanych odmian. Tylko w tkankach
lisci Hondia nie znaleziono przedstawicieli z rodzaju Strepromyces jako endofitow.

W wariancie polowym (in vivo), rodzaje bakterii Pantoea, Janthinobacterium,
Acidovorax,  Cryobacterium, Herbaspirillum 1  Duganella  stanowily  wiekszoéé
zidentyfikowanych taksonéw zaréwno w endosferze korzeni, jak i lisci Hondii [A4].
Sze$¢ innych rodzajéw mikroorganizméw, tj. Flavobacterium, Paenibacillus, Pedobacter,

Propionibacterium. Pseudomonas 1 Variovorax wykryto w trzech siedliskach: lisciach

13



dr Agnieszka Kuzniar, Zalacznik nr 2

Hondia, korzeniach i badanej glebie ryzosferowej. Stosunkowo niska roznorodnosé
mikrobiomu endofitycznego odnotowano w lisciach 7. aestivum L., gdzie w odczytach
sekwencji genu 16S rRNA potwierdzono tylko obecnosé swoistych sekwencji dla trzech
rodzajow:  Methylotenera, Sphingomonas 1 Tabaiella. Rodzaje  Mesorhizobium,
Mucilaginibacter, Rhizobium 1 Staphylococcus zostaly sklasyfikowane jako dominujace
1 unikalne mikroorganizmy w dwoch niszach ekologicznych: endosferze korzeni i glebie
ryzosferowej odmiany Hondia [A4].

Zupelnie inny trend w strukturze mikrobiomu endofitycznego stwierdzono w endosferze
tkanek odmiany Hondia pochodzacej z eksperymentu in vitro. Zidentyfikowano
charakterystyczne sekwencje genu 16S rRNA tylko dla dwdch wspolnych rodzajow
endofitow, tj. Bacillus (93,98% odczytow sekwencji genu 16S rRNA) i Paenibacillus (6,02%
odczytow sekwencji genu 16S rRNA). Pragne podkresli¢, ze mikroorganizmy nalezace do
rodzajow: Sireptomyces (4,96% odczytéw sekwencji genu 16S tRNA), Microbacterium
(0,12% odezytow sekwencji genu 16S rRNA), Paenisporosarcina (0,13%) i Corynebacterium
(0,13% odczytdw sekwencji genu 16S rRNA), zostaly okreslone jako obligatoryjny
mikrobiom endofityczny, charakterystyczny dla endosfery lisci i korzeni obu odmian pszenicy
(Hondia, Rokosz) rosnacych w warunkach in vitro. Ponadto, 12 zidentyfikowanych rodzajow
na podstawie odczytdw sekwencji genu 16S rRNA mozna sklasyfikowaé do sporadycznie
wystepujacych i okreslono je jako towarzyszacy mikrobiom endofityczny odmiany Hondia
rosnace] w warunkach in vitro: Nocardioides (0,03%), Propionibacterium (0,03%), Roseburia
(0,26%), Pedobacter (0,04%), llumatobacter (0,02%), Clostridium (0,02%), Pseudomonas
(0. 05%), Staphylococcus (0,25%), Gemmatimonas (0,02%) i Lysinibacterium (0,04%).

Wykazano dwa wspélne rodzaje bakterii: Propionibacterium sp. i Janthinobacterium sp.,
ktore zidentyfikowano w tkankach lisci i korzeni odmiany Rokosz uprawianej w glebie.
Istotnie, cztery inne rodzaje mikroorganizméw nalezace do Pseudomonas, Pedobacter,
Flavobacterium 1 Duganella byty obecne w trzech niszach: glebie ryzosferowej, tkankach
lisci i korzeni. Stosunkowo niskie bogactwo odczytdw sekwencji genu 16S rRNA
mikrobiomu endofitycznego odnotowano w endosferze lisci i strefie ryzosferowej odmiany
Rokosz obejmujace jedynie mikroorganizmy z rodzajow Variovorax i Sphingobacterium
[A5].

Wspélne gatunki zasiedlajgce korzenie i liScie 7. spelta L. uprawiane] in vitro naleza
do rodzajow: Staphylococcus (0,9%), Propionibacterium (0,51%), Halomonas (0.43%)
i Candidatus Kuenenia (0,31%). Ponadto odnotowano, ze taksony z rodzaju

Propionibacterium byty wspdlne zaréwno dla endosfery lisci, jak i korzeni z eksperymentow
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in vitro 1 in vivo. Bacillus (91,3%), Paenibacillus (5,58%) i Streptomyces (3,12%) zostaly
zidentyfikowane jako czg$¢ mikrobiomu endofitycznego zasiedlajacego trzy nisze
ekologiczne: strefe ryzosfery oraz endosfere lisci i korzeni roslin in vitro.

Podsumowujgc, okreslono, ze taksony Paenibacillus i Propionibacterium zasiedlajace
endosfer¢ pszenicy Rokosz i Hondia majg status mikroorganizméw obligatoryjnych dla
tkanek tych roslin. Wykazano, ze zarodek nie jest sterylng nisza, jednak wigksza
bior6znorodnos¢ endofitéw stwierdzono w bielmie nasion niz w zarodkach. Opisano réwniez,
ze w roznych badanych tkankach pszenic wystepujg typowe taksony zwiazane z cztowiekiem,
do ktérych m.in nalezy Cutibacterium sp., co sugeruje miedzykrélestwowy transfer
drobnoustrojow od czlowieka do tkanek roslin podczas ich udomowienia (Abdullaeva i wsp.
2021). Analiza pordwnawcza bogactwa operacyjnych jednostek taksonomicznych (OTU, ang.
operational taxonomic unit) wykazala, ze czg$¢ budowy nasiona znaczaco wplynela
na wzgledng obfitos¢ endofitéw z zaznaczeniem ubogiego bogactwa w zarodku nasiona.
Sklad mikrobiomu nasion nie rézni si¢ istotnie od badanej odmiany pszenicy, ale nie mozna
jednak twierdzi¢, ze kazde ziarno pszenicy jest takie samo pod wzgledem obcigzenia
mikrobiologicznego (ang. microbial load) [AS).

Badania zaprezentowane w kolejnej pracy [A6] byly kontynuacja badan nad
mikrobiomem ziarniakéw pszenicy pod katem mozliwoéci wykorzystania mikroorganizméw
endofitycznych do poprawy skladu mikroelementarnego ziarna. Badania te wykonane zostaly
we wspolpracy z Narodowym Uniwersytetem Lwowskim im. Ivan Franko w ramach projektu
finansowanego z Miedzynarodowego Funduszu Wyszehradzkiego, w ktérych bytam
opiekunem naukowym po stronie polskiej [Zal. 4: III K]. W tym projekcie poruszalismy
wazne zagadnienie dotyczace bezpieczenstwa zywnodciowego, ze szczegblnym
uwzglednieniem nasion pszenicy jako Zrédta pokarmu i ich skladu mikroelementarnego.
Doniesienia literaturowe wskazujg, ze okolo jedna trzecia populacji ludzkiej do$wiadcza
utajonego glodu spowodowanego niedoborem Fe (anemia), Zn lub Cu. Ziarmna pszenicy
sq zazwyczaj ubogie w niezbgdne mikroelementy. Hipoteza jaka postawiono w tych
badaniach obejmowata stwierdzenie, ze polepszenie jakosci mikroelementarnej ziarna moze
odbywac¢ si¢ poprzez technologie na bazie mikroorganizméw, w tym endofitéw bakteryjnych.
W zwigzku z tym, naszym celem badawczym bylo (1) wyizolowanie i zidentyfikowanie
bakterii endofitycznych z wybranych ukraifiskich odmian pszenicy jarej (chlebowej Oksamyt
myronivs'kyi, Struna myronivs'ka, Dubravka i emmer Holikovs'ka — najczestsze odmiany

wybierane przez rolnikdw), ktére byly uprawiane w warunkach polowych w glebie o niskiej
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biodostgpnosci mikroelementow, oraz (2) ocena zwigzku miedzy zdolnodci endofitow
do syntezy auksyn a stezeniem Fe, Zn 1 Cu w ziarnach.

Jednym z gtéwnych naturalnych hormonéw rodlinnych z grupy auksyn indolowych jest
kwas indoilo-3-octowy (44, ang. indole-3-acetic acid), ktéry jest czasteczke efektorowa w
fitostymulacji, odpornosci i interakeji migdzy roslinami a bakteriami, podobnie jak cala grupa
auksyn. Znane sg réwniez inne czasteczki biologicznie czynnie z tej grupy, jak nitryl kwasu
indoilo-3-octowego oraz kwas 4-chloro-3-indoilooctowy, ktére to zwigzki w pracy [A6]
zostaly okreslone jako zwigzki indolilo podobne - IRCs (/RCs, ang. Indole Related
Compounds). Udowodniono, ze auksyny produkowane przez endofityczng mikrobiot¢ majg
wplyw na procesy pozyskiwania i transportu mikroelementéw poprzez promowanie
zakwaszenia ryzosfery i stymulacje aktywnosci H+-ATPazy oraz kontrolowanie ekspresji
wielu gendw, ktore s wazne dla homeostazy sktadnikéw odzywezych (Zhang i wsp. 2019).
Czasteczki biologicznie czynne z grupy auksyn moga regulowaé reakcje korzeni na niedobor
Fe i tym samym indukowaé uwalnianie sideroforéw w pszenicy a takze wplywaé na
odpornos¢ pszenicy pod katem toksycznoéci Fe (Kabir i wsp. 2016). Sygnalizacja auksynowa
moze rowniez wyzwala¢ pobieranie Zn i jego transport wewnetrzny w ryzu w warunkach
niedoboru Zn (Qi 1 wsp. 2012). Natomiast, homeostaza Cu jest regulowana gléwnie przez.
czynniki transkrypcyjne SPL7 i CITF1, ktdre reguluja pobieranie Cu do korzeni i dostarczanie
do kwiatow przy niedoborze Cu (Bernal i wsp. 2012). Z kolei, udzial auksyn w tych
procesach moze by¢ posredni poprzez indukowanie zmian w poziomie kwasu jasminowego.
Ishka i Vatamaniuk (2020) wykazali, ze niektére objawy niedoboru miedzi (zwiekszone
rozgalgzianie pedow u Arabidopsis sp.) moga by¢ tagodzone poprzez egzogenne podawanie
auksyn (Yamasaki 1 wsp. 2009). Uwaza sig, ze wzrost roslin powoduje réwniez zwiekszone
uwalnianie wydzielin korzeniowych przyspieszajacych metabolizm ryzobakterii, tym samym
zwigkszone ich bogactwo. Moga one poprawi¢ plon ziarna roslin uprawnych poprzez
promowanie  wzrostu korzeni; fotosynteze; pobieranie skladnikéw  odzywczych,
w szczegolnoset Fe 1 Zn; ich akumulacje w tkankach roslinnych. Dlatego tez, w pracy
analizowaliSmy powigzanie pomigdzy iloscig zwigzkéw indoilo podobnych wydzielanych
przez endofity bakteryjne a stezeniem Fe, Zn i Cu w ziarnach moze poméc w wyjasnieniu roli
tych zwigzkoéw w zawartosci mikroelementow w nasionach pszenicy.

W pierwszym etapie badan wyznaczylismy wspétczynnik akumulacji biologicznej (BAF,
ang. BioAccumulation Factor), ktory pozwolil na poréwnanie zdolnosci odmian pszenicy
do pobierania i transportu mikroelementow do ziaren. W kolejnym kroku wyizolowano

1 opisano po raz pierwszy endofity bakteryjne otrzymane z ziarniakéw pszenicy plaskurki
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T. turgidum subsp. dicoccum. Uzyskano 12 r6znych, stabilnych biologicznie izolatéw z ziaren
czterech odmian pszenicy, ktére nalezaly do rodzajow: Staphylococcus, Pantoea,
Sphingobium, Bacillus, Kosakonia i Micrococcus. Wszystkie badane szczepy byly zdolne do
syntezy zwiazkow indolilo podobnych (/RCs, ang. Indole Related Compounds; maks.: 16,57
pugmL™) oznaczonych przy uzyciu odczynnika Salkowskiego. IRCs produkowane przez
bakterie z rodzajow Pantoea sp. i Bacillus sp. wyizolowane z wysokowydajnych ziaren pod
katem mikroelementéw: Oksamyt myronivs’kyi i Holikovs'’ka moga by¢ uwazane za jeden
z czynnikéw determinujgcych plon pszenicy i jej wilasciwosci odzywcze [A6]. Pragne
podkresli¢, ze w tkankach zarodkéw pochodzacych z nasion o$miu polskich odmian pszenicy
zwyczajne] 1 orkiszowej ozimej zidentyfikowano gatunki z rodzaju Bacillus, co wiecej
bakterie te stanowily mikrobiom dominujacy - 75% wszystkich zidentyfikowanych taksonow
[AS]. Wyniki te mogg sugerowaé, ze gatunki nalezace do Bacillus moga stanowié
powszechng grupe mikroorganizméw endofitycznych nasion réznych gatunkéw i odmian
pszenicy.

Podsumowujgc, przedstawione wyniki zawarte w pracy [A6] przedstawiajg zaleznosci miedzy
bakteriami endofitycznymi ziarna, stezeniami Fe, Cu i Zn oraz plonem odmian pszenicy jarej
T. aestivum L. 1 T. turgidum subsp. dicoccum, ktére byly uprawiane z ograniczong
biodostepnoscig tych mikroelementéw na polu. Okreslono, ze otrzymane izolaty maja
potencjat do wykorzystania jako inokulanty promujace wzrost (PGP, ang. Plant Growth-
Promoting) do celéw biofortyfikacji mikroelementow. Zwiazki indolilo podobne (IRCs)
produkowane przez endofityczne bakterie z rodzajow Pantfoea spp. U.MO2 i U.MO3 oraz
Bacillus spp. U.H2 wyizolowane z ziaren Oksamyt myronivs'kyi i Holikovs'’ka mogg byé
uwazane za jeden z czynnikéw determinujacych plon pszenicy i jej wlasciwosci odzyweze.
[A5].

Praca [A6] byla kontynuacjg badan nad zastosowaniem endofitéw do promocji wzrostu
rodlin, ktérych gléwnym celem bylo potwierdzenie wydajnodci produkceji biologicznie
aktywnych zwigzkow IRCs (gtdwnie IAA, ang. indole-3-acetic acid) przez wybrane endofity
obecne w tkankach T. aestivum L. i T. spelta L. z wykorzystaniem trzech niezaleznych
technik: kolorymetrycznej, chromatografii cieczowej sprzezonej ze spektrometrig mas (LC-
MS/MS, ang. Liquid chromatography-tandem mass spectrometry) oraz testu biologicznego
(Biotestu). W tej pracy przedstawiono rozwinigcie hipotezy, ze wybrane szczepy bakterii
endofitycznych wyizolowane z tkanek odmian pszenicy ozimej (Hondia i Tytanika) oraz
pszenicy orkiszowej (odmiana Rokosz) mogg by¢ zdolne do produkcji biologicznie

aktywnych form IRCs a szczegblnie IAA. Kwas indoilo-3-octowy efektywnie oddziatuje
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w procesie fitostymulacji, odpornosei i interakcji miedzy roslinami a bakteriami. Lacznie
przebadano 54 szczepy endofityczne nalezace do siedmiu rodzajow bakterii (Bacillus sp. (46),
Serratia sp. (3), Lysinibacillus sp. (2), Paenibacillus sp. (2), and Pantoea sp. (1). Otrzymane
izolaty bakterii endofitycznych byty zdolne do produkcji IRCs, w tym IAA, w warunkach
in vitro poprzez szlak zalezny od tryptofanu [A6].

Ilosci IRCs oznaczone metodg kolorymetryczna (test Salkowskiego) wahaty sie od 7,256
do 33,298 pgmL!. Niestety, test Salkowskiego nie byl w stanie rozréznié, ktoére IRCs
sg wydzielane przez bakterie. Wykazano w literaturze i badaniach wtasnych, ze rézne zwiazki
IRCs mogg reagowac z odczynnikiem Salkowskiego i powodowaé powstawanie zwigzkéw
kompleksowych o konkretnej barwie, np. kwas indolilo-3-pirogronowy i indolilo -3-acetamid
- rozowe], kwas indolilo-3-mastowy - pomaraficzowej, siarczan indoksylu - fioletowej, a indol
- brazowej. Dlatego tez, aby potwierdzi¢ produkcje wolnego IAA, zastosowano bardziej
selektywng metode LC-MS/MS. Wyniki wskazaty, ze iloci wolnego IAA stanowity od 1,75
do 52,68% wszystkich IRCs i sugerowaly, ze szczep Paenibacillus sp. PC 2-5 byt najbardzie;
wydajnym producentem wolnego IAA. podczas gdy metoda kolorymetryczna sugerowala,
ze szczep Lysinibacillus sp. KC 1-4 produkowat wigksze ilosci wolnego IAA. Co wiecej, LC-
MS/MS pozwolil na ilosciowe oznaczenie wolnego IAA w probkach, w ktérych barwa
roztworu nie zmienita si¢ po dodaniu odezynnika Salkowskiego. W kolejnym kroku, uzyto
Biotestu specyficznego dla auksyn, aby potwierdzi¢ obecnosé¢ IAA dziatajacego na tkanki
roslinne. Test ten okreslit poziom stymulacji tkanek roélinnych przez IAA poprzez okreslenie
diugosci segmentéw koleoptyli pszenicy. Na poczgtku eksperymentu (po uplywie 24 h)
wzrost segmentow koleoptyli pszenicy traktowanych bakteryjnym IAA byl stymulowany
w zakresie od 1,98% (izolat HLB 2-6) do 18,72% (izolat KC 1-4). Ogélnie rzecz biorac, dwa
szezepy (szezep Paenibacillus sp.-PC 2-5 wyizolowany z tkanek koleoptyli Hondia i szczep
Lysinibacillus sp.-KC 1-4 pochodzacy z tkanek korzeni Hondia) reagowaly na stymulacje
w podobny sposéb w kolejnych godzinach eksperymentu (po uptywie 72 i 96 h), kiedy
to stymulacja wzrostu segmentéw koleoptyla pszenicy oscylowata w zakresie 7,52-19,98%
1 4,60-6,44% odpowiednio w 72 h i 96 h. Inne szczepy reagowaty zahamowaniem wzrostu
tkanek roslinnych w zakresie 0,83-2,86% (72 h) i 1,04-2,10% (96 h) w poréwnaniu
do warunkéw kontrolnych. Okreslono, ze aktywnos¢ biologiczna IAA syntetyzowanego przez
endofity korzeniowe byla wyzsza, w poréwnaniu do IAA wytwarzanego przez endofity
zwigzane z koleoptylem. Oprécz wolnego IAA, wykorzystalismy réwniez test biologiczny
do analizy sztucznych koniugatéw IAA, ktdre zmniejszajg aktywno$é biologiczng hormonu.

Aktywnos$¢ koniugatow kwasu asparaginowego (Asp) i glutaminowego (Glu) testowano
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za pomocg Biotestu i poréwnano ja z aktywnoscig wolnego IAA. Ogolnie rzecz biorac,
koniugaty mialy nizsza (o 5,35-7,14%) aktywno$¢ biologiczng w porownaniu do samego
wolnego IAA. Wyniki te moga nasuwaé wniosek, ze wérdd badanych szczepow wystepowaly
takie, ktore produkowaly wolny kwas indoilo-3-octowy, ale réwniez takie, ktore wytwarzaty
go w postaci koniugatdw, szczegdlnie tam gdzie obserwowano obnizenie aktywnosci
biologicznej w badanych prébach.

Podkreslono, ze aby uzyska¢ pelna analize zwigzkéw biologicznie czynnych dla roslin
z grupy auksyn indolowych, wazne jest, aby analizowaé nie tylko ilogé IRCs, zwlaszcza JAA,
ale takze ich aktywno$¢ biologiczng. W zwiazku z tym w pracy [A6] zaproponowano
podejscie metodologiczne oparte na trzech uzupehniajacych sie metodach: kolorymetrii,
chromatografii sprzgzonej ze spektrometria mas oraz bioaktywnosci ocenianej poprzez
Biotest.

Podsumowanie:

W pracach Al-A6 wigczonych do osiagniecia naukowego potwierdzitam postawiong
hipotezg badawcza, ze mikroorganizmy endofityczne zasiedlaja rézne tkanki pszenicy
uprawiane w hodowlach in vitro jak i in vivo w tym endosfere ziarniakéw: bielma
oraz zarodka, ktéry do tej pory byt traktowany jako sterylna nisza i inne tkanki organdéw
w tym korzen, lidcie, koleoptyle, a takze te endofity oraz moga wspieraé rozwoj roslin

pszenicy roznych gatunkéw i odmian uprawianych w Europie.
Za najwazniejsze osiagnigcia ww. prac uwazam:

o Kompleksowa charakterystyke genetyczna i metaboliczng niszy ekologicznej —
ryzosfery jako gtéwnego Zrédta mikroorganizméw endofitycznych dla roslin [A1].

e Po raz pierwszy analizg profilu rdzeniowego mikrobiomu endofitycznego pszenicy
orkiszowej Tricticum spelta L., niezwykle waznego zboza, ktérego areat rosnie z roku
na rok. [A3].

e Wykazanie, ze endosfera bielma, zarodka, korzenia, lifcia i koleoptyla pszenicy jest
zasiedlana przez bakterie endofityczne. Po raz pierwszy opisanie niszy ekologicznej -
koleptyla T. aestivum L. 1 T. spelta L. dla endofitéw. To odkrycie stanowito istotny
wkiad naukowy w analiz¢ endofitycznego mikrobiomu i wskazanie jego powiazania
z roslinami przez caly cykl ich zycia [A4].

o Ustalenie, ze gatunki bakterii Paenibacillus sp. i Propionibacterium sp. zasiedlajgce
endosferg roslin Rokosz i Hondia maja status mikroorganizméw obligatoryjnych dla

tkanek tych roslin [A4].
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o Wykazanie, ze w badanych tkankach roélin pszenicy (réwniez tej hodowanej
w warunkach in vitro) wystepuja typowe taksony zwigzane z czlowiekiem, takie jak
Cutibacterium sp., co moze sugerowaé miedzykrélestwowy transfer drobnoustrojow
od czlowieka do rodlin podczas ich udomowienia. Wyniki te koreluja z danymi
literaturowymi dotyczacymi wystepowania gatunkdéw z rodzaju Cutibacterium jako
endofitdw winorosli oraz réwniez podkreslenie faktu ich pojawienia si¢ podczas
uprawy przez czlowieka [A2; A4].

e Udokumentowanie, ze zarodek nie jest sterylng nisza, jak dotychczas sadzono.
Okredlenie zwigkszonej bioréznorodnosci endofitow przenoszonych przez bielmo niz
w  zarodek. Podkreslenie, ze mikrobiom pochodzgcy z nasion nie rézni sie
statystycznie istotnie od badanych odmian pszenicy, ale nie mozna jednoznacznie
stwierdzi¢, ze kazde ziamo pszenicy niesie takie samo obcigzenie mikrobiologiczne.
Fakt ten moze by¢ zwigzany z wystepowaniem endofitéw fakultatywnych, ktdre
pojawiajg si¢ okazjonalnie w endosferze nasion[Ad; A5).

e Wykazanie zaleznosci migdzy bakteriami endofitycznymi ziarna, stezeniami Fe, Cu
1 Zn oraz plonem odmian pszenicy jarej 7. aestivum L. 1 T. turgidum subsp. dicoccum,
ktére byty uprawiane z ograniczona biodostepnoscia tych mikroelementéw na polu..
Analiza mikrobiomu nasion pszenicy polgczona z izolacja i hodowla szczepow
bakteryjnych pozwolita uzyskaé kolekcje mikroorganizméw o potencjale
biotechnologicznym polepszajacym wzrost i rozwdj roélin przeznaczonych
do biofortyfikacji mikroelementow. Szczegélnie, izolaty Pantoea sp. U.MO2, U.MO3
1 Bacillus sp. U.H2 mogg mie¢ szczegdlnie wysoki potencjal [A5].

e Zaproponowanie rozwigzania metodologicznego opartego na trzech uzupetniajacych
si¢ metodach: kolorymetrii, chromatografii sprzezonej ze spektrometria mas oraz
bioaktywnosci dla zwigzkéw IRCs produkowanych przez rézne szczepy bakterii
endofitycznych pszenicy [A6].

W przyszlosci, rozwijajgc moje zainteresowania naukowe planuje kontynuacje badan

poszerzonych o nastepujace kwestie:

- zaprojektowanie preparatu z wykorzystaniem idei tworzenia syntetycznej spolecznosci
endofitycznej (SynCom — ang. Syntetic Community) ztozonego ze szczepoéw juz przeze mnie
przeanalizowanych pod katem réznych aktywnosci wspomagajacych wzrost i rozwéj roslin

[Zal. 4: 111F1],
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- analiz¢ metaboliczng (LC-MS) w trakcie stosowania preparatu endofitycznego -

profilowanie wzorcéw metabolicznych oddzialywania ukladu ro$lina — endofit w réznych

stadiach rozwoju roslin i endofitow [Zal. 4: 111Q4],

- sekwencjonowanie shotgun szczepéw endofitycznych wehodzacych w skiad SynCom.
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5. Omowienie pozostalych osiagni¢é naukowo-badawczych

3.1. Osiagnigcia w pracy badawczej przed uzyskaniem stopnia doktora

W latach 2003-2008 studiowalam Biotechnologie na Uniwersytecie Marii Curie
Sktodowskiej. Pracg magisterskg pt. ,Identyfikacja i analiza regionu replikacyjnego repABC
plazmidu pRtTAlc Rhizobium leguminosarum bv. trifolii TA1” wykonatam pod kierunkiem
prof. dr hab. Anny Skorupskiej oraz dr hab. Andrzeja Mazura, prof. UMCS - w roli opiekuna,
w Zakladzie Genetyki i Mikrobiologii Instytutu Mikrobiologii i Biotechnologii, Uniwersytetu
Marii Curie-Sktodowskiej w Lublinie na Wydziale Biologii i Biotechnologii.

Po ukonczeniu studiéw i uzyskaniu tytulu magistra biotechnologii w 2008 roku
rozpoczgtam prace na stanowisku asystenta naukowo-dydaktycznego w Katedrze Biochemii
i Chemii Srodowiska, kierowanej przez prof. dr hab. Zofi¢ Stepniewska. (Wydziat
Matematyczno-Przyrodniczy, Katolicki Uniwersytet Lubelski Jana Pawta II).

Poczatkowo realizowatam tematyke badawczg zwigzang z izolacja materiatu genetycznego
z r6znych Srodowisk, szczegdlnie z gleb, skat otaczajacych poktady wegla oraz zajmowatam
si¢ analiza mikroorganizméw w tych niszach ekologicznych — szczegdlnie w odniesieniu
do metanotroféw. Wyniki tych badaf opublikowatam [Zal. 4: A10, A11, A12] rozpoznajac
endosymbiotyczne metanotrofy Sphagnum sp. z wykorzystaniem fluorescencyjne;
hybrydyzacji in situ (FISH, ang. Fluorescence In Situ Hybridization). Okredlilam réwniez
aktywnos¢ metanotroficzng (AM) mchéw Sphagnum sp. (catych rodlin i fragmentow)
zanurzonych 1 niezanurzonych w wodzie torfowej. Wyznaczytam, ze AM jest na poziomie
7,6+0,1 i 2,5£0,1 uM CHag'DWday™'. Najwyzsza aktywnosé AM stwierdzilam w gérmych
czgsciach roslin. Analizowatam réwniez mikroorganizmy pod katem ich wystepowania w
torfie, pochodzacym z torfowiska zlokalizowanego na Polesiu Lubelskim. Pozytywne wyniki

otrzymatam dla mikroorganizméw z rodziny Methylococcaceae, na podstawie fragmentu
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genu 16S rRNA oraz dla mikroorganizméw nalezacych do rodzajow: Methylocystis
1 Methylosinus, na podstawie fragmentu genu pmoA. Kontynuujac analize mikroorganizméw
w torfie i torfowcach zwracalam uwage na mozliwosé recyklingu/wykorzystania metanu,
ktére to zagadnienie jest bardzo wazne w zwiazku z postepujacym ociepleniem klimatu
1 w traktowaniu terenéw podmokiych jako strumieni metanu. Wyniki tych badan
zaprezentowalam na migdzynarodowej konferencji w Moskwie [Zal. 4: II K1], ktérych celem
byla analiza endofitéw metanotroficznych roslin jako aktywnych sktadnikéw biofiltréw
metanu. Badania roli symbiontéw metanotroficznych Sphagnum Sp. w obnizeniu emisji
metanu w rejonie Poleskiego Parku Narodowego kontynuowatam w projekcie [Zal. 4: II
I13], w ktorym byla gtéwnym wykonawca pod kierunkiem prof. dr hab. Zofii Stepniewskie;.
Efekt pracy w tym projekcie zawartam w publikacjach [Zal. 4: II TA]. Gléwnym celem tych
badan bylo wskazanie wptywu skiadu roslinnego na emisje metanu z torfowiska Moszne.
Badania rozszerzono o kolejne rosliny bagienne oprécz réznych gatunkéw Sphagnum
mianowicie:  Eriophorum  vaginatum, Carex nigra i  Vaccinium uliginosum.
Ostatecznie stwierdzitam, ze emisja metanu zalezy od sktadu roglinnosci torfowiskowe;.
Najwyzsza 1 niezalezng od sezonu zdolno$¢ biofiltracji metanu zaobserwowano w skladzie
roslinnosei z dominacjg Sphagnum sp. Udzial gatunkéw Carex sp. zwigkszat emisje metanu
w calym sezonie wegetacyjnym. Rola Vaccinium sp. i Eriophorum Sp. w emisji metanu
zdecydowanie zalezata od sezonu. Potencjalna zdolno$¢ ukladu roslina - bakterie
metanotroficzne do zmniejszania emisji metanu pozostawata na poziomie od 0,01 do 77%., w
zaleznosci od pory roku i rosliny stanowigcej gtowny skiadnik badanego ukladu. Kolejne
szczegblowe badania mchow Sphagnum sp. wykonatam z zastosowaniem fluorescencyjnej
hybrydyzacji in situ (FISH) oraz izolacji materialu genetycznego i jego amplifikacji z
wykorzystaniem reakcji PCR. Na podstawie analiz molekularnych stwierdzilam, ze
endosymbionty Sphagnum sp. nalezaty do metanotrofow typu I i II. Wyniki tych badan
przedstawitam w pracy [Zal 4: A10 i A18]. Nastepne badania ukladu roélina - bakterie
metanotroficzne rozszerzajace juz podjgte przeze mnie wezesniej badania przedstawilam w
projekcie NCN w ramach Preludium 1, na ktére otrzymatam dofinansowanie [Zal. 4: 11 112].

Roéwnolegle wlaczytam si¢ w badania zapoczatkowane w Katedrze przez prof. dr hab.
Zofig Stepniewska, zwigzane ze szczegétows analizg mikroorganizméw bytujacych w skatach
przyweglowych, pochodzacych z réznych polskich kopalni wegla. Efektem tych badan
sg prace [Zal. 4: A7], w ktorych przedstawitam aktywnos¢ metanotroficzng (AM) w funkcji
temperatury (5-30 °C), zawarto$ci wilgoci (25-200% pelnej pojemnosci wodnej, WHC, ang
water holding capacity) i stezenia substratu (1-30% v/v CHs). Obserwacje bakterii
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metanotroficznych przedstawilam z wykorzystaniem techniki skaningowej krio-SEM (ang.
Scanning Electron Microscopes), dzigki ktérej wykazano obecnosé w badanych skatach
bakterii (ok. 2-2,5 um dtugosci i 0,5-1 um szerokosci) oraz struktur przetrwalnikowych (0,5-1
pm srednicy). Oprécz techniki mikroskopowej SEM do obserwacji mikroorganizméw uzylam
fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ z sondami Mg705 (5'fluoresceina), Mg84 (5'Cy3)
1 Ma450 (5'Cys), ktore wykazaty, ze hodowle wzbogacone z pozywka NMS (ang. Nitrate
Minimal Salts) zawieraja bakterie metanotroficzne nalezace do typu I i II. Identyfikacja
przeprowadzona przy uzyciu amplifikacji 16S rDNA ukierunkowanej na startery specyficzne
dla tej grupy potwierdzita obecnos¢ bakterii nalezacych do Methylosinus, Methylomicrobium,
Methylocystis i Methylocaldum.

Efekt moich zainteresowan naukowych zwigzanych z zagadnieniami aktywnosci
metanotroficznej Sphagnum sp. 1 zyjacych w asocjacji mikroorganizméw metanotroficznych
doprowadzit do wylonienia tematu pracy doktorskiej, w ktorej skoncentrowatam sie
na udowodnieniu hipotezy, iz rosliny Sphagnum sp. pozostaja w Scistej asocjacii
z mikroorganizmami metanotroficznymi i ze ten ukliad roélina — bakterie metanotroficzne
moze zosta¢ wykorzystany w biotechnologii. Stad tytul mojej pracy doktorskiej: , Potencjat
biotechnologiczny ukladu endofitycznego Sphagnum sp. — metanotrofy”. Moja rozprawa
doktorska dotyczyla rozpoznania aktywnosci metanotroficznej uktadu endofitycznego
Sphagnum sp. - metanotrofy w réznych warunkach $rodowiska (temperatury 10-30°C
i stezenia substratu 1-20% (v/v) CHs oraz obejmowala analize genetyczng i morfologiczng
endofitéw metanotroficznych z wykorzystaniem technik mikroskopowych i molekularnych.
Wykazatam, ze wszystkie przeanalizowane roliny rodzaju Sphagnum pobrane z czterech
stanowisk Poleskiego Parku Narodowego (PPN), nalezgce do trzech gatunkéw: Sphagnum
Sflexuosum, Sphagnum magellanicum oraz Sphagnum fallax wykazuja zdolno$é do utleniania
metanu oraz posiadajg endofityczne metanotrofy w tkankach badanych gatunkéw Sphagnum
sp. Ta hipotezg potwierdzitam technikg mikroskopowa in situ (konfokalna, skaningows).
Analizy molekularne sekwencji genu pmoA oraz mmoX wykonalam bezposrednio
w materiale roslinnym i wykazatam obecnos¢ metanotrofow nalezacych do Methylobacter sp.
(grupy Al, A2), Methylomonas sp. (grupa B) oraz niezaleznej linii stanowigcej grupe A3.
Przedstawitam réwniez mozliwos¢ wykorzystania wzbogaconych hodowli endofitow
w r6znych warunkach temperatury 10-30°C i stgzenia metanu 1-20% v/v, jako zrédla wegla
i energii, ktére mogg postuzy¢ do biotechnologicznych zastosowati (np. zagospodarowanie
nadkiadow sktadowisk odpadéw). Zauwazytam, ze w spolecznosci wzbogaconych kultur

metanotroficznych byta mniejsza bioréznorodnos¢ mikroorganizméw niz wéréd badanych
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tkanek in situ. Zidentyfikowano tam bakterie rodzaju: Methylomonas, Methylocystis,
Methylosinus, a takze szczepy nalezace do rodzaju Beijerinckia, majace potencjalng zdolnosé
wigzania azotu atmosferycznego, co zostato potwierdzone przez obecnosé¢ podjednostek genu
nitrogenezy (nifl{ oraz nifD). W rozprawie doktorskiej, podkreslitam, ze badania nad
bakteriami metanotroficznymi zmierzajg do okreslenia potencj alnych mozliwosci tych
organizméw w celu zastosowania ich w réznych galeziach przemystu (m.in. produkcja
biopaliw, biatka paszowego, witamin, osmoprotektantow).

Doswiadczenie zdobyte podczas analizy endofitéw Sphagnum sp. pozwolito na stworzenie
warsztatu naukowego, ktéry wykorzystatam i rozbudowatam w osiagnieciu naukowym oraz

w badaniach nie wchodzacych w sklad tego osiagniecia.

5.2. Osiagnigcia w pracy badawczej po uzyskaniu stopnia doktora (nie wchodzace w
sklad osiagniecia naukowego)

Po uzyskaniu stopnia naukowego doktora kontynuowatam moje zainteresowania badawcze
w zakresie badania mikroorganizméw endofitycznych. Wyniki uzyskane w toku realizacji
pracy doktorskiej opublikowatam w  [Zal. 4: A1l i Al12] oraz zaprezentowalam
na konferencjach migdzynarodowych. [Zal. 4: I1IB10, 111B12].

W pracy [Zal. 4: Al12] przedstawitam wzbogacone kultury mikroorganizméw
endofitycznych ze Sphagnum sp., ktére sg niezbgdnym krokiem w produkcji inokulum tych
organizméw dla biotechnologii i bioinzynierii. Kolejno zaproponowatam potencjalne
zastosowanie endofitycznych mikroorganizmow metanotroficznych do usuwania metanu
wytwarzanego ze skladowisk odpadow i kopaln wegla, a takze biodegradacji zwiazkow
toksycznych. Inkubacj¢ prowadzono w temperaturach 10, 20, 30 i 37°C. Zrédlem wegla
i energii dla endofitow byt metan w zakresie stezen 1-20% v/v. Okazalo sie, ze spotecznosé
bakterii endofitycznych udalo si¢ wyhodowaé tylko w temperaturze 20 i 30°C. Podczas
hodowli endofitow prowadzone pomiary stezenia gazu wykazaty staly ubytek metanu i tlenu,
a takze akumulacj¢ ditlenku wegla, jako produktu utleniania CHs. Zastosowanie metody FISH
umozliwito mi scharakteryzowanie spolecznosci endofitow. Okazalo sie, ze populacja
endofitow sktadata si¢ z metanotroféw typu I i I oraz towarzyszacych im bakterii
niemetanotroficznych, niezbednych do prawidlowego bytowania mikroorganizméw
metanotroficznych. Badania te rozszerzytam réwniez o analize endofitycznych
mikroorganizméw metanotroficznych w innych roslinach bagiennych [Zal 4: A22].
W ramach projektu [Zal. 4: II 113], w ktérym bylam gtéwnym wykonawca, wykonatam

badania wstgpne dotyczace analizy emisji gazdéw in situ z powierzchni torfowiska Moszne.
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Emisj¢ gazoéw zbierano metodg komorowg z wybranych stanowisk w sezonach
wegetacyjnych (wiosna, lato, jesien). W celu oszacowania udzialu roélin w emisji metanu
z torfowiska, na kazdym badanym stanowisku pobierano probki gazu z powierzchni pokrytej
rodzimg roslinnoscig oraz po jej usunieciu. W naszych badaniach szczegblng uwage
zwrocitam na rodliny naczyniowe z torfowiska poro$nietego przez Sphagnum spp. ale takze
Eriophorum vaginatum, Carex nigra i Vaccinium oxycoccos. Wyniki opublikowane w pracy
[Zal. 4: A18 i A43] wskazaly, ze zmniejszenie emisji CH4 byto zwiazane ze skladem roslin,
okresem wegetacji i warunkami roslin. Réwnolegle prowadzilam badania detekcji
mikroorganizméw endofitycznych zasiedlajacych roéliny bagienne. Jako obickt badan
wybralam roSliny: Carex nigra, Vaccinium oxycoccus i Eriophorum vaginatum, ktore
pochodzity z torfowiska Moszne (wschodnia Polska). Bakterie metanotroficzne zZwigzane
z ro$linami izolowatam jako wzbogacone hodowle ze sterylnych fragmentow roznych czesci
roslin (korzeni i fodyg) na podtozu NMS i inkubowatam przy réznych wartodciach metanu
(1-20% v/v CHa). Charakterystyke metanotroféw przeprowadzitam za pomocg
fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ z sondami Mg705 i Mg84 dla metanotroféw typu
[ oraz Ma450 dla metanotrofow typu. Identyfikacje endofitow metanotroficznych
przeprowadzitam réwniez wykorzystujac amplifikacje 16S rRNA i genu mmoX. Badania
te potwierdzity we wzbogaconych hodowlach obecno$¢ obu typow  bakterii
metanotroficznych (typ I i II) z przewagg metanotroféw typu 1. Wsréd hodowlanych
metanotrofow wystgpowaly rozne szczepy z rodzaju: Methylomonas i Methylosinus. Ponadto
okreslono potencjat badanych bakterii do utleniania metanu, ktéry wahat si¢ od 0,463 + 0,067
do 5,928 + 0,169 pmol-L™' CHsy-mL"-dzien™!. W tej pracy podkreslitam, ze aerobowe bakterie
utleniajgce metan sg wazng dla srodowiska grupg mikroorganizméw ze wzgledu na ich role
w globalnym obiegu wegla. Badania prowadzone w ciagu ostatnich kilku dekad zwiekszyty
zainteresowanie odkrywaniem nowych rodzajow bakterii rozkiadajacych metan, ktére
skutecznie go wykorzystuja i zmniejszaja efekt globalnego ocieplenia. Co wiecej,
metanotrofy majg bardziej obiecujgce zastosowania w bioinzynierii $rodowiska,
biotechnologii i farmacji. Aby te kwestie dobrze zrozumieé, analizowalam poréwnawczo
stgzenia metanu ze stacji monitoringu KUL i Kasprowy Wierch w latach 2007-2012. Wyniki
tych badan opublikowatam w pracach [Zal 4: A44 i A45]. Pozostale wyniki otrzymane
w ramach projektu [Zal. 4: II 112 i Zal 4: II I13] zostaly przedstawione w monografii
pt. ,,Emisja gazow z powierzchni torfowisk™ [Zal. 4: A38].

Kontynuowatam réwniez tematyke analizy mikroorganizméw metanotroficznych pod

ziemig — polskie kopalnie wegla. W pracy zespolowej udowodnitam, ze pokladom wegla
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(Gornoslgskie Zaglebie Weglowego, m.in. kopalnie Borynia-Zofiéwka i Budryk) -
towarzysza tlenowe bakterie metanotroficzne. Co wiecej, te poklady wegla zostaly
skolonizowane przez metanotrofy po zakonczeniu procesu uweglania. Indentyfikacja
wykazata obecno$¢ metanotroféw nalezgcych do o- i y-Proteobacteria [Zal. 4: A8 i A13].
Obecnos¢ mikroorganizméw metanotroficznych byla niezwykle interesujgca z punktu
widzenia ich przezycia w tak trudnych warunkach. Stad rozpoczetam poszukania mozliwosci
adaptacji komorek mikroorganizméw do stresu osmotycznego poprzez posredniczenie
w utrzymaniu stalego turgoru. Wykazalam, ze konsorcjum bakterii metanotroficznych
wyizolowane ze skat przyweglowych kopalni Bogdanka (Polska) i odporne na ekstremalne
warunki Srodowiskowe (niska zawarto$¢ wilgoci) byto zdolne do syntezy ektoiny. Poziom
ektoiny badany za pomoca pomiaréw NIR wahat si¢ od 1,33 + 0,10 mg gDW-1 do 0,42 + 0,08
mg gDW™ w zaleznosci od zasolenia roztworu [Zal. 4: AlS]. Réwnolegle przedstawilam
w publikacji popularnonaukowej podsumowanie zastosowania ektoiny opisane w literaturze,
ktorg nazwatam czgsteczka przysziosci [Zal 4: A46]. Kolejno w pracy [Zal. 4: A26]
postawilam hipotezg, ze mikroorganizmy metanotroficzne moga odgrywaé wazng role
W zywieniu zwierzat, poniewaz mogg by¢ wykorzystywane jako zrédto pozywienia lub paszy
czy tez dodatek do pasz. Celem badan bylo okreslenie skladnikéw odzywezych i kwaséw
tluszezowych zawartych w biomasie bakterii metanotroficznych. Aby przeanalizowaé
zasadno$¢ postawionej hipotezy zbadalam cztery konsorcja bakteryjne zlozone
z Methylocystis 1 Methylosinus wyizolowane z tkanek Sphagnum flexuosum (Spl),
S. magellanicum (Sp2), S. fallax 11 (Sp3), S. magellanicum IV (Sp4) oraz jedno zlozone
z Methylocaldum, Methylosinus i Methylocystis, ktére izolowano ze skaty przyweglowej
(Sk108). Okreslitam, ze biomasa metanotroficzna zawierata wysokie stezenia K, Mg i Fe,
tj. odpowiednio ok. 9,6-19,1; 22-7.6 i 2,4-6,6 g kg' Zaktadana hipoteza zostala
potwierdzona mianowicie biomasa metanotroficzna moze by¢ postrzegana jako odpowiednia
pasza i/lub dodatek paszowy do suplementacji makroelementami i niektdrymi
mikroelementami. Ponadto wszystkie badane biomasy mikroorganizméw wykazaly wyzsza
zawartos¢ kwasow nienasyconych niz nasyconych. Tym bardziej zasadne jest stwierdzenie, ze
biomasa metanotroficzna (po odpowiednim przygotowaniu) moze by¢ dobrym rozwiazaniem
w naturalnej suplementacji diety zwierzat [Zal. 4: A26].

W projekeie pt. ,Naturalna i stymulowana aktywno$¢ metanogeniczna polskich wegli
kopalnych”, ktorego bylam wykonawcg, kontynuowatam tematyke analiz mikroorganizméw
z podziemnej niszy ekologicznej, tym razem mikroorganizméw metanogennych.

W pracy [Zal. 4: II 114]., kt6rej celem byta stymulacja metanogenezy w weglu bitumicznym
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z Goémoslgskiego Zaglebia Weglowego bralam udziat w analizie mikroorganizméw
zasiedlajgcych torf, jak i osady. Okreslitam, ze mikroorganizmy autochtoniczne torfu i osadu
dennego sa zdolne do degradacji wegla, przy czym te drugie sa bardziej skuteczne.
W kolejnej pracy [Zal. 4: A25] uczestniczylam w analizie molekularnej konsorcjow
metanogennych za pomocg sekwencjonowania nastepnej generacji (NGS). Analiza
spofecznosci, ktére wyhodowano z wykorzystaniem réznych zrédet wegla, rzuca nowe
swiatlo na ekofizjologie niedawno opisanej gromady bakterii Caldiserica i metanogennych
Archaea reprezentujgcych rodzaje Methanomassiliicoccus i Methanothrix. Ponadto
postawiono hipoteze, ze przedstawiciele Caldiserica moga wspiera metanogeneze
wodorotroficzng.

Bralam udzial réwniez w prowadzeniu badan, ktérych celem byto wykazanie, w jaki
sposob dziatalnosé przemystowa wptywa na jakosé gleby pod wzgledem jakosci i ilosci DNA
gleby, a takze wiasciwosci gleby [Zal. 4: A37 i A48]. Analizowatam materiat glebowy
pochodzacy z obszaru miejskiego wojewddztwa $laskiego  Polski. Oszacowalismy
wiasciwosci gleby: teksture, wilgotnosé, pH, potencjal redoks (Eh) i catkowitg zawartosé
wegla (TOC, ang. Total Organic Carbon), a nastepnie byto wyznaczenie poziomu wybranych
metali cigzkich (Pb. Cd, Zn, Cr, Fe, Cu). W ostatnim etapie wyizolowano catkowite DNA
z gleby, okreslono jego stezenie i dokonano identyfikacji mikroorganizméw. Otrzymano
wyniki, ktore wykazaly, ze chociaz badana gleba byta silnie zanieczyszczona metalami
cigzkimi, nadal istnialy mikroorganizmy odporne na metale, ktére byly w stanie utrzymad
aktywnos¢ gleby. Co wigcej, organizmy te dotgd nie byly zidentyfikowane w bazie danych
GenBank. Rozszerzajace tematy analizy gleb zanieczyszczonych prowadzitam badania [Zal. 4:
A48], ktérych celem bylo okreslenie zardwno katabolicznych, jak i genetycznych odciskow
bakterii autochtonicznych zasiedlajgcych glebe tym razem zanieczyszczonych paliwami
samochodowymi. Do badaf wykorzystatam warstwe powierzchniowa (0-20 cm) gleby Mollic
Gleysol, ktora zostala zanieczyszczona paliwami samochodowymi m.in. bezotowiowsg
benzyna 95-oktanows i olejem napedowym w dawce 15 g na 10 g gleby, najczesciej
identyfikowanej w regionach przemystowych. Eksperyment trwal 42 dni i zostal
przeprowadzony w temperaturze 20°C. Potencjal metaboliczny spolecznosci bakterii
glebowych zostal oceniony przy uzyciu systemu Biolog EcoPlate. Wyniki wykazaty,
ze substancje ropopochodne wptynely na strukture populacji drobnoustrojéw i ich aktywnosé
kataboliczng. W glebie zanieczyszczonej olejem napedowym stwierdzono obecno$é bakterii
z rodzajow Arthrobacter, Paenibacillus i Pseudomonas, natomiast w glebie Zanieczyszczonej

benzyna - Bacillus i Microbacterium. Gatunki z rodzaju Rhodococcus zidentyfikowano w obu
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wariantach  zanieczyszczef, co sugeruje najszersze mozliwosci degradacji paliwa
samochodowego przez ten rodzaj bakterii. Co wiecej, zanieczyszczenie benzyna bezotowiowa
95-oktanowg spowodowato szybkie zahamowanie aktywnosci metabolicznej bakterii
glebowych, w przeciwiefistwie do traktowania olejem napedowym, gdzie obserwowano
wysoka aktywnos¢ metaboliczng bakterii do kofica okresu inkubaciji [Zal. 4: A48]. Kolejno
w pracy [Zal. 4: A21] dokonano analizy profili fizjologicznych spolecznosci bakteryjnej
w glebach zanieczyszczonych metalami cigzkimi w poréwnaniu z glebami bez
zanieczyszczen metalami. Zanieczyszczona gleba (CT) pochodzita z okolic Szopienic
(wojewo6dztwo §lgskie, Polska). Kontrole (C) stanowita gleba nienarazona na dzialanie metali
cigzkich. Gleby posiadaly taka sama teksture i wtasciwosci. Przeanalizowano stezenie metali
cigzkich w badanych glebach (C) i (CT) , ktére okreslono za pomoca plomieniowe;j
absorpcyjnej spektrometrii atomowej (AAS ang. Atomic Absorption Spectromeiry), natomiast
profil fizjologiczny okreslono za pomocg systemu Biolog EcoPlatesTM. Aktywnosé
mikrobiologiczna gleby w obu miejscach zostata réwniez oceniona za pomoca aktywnosci
dehydrogenaz mikroorganizméw glebowych (DA, ang. Dehydrogenase Activity). Materiat
badawczy pobrano do glebokosci 80 cm. Srednie stezenia metali cigzkich - gtoéwnie Pb, Cd
i Zn w zanieczyszczonych probach gleby miescity sie w zakresie od 147,27 do 12265,42
mg kg™, Gleby kontrolne cechowaly sie zakresem wspomnianych metali od 0,19 do 66,83
mg kg, Stwierdzitam, ze w glebach C DA zmniejszala si¢ wraz ze wzrostem glebokosci
gleby, wynoszac 4,61 pg TPF g-1 min-1 w warstwie powierzchniowej (0-20 cm), podczas
gdy w najglebszej czgsci profilu glebowego (60-80 cm) aktywno$é zmniejszyta si¢ 0 74%
i wynosita 1,19 pg TPF g-1 min-1. Odwrotng tendencje zaobserwowatam w przypadku
profilu glebowego CT. Inhibicja DA (na poziomie ok. 18%) wystgpita jako konsekwencja
zanieczyszczenia gleb metalami ciezkimi w warstwie powierzchniowej (0-20 cm).
W glebszych czesciach badanego profilu zaobserwowano stymulujacy wplyw zawartosci
metali cigzkich na DA (o 56, 34 i 37% - odpowiednio dla glebokosci 20-40, 40-60 i 60-80
cm). Jednak od warstwy podpowierzchniowej (20-40 cm) notowano liniowy spadek DA wraz
z glebokosceig gleby .

Mikrobiom gleb CT charakteryzowat si¢ nastgpujacymi cechami metabolicznymi,
wyrazonymi przez zdolno$¢ do wykorzystywania specyficznych substratéw weglowych:
amin/amidow putrescyny 1 polimeréw Tween 80, amidéw i polimeréw Tween 80.
Zaobserwowano, ze pewne wspolne zrédia substratow weglowych byly wykorzystywane
podobnie przez obie spotecznosci drobnoustrojéw, zasiedlajace zar6wno gleby kontrolne jak

1 zanieczyszczone. Zyskujgc doswiadczenie w pracy z glebami zanieczyszczonymi oraz

30



dr Agnieszka Kuzniar, Zalgcznik nr 2

autochtonicznymi mikroorganizmami uczestniczylam w badaniach gleb technogenicznych
(Technosoli) powstatych z urobku kopalnianego zawierajace]j siarczki zelaza (Rudki, Gory
Swictokrzyskie, Polska). Moim zadaniem byla analiza molekularna mikroorganizmow
zasiedlajacych badane gleby [Zal 4: A28]. Okreslitam metoda hodowlana, ze w profilach
glebowych dominujg taksony z rodzaju Bacillus. Co istotne, w tej pracy dokonywali$my
analizy mozliwosci przywrécenia funkcji ekologicznych poprzez rekultywacie terendw
pogodrniczych, co moze stymulowaé procesy glebotworcze i inicjowaé aktywnosé biologiczng
na powierzchniach sktadowisk. W kolejnej pracy [Zal. 4: A30] rozszerzytam analizy
molekularne techno-gleb o sekwencjonowanie nastgpnej generacji amplikonu 16S rRNA
hiperzmiennego regionu V3-V4 (MiSeq, Illumina). W tej pracy réwniez dokonano analizy
metabolicznej mikroorganizmow autochtonicznych przy uzyciu systemu
Biolog®EcoPlates™. Wykazano, ze zmiany w strukturze drobnoustrojéw i ich aktywnosci
metabolicznej byly konsekwencja polaczonego efektu zaréwno glebokosci gleby,
jak i wiasciwosci chemicznych gleby, bedacych kofcowym wynikiem procesu rekultywacji.
Wytypowatam wskazniki mikrobiologiczne, ktére moga posrednio §wiadczy¢ o powodzeniu
lub nieskutecznosci rekultywacji gleb technogenicznych. Nastepujace taksony stwierdzono
w glebach reprezentujacych obszary, w ktorych wihadciwosci chemiczne gleby zostaly
poprawione w  wyniku procesu rekultywacji: Verrucomicrobia, Bacteroidetes,
Gemmatimonadetes, Alphaproteobacteria, Acidimicrobia, Nocardioides, Strepromyces,
Pseudonocardia, Jatrophihabitants, Alkanibacter i Ferrithrix. Nieskutecznogé rekultywacji
przejawiajgca si¢ silnym zakwaszeniem technosoli na badanym obszarze i wystepowaniem
taksonéw charakterystycznych dla takich whasciwosci niszy ekologicznej cechowala sie
wysokim ~bogactwem nastepujacych przedstawicieli bakterii: Gammaproteobacteria,
Clostridia, Conexibacter, Acidothermus, Granulicella, Metallibacterium, Acidithiobacillus,
Acidocella, Leptospirillum, Desulfosporosinus i Cellulomonas.

Uczestniczytam réwniez jako wykonawca w projekcie SONATA 5 [Zal 4: 11 I11]
kierowanym przez dr hab. Agnieszke Wolinska, prof. KUL. W trakcie realizacji zadan
badawczych skupiatam si¢ na izolacji DNA glebowego, jego czystosci, ilosci i integralnosci
oraz analizie wynikow otrzymanych w wyniku sekwencjonowania nastepnej generacji
z wykorzystaniem lon Torrent™. W pracach [Zal. 4: A19; A20; A24] analizowalam
mikroorganizmy gleb rolniczych uzytkowanych i nieuzytkowanych. Szczegdlna uwage
poswigcono mikroorganizmom potencjalnie wigzacym azot, zasiedlajgcym badane obiekty
badawcze. Badane gleby orne byly wyraznie zdominowane przez przedstawicieli

B-Proteobacteria bakterii PNF - potencjalnie wigzacych azot atmosferyczny (PNF, ang.
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Potential Nitrogen Fixing) nalezacych do rodzaju Burkholderia. Bakterie z klasy
a-Proteobacteria 1 rodzaju Devosia byly subdominantami. Wolno zyjaca populacja
cyjanobakterii dominowata raczej w glebach rolniczych uprawianych niz w glebach
nieuprawianych. Podsumowano, ze zaréwno gospodarka rolna, jak i procesy glebotworcze
sg najbardziej istotnymi czynnikami wpltywajacymi na bogactwo bakterii PNF. Kolejno
w projekcie bratam udzial w badaniach, ktérych celem byto okreslenie struktury
promieniowcow w glebach uprawnych (C) i nieuprawnych (NC) w podziale na trzy grupy
glebowe (autogeniczne, hydrogeniczne, litogeniczne) z uwzglednieniem procesu
ich powstawania w celu oceny wrazliwosci promieniowcdéw na rolnicze uzytkowanie gleb.
Wyniki tych badan przedstawiono w pracy [Zal 4: A19], ktérej bylam wspotautorem.
W projekcie SONATA zaproponowano nowe metagenomiczne wskazniki zmeczenia gleby
uprawnej. Zarekomendowano 10 rodzin bakterii i 8 rodzajéw. Wytypowano réwniez
5 rodzajow bakterii, ktére zasugerowano jako odporne na rolnicze uzytkowanie gruntow.
Wyniki tych badan zaprezentowano w pracy, ktorej jestem wspétautorem [Zal. 4: A23].

Nabyte doswiadczenie w badaniu gleb rolniczych poskutkowalo uczestnictwem
w projektach realizowanych we wspotpracy z Fundacjg Potulicka [Zal. 4: 11 12 i Zal. 4: II I8]
i spotkg CGFP [Zal. 4: I1 I5 i Zal. 4: 11 17]. Jeden z projektéw miat na celu optymalizacje
nawozenia oraz doboru systemu uprawy kukurydzy celem poprawy zyznosci oraz ochrony
bior6znorodnodci gleb rolniczych pozostajacych w zasobach grupy kapitalowej Fundacji
Potulickiej. Kolejno drugi, ktérego bytam kierownikiem okreslal wptyw zredukowanego
nawozenia 1 systemu uprawy na plonowanie pszenicy i rzepaku oraz bioréznorodnogé
mikroorganizméw, utrzymujacych zyzno$¢ gleb. Projekt byl realizowany we wspotpracy
z CGFP sp. z 0.0. w Wojnowie (woj. kujawsko-pomorskie). Wyniki badaf otrzymanych
w projektach we wspolpracy z przemystem zostaly przedstawione w pracach, w ktérych
wskazatam grzybowe wskazniki wrazliwosci i odpornosci na diugotrwaty monokulture
kukurydzy [Zal. 4: A32] oraz okreslano czy stosowanie mieszanki miedzyplonowej naprawde
poprawia biologi¢ gleb monokulturowych? W tej pracy wskazatam bakteryjne wskazniki
wrazliwoscei 1 odpornosci na dhugotrwata monokulture kukurydzy. W pracy [Zal. 4: A35]
dokonatam analizy struktury Bacteroidota w glebach rolniczych poddawanych wplywowi
roznych praktyk rolniczych. Udowodniono, ze mikroorganizmy nalezace do Bacteroidota
mogg by¢ wskaznikiem jakosci gleby w kontekscie jej zdrowia.

Nowy obszar moich zainteresowan stanowi takze analiza mikrobiologiczna osadow
dennych, realizowana w ramach projektu w interdysplinarnego KUL, ktérego bylam

wykonawcg [Zal. 4: II I9]. W projekcie analizowalam bioréznorodnodé bakterii
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zasiedlajacych osady denne zbiornika przeznaczonego do hodowli karpia krolewskiego
z wykorzystaniem technik metagenomicznych. Wyniki tych analiz przedstawitam w pracy
[Zalk. 4: A34], ktorej glownym celem bylo okre$lenie zmian w strukturze bakteryjnej osadéw
dennych zachodzacych na przestrzeni pér roku oraz oszacowanie aktywnosci metabolicznej
drobnoustrojow. Osady denne pobierano cztery razy w roku (wiosna, latem, jesienig i zima)
z 10 réznych punktéw pomiarowych na Stawie Kardynalskim (Slesin, poinocno-zachodnia
Polska). Okazalo si¢, ze Proteobacteria, Acidobacteria i Bacteroidetes byty dominujacymi
rodzajami, podczas gdy przedstawiciele Betaproteobacteria, Gammaproteobacteria
i Deltaproteobacteria dominowali na poziomie klas w osadach dennych. Wykazano wplyw
pory roku na bioréznorodno$¢ i aktywno$é metaboliczna, z podkresleniem, ze warunki
srodowiskowe w lecie najsilniej modyfikowaly badane parametry.

Pragng rowniez podkresli¢, ze analizg mikroorganizméw endofitycznych wykonalam
rowniez w paproci wodnej Azolla filiculoides L. we wspétpracy z dr Arturem Banachem [Zal.
4: A49]. Do profilowania taksonoéw zasiedlajgcych endosfere Azolla sp. wykorzystano
izolacj¢ 1 hodowle mikroorganizméw z uwagi na fakt potencjalnego zastosowania tych
bakterii w biotechnologii. Uzyskano 58 izolatdw drobnoustrojow (okreslono, ze 43 z nich to
epifity i 15 to endofity) o roznej morfologii. Udato si¢ zidentyfikowa¢ 85% mikroorganizméw
1 przypisa¢ je do 9 rodzajow bakterii: Achromobacter, Bacillus, Microbacterium, Delftia,
Agrobacterium 1 Alcaligenes (epifity), a takze Bacillus, Staphylococcus, Micrococcus
i Acinetobacter (endofity). Zbadano réwniez cyjanobiont Azolla sp., ktéry pierwotnie
sklasyfikowany byt jako Anabaena azollae. Jednak szczegétowa analiza jego cech
morfologicznych sugeruje, ze powinien on zostaé przemianowany na Trichormus azollae.
Na koniec sprawdzono potencjal przedstawicieli zidentyfikowanych rodzajow
drobnoustrojéw do syntezy substancji stymulujgcych wzrost roslin, takich jak kwas indolilo-
3-octowy (IAA), enzymy celulazowe i proteazowe, siderofory i fosfor (P). Izolat Delftia sp.
AzoEpi7 okazat si¢ wykazywaé zdolno$¢ do syntezy wszystkich badanych promotoréw
wzrostu; dlatego zostal zarekomendowany jako najbardziej korzystny w badanym
mikrobiomie. Pozostale trzy potencjalnie korzystne izolaty pod katem promowania wzrostu
(Micrococcus sp. AzoEndol4, Agrobacterium sp. AzoEpi25 i Bacillus sp. AzoEndo3)
wykazywaly syntezg¢ 5 parametrow: IAA (z wylaczeniem Bacillus sp. AzoEndo3), celulaze,
proteazg, siderofory (z wylgczeniem Micrococcus sp. AzoEndol4), a takze mineralizacje
i solubilizacje P (z wylaczeniem Agrobacterium sp. AzoEpi25).

Uczestniczylam tez w badaniach [Zalk 4: A29], w ktérych postawiono hipoteze,

ze ekspozycja mikrobiomu na wybrane metale cigzkie ujawni szczepy endofityczne
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tolerancyjne na metale. Wykorzystano technike sekwencjonowania nastgpnej generacji
amplikonu genu 168 rRNA do identyfikacji mozliwych szczepéw tolerancyjnych na metale
wyizolowanych z roslin poddanych dziataniu metali (Pb, Cd, Cr(VI), Ni, Au, Ag). Gtéwnymi
dominantami byty Cyanobacteria i Proteobacteria stanowiace tgcznie ponad 97% wszystkich
odczytow sewkecnji genu 16S rRNA. Co wiecej, traktowanie metalami doprowadzito
do zmian w skladzie mikrobiomu i wykazato znacznie wigksze bogactwo bakterii w roslinach
traktowanych Pb, Cd- i Cr w poréwnaniu z innymi badanymi. Subdominujace
mikroorganizmy to przedstawiciele nalezace do Actinobacteria (0,4-0,8%), Firmicutes
(0,5-0,9%) 1 Bacteroidetes (0,2-0,9%). Nalezy podkresli¢, ze bogactwo wy zej wymienionych
taksonéw bylo wyzsze niz w rosglinach nietraktowanych metalami ciezkimi. Ponadto,
zidentyfikowano mozliwe rodzaje tolerujace metale, a mianowicie: Acinetobacter,
Asticcacaulis, Anabaena, Bacillus, Brevundimonas, Burkholderia, Dyella, Methyloversatilis,
Rhizobium 1 Staphylococcus, ktore okreslono jako mikrobiom podstawowy. Dodatkowo
potwierdzono obecnos¢ znanych rodzajéw tolerujacych metale (mozliwosci tolerancji
udokumentowane w literaturze): Mucilaginibacter, Pseudomonas, Mycobacterium,
Corynebacterium, Stenotrophomonas, Clostridium, Micrococcus, Achromobacter, Geobacter,
Flavobacterium, Arthrobacter i Delftia. Udowodniono, ze A. filiculoides posiada mikrobiom,
ktorego przedstawiciele nalezg do gatunkéw odpornych na metale, co czyni papro¢ zrddiem
biotechnologicznie ~ uzytecznych  mikroorganizméw  do procesow  remediacji.
Kontynuowali$my tematyke mikroorganizméw tolerujgcych wysokie stezenie metali ciezkich.
W ramach adaptacji do niekorzystnych warunkéw mikroorganizmy te mogg reprezentowac
rozne fenotypy. Naszym celem bylo ujawnienie potencjalu mikrobiomu do degradacji
zwigzkow organicznych, a takze jego potencjatu do promowania wzrostu roélin w obecnosci
metali cigzkich [Zal. 4: A31]. Zastosowaliémy platforme BiologTM Phenotypic Microarrays
do badania potencjalu metabolicznego mikrobiomu do degradacji 96 zwigzkow wegla.
Zbadano rowniez potencjal hydrolityczny i produkcje auksyn (m.in. JAA) przez
mikroorganizmy endofityczne w obecnoéci Pb, Cd, Cr (VI), Ni, Ag i Au. Stwierdzilismy
rozne zmiany fenotypu w zaleznosci od czynnika stresowego, co sugeruje mozliwg podwojng
funkcje badanych mikroorganizméw, tj. w bioremediacji i jako bionawézu do stymulacji
wzrostu rolin. Izolaty Delftia sp., Staphylococcus sp. i Microbacterium sp. wykazywaty
wysokg skuteczno$¢ w metabolizowaniu zwigzkéw organicznych. Co wigcej, Delfiia sp.,
Achromobacter sp. i Agrobacterium sp. charakteryzowaly sie tolerancja na metale. Poniewaz
kazdy szczep wykazywat indywidualne zmiany fenotypu pod wptywem badanych czynnikow

stresowych.
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W trakcie mojej pracy naukowej podjetam wspélprace z Zaktadem Badan Systemu Gleba-
Roslina oraz Zakladem Biogeochemii Srodowiska Przyrodniczego Instytutu Agrofizyki PAN
w  Lublinie; Zakltadem Mikrobiologii Rolniczej Instytutu Uprawy Nawozenia
i Gleboznawstwa w Pulawach; Katedra Nauk o Srodowisku Glebowym oraz Zaktadem
Biochemii Drobnoustrojéw Instytutu Biochemii i Biofizyki PAN w Warszawie, a takze
z Zakladem Fizjologii Roslin i Ekologii Narodowy Uniwersytet Lwowski im. Ivan Franko.
Obecnie nawigzalam wspéiprace z Uniwersytetem Medycznym w Lublinie, z Instytutem
Agroekologii i Produkcji Roslinnej Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroclawiu oraz
z Katedra Agroekologii i Produkcji Roslinnej Uniwersytetu Rolniczego im. H. Kolataja
w Krakowie [Zal. 4: III Q]. Rozpoczetam réwniez wspolprace migdzynarodowa z prof. Jaco
Vangronsveld z Hasselt University. W ramach projektu KUL z komponentem
mi¢dzynarodowym odbytam tygodniowy staz naukowy u prof. J. Vangronsveld we wrzesniu
2022 roku [Zal. 4: II L]. Podczas wizyty miatam okazje zdobywaé doswiadczenie nad
badaniem z zastosowaniem eksperymentéw z ecotron oraz stosowaé techniki molekularne
do analizy mikroorganizméw $rodowiskowych. Nadmieniam, ze réwniez podjetam
wspblprace z przedstawicielami gospodarki, m.in. INTERMAG sp. z.0.0. , Hodowla Roélin
Strzelce Sp. z 0.0. Grupa IHAR, a takze z Fundacjg Potulicka, CGFP z 0.0. oraz z firma
Chemirol [Zak. 4: 111 Q].

Podsumowaniem moich prac nad endofitami o zastosowaniu w agrobiotechnologii
1 tworzeniu z nich produktéw biotechnologicznych bylo wydanie monografii popularno-
naukowej pt. ,,Aktualny stan wiedzy na temat biopreparatéw stosowanych w rolnictwie” [Zal.
4: A39].

Bytam kierownikiem 3 projektow naukowych a takze wykonawca w 6 projektach
naukowych [Zal. 4: II I]. Obecnie prowadze projekt z komponentem migdzynarodowym
finansowany ze Srodkéw KUL pt. , Syntetyczna wspolnota mikroorganizméw (SynCom) jako
skfadnik biopreparatu wspomagajacego funkcjonowanie holobiontu pszenicy" (2022-2024).
Teraz wykonuj¢ prace profilowania mikroorganizméw zasiedlajacych gleby rolnicze oraz
osady denne z wykorzystaniem technik molekularnych (NGS, Real-time PCR) w trzech
projektach badawczych [Zal. 4: 11 I1; Zal. 4: II 12 i Zal. 4: II 14]. Jestem wspotautorem
dwoch patentow: pt. ,,Sposéb otrzymywania ektoiny przy udziale konsorcjum bakterii
zasiedlajgcych odpadowe skaty przyweglowe. (P.395782). data uzyskania 20.11.2013 oraz
drugiego o numerze P.401711 pt. ,,Sposéb produkcji polihydroksyalkanolanéw z metanu,
przez konsorcjum bakteryjne zasiedlajace skale przyweglowsa - data uzyskania 18.12.2014.

Ponadto, jestem gléwnym autorem zgloszenia patentowego o nr P.439141 pt. "Biopreparat
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i sposob otrzymywania biopreparatu wspomagajacego wzrost i rozwQ] pszenicy ozimej
zawierajacego szczepy endofityczne" zgloszonego w Urzedzie Patentowym Rzeczpospolitej
Polskiej. Nadmieniam, ze réwniez jestem autorem znaku towarowego INNOENDOP o nr
Z.532983 zatwierdzonego przez Urzad Patentowy Rzeczpospolitej Polskiej [Zal. 4: 1I B].
Potwierdzeniem aktywnosci naukowej jest tez méj czynny udziat w licznych [Zal. 4: 111 B].
konferencjach naukowych, zaréwno krajowych, jak i migdzynarodowych, gdzie
prezentowatam wyniki badan w formie referatow i posteréw [Zal. 4: II K; Zal. 4: ITI B].
Jestem wspoforganizatorem III  Sympozjum Naukowego pt. "Metagenomy roznych
srodowisk" (2018 rok). Wspétorganizowatam tez konferencje naukowsg pt. ,,Biotechnologia -
energia jutra” (19-20.10.2017). Bralam udzial w organizowaniu réwniez konferencji
we wspolpracy z Fundacjg Tygiel m.in. I Ogélnopolska Konferencje Naukowa "Metody
chromatograficzne w nauce, przemysle i medycynie" oraz II Ogélnopolska Konferencje
Naukowg Krimed ,Metody badawcze w kryminalistyce i medycynie sadowej”. Bylam tez
cztonkiem 12 Komitetow Naukowych konferencji [Zal. 4: TII C]. W roku 2024 bede
wspotorganizowa¢ na KUL VIII edycje Ogolnopolskiego Sympozjum Mikrobiologicznego
,Metagenomy roznych srodowisk”.

Bedac asystentem na Wydziale Matematyczno-Przyrodniczym Instytutu Ochrony
Srodowiska w latach 2008-2009 opracowywalam 1 prowadzitam éwiczenia dla studentéw
Ochrony Srodowiska [Zal. 4: 111 I]. Od 2015 r. prowadzg zajgcia (wyktady i ¢wiczenia) dla
studentéw Biotechnologii (I i II stopnia) w nowo utworzonym Instytucie Biotechnologii
na Wydziale Biologii i Nauk o Srodowisku KUL [Zal. 4: TI1 I].

Bytam promotorem pomocniczym 8 prac magisterskich [Zal. 4: III J]. Ponadto, bylam
rowniez  kopromotorem  pracy  doktorskiej pt. ,,  Wykorzystanie potencjatu
biotechnologicznego ukladu rodlina — endofity do stymulacji wzrostu pszenicy ozimej”
obronionej 19 pazdziernika 2021 roku z wyréznieniem na Wydziale Agrobioinzynierii
Uniwersytetu Przyrodniczego w Lublinie [Zal. 4: III K]. Bylam opiekunem naukowym pracy
doktorskiej wykonywanej w ramach projektu finansowanego z Migdzynarodowego Funduszu
Wyszehradzkiego. Praca doktorska pt. ,,Physiological basis of productivity and grain quality
of spring wheat" zostata obroniona przez Orysi¢ Makar na Lwowskim Uniwersytecie im. Ivan
Franko National University of Lviv w dniu 5 maja 2023 [Zal. 4: III K]. Jestem opiekunem
studentéw Biotechnologii w jezyku angielskim (od I roku akademickiego 2020/2021). Bytam
rowniez kuratorem kota Naukowego Studentow Biotechnologii w latach 2014-2016 [Zal. 4:
IIT Q]. Pracuje rowniez aktywnie naukowo ze studentami Biotechnologii, zachecajac ich do

pisania prac popularno-naukowch [Zak. 4: AS0 i A51]. Posiadam rowniez ocene wyrdzniajaca
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za dziatalno$¢ naukowsa i dydaktyczng w latach 2013-2019 i 2021-2023 [Zal. 4: IIT D]J.

Otrzymatam réwniez nagrody indywidualne i zespotowe Rektora za dzielnosé naukowg oraz
w 2022 roku zostal mi przyznany Laur Uniwersytecki drugiego stopnia za zrealizowanie
grantu badawczego wyrdzniajgcego si¢ przelomowymi wynikami [Zal. 4: 11 J]. W roku 2020
otrzymatam Medal Komisji Edukacji Narodowej.

Peinitam funkcje recenzenta w 15 pracach licencjackich oraz 5 magisterskich.
Zrecenzowatam ponadto 51 publikacji naukowych, w tym 43 z listy A czasopism MNiSW,
m.in. Frontiers in microbiology, Frontiers in Plant Science, Science of the Total Environment,
Chemosphere, Ecotoxicology and Environmental Safety, Environmental Science and
Pollution Research, Geomicrobiology Journal [Zal. 4: IIT P]. Pelnitam réwniez funkcje
recenzenta w przewodzie doktorskim Sansuta Mohanty pt. ,Recovery of electrolytic
manganese from mining waste by fungal bioleaching” prowadzonym na uniwersytecie:
Siksha O Anusandhan University [Zal. 4: III K].

Oprocz dziatalnosci naukowo—dydaktycznej angazowatam sie réwniez w prace na rzecz
Uniwersytetu i Wydziatu. W latach 2019 - 2021 uczestniczytam w pracach Komisji
Uniwersyteckiej ds. Ksztatcenia a takze bralam czynny udzial w opracowywaniu efektow
ksztalcenia oraz programu studiéw Biotechnologii I i II stopnia w ramach uczestnictwa
w pracach Komisji ds. Programu i Efektow Ksztalcenia. Bralam réwniez aktywny udziat
w przygotowaniu odpowiedzi do Raportu Samooceny dla PKA dla I i II stopnia
Biotechnologii w kwestiach odnosnie systemu jakosci ksztalcenia na kierunku Biotechnologia
(Wrzesien 2015). W latach 2016 — 2017 petnitam funkcje koordynatora ds. promociji
na Wydziale Biotechnologii i Nauk o Srodowisku, w 2016 roku koordynatora ds. Lubelskiego
Festiwalu Naukowego , a takze koordynatora ds. Nocy Biologéw [Zal. 4: ITI I].

Od 2011 roku biorg czynny udziat w Lubelskim Festiwalu Nauki, tgcznie zrealizowatam
11 projektow, jak rowniez wigczam sig (od 2014 roku) w Noc Biologéw, gdzie przedstawilam
7 projektow. W latach 2015 prowadzitam tez zajecia dla dzieci w ramach Uniwersytetu
Otwartego KUL, gdzie zaprezentowalam 2 pokazy polaczonych z wykladami
multimedialnymi. W ramach promocji kierunku Biotechnologia w 2011 roku wzielam udziat
w nagraniu programu pt. "Kolory Biotechnologii", realizowanym przez TVP3 Lublin [Zal. 4
I 1].

Nalezg do Polskiego Towarzystwa Mikrobiologow, Polskiego Towarzystwa Genetycznego
oraz Polskiego Towarzystwa Metabolomicznego [Zal. 4: IIT H].

6. Podsumowanie dorobku i dane bibliometryczne

6.1. Publikacje i konferencje
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Typ publikacji

1. Przed doktoratem

Suma (1+2)

Liczba

Ika

Punkty

Liczba

IF rox

Punkty

Liczba

IFruk

Punkty
MNiSW/MEIN

publikacii | MINISW/MEIN

publikacji

MNiSW/MEIN

publikac)i

Recenzowane
czasopisma z
bazy JCR!

3

4,493 65

32 108,029

2335 35

112,522

2400

Recenzowane
czasopisma
spoza listy
JCR%?

7 4,434

117

4,434

139

Rozdzialy w
ksigzkach

Monografie

80 3

85

Rozdzialy w
monografii

RAZEM

4,493 87

43

2532 51

116,956

2539

IF
(WoS+Google
based)

Konferencje
miedzynarodowe

8

26

34

Konferencje
krajowe

6

59

65

RAZEM

14

85

99

' _czasopisma z listy A, 2 —czasopisma z listy B, * — czasopisma spoz

a listy MNiSW

publikujgce IF (Google-based) na swoich stronach internetowych (szczegély znajdujg si¢ w

Zataczniku nr 4)

6.2. Cytowania* i indeks Hirscha

Web of Science Scopus Google Scholar | Research Gate
[los¢ cytowan* 574 751 946 559
Indeks Hirscha** 15 15 17 14

* liczba cytowan dla kazdej publikacji przedstawiona jest w Zataczniku nr 4

# bez autocytowan

*#* gtan na dzieh 19.07.2023
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