XXIX OGOLNOPOLSKI ZJAZD
POLSKIEGO TOWARZYSTWA
MIKROBIOLOGOW

15-17 WRZESNIA 2022,
WARSZAWA

SESJA 2

Mikrobiologia srodowiska naturalnego
| przemystowego, bioréznorodnosc¢
| bioremediacja, biotechnologia



Komitet naukowy:

prof. dr hab. Ewa Augustynowicz-Kope¢ - przewodniczacy

prof. dr hab. Stefan Tyski - wiceprzewodniczacy
dr Anna Zabost - sekretarz

prof. dr hab. Jacek Bielecki - cztonek

prof. dr hab. Gabriela Bugla-Ptoskonska - cztonek
prof. dr hab. inz. Katarzyna Czaczyk - cztonek
prof. dr hab. Alicja Ekiel - cztonek

prof. dr hab. Beata Gutarowska - cztonek

prof. dr hab. Beata Krawczyk - cztonek

prof. dr hab. tucja taniewska-Trokenheim - cztonek
prof. dr hab. Wanda Matek - cztonek

prof. dr hab. Jacek Miedzobrodzki - cztonek
prof. dr hab. Beata Sadowska - cztonek

prof. dr hab. Elzbieta A. Trafny - cztonek

dr hab. Wioletta Adamus-Biatek - cztonek

dr hab. Tomasz Jagielski - cztonek

dr hab. Jolanta Karakulska - cztonek

dr hab. Agnieszka E. Laudy - cztonek

dr Anna Biatecka - cztonek

dr Tamara Daniluk - cztonek

dr Joanna Jursa-Kulesza - cztonek

dr Alicja Sekowska - cztonek

dr Mariusz Worek - cztonek

Organizator merytoryczny:

%

POLSKIE TOWARZYSTWO MIKROBIOLOGOW.

Biuro Polskiego Towarzystwa Mikrobiologéw
ul. Banacha1b

02-097 Warszawa

WUM Budynek CePT

tel. 22116 61 77 lub 76
e-mail: ptm.zmf@wum.edu.pl

Komitet organizacyjny:

prof. dr hab. Stefan Tyski - przewodniczacy

prof. dr hab. Ewa Augustynowicz-Kope¢ - wiceprzewodniczaca
dr hab. Agnieszka E. Laudy - sekretarz

prof. dr hab. Elzbieta A. Trafny - cztonek

dr hab. Katarzyna Pancer - czionek

dr hab. Edyta Podsiadty - cztonek

dr Anna Zabost - czionek

Organizator logistyczny:

MediCare”

Medicare S.C.
ul. Fiotkowa 54
05-123 Chotomoéw

tel: 888 906 323
tel: 608 517 740
e-mail: biuro@medicare.waw.pl



o
NSRS

Sponsorzy instytucjonalni:
$ISME

*i Federation of European X172
** Microbiological Societies International Society
of Microbial Ecology

Ministerstwo
Edukacji i Nauki

Dofinansowano z programu ,Doskonata nauka
Ministra Edukacji i Nauki.
Umowa Nr DNK/SP/463237/2020

Sponsor Gtowny Zjazdu:

BIOMERIEUX

_

Sponsorzy:

DiaS()rin P—

BERLIN-CHEMIE

A'h
B D MENARINI

Wystawcy:
BISAF

A\ sreena BIOMAXIMA 0
Graso

EURPCI)‘IMQMUN TseT e
BIOTECH

POLSKA _

Q EcoLaB e
X

MOGENA ineesio By, €.

Diagnostyka molekularna
7 ? ThermoFisher
MED SUN| | Perlan scientiFic Tz
X ¥ amember of Altium Group The world leader in serving science

N
35338 SMS sterBies
QIAGEN
Patronat medialny:
i \ / Warsaw ' 'wvkomcrwo
Laboratorium \\\\ Cover O U)wersviery

PRZEGLAD OGOLNOPOLSKI ]




Spis tresci:

LT A<= Lo PR 8

NOWE ROZWIAZANIA BIOTECHNOLOGICZNE DLA ROZWOJU ZROWNOWAZONYCH STRATEGII
UPRAWY ROSLIN, Z UWZGLEDNIENIEM DIAGNOSTYKI, ZWALCZANIA | MONITORINGU KLUCZOWYCH
FITOPATOGENOW

Prof. dr Nab. MagdalenNa FrgC.. . ettt sttt b et be bt 9

MIKROORGANIZMY ZIMNOLUBNE - ZRODEO UNIKATOWYCH | CENNYCH DLA PRZEMYStU
BIOMOLEKUL
Ar NAD. INZ. ANETA BIatKOWSKA ...viiiieiiei ittt ettt ettt ettt e etee e esestteessabeesssssseesssaseessssaseesssssseessssseessns 11

BAKTERIE ANAMMOX - WYJATKOWY GRACZ W BIOLOGICZNYCH ROZGRYWKACH USUWANIA AZOTU

SCIEKOW

dr hab. Aleksandra Ziembinska-BUCZYASKA. ......ccooevieiiririinieieiresietesese ettt st 12
KomuniKaty UStNE: ......ccciiiiiiiiiiiiiiiiniiniiininnsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 13

NANOMATERIALY JAKO REGULATOR METABOLIZMU PIERWOTNEGO | WTORNEGO PSEUDOMONAS
AERUGINOSA ..ottt et a e s bbb b s bbb e b e s bt s b e b e sbesbeesnennens 13

ANTYBIOTYKOOPORNE BAKTERIE W POWIETRZU OKOLIC MIEJSKIE] OCZYSZCZALNI SCIEKOW ....... 15

ZASTOSOWANIE SZCZEPIONKI MIKROBOLOGICZNE] W DEGRADAC]I NIESTEROIDOWYCH LEKOW
PRZECWZAPALNYCH.....ooiiiiiiiiiitctn bbb sa s b 16

CHARAKTERYSTYKA IZOLATOW BAKTERYJNYCH Z ROZNYCH SRODOWISK WYKAZUJACYCH CECHY
PROMUJACE WZROST ROSLIN O ZROZNICOWANE] TOLERANCJI NA WYBRANE STRESY ABIOTYCZNE

WPLYW HERBICYDOWYCH CIECZY JONOWYCH NA ZMIANY MIKROBIOMU GLEB UPRAWNYCH ........ 18

PlaKaty:....ccoiiiiiriiiiiiiiiiiiiiisiiininssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 19

CZY SYMULOWANA POWODZ POWODUJE WZROST BAKTERII PATOGENNYCH W ZALANYCH

GLEBAGCH? 1 bbb bbb 19
WPLYW OPORNEJ DEKSTRYNY NA MARKERY ODDZIALYWANIA ZDROWOTNEGO.......ccccevvvviniiniinenne. 20
TRICHODERMA SPP JAKO ANTAGONISTA FITOPATOGENOW GRZYBOWYCH | CZYNNIK

BIODEGRADACJI CELULOZY ...ttt s et ess e b s enesaesnssnsesnesnes 21
GRONKOWCE WCHODZACE W SKEAD MIKROBIOTY SKORY COLUMBA LIVIA DOMESTICA .....oucveveena. 22
PLURALIBACTER GERGOVIAE - NOWE MIKROBIOLOGICZNE ZAGROZENIE W KOSMETYKACH ............... 23
BAKTERIE BIOFILMOTWORCZE SRODOWISKA PRODUKCJI CUKRU | SPOSOBY ICH ELIMINACJI .......... 24
GRONKOWCE WCHODZACE W SKEAD MIKROBIOTY SKORY KOZ ... 25



KRZYZAK BURSZTYNOWY LARINIOIDES PATAGIATUS (ARANEAE: ARANEIDAE) REZERWUAREM BAKTERII
SERRATIA LIQUEFACIENS ......oooiiieiiiiiiiiiietststctctettet ettt sttt sa et b e 26

PRZYDATNOSC FARMAKOPEALNE] METODY BADANIA CZYSTOSCI MIKROBIOLOGICZNE] KAPSULEK
TWARDYCH Z LIMECYKLINA. ..ttt sa et sa et sa bbb sae s 27

OZONOWANIE JAKO WSTEPNY ETAP TECHNOLOGII OCZYSZCZANIA SCIEKOW POCHODZACYCH Z
PRZEMYSEU KOSMETYCZNEGO .....oiiiiiiiiiiiciciiinetctctnretet ettt sb e saesae s 28

BADANIE WPLYWU PREPARATOW BIOLOGICZNYCH NA AKTYWNOSC METABOLICZNA
MIKROORGANIZMOW GLEBOWYCH W GLEBIE ROLNICZE] .....ovuecvereeereeeeeeesseesse e sesssessenns 29

DLUGOTERMINOWE PRZEZYCIE BAKTERII ZLIOFILIZOWANYCH W LATACH 1968-2017 NA
PRZYKEADZIE ZASOBOW POLSKIE) KOLEKCJI MIKROORGANIZMOW ......oooveveiiereerseesiessieseessesserens, 30

PRZECIWDROBNOUSTROJOWA AKTYWNOSC EKSTRAKTOW CO2 OTRZYMANYCH Z GLECHOMA
HEDERACEA ...ttt bbb bbb bbb bbb 31

NOWE GENOMY MIKROORGANIZMOW HALOFILNYCH WYIZOLOWANYCH ZE ZRODEL
SOLANKOWYCH W POLUDNIOWE]J POLSCE .....ccooiiiiiiiiiiiiiiiiiiciic i 32

IDENTYFIKACJA SZCZEPOW PROTOTHECA IZOLOWANYCH OD KROW MLECZNYCH | ZE SRODOWISKA
[CH BYTOWANIA NA TERENIE POLSKI ..ottt 33

INTEGRONY OPORNOSCI PALECZEK ENTEROBACTERALES WYHODOWANYCH Z PROBEK POBRANYCH
OD PISKLAT, Z POWIERZCHNI JAJ | GNIAZD BOCIANA BIALEGO Z TERENU POLSKI | HISZPANII .......... 34

EKSPRESJA WYBRANYCH GENOW U BAKTERII Z RODZAJU SERRATIA | PSEUDOMONAS W OBECNOSCI
GRZYBOWYCH FITOPATOGENOW .....ocoviieieiieieeeetsses s saessesss s ss s sas st sasssessssanns 35

POTENCJAL PROBIOTYCZNY BAKTERII PEDIOCOCCUS PENTOSACEUS WYIZOLOWANYCH Z
ODCHODOW PROSIAT SSACYCH ovovrreeeeeeeeeeereesseessseesessssssesssssesessssssesssssssessssssessssessesessssessssesensssssssssssees 36

OPRACOWANIE BIONAWOZOW PRZEZNACZONYCH DO POPRAWY JAKOSCI BIOLOGICZNEJ GLEB ...37

STRATEGIA OPRACOWANIA BIOKOMPONENTOW OPARTYCH O BAKTERYJNE METABOLITY,
ZNAJDUJACYCH ZASTOSOWANIE W PRODUKC)I NOWATORSKICH BIONAWOZOW. ........cveveerereran. 38

SYNTEZA FITOHORMONOW (IAA | GA) ORAZ AKTYWNOSC DEAMINAZY ACC W HODOWLACH
SZCZEPOW TRICHODERMA SPP. WYIZOLOWANYCH Z RYZOSFER ROZNYCH ROSLIN .....cvvvereirrinans 40

CECHY GRZYBOW ASPERGILLUS (PHIALOSIMPLEX) SALINARUS, WYIZOLOWANYCH Z POWIETRZA
KOPALNI SOLIBOCHNIA ..ottt sa bbb s b s 41

IZOLACJA | ANALIZA LEKOOPORNYCH PALECZEK GRAM-UJEMNYCH BYTUJACYCH W WARSZAWSKICH
JEZIORACH . ..ottt bbb bbb b e s e b e 42

BIOROZNORODNOSC | POTENCJAL BIOTECHNOLOGICZNY DROZDZY WYIZOLOWANYCH Z PROB
WODY Z MORZA BAETYCKIEGO ...ttt sessseaess s sssesse s ss s sas st sassassassssessssassasssssssesans 43

IDENTYFIKACJA | CHARAKTERYSTYKA RHIZOBIOFAGOWE] DEPOLIMERAZY EGZOPOLISACHARYDU.. 45



DYNAMIKA | ZtOZONOSC WSPOLNOT MIKROORGANIZMOW PRODUKUJACYCH BIOWODOR |
BIOMETAN W UKEADZIE DWUSTOPNIOWYM w..oeeeeeeeeeeeeeeeeseeeeeesesesaeeesesesessssesessesssesesssssssessssssesessssssssesens 46

IZOLACJA SZCZEPOW WIELOLEKOOPORNYCH W OCZYSZCZALNI SCIEKOW SWS SWARZEWO........... 48

WPLYW INTENSYWNOSCI MIESZANIA | TEMPERATURY NA PRODUKCJE RAMNOLIPIDOW
WYTWARZANYCH PRZEZ PSEUDOMONAS AERUGINOSA .......ooovvviiviiiiiiniiniiicicniintctcrcseserene e 49

IDENTYFIKACJA | CHARAKTERYSTYKA FAGOW SPECYFICZNYCH DLA RHIZOBIUM LEGUMINOSARUM BYV.
TRIFOLIT oottt bbbt b e bbb b bbbt 50

MONITOROWANIE BIOAUGMENTOWANYCH KULTUR MIESZANYCH PRODUKUJACYCH KROTKO |
SREDNIOEANCUCHOWE KWASY TEUSZCZOWE Z GLIEROLU ....ocvvieeieriaieeiesee s 51

AKTYWNOSC METABOLICZNA GLEBOWYCH ZBIOROWISK MIKROORGANIZMOW- WPLYW
GLEBOKOSCI | PROCESOW GLEBOTWORCZYCH ..o sesessss s sssssss s ssesssssans 52

WPLYW STOSOWANIA BIOPREPARATU NATURALIZACYJNEGO NA ROZNORODNOSC FUNKCJONLNA
MIKROORGANIZMOW GLEBOWYCH NA EKOLOGICZNEJ PLANTAC) MALIN .....ovvernrrrienieeisieesienean, 53

NOWE ROZWIAZANIA BIOTECHNOLOGICZNE W DIAGNOSTYCE | ZWALCZANIU PEZICULA spp.
PATOGENOW GRZYBOWYCH JABLEK. ZALOZENIA PROJEKTU LIDER APPAT(REE ......ccoveveereerererrane, 54

KWASOWOSC | SLODYCZ: WEASCIWOSCI ZYWNOSCI | ICH ROLA W KONTROLOWANIU CZYNNIKA
POWODUJACEGO PSUCIE, GRZYBA ASPERGILLUS SP. (POSTAC TELEOMORFICZNA: NEOSARTORYA SP.)

ANALIZA SIECI POWIAZAN BAKTERII W ZDROWYCH | CHORYCH PROBKACH EKOLOGICZNE]J
TRUSKAWKI ..ottt bbb bbb bbb bbb bbb be s 56

WPLYW NAWOZOW MINERALNYCH WZBOGACONYCH MIKROBIOLOGICZNIE NA OBFITOSC GENOW
BIORACYCH UDZIAE W OBIEGU AZOTU ...cuiiiiiiiiniiiieieienitetentesiestesresre sttt ssesre st aesnesre e esnesnes 57

PRODUKCJA PHA PRZEZ MIESZANE KULTURY METANOTROFICZNE.........cccovvviniiiiniiniiiiicnicncceciees 58

ANALIZA METAGENOMOWA MIKROBIOMU BOROWIN STOSOWANYCH W LECZNICTWIE
UZDROWISKOWYM ..ottt sttt sttt sttt she st b s bt st sbe b sbt b ebesb e s bt e nebesbessnesnenne 59

PROFIL AKTYWNOSCI PRZECIWBAKTERYJNE) METABOLITOW WTORNYCH WYTWARZANYCH PRZEZ
NOWY GATUNEK PROMIENIOWCA Z RODZAJU STREPTOMYUCES ......coovviviiieiiniinicieninecicreniesieeeenenes 60

CHARAKTERYSTYKA TAKSONOMICZNA NOWEGO GATUNKU PROMIENIOWCA Z RODZAJU
STREPTOMYUES ..ottt bbb bbb bbb bbb 61

E-Plakaty:....cooovrrneeeeiiiiiiiiininnnnnnneentiiiiessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 02

ZDOLNOSC WYBRANYCH SZCZEPOW WYIZOLOWANYCH Z SKEADOWISKA ODPADOW
NIEBEZPIECZNYCH W ZGIERZU DO WZROSTU W OBECNOSCI ODCIEKOW | ICH MOZLIWE]
DETOKSYKACT ottt bbb bbb b bbb bbb bbbt b b e b b 62

ZMIANY W PROFILU LIPIDOWYM SZCZEPU PSEUDOMONAS SP. L1 WYWOEANE ROZNYMI
WARUNKAMI HODOWLL...cviiiiiiiiiiiiiiiiinititini et esesa st esb s s n b srsssn b sns 64

POROWNANIE BEZPIECZENSTWA MIKROBIOLOGICZNEGO W KARMACH SUCHYCH DLA KOTOW PO
OTWARCIU ORAZ PO 45 DNIACH PRZECHOWYWANIA ......ccoiiiiiiiiiiniircrcnrerence s 65



CUKROWNIA JAKO ATRAKCYJNA LOKALIZACJA INNOWACYJNYCH TECHNOLOGII ENERGII
ODNAWIALNE] ..ottt b et b bbb bt bbb e bt be b e b e ns 66

AKTYWNOSC ABAMEKTYNY STREPTOMYCES AVERMITILIS DLA ROSLINOZERNYCH GASIENIC
SPODOPTERA EXIGUA ...ttt sb et s sa et b b sae s 67

OCENA ZDOLNOSCI PROMOC]I KIEEKOWANIA NASION MARCHWI ZWYCZAJNE] (DAUCUS CAROTA L.)
PRZEZ RYZOBAKTERIE WYKAZUJACE ZDOLNOSC DO SOLUBILIZAC)I FOSFORU | SYNTEZY AMONIAKU

........................................................................................................................................................................... 68
STRUKTURA ANTYGENU O-SWOISTEGO AEROMONAS ENCHELEIA A4 REPREZENTUJACEGO NOWA
SEROGRUPE AEROMONADOW PGO1, DOMINUJACA W POLSKIE] AKWAKULTURZE ........ccoorrrrrerranne 69
CZYNNIKI WIRULENCJI WIELOLEKOOPORNYCH SZCZEPOW Z GATUNKU ESCHERICHIA COLI
IZOLOWANYCH Z WOD SEODKICH .....couoveieeieiecestsssie e saesses s sassss s sss s sassasssessssans 70
BIOROZNORODNOSC MIKROBIOLOGICZNA W POWIETRZU WOKOL FARMY INTENSYWNEGO
CHOWU DROBIU ...ttt 71

BIOTRANSFORMACJA OLEJU NAPEDOWEGO PRZEZ DROBNOUSTROJE IZOLOWANE ZE ZtOZ WEGLA

BRUNATNEGO ... eeeeteee e e et eeeeeeeesesesessaseseseesssesessesssesessssasasesssssesssessassssssassassssasasassssasasassssassasessessssseens 72
CHARAKTERYSTYKA REZYSTOMU WODY | PIASKU NADBRZEZA MORZA BALTYCKIEGO ....eeeveeevveenn 73
CZY TELEFONY KOMORKOWE PACJENTOW HOSPITALIZOWANYCH SA WEKTOREM TRANSMIS]!

DROBNOUSTROJOW? ..ottt et et se e seses e esatsassesessessesassaesesassassesassassesasasassesassassssasssassenas 74
ZMIENNOSC STRUKTURY ZBIOROWISK GRZYBOW W ZDEGRADOWANE] GLEBIE NAWOZONE]

BIONAWOZEMFOSFOROWYM ....veeeeeeeeeeeeeeseseeeeseseseeeesesesssessesessssssesssssssssssssssssssssesasnsessasssesssssssssssssssssssens 75
BIODEGRADACJA POLIMEROW PLA PRZEZ MEZOFILNE BAKTERIE .....ueveveeeeeeeseeeeeeeeeeeeeeseeeeseesneseans 76
BIODEGRADACJA ZIELENI MALACHITOWE) PRZEZ PSEUDOMONAS SP. T6AT ceeveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeeeseeeenes 77

LIPIDY BLON PECHERZYKOW WIELOLAMELLARNYCH UWALNIANYCH DO SRODOWISKA PRZEZ
ACANTHAMOEBA CASTELLANIT ..ottt st sb st sa e s sr s ne b 78



Wyktadly:

NOWE ROZWIAZANIA BIOTECHNOLOGICZNE DLA ROZWOJU
ZROWNOWAZONYCH STRATEGII UPRAWY ROSLIN,

Z UWZGLEDNIENIEM DIAGNOSTYKI, ZWALCZANIA

| MONITORINGU KLUCZOWYCH FITOPATOGENOW

prof. dr hab. Magdalena Frac

MIKROORGANIZMY ZIMNOLUBNE - ZRODLO UNIKATOWYCH
| CENNYCH DLA PRZEMYStU BIOMOLEKUL
dr hab. inz. Aneta Biatkowska

BAKTERIE ANAMMOX - WYJATKOWY GRACZ

W BIOLOGICZNYCH ROZGRYWKACH USUWANIA AZOTU
SCIEKOW.

dr hab. Aleksandra Ziembinska-Buczynska



NOWE ROZWIAZANIA BIOTECHNOLOGICZNE DLA ROZWOJU
ZROWNOWAZONYCH STRATEGII UPRAWY ROSLIN,
Z UWZGLEDNIENIEM DIAGNOSTYKI, ZWALCZANIA
| MONITORINGU KLUCZOWYCH FITOPATOGENOW

Magdalena Frac

Instytut Agrofizyki im. Bohdana Dobrzanskiego Polskiej Akademii Nauk, ul. Doswiadczalna 4, 20-290
Lublin, Polska

E-mail: m.frac@ipan.lublin.pl

Najnowsza diagnoza stanu srodowiska rolniczego przedstawiona w raporcie dotyczacym rolnictwa
regeneracyjnego’ wskazuje na koniecznos¢ odbudowy bioréznorodnosci oraz przywrécenia zdrowia
glebom, w tym zwiekszenia ich zdolnosci do sekwestracji wegla w celu tagodzenia zmian klimatycznych.
Chociaz wiedza o glebach powiekszyta sie istotnie w ciggu ostatnich dziesiecioleci, to nadal istnieje
potrzeba badan S$rodowiska glebowego, zwtaszcza w kontek$cie zdrowia i bioréznorodnosci
mikroorganizméw. Ze wzgledu na postepujacg degradacje gleb na catym Swiecie oraz zagrozenia dla
jakosci gleb i roslin, nalezy podkresli¢ ogromne znaczenie mikroorganizmow - bakterii i grzybdéw
promujgcych wzrost i rozwdj roslin, przy jednoczesnym zwiekszaniu odpornosci roslin na biotyczne
(patogeny) i abiotyczne (susza, Swiatto, zasolenie, zakwaszenie) stresy Srodowiskowe. Jednym
z wazniejszych czynnikow, ktére moglyby wptyng¢ na poprawe bior6znorodnosci gleb i ich
produktywnos$¢ jest opracowanie i stosowanie nawozéw biologicznych ibiopreparatéw na bazie
mikroorganizméw, a takze opracowanie metod detekcji kluczowych fitopatogenéw. Waznym wyzwaniem
dla globalnego sektora zywnos$ciowego oraz rolnictwa i ogrodnictwa jest zrozumienie czym s3
mikroorganizmy glebowe i roslinne, jako zintegrowana spotecznos¢ oraz jak ona funkcjonuje
w Srodowisku, czyli wyjasnienie funkcjonalnych aspektéw bioréznorodnosci gleby i roslin. Rozpoznanie
mikrobiologicznej bioréznorodnosci gleb i roslin w szerszym kontekscie, z uwzglednieniem postrzegania
ich jako metaorganizmu wspétistniejgcego z mikroorganizmami, zwanego holobiontem, stanowi wazna
problematyke badawczg dla rolnictwa i ogrodnictwa, bedac jedng z koncepcji obejmujgcych nowe
rozwigzania biotechnologiczne dla rozwoju zrownowazonych strategii produkgcji.

Biorgc pod uwage powyzsze wyzwania oraz zatozenia dokumentéw strategicznych, do gtéwnych
zagadnien zwigzanych z nowymi rozwigzaniami biotechnologicznymi dla zrownowazonych strategii
uprawy roslin, z uwzglednieniem diagnostyki, zwalczania i monitoringu kluczowych fitopatogenéw nalezg
badania nad: 1) bior6znorodnoscig funkcjonalng i genetyczng mikroorganizméw glebowych, w tym
poznaniem mikrobiomu gleby, roslin i odpadoéw; 1) wykorzystaniem interakcji gleba-roslina-mikrobiom
dla rozwoju zréwnowazonych strategii hodowlanych i produkcyjnych; I1ll) opracowaniem i/lub
testowaniem nowych biopreparatéw, biostymulatorow i (bio)nawozéw dla rolnictwa zrownowazonego
i ekologicznego oraz metod detekcji (m.in. PCR, gPCR, ddPCR, LAMP, NGS) patogendw roslin; 1V)
identyfikacjg mikroorganizméw, ich réznorodnoscig fenotypowg i interakcjami; V) wptywem zwigzkéw
chemicznych, ekstraktéw roslinnych, konserwantéw, metabolitéw wtérnych czy postbiotykdéw na wzrost
i metabolizm mikroorganizméw; VI) charakterystykg metaboliczng, morfologiczng i genetyczng
mikroorganizméw fitopatogenicznych, w tym nienatywnych, pojawiajgcych sie w wyniku zmian klimatu,



grzybow termoopornych stanowigcych mikrobiologiczne zanieczyszczenia ptodéw rolnych, a takze
pozytecznych mikroorganizméw probiotycznych oraz stymulujgcych wzrost i rozwoj roslin.

'EASAC, Regenerative agriculture in Europe A critical analysis of contributions to European Union Farm
to Fork and Biodiversity Strategies. European Academies Science Advisory Council, EASAC policy report
44, pp. 70, April 2022, ISBN: 978-3-8047-4372-4, www.easac.eu

Zrédto finansowania: BIOSTRATEG3/344433/16/NCBR/2018; BIOSTRATEG3/347464/5/NCBR/2017; ERA-NET
SusCrop SUSCROP/I/POTATOMETABIOME/01/2019/NCBR; PRELUDIUM BIS-2 NCN UMO-2020/39/0/NZ9/03421;
OPUS 12 NCN UMO-2016/23/B/NZ8/00564; OPUS 15 NCN UMO-2018/29/B/NZ9/00982; LIDER/7/0054/L-
12/20/NCBR/2021; MINIATURA 5 NCN DEC 2021/05/X/NZ9/01672; MINIATURA 5 NCN 2021/05/X/NZ9/00341;
EJP SOIL Proposal ID7 SOMPACS NCBR; HORIZON EUROPE Proposal numer 101082289 LEGUMINOSE.
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Mikroorganizmy zimnolubne sg najbardziej rozpowszechniong grupg ekstremofili na naszej planecie.
Wynika to z faktu, ze blisko 85% ziemskiej biosfery jest stale narazone na temperatury ponizej 5°C.
Te zimne srodowiska obejmujg Arktyke, Antarktyde, wody morskie, $nieg, 16d morski i lodowce, a takze
gleby obszaru tundry, zimne pustynie i jaskinie. Do organizméw zimnolubnych wyizolowanych z tych
srodowisk nalezg przedstawiciele: bakterii, archeonéw, drozdzy, grzybéw strzepkowych,
jednokomorkowych glonéw i cyjanobakterii. W stosunku do tego rodzaju organizmdéw uzywa sie czesto
terminéw psychrofile oraz psychrotrofy. Drobnoustroje nalezgce do obu z tych grup s3 zdolne do
wzrostu w temperaturze 0°C, jednak optymalna temperatura wzrostu psychrofili nie przekracza 15°C,
natomiast psychrotroféw znajduje sie w zakresie 20-40°C.

Dla biologa ekscytujace jest pytanie, dzieki jakim mechanizmom adaptacyjnym psychrofile rozwijajg sie
w tak niezwyktych Srodowiskach. Wiele z nich juz poznano na poziomie molekularnym, inne ciggle
jeszcze pozostajg zagadka. Jedno jest pewne - te ustroje produkujg niezwykte bioczasteczki, potencjalnie
interesujgce dla gospodarki, medycyny, rolnictwa i farmacji. Naleza do nich z pewnoscig biatka
katalityczne, zaadaptowane do dziatania w niskich temperaturach. Wiele z tych enzyméw, w tym np.
psychrofilne proteinazy, bedace komponentami detergentéw pioracych w temperaturze wody
wodociggowej, B-galaktozydazy wykorzystywane do otrzymywania naturalnego stodzika D-tagatozy, czy
lipazy i ksylanazy biorgce udziat w przetwarzaniu zywnosci, jest juz skomercjalizowanych
i wykorzystywanych w nauce i gospodarce. Inne, np. psychrofilne oksydoreduktazy, czekajg na
komercjalizacje i wykorzystanie w przemysle spozywczym, farmaceutycznym, czy tez chemicznym.

Mikroorganizmy zimnolubne sg takze Zrodtem innych, cennych bioczgsteczek, np. polinienasyconych
kwasow ttuszczowych ®-3 i -6, PUFA (nutraceutyki); polihydroksyalkanianéw, PHA (medycyna,
biopaliwa); biosurfaktantow; unikatowych pigmentéw, kompatybilnych solutéw (przemyst kosmetyczny
i farmaceutyczny), czy biatek przeciwlodowych (z ang. antifreeze proteins - AFP). Te ostatnie produkowane
sg przez wiele organizmow psychrofilnych, chronig komorki podczas zamrazania, powodujgc obnizenie
temperatury krzepniecia wody, jak réwniez inhibujgc rekrystalizacje lodu. Zjawisko rekrystalizacji lodu
jest niepozagdanym efektem podczas zamrazania, poniewaz powstajgce duze krysztaty lodu uszkadzajg
strukture komdérek, a co za tym idzie zmieniajg jako$s¢ mrozonek. Liczne publikacje, w ktérych mowa o
dodatku biatek AFP do miesa, mrozonego ciasta czy lodu, dowodzg, ze majg one ochronne wiasciwosci,
nie powodujg zmiany struktury produktu, nie powodujg utraty wody oraz barwy podczas procesu
rozmrazania.

Ogromna bioréznorodnos¢ drobnoustrojow zimnolubnych pozwala oczekiwaé, ze w miare rozwoju
badan tych organizmow, asortyment enzyméw oraz innych, czesto unikatowych substancji, ktore sa
przez nie produkowane, bedzie sie poszerzat.
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Do lat 70. ubiegtego wieku zaktadano, ze znane sg wszystkie elementy biogeochemicznego obiegu azotu
w przyrodzie. Utlenianie azotu amonowego do azotanow (V) byto zarezerwowane dla nitryfikatoréw,
a odtworzenie puli wolnego azotu w przyrodzie odpowiadaty denitryfikatory. Jednak w 1977 Engelbert
Broda w oparciu o badania termodynamiczne opublikowat dane wskazujace, ze istnieje lub istniato takie
mikrobiologiczne ogniwo tego cyklu, ktére prowadzi utlenianie amoniaku w warunkach anoksycznych
z azotanem (lll) lub (V) jako akceptorem elektrondw. Jego hipoteza zostata potwierdzona w latach 1990.
odkryciem w bioreaktorze denitryfikujgcym bakterii, ktére prowadzity taki proces. Nazwano je bakteriami
anammox (ang. anaerobic ammonium oxidation), ktérych badania prowadzone do dzi$ pozwolity opisa¢
je jako bardzo ciekawe z punktu widzenia mikrobiologii, ze wzgledu na odmienng strukture komérkowa.
Okazato sie réwniez, ze sg one niezwykle wartosciowe jako podstawa ekonomicznej biotechnologii
usuwania wysokich stezen azotu amonowego ze S$ciekéw. Proces anammox jest metoda bardzo
efektywng, ktéra w oczyszczalni $ciekdow pozwala zaoszczedzi¢c na napowietrzaniu, niezbednym
nitryfikatorom oraz na dozowaniu zewnetrznego zrddta wegla organicznego, potrzebnego bakteriom
denitryfikacyjnym. Bakterie anammox nie sg jednak pozbawione wad. Te mikroorganizmy rosng wolno,
sg wrazliwe na szereg czynnikdéw fizyko-chemicznych, a optymalna temperatura ich wzrostu to ponad
30°C. Dlaczego jednak warto zainteresowac sie bakteriami anammox i prowadzonym przez nie
procesem? Na to pytanie chcialabym odpowiedzie¢ w tej prezentacji, stanowigcej kilkunastoletniag
historie badan zespotu naukowcéw z Politechniki Slgskiej, od badan charakteryzujgcych morfologie
komorki anammox, analiz zbiorowisk tych mikroorganizméw w uktadach technologicznych, az po ich
charakterystyke biochemiczng i implementacje technologiczng w skali pottechnicznej i technicznej.
Wyniki tych badan to efekt realizacji kilku projektéw badawczych (Pol-Nor/197025/37/2013, N N523
751740, N  N523 562138, NCN-2014-13-N-NZ9-00590, @ UMO-2016/N/NZ9/02147,  UMO-
2017/25/N/NZ9/01159, UMO-2013/09/D/NZ9/02438 oraz dotacji MEIN na dziatalno$¢ statutowg Wydziatu
Inzynierii Srodowiska i Energetyki Politechniki Slgskiej, 2021/22 nr BK/284/RIE7/2022), dajacy obraz
bakterii anammox jako wyjatkowego gracza w usuwaniu zwigzkéw azotu ze Sciekéw, ale réwniez
niezwyktego reprezentanta Swiata mikrobiologicznego.
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Komunikaty ustne:

Nr streszczenia: 0111

NANOMATERIALY JAKO REGULATOR METABOLIZMU
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Wiasciwosci nanomateriatéw sg intensywnie badane pod katem ich zdolnosci do hamowania wzrostu
drobnoustrojéow. Dotychczas potwierdzono kilka gtéwnych mechanizméw powodujgcych inhibicje
komorek wskutek oddziatywan fizycznych, mechanicznych i chemicznych. Mimo znaczgcego postepu
w tym obszarze, nadal niewiele publikacji zostato poswieconych oddziatywaniu nanostruktur na cechy
fizjologiczne drobnoustrojéw, w szczegdlnosci zastosowanych w koncentracjach subletalnych.

Celem badan byta ocena wptywu nanomateriatdw weglowych i nanoczgstek metali na fizjologie
pateczek Pseudomonas aeruginosa.

Materiat badawczy stanowity wybrane nanomateriaty (w tym nanorurki weglowe, tlenek grafenu,
nanoczastki metali i tlenkéw metali). Nanostruktury byly testowane z wykorzystaniem pateczek
P. aeruginosa ATCC® 27853™. Bakterie byly kontaktowane z nanomaterialami zastosowanymi
w koncentracji do 1000 pg/ml, co pozwolito na ustalenie dawek subletalnych. Komoérki byty
eksponowane na dziatanie nanomateriatu do osiggniecia stacjonarnej fazy wzrostu. W czasie hodowli
i po jej zakonczeniu oznaczano gestos¢ optyczng, ilos¢ komorek i ksztatt populacji (z wykorzystaniem
cytometrii przeptywowej), zdolnos¢ do tworzenia biofilmu (po 24 h), respiracje (z wykorzystaniem
resazuryny), a takze wytwarzanie barwnikéw fluorescencyjnych, piocyjaniny i ramnolipidéw.

Stwierdzono réznice pomiedzy hodowlami kontrolnymi i wystawionymi na dziatanie nanomateriatow we
wszystkich badanych parametrach. Uzyskany efekt byt zalezny przede wszystkim od rodzaju
nanomateriatu ijego koncentracji. Potwierdzono tendencje komoérek do aglomeracji w obecnosci
nanostruktur z jednoczesnym zwiekszeniem respiracji, co moze 3$Swiadczy¢ o uruchomieniu
mechanizméw odpowiedzi bakterii na stres spowodowany obecnoscig nanomateriatu. Nanostruktury
miaty takze wptyw na metabolizm wtérny P. ageruginosa. W niektérych koncentracjach, nanomateriaty
wzmagaty sekrecje barwnikéw fluorescencyjnych, a takze modulowaty wytwarzanie piocyjaniny
i ramnolipidow.

Nanomaterialy mogg specyficznie wptywa¢ na aktywacje metabolizmu pierwotnego i wtdrnego
P. aeruginosa. Zaobserwowane zjawiska majg znaczenie ze wzgledu na potwierdzong aktywacje
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czynnikéw wirulencji (piocyjanina, ramnolipidy), ale takze potencjalne mozliwosci maksymalizacji
biotechnologicznego wytwarzania uzytecznych metabolitow.

Badania byty finansowane ze srodkéw Narodowego Centrum Nauki, w ramach projektu Preludium 16
(Nr rej. 2018/31/N/NZ1/03064).
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Opornos$¢ na antybiotyki stwierdza sie nie tylko u szczepdédw Kklinicznych, ale réwniez u bakterii
srodowiskowych, izolowanych z wod powierzchniowych, gleby, Sciekdw, i od dzikich zwierzat. Niewiele
wiadomo jednak o wystepowaniu antybiotykoopornych bakterii w powietrzu, stad tez celem pracy byto
okreslenie wystepowania w powietrzu drobnoustrojow opornych na tetracykliny, fluorochinolony
i antybiotyki B-laktamowe, a takze szczepdw zawierajgcych w genomie integrony opornosci. Prébki
powietrza pobierano metodg aspiracyjng w poblizu mechaniczno-biologicznej oczyszczalni Sciekow
obstugujacej Poznan i okoliczne gminy. Bakterie oporne na antybiotyki izolowano na podtozu agarowym
BHI z dodatkiem tetracykliny (20 mg/L), cefotaksymu (3 mg/L) lub ciprofloksacyny (2 mg/L). Geny integraz
integronowych i geny warunkujace opornos¢ na antybiotyki wykrywano metodg PCR. Liczba bakterii
opornych na tetracyline wynosita 5,0x10? jtk/m3, na cefotaksym - 0,9x10? jtk/m3, na ciprofloksacyne -
1,1%x10% jtk/m3, a bakterii zawierajgcych w genomie integrony klasy 1 - 7,6x10% jtk/m3. Opornos$¢
na tetracykliny u bakterii wystepujgcych w powietrzu byta determinowana gtéwnie genami tet(A), tet(B),
tet(C), tet(E) i tet(M). W genomach szczepow opornych na antybiotyki B-laktamowe wykryto geny blacrx,
blasuy, blatem, blaoxa, blaces i blaves. WSréd plazmidowych gendw opornosci na fluorochinolony wykryto
gnrA. Stwierdzono réwniez obecnos$¢ pateczek Enterobacterales z integronami klasy 1 i 2. Region zmienny
integronéw zawierat geny odpowiedzialne za oporno$¢ na aminoglikozydy (aadA), trimetoprim (dfrA),

streptotrycyne (sat2) jak rowniez arsen (arsB).

Zrédto finansowania: Badania finansowane przez Narodowe Centrum Nauki w ramach projektu

2021/41/B/NZS/01138.
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Polska zajmuje 6 miejsce w Europie pod wzgledem spozycia niesteroidowych lekéw przeciwzapalnych
(NLPZ) co przyczynia sie do pojawiania sie tych substancji we wszystkich typach wod w Polsce. Jest to
szczegOlnie niebezpieczne dla organizmoéw narazonych na dtugotrwatg ekspozycje. Co wiecej, badania
wykazaty réwniez obecnos$¢ NLPZ w wodzie pitnej co moze negatywnie wptywaé na organizm cztowieka
oraz zmniejszac¢ skutecznos¢ stosowanych leczniczo NLPZ. Decydujacg role w procesach oczyszczania
zbiornikéw odgrywa mikroflora, ktéra bierze udziat zarébwno w obiegu podstawowych pierwiastkow
biogennych, jak réwniez w degradacji substancji toksycznych. Pojawianie sie trudnodegradowalnych
ksenobiotykdéw, w tym farmaceutykdéw, bardzo czesto wymaga wzmocnienia potencjatu degradacyjnego
autochtonicznego mikrobiomu zbiornika, poprzez introdukowanie mikroorganizméw o zwiekszonych
zdolnosciach  degradacji tych zwigzkéw. Celem badan byto skonstruowanie szczepionki
mikrobiologicznej, ktéra umozliwiataby wspomaganie oczyszczalni  Sciekéw  komunalnych,
farmaceutycznych, bytowo-gospodarczych w oczyszczaniu sciekédw z zanieczyszczen NLPZ. W badaniach
wykorzystano bakterie z kolekcji szczepéw Wydziatu Nauk Przyrodniczych Uniwersytetu Slaskiego
w Katowicach: Bacillus thuringiensis B1(2015b), zdolny do rozktadu 6 mg/l naproksenu i 10 mg/l
ibuprofenu, Pseudomonas moorei KB4 zdolny do rozktadu 25 mg/l paracetamolu i 6 mg/l diklofenaku,
Stenotrophomonas maltophilia KB2 i Planococcus sp. S5 zdolne do rozktadu szerokiej gamy zwigzkdéw
aromatycznych, w tym réznopodstawionych fenoli. Badania degradacyjne prowadzono w pozywce
mineralnej o sktadzie 3,78 g Na,HPO4x12H,0, 0,5 g KH,PO4, 5 g NH4Cl, 0,2 g MgS0O4x7H,0, 0,01 g
ekstraktu drozdzowego z dodatkiem mieszaniny lekow w stezeniach 10 mg/l paracetamolu, 5 mg/I
ibuprofenu oraz 1 mg/l diklofenaku i naproksenu oraz glukozy w stezeniu 0,5 g/l. Stezenie lekéw
w hodowlach oznaczano metodg HPLC, natomiast glukozy metodg antronowg. W badaniach okreslono
wplyw obecnosci dodatkowych kozanieczyszczen na wydajnos¢ rozktadu NLPZ. W wyniku
przeprowadzonych badan zoptymalizowano sktad szczepionki mikrobiologicznej uzyskujgc wydajny
rozktad NLPZ w szerokim zakresie temperatur, pH oraz w obecnosci kozanieczyszczen. Uzyskane wyniki
pozwalajg na podjecie préb testowania zaprojektowanej szczepionki mikrobiologicznej w warunkach
oczyszczalni Sciekow.

Zrédto finansowania: Narodowe Centrum Badari i Rozwoju na podstawie umowy nr TANGO-IV-A/0050/2019-00
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CHARAKTERYSTYKA IZOLATOW BAKTERYJNYCH Z ROZNYCH
SRODOWISK WYKAZUJACYCH CECHY PROMUJACE WZROST
ROSLIN O ZROZNICOWANE) TOLERANCJI NA WYBRANE
STRESY ABIOTYCZNE

Angelika Fiodor', Kumar Pranaw’, Nur Ajijah’

' Mikrobiologii i Biotechnologii Srodowiskowej, Uniwersytet Warszawski, Polska

E-mail: a.fiodor@uw.edu.pl

Bakterie promujace wzrost roslin (PGPB) to mikroorganizmy, ktére mogg wspomagaé wzrost roslin
i chroni€ rosliny przed chorobami, a takze stresami abiotycznymi poprzez wiele réznych mechanizméw.
Réznorodnos¢ warunkéw srodowiskowych moze wptywacé na ewolucje mikroorganizméw i ksztattowac
ich fenotyp. Szczegélnie gleba, ktéra jest gtdbwng niszg PGPB, jest bardzo niejednorodna pod wzgledem
sktadnikéw odzywczych, pH i wielkosci czastek. Celem badan byto wyselekcjonowanie potencjalnych
izolatow bakteryjnych wykazujgcych cechy promujgce wzrost roslin oraz zdolnych do przetrwania
w warunkach wybranych streséw abiotycznych, takich jak zasolenie lub susza. Szczepy bakteryjne zostaty
wyizolowane z gleby, piasku z Pustyni Btedowskiej oraz btota z Morza Martwego z Izraela. Pobrane préby
gleby pochodzity z ryzosfery wybranych zb6z oraz warzyw, tj. zyta, owsa, marchwi, burakéw i pietruszki,
uprawianych w pétnocno-wschodniej Polsce. Analize wybranych wiasciwosci promujacych wzrost roslin
przeprowadzono ws$rdod 33 izolatéw bakteryjnych na podstawie: (i) jakosciowej oceny zdolnosci do
solubilizacji fosforu (P) (ii) potasu (K) i (iii) cynku (Zn) za pomocg testow na podtozu statym; (iv) ilosciowa
kolorymetryczna ocena produkcji auksyny oraz (v) jako$ciowa ocena produkcji sideroforéw. Ponadto na
podstawie sekwencjonowania fragmentu genu 16S rRNA zidentyfikowano szczepy bakteryjne,
a nastepnie przeprowadzono ich analize filogenetyczng. Wéréd badanych 33 izolatow bakteryjnych
zdolnych do solubilizacji P i K, Zn byto odpowiednio 81,8%, 75,8% i 61%. Klebsiella spp. AF3II1 wykazata
najwyzszg solubilizacje P i K, podczas gdy Serratia plymuthica EDC15 i Pseudomonas putida AF111 wykazaty
odpowiednio najwyzszg zdolnos¢ do wytwarzania auksyn oraz sideroforéw. Dodatkowo wykreslono
krzywe wzrostu wybranych szczepéw w warunkach wysokiego zasolenia. Szczepy S. plymuthica EEPC5
oraz Burholderia ambifaria AF81110 sg zdolne do wzrostu w warunkach zasolenia kolejno do 8% i 10%.
Zgromadzone dane wskazujg, iz izolaty bakteryjne o réznym pochodzeniu réznig sie wiasciwosciami
promujgcymi wzrost roslin. Ponadto badane organizmy sg niejednorodne pod katem tolerancji
na zasolenie oraz susze.
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WPLYW HERBICYDOWYCH CIECZY JONOWYCH NA ZMIANY
MIKROBIOMU GLEB UPRAWNYCH
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Alternatywg dla aktualnie stosowanych $rodkéw ochrony roslin mogg sta¢ sie herbicydowe ciecze
jonowe (H(CJ). Ciecze jonowe definiuje sie jako sole ztozone z odrebnych jonéw organicznych, ktére
wystepujg w stanie ciektlym w temperaturze ponizej 100 °C. HCJ tak jak wszystkie ciecze jonowe sktadajg
sie z anionu (ktory jest czasteczkg o wiasciwosciach herbicydowych) oraz kationu. Ze wzgledu
na potencjalnie negatywny wptyw ksenobiotykéw na miokroorganizmy, HCJ powinny by¢ badane pod
katem ich wptywu na mikrobiom Srodowiska w ktérym sg stosowane. Celem pracy byta ocena wptywu
HCJ na zmiane mikrobiomu gleby rolniczej. Uktad doswiadczalny sktadat sie z gleby kontrolnej (G) oraz
gleby do ktérej dodano herbicyd w postaci czystego zwigzku (jodosulfuron) w ilosci 0,1 mg/kg gleby (A1)
oraz 25 mg/kg gleby (A2), a takze HCJ [C12CHOL][IS-M] w ilosci 0,1 mg/kg gleby (B1) oraz 25 mg/kg gleby
(B2) w przeliczeniu na zawarto$¢ czystego herbicydu w czgsteczce. Badania prowadzono butelkach
o objetosci 1 dm3, zawierajgcego 100 g gleby. Doswiadczenie prowadzono przez 28 dni.lzolacje
genomowego DNA przeprowadzono z wykorzystaniem zestaw Genomic Mini AX Soil Spin (A&A
Biotechnology). Amplifikacji poddano region V4 16srRNA w oparciu o primery 515F-806R.
Sekwencjonowania uzyskanych amplikonéw dokonano na platformie MiSeq (lllumina). Dane wyjsciowe
procesu sekwencjonowania zostaty zaimportowane do programu CLC Microbial Genomics (Qiagen).
Dane wyjsciowe poddano klastrowaniu niezaleznie wzgledem referencyjnej bazy danych: SILVA v119
na poziomie 97% podobienstwa operacyjnych jednostek taksonomicznych (OTU). Wyznaczono wybrane
wspotczynniki réznorodnosci biologicznej, a takze okreslono zmiany w populacji w metabiomie gleby
na poziomie typéw. Nie stwierdzono istotnych réznic w sktadzie mikrobiomu gleby (G) do ktérego
dodano jodosulfuron w stezeniu 0,1 mg/kg gleby (A1) i 25 mg/kg gleby (A2). W glebach tych dominowaly:
Firmicutes (57,7-62.0%), Bacteroidetes (5,8-7,6%), Proteobacteria (5,7-7,1%)oraz inne (19,2-21,8%).
Natomiast dodatek HCJ spowodowat istotne zmiany w metabiomie gleby w przypadku obu stezeh (B1
i B2). Udziat Firmicutes ulegt zmniejszeniu do 38,1-39,1%, natomiast wzrdst udziat: Bacteroidetes (25,0-
30,0%) i Actinobacteria (16,0-17,9%). Obliczone wskazniki alfa-bioréznorodnosci potwierdzity,
ze czynnikiem decydujgcym o negatywnym wptywie HCJ na metabiom gleby byt kation nieherbicydowy.

Zrédto finansowania: Narodowe Centrum Nauki na podstawie decyzji 2018/29/B/NZ9/01136
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Nr streszczenia: 0008

CZY SYMULOWANA POWODZ POWODUJE WZROST BAKTERII
PATOGENNYCH W ZALANYCH GLEBACH?

Karolina Furtak', Anna Gatgzka'

' Zaktad Mikrobiologii Rolniczej, Instytut Uprawy Nawozenia i Gleboznawstwa Panstwowy Instytut
Badawczy, Polska

E-mail: kfurtak@iung.pulawy.pl

Celem badan byta ocena wystepowania bakterii patogennych w glebach poddanych warunkom
symulowanej powodzi. Zagadnienie to, jest istotne ze wzgledu na mozliwos¢ nanoszenia przez wode
patogenow na zalane obszary.

Przeprowadzono doswiadczenie microcosm, podczas ktérego w kontrolowanych warunkach
zasymulowano 14-dniowg powddz wobec wybranych mad rzecznych z zastosowaniem wody rzeczne;.
Materiat badawczy stanowity trzy ré6zne mady rzeczne (F1 - mada Srednia, F2 - mada lekka, F3 - mada
bardzo lekka) stanowigce tgki potozone na obszarze Matopolskiego Przetomu Wisty na terenie
wojewodztwa lubelskiego. Gleby w formie blokéw wraz z roslinnoscia umieszczono w pojemnikach,
a nastepnie zalano wodg pobrang z Wisty na poziomie 5 cm ponad powierzchnie gleby. Do analiz
pobrano swieze prébki gleb, wode z Wisty oraz prébki glebowe po 7 i 14 dniach zastoju wody, a takze po
56 dniach od ustgpienia warunkdéw zalania. Okreslono zréznicowanie strukturalne spotecznosci bakterii
glebowych metodg sekwencjonowania nastepnej generacji (NGS) oraz okreslono potencjalny
patogeniczny charakter uzyskanych sekwencji.

Wyniki badan wykazaty, ze woda pobrana z Wisty nie byta skazona bakteriami z rodzajow Escherichia czy
Salmonella. Jednakze, po 14 dniach zastoju wody w madzie lekkiej wykryto obecnos¢ taksonu
Escherichia/Shigella. Ponowna, wnikliwa analiza uzyskanych wynikéw wykazata, ze we wszystkich glebach
po 7 dniach zalania woda znajdowaty sie réwniez bakterie z rodzaju Treponema (rodzina
Spirochaetaceae). Wsrod bakterii z tego rodzaju wystepujg ludzkie patogeny takie, jak: T. pallidum czy
T. carateum. Poszukiwania uzyskanej sekwencji w bazie danych NCBI nie umozliwity jej identyfikacji ani
jednoznacznego okres$lenia patogennosci, bowiem nie jest ona przypisana do konkretnego gatunku
z rodzaju Treponema. Dodatkowo, w madzie $redniej po 56 dniach od ustgpienia warunkéw powodzi
wykryto obecnos¢ bakterii z rodzaju Parachlamydia (rodzina Parachlamydiaceae), ktére sg uwazane za
potencjalne patogeny ludzkie.

Uzyskane wyniki pozwalajg stwierdzi¢, ze warunki nadmiernej wilgotnosci przyczyniajg sie do wzrostu

bakterii potencjalnie niebezpiecznych dla cztowieka, podczas gdy sama woda powodziowa nie musi by¢
nosnikiem patogendw.
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WPLYW OPORNE) DEKSTRYNY NA MARKERY ODDZIALYWANIA
ZDROWOTNEGO

Katarzyna Slizewska', Michat Wtodarczyk', Renata Barczyriska-Felusiak?, Janusz Kapu$niak3

! Instytut Technologii Fermentacji i Mikrobiologii, Politechnika £édzka, Wydziat Biotechnologii i Nauk
0 Zywnosci, Polska

2 Wydziat Nauk Scistych, Przyrodniczych i Technicznych , Uniwersytet Humanistyczno-Przyrodniczy
im. Jana Dlugosza w Czestochowie, Polska

3 Wydziat Nauk Scistych, Przyrodniczych i Technicznych, Uniwersytet Humanistyczno-Przyrodniczy
im. Jana Dlugosza w Czestochowie, Polska

E-mail: katarzyna.slizewska@p.lodz.pl

Celem badan byto okreslenie wptywu opornej dekstryny na markery odziatywania zdrowotnego tj.:
aktywnos¢ enzymoéw fekalnych oraz stezenie krétkotancuchowych i rozgatezionych kwaséw
tluszczowych. Zakres prac obejmowat ocene wzrostu bakterii jelitowych wyizolowanych od dzieci otytych
oraz o prawidtowej masie ciata oraz okreslenie metabolizmu prowadzonego przez te mikroorganizmy
w obecnosci opornej dekstryny.

Materiat biologiczny stanowity hodowle bakterii jelitowych wyizolowane z katu dzieci otytych oraz
o prawidtowe] masie ciata. Liczebnos¢ mikroorganizméw okreslano metodg Kocha. Stezenia kwasu
mlekowego, mréwkowego, octowego, propionowego, walerianowego, izowalerianowego oraz
izomastowego badano metodg HPLC przy uzyciu kolumny Aminex HPX- 87H (BioRAD). Aktywnos¢
wybranych enzymoéw (B-glukuronidazy, a-galaktozydazy, B-galaktozydazy, a-glukozydazy, B-glukozydazy)
okreslono metodg spektrofotometryczna.

Bakterie wchodzgce w sktad mikrobioty jelitowej wykazywaty lepszg dynamike wzrostu na podtozu
wzbogaconym z oporng dekstryng. Porownanie metabolitdéw fermentacji opornej dekstryny oraz glukozy
przez wybrane szczepy bakterii jelitowych wykazato zauwazalnie zwiekszone stezenia SCFA, przy
réwnoczesnie zmniejszonym stezeniu BCFA w badanych prébkach. Najwieksze réznice zaobserwowano
dla kwasu mlekowego, ktérego stezenie wzrosto niemal dwukrotnie w hodowli z oporng dekstryng w
porownaniu z kontrolg. Aktywnos¢ enzyméw fekalnych (B-glukuronidazy, a-galaktozydazy,
B-galaktozydazy, a-glukozydazy, B-glukozydazy) bytg nizsza w obecnosci opornej dekstryny w
poréwnaniu do préb kontrolnych zawierajgcych glukoze.

Przeprowadzone testy in vitro sugerujg, ze badana oporna dekstryna posiada wtasciwosci prebiotyczne,
albowiem moze by¢ skutecznie wykorzystywana przez wybrane szczepy bakterii jelitowych do wzrostu
oraz produkcji SCFA, réwnoczesnie zmniejszajgc stezenie BCFA i enzymdw fekalnych.

Zrédto finansowania: Grant POIR.04.01.02-00-0102/17-00 pt. ,Opracowanie i wdrozenie innowacyjnej

technologii produkcji przetworédw warzywno-owocowych nowej generacji wzbogaconych bfonnikowym
preparatem ze skrobi ziemniaczanej o wtasciwosciach prebiotycznych z przeznaczeniem dla dzieci i mtodziezy”.
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TRICHODERMA SPP JAKO ANTAGONISTA FITOPATOGENOW
GRZYBOWYCH | CZYNNIK BIODEGRADACJI CELULOZY

Karolina Mréz', Barbara Sokotowska’, Karolina Drezek?

! Zaktad Mikrobiologii, Instytut Biotechnologii Przemystu Rolno-Spozywczego im. prof. Wactawa
Dabrowskiego - Panstwowy Instytut Badawczy, Polska

2 Wydziat Chemiczny, Politechnika Warszawska, Polska

E-mail: karolina.mroz@ibprs.pl

Szczepy z rodzaju Trichoderma charakteryzujg sie wysokg aktywnos$cig antagonistyczng wobec
fitopatogendw grzybowych wywotujgcych powszechne choroby roslin uprawnych. Dzieki wykorzystaniu
wielu mechanizmoéw i zdolnosci do syntezy szerokiego spektrum zwigzkéw a takze statusowi GRAS (ang.
Generally Recognized As Save), mogg by¢ z powodzeniem stosowane jako biologiczne $rodki ochrony
roslin, bez obaw o bezpieczenstwo dla zdrowia ludzi i zwierzat. Ponadto dzieki zdolnosci do wytwarzania
poza komorkowych enzymoéw litycznych oraz ich wysokiej aktywnosci, szczepy Trichoderma moga
prowadzi¢ biodegradacje m.in. biomasy lignocelulozowej poprzez hydrolize wigzania
B-1,4-glikozydowego, umozliwiajgc jej wykorzystanie w przemysle biopaliwowym. Celem pracy byta
ocena mozliwosci wykorzystania w procesach przemystowych szczepdéw Trichoderma pochodzacych
z zasobdow Kolekcji Kultur Drobnoustrojéw Przemystowych IBPRS. Aktywnos$¢ celulolityczna,
chitynolityczna, proteolityczng i lipolityczng oceniono z wykorzystaniem klasycznych metod ptytkowych-
poprzez posiewy na podtoza zawierajgce specyficzne substraty, umozliwiajgce obserwacje i pomiar stref
ich rozktadu. Aktywnos$¢ antyplesniowg wobec 13 szczepdw wybranych patogendw roslin: Fusarium
oxysporum, Fusarium avenaceum, Fusarium graminearum, Fusarium poae, Fusarium culmorum, Botrytis
cinerea i Alternaria alternata oceniono makroskopowo poprzez poréwnanie stref zahamowania wzrostu
patogenéw w obecnosci antagonisty w hodowlach ptytkowych. Sposréd 14 badanych szczepow
Trichoderma wszystkie wykazywaty aktywnos¢ celulolityczng, 10 aktywnos$¢ chitynolityczng, 12 aktywnos$¢
lipolityczng, natomiast aktywnosci proteolitycznej nie wykazywat zaden badany szczep. Do dalszych
badann biodegradacji biomasy lignocelulozowej wytypowano dwa szczepy Trichoderma o najwyzszej
aktywnosci celulolitycznej. Dwa szczepy Trichoderma o najwiekszym potencjale zastosowania
w biologicznej ochronie roslin wytypowano do dalszych badan poprawy jakosci gleby.

Zrédto finansowania: program Inkubator Innowacyjnoéci 4.0 - ,Badania nad zastosowaniem grzybéw
strzepkowych Trichoderma do pozyskania enzymow celulolitycznych oraz srodkdéw ochrony biologicznej
roslin.”
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GRONKOWCE WCHODZACE W SKLAD MIKROBIOTY SKORY
COLUMBA LIVIA DOMESTICA

Ewa Szczuka', Maria Wesotowska', Adrianna Krawiec', Jakub Kosicki?
' Zaktad Mikrobiologii, Wydziat Biologii, Uniwersytet im. A. Mickiewicza, Polska
2 Zaktad Biologii i Ekologii Ptakdéw, Wydziat Biologii, Uniwersytet im. A. Mickiewicza, Polska

E-mail: ewasz@amu.edu.pl

Celem pracy byto zidentyfikowanie gronkowcdéw wchodzgcych w sktad mikrobioty skéry Columba livia
domestica. Badaniami objeto 41 osobnikéw. Identyfikacje wyizolowanych szczepow bakteryjnych
przeprowadzono w oparciu o analize z wykorzystaniem spektrometrii mas typu MALDI-TOF MS.
Zidentyfikowano nastepujgce gatunki: S. lentus, S. xylosus, S. equorum, S. hyicus, S. intermedius, S. sciuri,
S.vitulinus, S. ludgunensis, S. hominis i S. auricularis. Szczepy zaliczane do gatunku S. lentus zostaty
wyizolowane z wymazéw pobranych od 19 gotebi. Natomiast szczepy zaliczane do gatunku S. xylosus
zostaty wyizolowane z szesSciu gotebi, S. equorum z czterech, S. hyicus z trzech, S. intermedius, S. vitulinus
i S. sciuri zdwéch. U zadnego z izolatbw nie stwierdzono wystepowania genu mecA warunkujgcego
metycylinoopornos¢. Wszystkie szczepy byty wrazliwe na cefoksytyne, ciprofloksacyne, klindamycyne,
chloramfenikol, erytromycyne, fosfomycyne, gentamicyne, lewofloksacyne, norfloksacyne, rifampicyne,
tobramycyne, trimetoprim/sulfametoksazol i wankomycyne. Jedynie sze$¢ szczepdw byto opornych na
tetracykline, a cztery na penicyline. Szczepy oporne na tetracykline nalezaty do gatunku S. lentus, S. hyicus
| S. intermedius. Natomiast szczepy oporne na penicyline nalezaty do gatunku S. lentus i S. hominis.
Tak wiec, zaden z izolatow nie zostat zakwalifikowany do kategorii MDR (ang. multidrug-resistance).
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PLURALIBACTER GERGOVIAE - NOWE MIKROBIOLOGICZNE
ZAGROZENIE W KOSMETYKACH

Pawet Lisiecki', Klaudia Duchowska’
' Zaktad Mikrobiologii Farmaceutycznej i Diagnostyki Mikrobiologicznej UM w todzi, Polska

E-mail: pawel.lisiecki@umed.lodz.pl

Kosmetyki to preparaty bogate w substancje organiczne i wode, dlatego stanowig idealne podtoze do
rozwoju drobnoustrojow. Mikroorganizmy obecne w kosmetykach mogg wptywac na obnizenie ich
jakosci przez rozktad substancji aktywnych a nawet stwarza¢ realne zagrozenie dla zdrowia i zycia
konsumentéw. Coraz czesciej z kosmetykéw izolowane s3g drobnoustroje lekooporne. Kontrola
mikrobiologiczna kosmetykéw powinna obejmowac surowce, $rodowisko produkcji oraz produkt
gotowy. Celem pracy byta zlecona przez producenta kosmetyku rozszerzona analiza czystosci
mikrobiologicznej gotowego produktu kosmetycznego bazujagcego na surowcach pochodzenia
naturalnego. Analiza kosmetyku w laboratorium producenta wykazata, ze czystos¢ mikrobiologiczna
produktu jest na granicy obowigzujgcych norm i wykryto obecnos¢ bakterii, ktorej rutynowymi testami
nie udato sie zidentyfikowaé. Powtérng ocene bezpieczeristwa mikrobiologicznego produktu (czystos¢
mikrobiologiczna i test konserwacji) dokonano wg obowigzujacych norm EN-PN w przemysle
kosmetycznym. ldentyfikacje wyhodowanych bakterii dokonano z uzyciem testéw biochemicznych
i technika MALDI-TOF. Oznaczenie lekowrazliwosci bakterii wykonano metodg krgzkowo-dyfuzyjng
zgodnie z wytycznymi EUCAST. Badanie zdolnosci bakterii do wytwarzania: B-laktamaz o rozszerzonym
spektrum substratowym (ESBL), indukcyjnych cefalosporynaz AmpC, karbapenemaz serynowych typu
KPC, metalo-B-laktamaz (MBL), przeprowadzono metodami krgzkowo-dyfuzyjnymi wedtug wytycznych
EUCAST, KORLD. Z probek kosmetyku wyhodowano gram-ujemnga, oksydazo-ujemng pateczke, ktorg
zidentyfikowano jako Pluralibacter gergoviae (dawniej Enterobacter gergoviae), klasyfikowang do rodziny
Enterobacteriaceae. Wykazano u niej zdolnos$¢ do syntezy ESBL, co pozwala klinicznie traktowac jg jako
oporng na penicyliny (bez potgczen z inhibitorami), cefalosporyny (z wyjatkiem cefamycyn) i aztreonam.
Bakteria byta tez oporna na chloramfenikol. Ten oportunistyczny patogen jest szeroko
rozpowszechniona w $rodowisku. Charakteryzuje sie takze opornosciag na srodki konserwujgce
(parabeny). Bakteria z kosmetyku moze przedostac sie do organizmu ludzi przez uszkodzong skére lub
btony Sluzowe. P. georgoviae izolowano z zapalenn gatki ocznej, kosci i szpiku, drég moczowych.
Odnotowano szereg przypadkow wycofania kosmetykow skazonych tym bakteriami. Coraz czesciej
postuluje sie o wigczenie P. georgoviae do grupy drobnoustrojow niedozwolonych w kosmetykach.

Zrédto finansowania: UM w todzi 508/3-12-03/508-01-098
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BAKTERIE BIOFILMOTWORCZE SRODOWISKA PRODUKC]JI
CUKRU | SPOSOBY ICH ELIMINACJI

Andrzej Baryga', Teresa Suminska?, Barbara Sokotowska?, Alina Kunicka-Styczynska', Stanistaw
Brzezinski'

' Katedra Cukrownictwa i Zarzadzania Bezpieczefnstwem Zywnos$ci Wydziat Biotechnologii i Nauk o
Zywnosci Politechnika k6dzka, Polska

2 Instytut Biotechnologii Przemystu Rolno-Spozywczego im. prof. Wactawa Dgbrowskiego, Parstwowy
Instytut Badawczy w Warszawie, Polska

E-mail: andrzej.baryga@p.lodz.pl

Bakterie biofilmotwércze kolonizujgce $rodowisko produkcji w przemysle spozywczym stwarzajg
zagrozenie dla jakosci produktu i bezpieczenistwa zdrowotnego konsumenta. W produkgcji cukru, bakterie
wytwarzajgce zewnatrzkomoérkowe polisacharydy wnoszone s wraz z mikroorganizmami ryzosfery
buraka cukrowego. Pomimo, ze w kolejnych etapach produkcji nastepuje znaczaca redukcja liczby
mikroorganizméw, to w potproduktach i produkcie koncowym znajdowane sg bakterie termooporne
i przetrwalnikujgce. Jedng z cech bakterii sprzyjajacych przezyciu wysokotemperaturowych operac;ji
technologicznych jest zdolno$¢ do tworzenia zewnatrzkomoérkowych polisacharydéw (EPS). Bakterie
biofilmotwdrcze rezydujace na krysztatach cukru biatego obnizajg jego jako$¢ mikrobiologiczng i moga
stanowi¢ zagrozenie produkgji dla przemystu sokowego czy przetworstwa owocowo-warzywnego. Celem
pracy byta identyfikacja drobnoustrojow wytwarzajgcych zewnatrzkomoérkowe polisacharydy w sokach
cukrowniczych i cukrze biatym, okreslenie ich etiologii oraz opracowanie sposobu eliminacji. Materiat
do badan stanowity soki cukrowe (rzadki i gesty) oraz cukier, pochodzace z polskich cukrowni z kampanii
cukrowej 2020/2021. Bakterie izolowano wedtug protokotu ICUMSA GS2/3-45 (2017) dedykowanego dla
produktoéw cukrowniczych, a identyfikacje izolatéw prowadzono metodami molekularnymi na podstawie
sekwencji fragmentu genu 16S rDNA (izolacja DNA, Beat Micro AX Gravity, A&A; startery Alicyc16Sfr
i Aliyc16Srev oraz Go Taq G2 Green Master Mix, Promega; sekwencjonowanie GENOMED S.A). Sekwencje
nukleotydowe genu 16S rRNA poréwnano za pomocg programu BLASTN v.2.6.0 z sekwencjami
dostepnymi w National Center for Biotechnology Information (NCBI) i z sekwencjami zdeponowanymi w
bazie danych GenBank za pomocg programu BLAST. Zidentyfikowano 30 gatunkéw bakterii
wytwarzajgcych EPS. Najwiecej izolatdw zaliczono do gatunkdéw: Bacillus licheniformis, Bacillus
paralicheniformis, Bacillus aerius, Bacillus oryzaecorticis, Leuconostoc mesenteroides i Leuconostoc
suionicum. Sprawdzono skutecznos¢ eliminacji izolatéw z wykorzystaniem formaliny, ozonu oraz
wybranych preparaty dezynfekcyjnych dedykowanych dla przemystu spozywczego (Biopoms, Higienizer
i Biosterid Mocny |). Preparaty biobdjcze i proces ozonowania nie eliminowaty catkowicie bakterii
tworzacych $luzy z sokéw cukrowniczych, ale zmniejszaty ich liczbe w zakresie 0,6-64,0%, zaleznie od
preparatu i stosowanej dawki. Najwyzszy efekt bojczy stwierdzono dla preparatu Biosterid Mocny .
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GRONKOWCE WCHODZACE W SKLAD MIKROBIOTY SKORY KOZ

Maria Wesotowska', Ewa Szczuka'

' Zaktad Mikrobiologii, Uniwersytet im. Adama Mickiewicza w Poznaniu, Polska

E-mail: maria.wesolowska@amu.edu.pl

Mikrobiota skéry petni istotne funkcje wspomagajace organizm w obronie przed patogenami poprzez
stymulacje uktadu odpornosciowego oraz zapobieganie kolonizacji skéry przez drobnoustroje
potencjalnie patogenne. Wazng role odgrywajg gronkowce koagulazo-ujemne, szczegdlnie
Staphylococcus  epidermidis. Mikrobiota moze roéwniez stanowi¢ rezerwuar drobnoustrojéw
oportunistycznych, w tym opornych na antybiotyki. Celem pracy byta ocena skiadu gatunkowego
gronkowcow izolowanych ze skoéry kdz oraz oznaczenie ich wrazliwosci na antybiotyki. Ze skory kéz
pobrano wymazy, materiat posiano na podtoza agarowe z krwig i podtoza Chapmana. Inkubowano
zgodnie ze standardowymi procedurami badan mikrobiologicznych. Wyhodowane szczepy gronkowcéw
zidentyfikowano do gatunku metodg MALDI-TOF MS. Oznaczenie lekowrazliwosci wykonano metodg
dyfuzyjno-krgzkowa dla antybiotykdéw B-laktamowych, aminoglikozydéw, fluorochinolonéw, makrolidow,
linkozamidoéw, tetracyklin, tigecykliny, kotrimoksazolu, chloramfenikolu. Wyniki zinterpretowano zgodnie
z rekomendacjami EUCAST oraz CLSI. Wyziolowano 45 szczepdw gronkowcow: S. sciuri (13 szczepow),
S. equorum (8 szczepdw), S. vitulinus (6 szczepdw), S. conhnii (5 szczepbdw), S. lentus (4 szczepy), S. succinus
(3 szczepy), S. auricularis (2 szczepy), S. succinus (3 szczepy), S. caprae (2 szczepy), S. warneri (1 szczep),
S. xylosus (1 szczep). Wszystkie szczepy byty wrazliwe na cefoksytyne, nie stwierdzono szczepow
metycylioopornych. Trzydziesci szczepdw byto opornych na moksifloksacyne, siedem na erytromycyne,
sze$¢ na klindamycyne, trzy na penicyling, dwa na tetracykline, dwa na ciprofloksacyne, pojedyncze
izolaty na lewofloksacyne i chloramfenikol. Zidentyfikowano trzy szczepy MDR, oporne na wiecej niz dwie
grupy antybiotykéw. Zaobserwowano duze zréznicowanie gatunkowe gronkowcédw wchodzgcych w sktad
mikrobioty skoéry kéz. Stwierdzono wystepowanie szczepdw opornych na antybiotyki, w tym te,
stosowane w leczeniu zakazen zaréwno u ludzi jak i u zwierzat.
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Bakterie Serratia liquefaciens to oportunistyczne patogeny cztowieka. Wykazujg zdolnos¢ do kolonizacji
réznych powierzchni, w tym komorek uktadu pokarmowego owadéw, ryb, gryzoni i ludzi. S. liquefaciens
sg czynnikiem etiologicznym sepsy, zapalenia rogéwki oka iwsierdzia, atakze owrzodzen skory.
Wytwarzajg liczne czynniki wirulencji: lipopolisacharyd, proteazy, nukleazy, fosfolipazy, adhezyny,
elastaze, hemolizyne i proteolizyne. Zrédtem mikroorganizméw patogennych dla cztowieka mogg by¢
bezkregowce. Wystepowanie drobnoustrojow chorobotwérczych dlaludzi jest stabo zbadane
u stawonogow, w tym réwniez pajgkow. Stad celem pracy byto poznanie mikrobiomu tych zwierzat.

W prébce DNA krzyzaka bursztynowego Larinioides patagiatus  zebranego  w Powidzkim  Parku
Krajobrazowym zidentyfikowano region miedzygenowy (ISR, ang. Intragenic Spacer Region) 165/23S rDNA
S. liquefaciens o dtugosci 520 pz. Wykazano wysoki wynoszgacy 96% poziom identycznosci sekwencji ISR
bakterii wykrytej u krzyzaka bursztynowego oraz izolatu S. liquefaciens wyhodowanego z owrzodzen
skory u pacjenta Szpitala Uniwersyteckiego Marqués de Valdecilla w Hiszpanii (nr akcesyjny sekwencji
w GenBank CP011303). Nieco nizszy poziom identycznosci réwny 95% stwierdzono miedzy sekwencja
mikroorganizmu obecnego u L. patagiatus i sekwencjami szczepdw S. liquefaciens wyizolowanych z larw
owada zrzedu Coleoptera (nr akcesyjny sekwencji w GenBank CP033162) oraz z prébek pobranych
od os6b  hospitalizowanych  (nr akcesyjne  sekwencji w GenBank  CP014017 i CP068148).
W przeprowadzonej analizie filogenetycznej opartej na sekwencji ISR oprécz ww. uwzgledniono takze
sekwencje bakterii dostepne w GenBank zidentyfikowane w prébkach wody, zywnosci i materiatu
pobranego z roslin. Szczep S. liquefaciens wykryty u krzyzaka bursztynowego byt najblizej spokrewniony
zizolatem wyhodowanym zowrzodzen skéry pacjenta—wartos¢ wsparcia ,bootstrap” dla drzewa
filogenetycznego byta réwna 87.

Wysoki stopien identycznosci sekwencji rejonu miedzygenowego 16S/23S rDNA bakterii S. liquefaciens
zidentyfikowanej u pajgka L. patagiatus oraz u osoby z owrzodzeniem skdry, a takze bliskie pokrewieristwo
filogenetyczne  tych  drobnoustrojow moze wskazywac na wystepowanie U pajgkéw  patogendw
oportunistycznych co potwierdzajq takze doniesienia innych autoréw (m. in. Dunbar i in., 2020, Sci. Rep.
10, 20916; Voloshyn iin., 2017, Int. J. Ecosyst. Ecol. Sci. 7, 587-596).
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Kontrola przydatnosci metody ma na celu ocene zdolnosci wykrywania drobnoustrojéw w obecnosci
badanego produktu, tzn. udowodnienie, ze badana prébka preparatu farmaceutycznego lub surowca nie
powoduje zahamowania wzrostu drobnoustrojéw w warunkach przeprowadzania testu a uzyskane
wyniki nie sg fatszywie ujemne. Wykonujgc badania czystosci mikrobiologicznej czesto badamy
substancje o dziataniu béjczym lub statycznym wobec drobnoustrojéw. Dla takich substancji konieczne
jest wyciszenie takiego dziatania w trakcie badan czystosci mikrobiologicznej zaréwno metodg ilosciowg
jak i jakosciowg. W tym celu stosuje sie réznego rodzaju neutralizatory, wprowadza metode filtracji
membranowej czy zwieksza objetos¢ pozywki namnazajgcej w badania jakosciowych. Celem pracy byto
zbadanie przydatnosci farmakopealnej metody badania czystosci mikrobiologicznej dla kapsutek
twardych zawierajgcych limecykline. Limecyklina jest antybiotykiem z grupy tetracyklin, mechanizm jej
dziatania polega na hamowaniu syntezy biatek bakteryjnych. Limecyklina, podobnie jak inne antybiotyki z
tej grupy zaliczana jest do substancji o dziataniu bakteriostatycznym, o szerokim spektrum dziatania. Jest
lekiem podawanym doustnie, niezawierajgcym wody. Przydatnos¢ dla kapsutek z limecykling wykonano
najpierw dla standardowej metody bezposredniego powiewu w celu okres$lenia stopnia zahamowania
wzrostu dla szczepdw wzorcowych, nastepnie uzyto w tej metodzie rozcienczalnika z neutralizatorami.
Najlepsze wyciszenie dziatanie bojczego uzyskano po zastosowaniu metody filtracji membranowej
z wczesdniejszym etapem prefiltracji. Pomimo zastosowania tej metody odzysk wiekszy niz 50% w
poréwnaniu z kontrolg dla bakterii Gram-dodatnich (Bacillus subtilis i Staphylococcus aureus) udato sie
uzyskac¢ dopiero w prébce zawierajgcej 0.00001g substancji badanej. W trakcie badania przydatnosci
metod jakosciowych z zaszczepionych podtozy ptynnych wyizolowano szczepy testowe na odpowiednich
podtozach wybidrczych zaréwno dla kontroli dodatniej jak i proby wiasciwej dopiero po zwiekszeniu
ilosci bulionu z hydrolizatem kazeiny i soi z 100 do 1000 ml. Wykonane badanie czystosci
mikrobiologicznej metodg filtracji membranowej z zastosowaniem opisanej modyfikacji, pozwala
wyznaczy¢ prég detekcji dla TYMC wynoszacy 1 cfu/1g, dla TAMC 10 cfu/1g.
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Jedng z najstarszych metod oczyszczania Sciekdw, jest uzywanie bakteryjnych osadoéw czynnych. Wiele
zaktadow przemystowych rezygnuje jednak z ich uzycia ze wzgledu na czynniki przeszkadzajgce
tj. pozostatosci wielkoczgsteczkowych zwigzkéw organicznych (zwigzki zapachowe, barwniki, zwigzki
powierzchniowo czynne). Dzieki metodom zaawansowanego utleniania jak np. proces ozonowania,
mozna uzyskac bardzo dobry stopien rozktadu i redukcji stezen tych zwigzkdw, a tym samym zapobiec
niekontrolowanemu wprowadzaniu do S$rodowiska drobnoustrojow chorobotwdérczych. Celem
badawczym jest zasadno$¢ wprowadzania procesu ozonowania jako wstepnego etapu oczyszczania
Sciekow przemystowych. Zaktada sie uzyskanie catkowitej dezynfekcji Sciekdw, dezodoracje, odbarwianie
oraz redukcje tadunku ChZT i stezenia anionowych ZPC. Projektowany proces ma postuzy¢ jako wstep do
etapu biologicznego oczyszczania. Do badan wykorzystano Scieki pochodzgce z produkcji kosmetykow
i detergentéw. Kazdg partie Sciekédw poddawano wstepnie, a takze w trakcie procesu ozonowania,
badaniu czystosci mikrobiologicznej, analizie zawartosci tadunku ChZT oraz badano stezenie anionowych
ZPC. Przedmiotowe $cieki ozonowano przez czas 2 h, pobierajgc kolejno prébki co 0,5 h. Po zakohczeniu
badan kazda prébke oceniano pod katem zapachu oraz zmiany barwy. Sprawdzano réwniez stabilnos¢
dezynfekcji w czasie. Badania przeprowadzano w temperaturze pokojowej. Przeptyw ozonu to 4g Os/h.
Badane scieki zawieraty na wstepie niepoliczalng ilos¢ drobnoustrojéw w objetosci 0,33 ml, z ktérych
wyizolowano Sphingomonas paucimobilis, Pseudomonas oryzihabitan, Bacillus subtilis, Pantoea
agglomerans. Zakres parametréw ChZT ksztattowat sie na poziomie od 37,5 g/l O, do 61,5 g/l O,
Podobnie wysoka byta zawartos¢ anionowej ZPC - od 370 mg/l do 1000 mg/I. Jako rezultat, w kazdym
z badanych przypadkéw uzyskano redukcje nieprzyjemnego zapachu i wybielenie Sciekéw (po 2h).
Posiewy wykazywaty redukcje liczby mikroorganizméw po 0,5 h ozonowania z 1,64x102 jtk/g do 4,16x10?
jtk/g, by po 1,5 h pozostawi¢ Scieki czyste mikrobiologicznie. Efekt dezynfekcyjny utrzymywat sie do 7 dni.
Uzyskano takze czeSciowa redukcje tadunku zanieczyszczen ChZT. Stezenia anionowych ZPC redukowaty
sie od 10 do 14 %. Zaproponowana metoda przynosi zatozone rezultaty w zakresie zmiany zapachu,
koloru i dezynfekcji. Przeprowadzony proces pozwala na buforowanie sciekédw w przed przystgpieniem
do kolejnych etapow, dzieki utrzymujgcemu sie w czasie efektowi dezynfekgji.
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Aktywnos$¢ metaboliczna mikroorganizméw glebowych jest waznym parametrem gleby decydujgcym
0 jej zyznosci. Reakcje katalizowane w glebie przez enzymy mikroorganizméw sg kluczowe w zachowaniu
obiegu materii w $rodowisku. Odpowiednio dobrane mikroorganizmy zaaplikowane do naturalnego
Srodowiska stymulujg tworzenie préchnicy glebowej, rozktadajg resztki pozniwne ipodnosza
zdrowotnos$¢ gleb poprzez ograniczenie wystepowania fitopatogenéw. Przeprowadzono serie
doéwiadczen z uzyciem systemu OxiTop® firmy WTW pozwalajgcego na okreélenie biologicznego
zapotrzebowania na tlen (BZT) w badanej glebie rolniczej. Zasada dziatania uzytej metody polega na tym,
ze mikroorganizmy glebowe przeprowadzajgc procesy utleniania zwigzkdéw organicznych w glebie
zuzywajg tlen, przy jednoczesnym wydzielaniu dwutlenku wegla, ktéry rozpuszcza sie w umieszczonym
w naczyniu z badang glebg roztworze wodorotlenku sodu. Powoduje to spadek cisnienia w uktadzie
badawczym rejestrowany za pomocg systemu OxiTop(®). Spadek jest tym wyzszy, im intensywniej
zachodzg procesy utleniania materii organicznej. W doswiadczeniu zbadano wptyw bioaugmentacji
za pomocg dwoéch rynkowych preparatéw bakteryjnych oraz prototypu witasnego, zawierajgcego
kompozycje pozytecznych mikroorganizméw, pochodzacych z banku kultur Plant Microbiotics.
Jednoczes$nie glebe we wszystkich uktadach poddano biostymulacji pozywka M9 (1 ml/g gleby). Proba
kontrolna nie zostata poddana bioaugmentacji, jedynie potraktowana pozywka M9. We wszystkich
uktadach badawczych zastosowano glebe pochodzacg z zyznych obszaréw Polski - wojewddztwa
dolnoslgskiego. Badana gleba rolnicza wyjSciowo zawierata 108 jednostek tworzgcych kolonie (jtk)
bakterii w 1 gramie. Stwierdzono, ze sama biostymulacja mikroorganizmow glebowych za pomocg
pozywki M9 spowodowata efektywny wzrost BZT. Biostymulacja mikroorganizméw obecnych w glebie
lub biostymulacja i jednoczesna bioaugmentacja przez dodanie wyselekcjonowanych szczepow
z prototypu wiasnego (w ilosci 10° jtk/g gleby) przyczynity sie do usprawnienia rozktadu materii
organicznej w glebie w istotnie wiekszym stopniu niz zastosowanie bioaugmentacji za pomoca
preparatow handlowych.
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Polska Kolekcja Mikroorganizméw (PCM, Polish Collection of Microorganisms), istnieje w Instytucie
Immunologii i Terapii Doswiadczalnej im. Ludwika Hirszfelda Polskiej Akademii Nauk od 1967 roku i jest
zarejestrowana w Swiatowej Federacji Kolekcji Drobnoustrojéw (WFCC) pod numerem 106. Kolekcja PCM
posiada w swoich zasobach ponad 3200 szczepdw bakteryjnych, ktére byly gromadzone przez kilka
generacji badaczy pracujgcych w dziedzinach nauk biologicznych i medycznych. Gtéwnymi zadaniami
kolekcji mikroorganizmdéw s3 izolacja, identyfikacja, zabezpieczenie, przechowywanie oraz dystrybucja
kultur mikroorganizmow. Istotnym jest, aby kolekcjonowane kultury pozostawaty w zdolnej do zycia
formie o stabilnej charakterystyce morfologicznej, genetycznej i biochemicznej. W tym celu od poczatku
istnienia PCM szczepy sa zabezpieczane w postaci zliofilizowanej w warunkach prézniowych
i stabilizowane gtéwnie przy uzyciu odttuszczonego mleka.

Przeprowadzono analize przezywalnosci wybranych 339 szczepdow bakteryjnych w podziale na pie¢ grup
czasowych wynikajacych z daty ich liofilizacji w latach 1968-2017. Ozywione mikroorganizmy poddano
weryfikacji gatunkowej poprzez przeprowadzanie identyfikacji metodami MALDI Biotyper oraz dla
wybranych szczepéw sekwencjonowania genu 16S rRNA. Szczepy liofilizowane w Polskiej Kolekgji
Mikroorganizméw od 1968 roku charakteryzujg sie wysokg przezywalnoscig dtugoterminowg. W
liofilizatach z zasobéw PCM analizowane byto wiele réznych gatunkéw i rodzajow mikroorganizmoéw,
a mimo tego ich jakosciowa przezywalnos¢ w latach 1968-1987 wynosi ponad 90%, natomiast szczepy
zliofilizowane od roku 1988 wykazujg 100% zywotnosci.

Uzyskane wyniki potwierdzajg istote i korzysci z deponowania wartosciowych drobnoustrojéw
w profesjonalnych kolekcjach mikroorganizmow.
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Bluszczyk kurdybanek (Glechoma hederacea var. longituba) to roslina zielna z rodziny Lamiaceae
stosowana w medycynie tradycyjnej, ktorej wtasciwosci wcigz nie w petni zostaty poznane. Celem pracy
byta ocena biologicznej aktywnosci ekstraktow uzyskanych z G. hederacea metodg ekstrakcji
nadkrytycznym CO, stosujgc zrdéznicowane warunki ekstrakcji. Zakres badan obejmowat ocene
aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej (wyznaczenie wartosci MIC) wzgledem wybranych bakterii
i grzybow z uwzglednieniem mechanizmu dziatania oraz aktywnosci przeciwutleniajgcej w relacji do
zawartosci zwigzkéw polifenolowych. Aktywnos¢ przeciwutleniajgcg oznaczano metodami TEAC i DPPH,
a zawartos¢ zwigzkoéw polifenolowych metoda Folina-Ciocalteau. Aktywnos¢ antybakteryjng oznaczano
wzgledem bakterii stanowigcych zagrozenie dla jakosSci i bezpieczenistwa zywnosci (m.in. Salmonella
Enteritidis, Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus), natomiast oddziatywanie antygrzybowe
oznaczano wzgledem drozdzakéw Candida albicans oraz kilku gatunkéw toksynotworczych grzybdéw
z rodzajéw Fusarium, Do oceny zywotnosci komérek mikroorganizméw zastosowano mikroskopie
fluorescencyjng z uzyciem dioctanu karboksyfluoresceiny (cFDA) i jodku propidyny (Pl). Uszkodzenie
btony  komorkowej oceniano spektrofotometrycznie okreslajac uwalnianie materiatu
wewngtrzkomoérkowego. Wyniki doswiadczeh wykazaty, ze ekstrakty SC-CO, sg bogatym zrodiem
zwigzkdéw polifenolowych i wykazujg wiasciwosci antyoksydacyjne oraz przeciwdrobnoustrojowe, przy
czym aktywnos$¢ biologiczna zalezy od warunkéw ekstrakcji. Wyzsza temperatura w trakcie ekstrakgcji
negatywnie wptywata na aktywnos¢ antybakteryjng, nie miata natomiast wiekszego wptywu
na oddziatywanie wzgledem grzybow. Aktywnos¢ przeciwdrobnoustrojowa zalezata rowniez od gatunku
drobnoustroju.

Zrédto finansowania: NCN, grant nr 2018/31/B/NZ9/03485.
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Mikroorganizmy halofilne stanowig niezwykle ciekawg grupe drobnoustrojéw. W ostatnich latach stan
wiedzy na temat halofili znacznie sie zwiekszyt dzieki zastosowaniu metod sekwencjonowania nowej
generacji (NGS). Problemem badawczym jednak nadal pozostaje uzyskanie czystych kultur tych
drobnoustrojéw, ze wzgledu na specyficzne wymagania dotyczgce ich hodowli. Celem prezentowanych
badan byto ustalenie sekwencji genoméw siedmiu mikroorganizméw halofilnych i okreslenie ich
przynaleznosci taksonomicznej. Analizowane mikroorganizmy zostaty wyizolowane 1z solanki
pochodzacej z uje¢ w rejonie zapadliska przedkarpackiego i zostaly wyhodowane w warunkach
laboratoryjnych. Nastepnie wyizolowano DNA, ktére postuzyto do przygotowania bibliotek DNA do
sekwencjonowania NGS. Przygotowane biblioteki zostaty zsekwencjonowane w uktadzie 2x150bp.
Otrzymane dane zostaty ztozone za pomoca narzedzia SPAdes. Uzyskane ztozenia zawieraty od 12 do
235 contigéw. Wielkos¢ genomoéw wahata sie od 3 486 124bp do 3 870 697bp. Kompletnos¢ genomdw
oceniona za pomocg narzedzia CheckM byta w przedziale od 97.84% do 99.86%. Kontaminacja zawierata
sie w przedziale od 0.54% do 2.74%. Genomy zostaty sklastrowane za pomocg narzedzia dRep w oparciu
o srednie podobienstwo sekwencji nukleotydowych (ANI). Genomy oznaczone jako Halo3 oraz Halo27
stworzyly samodzielne klastry. Dwa genomy stworzyty klaster o numerze 3 oraz nastepne trzy genomy
stworzyly klaster o numerze 4. Genomy reprezentujgce poszczegdlne klastry zostaty poddane analizie
poréwnawczej z bazg genomow referencyjnych. Na podstawie podobienstwa sekwencji wykazano, ze
genom Halo27 najprawdopodobniej nalezy do nowego gatunku nalezacego do rodzaju Halopenitus,
genom Halo3 nalezy do szczepu z gatunku Halorubrum amylolyticum, genomy z klastra 3 nalezg
najprawdopodobniej do nowego gatunku 2z rodzaju Halomonas oraz genomy z klastra
4 najprawdopodobniej nalezg do nowego gatunku z rodzaju Chromohalobacter. Podsumowujac, na
podstawie analizy genoméw badanych szczepéw wykazano, ze nalezg one do czterech gatunkéw. Trzy
z tych gatunkéw najprawdopodobniej sg nowymi gatunkami mikroorganizmdw halofilnych. Uzyskane
wyniki pozwalajg na pogtebienie wiedzy na temat halofili i stanowig kolejny etap na drodze lepszego
poznania tej grupy drobnoustrojow.

Prezentowane badania byty wspotfinansowane ze Srodkéw Unii Europejskiej, Europejskiego Funduszu
Spotecznego w ramach projektu ,,InterDOC-STARt” (POWR.03.02.00-00-1033/16-00)
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Do rodzaju Prototheca nalezg jednokomérkowe, bezchlorofilowe, drozdzakopodbne glony. Izolowane s3
ze Srodowiska, zarowno z probek lgdowych jak i wodnych. Sposréd 15 obecnie poznanych gatunkéw,
6, tj. Prototheca wickerhamii, Prototheca ciferrii, Prototheca bovis, Prototheca miyajii, Prototheca cutis
i Prototheca paracutis, to patogeny oportunistyczne cztowieka i zwierzat, wywotujgce tzw. prototekozy.
Najczestszym Zzrodtem zakazenia jest bezposredni kontakt patogenu, obecnego w wodzie lub glebie,
z uszkodzong tkankg. Wsréd zwierzat zakazenia wywotywane przez glony Prototheca spp. dotyczg
gtéwnie bydta, przyjmujac postac¢ ziarniniakowego zapalenia wymienia (mastitis). Gtdbwnym czynnikiem
etiologicznym jest gatunek P. bovis. Celem pracy byta identyfikacja gatunkowa szczepdw Prototheca spp.
izolowanych od kréw mlecznych oraz ich srodowiska hodowlanego. Badanie objeto tgcznie 36 szczepow
izolowanych w latach 2020-2021. W tej liczbie znalazto sie 29 szczepdw pochodzenia odzwierzecego,
tj. izolowanych z probek mleka (n=19), jamy ustnej (n=2), nosa (n=1), pochwy (n=2), odbytu (n=4) i katu
(n=1). Pozostate szczepy (n=7) pochodzity ze Srodowiska okotohodowlanego (pasnikéw i poidet). Glony
hodowano na podtozu Sabouraud Dextrose Agar (SDA, Becton Dickinson). DNA izolowano stosujgc
zestaw GeneMATRIX Environmental DNA & RNA Purification Kit (EURx). ldentyfikacja gatunkowa
prowadzona byta w oparciu o analize sekwencyjng fragmentu genu CYTB (Jagielski i wsp., 2018)
z wykorzystaniem aplikacji Prototheca-ID (https://prototheca-id.org/) (Dziurzynski i wsp., 2021). Sposrod
36 identyfikowanych szczepoéw, 22 (61,1%) rozpoznano jako P. bovis, 8 (22,2%) P. ciferrii, 6 (16,7%)
P. blaschkeae. Najwiecej (20; 69%) szczepow izolowanych od zwierzat nalezato do gatunku P. bovis.
Gatunki P.ciferrii oraz P.blaschkeae reprezentowane byty przez odpowiednio 6 (20,7%) i 3 (14,3%) szczepy.
Wszystkie (n=19) szczepy izolowane z mleka oznaczone zostaty jako P. bovis. Ze Srodowiska, najczesciej
izolowano P. blaschkeae (3; 42,8%), a w dalszej kolejnosci P. bovis (2; 28,6%) oraz P. ciferrii (2, 28,6%).

Ogolnie, gatunek P. bovis dominowat wsrdéd prob odzwierzecych. Byt jedynym gatunkiem izolowanym

z préb mleka. Obserwacja ta potwierdza wiodacg role P. bovis jako czynnika etiologicznego mastitis
u krow mlecznych w Polsce i na Swiecie.

33



Nr streszczenia: 0143

INTEGRONY OPORNOSCI PALECZEK ENTEROBACTERALES
WYHODOWANYCH Z PROBEK POBRANYCH OD PISKLAT, Z
POWIERZCHNI JAJ | GNIAZD BOCIANA BIALEGO Z TERENU
POLSKI I HISZPANII

Klaudia Kortus', Martyna towicka', Maria Gierszon', Adam Polilejko’, Jonasz Strzoda', Zuzanna Zielinska?,
Zuzanna Jagieto?, Alejandro Lopez Garcia“, Ryszard Koczura', Joanna Mokracka'

' Zaktad Mikrobiologii, Uniwersytet im. Adama Mickiewicza w Poznaniu, Polska

2 Zaktad Biologii i Ekologii Ptakéw, Uniwersytet im. Adama Mickiewicza w Poznaniu, Polska

3 Pracownia Zoologii, Uniwersytet Przyrodniczy w Poznaniu, Polska

4 Department of Biodiversity, Ecology and Evolution, University Complutense of Madrid, Spain

E-mail: joanna.mokracka@amu.edu.pl

Integrony to elementy genetyczne zdolne do pozyskiwania i ekspresji kaset genowych determinujgcych
opornos¢ na antybiotyki. Integrony sa zwigzane z wielolekoopornoscig bakterii i ze wzgledu
na lokalizacje w plazmidach mogg przenosi¢ sie w procesach horyzontalnego transferu genoéow
w populacjach mikroorganizméw. Celem badan byto okreslenie wystepowania integronéw opornosci
u szczepow Enterobacterales wyizolowanych z 1119 prébek pobranych z jamy dziobowej i kloaki pisklat,
z powierzchni jaj i gniazd bociana biatego (Ciconia ciconia L.), zlokalizowanych na terenie Polski i Hiszpanii
w latach 2018-19. Szczepy izolowano na podtozu Chromocult® Coliform Agar ze streptomycyna
(40 mg/L). Obecnos$¢ gendw trzech klas integraz wykrywano metodg PCR, a liczbe oraz wielko$¢ czesci
zmiennych oznaczono za pomocg rekcji CS-PCR i Hep-PCR. Uzyskane amplikony zsekwencjonowano.
Szczepy identyfikowano z wykorzystaniem APl 20E. W genomach 1387 streptomycynoopornych
szczepdbw Enterobacterales stwierdzono obecno$¢ integrondéw klasy 1 i 2, przy czym czestosc
wystepowania szczepdw z integronami klasy 1 byta wieksza niz tych z integronami klasy 2. W czesci
zmiennej integronéw klasy 1 wystepowaty kasety determinujgce opornos$¢ na antybiotyki, kodujace
biatka potencjalnie zwigzane z opornoscig (transportery ABC, permeazy), oraz kodujgce biatka
hipotetyczne, badz o znaczeniu fizjologicznym. Najczesciej identyfikowanymi kasetami genowymi
integronéw klasy 1 i 2 byty kasety powszechnie wystepujgce w integronach szczepdw Kklinicznych
i sSrodowiskowych: aadA - warunkujgca opornos¢ na aminoglikozydy, drf - warunkujgca opornos¢ na
trimetoprim i sat - warunkujgca opornos¢ na streptotrycyne. W integronach klasy 1 najczesciej
wystepujgcymi szeregami kaset byty: dfrA15-aadA2, drfA12-aadA2 i dfrA1-aadA1, natomiast w integronach
klasy 2 szeregi sat2-aadA1 i drfAl1-satA1-aadA1. Wieksza réznorodnosc kaset genowych, obejmujgcych
m.in. geny warunkujgce opornos¢ na amfenikole, linkozamidy oraz kodujgce beta-laktamazy,
charakteryzowata szczepy wyizolowane z jamy dziobowej i z kloaki, w porownaniu z wyosobnionymi
z powierzchni jaj i gniazd. Wystepowanie bakterii z integronami u pisklat bocianéw i w gniazdach
zwieksza ryzyko rozprzestrzeniania sie wielolekoopornych szczepdw bakteryjnych zwigzane z migracjg
ptakow.
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Wsréd pospolitych chordéb roslin mozemy wyrézni¢ fuzariozy wywotywane przez grzyby z rodzaju
Fusarium, ryzoktoniozy wywotywane przez grzyby z rodzaju Rhizoctonia, czy zgnilizne twardzikowg
powodowang przez grzyby z rodzaju Sclerotinia. Bakterie endofityczne, naturalnie zasiedlajgce rosliny,
moga wykazywac antagonistyczne oddziatywania wobec tego rodzaju patogendw, przez co mogg petnic
istotng role w procesach biologicznej ochrony roslin. Poniewaz rodzaj oddziatywan antagonistycznych
jest czesto cechg charakterystyczng dla danego szczepu bakterii, celem prowadzonych badan byto
okreslenie wptywu Rhizoctonia solani W70 (RS), Fusarium avenaceum (FA), Colletotrichum dematium K (CD)
oraz Sclerotinia sclerotiorum K2291 (SS) na poziom ekspresji wybranych gendéw u endofitycznych
szczepdw z rodzaju Serratia i Pseudomonas. Na podstawie analizy genomoéw badanych szczepow bakterii
wytypowano geny potencjalnie zaangazowane w procesy biokontroli, w tym: konkurencje o przestrzen
zyciowg i sktadniki pokarmowe, produkcje antybiotykéw, produkcje enzyméw degradujacych Sciany
komoérkowe patogendw oraz produkcje lotnych zwigzkéw. Zastosowana metodyka obejmowata
zaprojektowanie starteréw dla wytypowanych oraz referencyjnych genéw, izolacje catkowitego RNA
z uktadéw badawczych i kontrolnych, ocene jakosci i ilosci RNA, oczyszczanie RNA z pozostatosci
genomowego DNA, synteze cDNA oraz reakcje gqPCR. Wzgledny poziom ekspresji gendéw obliczano
metoda podwdjnej delty opartg na matematycznej analizie wartosci Ct badanego genu w stosunku do Ct
genu referencyjnego. Otrzymane wyniki wykazaty istotne roéznice w poziomie ekspresji gendw
u badanych szczepdow bakterii w odpowiedzi na dany patogen. Moze to wskazywac¢ na udziat réznych
mechanizmdw w kontroli grzybowych patogenéw roslin przez badane szczepy.

Zrédto finansowania: Narodowe Centrum Nauki, UMO-2020/39/B/NZ9/00491

35



Nr streszczenia: 0163

POTENCJAL PROBIOTYCZNY BAKTERII PEDIOCOCCUS
PENTOSACEUS WYIZOLOWANYCH Z ODCHODOW PROSIAT
SSACYCH

Katarzyna Marchwiriska', Daniela Gwiazdowska'

' Katedra Przyrodniczych Podstaw Jakosci, Uniwersytet Ekonomiczny w Poznaniu, Polska

E-mail: katarzyna.marchwinska@ue.poznan.pl

Mikrobiota przewoddéw pokarmowych zwierzat budzi duze zainteresowanie jako zrodto bakterii
o0 potencjale probiotycznym, co ma zwigzek zaréwno z poszukiwaniem alternatywnych Srodkéw
przeciwdrobnoustrojowych w obliczu nasilajgcego sie problemu opornosci bakterii na antybiotyki
jak ipolitykg UE. Obecne strategie europejskie (The European Great Deal, Farm to Fork Strategy)
koncentrujg sie na zywnosci wysokiej jakosci, w tym m.in. na dobrostanie zwierzat. Ze wzgledu
na korzystny wptyw na zdrowie i stymulacje wzrostu probiotyki znajdujg szerokie zastosowanie
w paszach dla zwierzat, szczeg6lnie dla swin i drobiu. Celem pracy byto okreslenie in vitro wtasciwosci
probiotycznych oraz uzytkowych jako dodatku paszowego dla $Swin, izolatu bakterii Pediococcus
pentosaceus. Bakterie P. pentosaceus wyizolowano z probki odchodéw zdrowego prosiecia ssgcego. 1zolat
scharakteryzowano jako Gram-dodatnie ziarniaki utozone w tetrady nie wytwarzajgce katalazy.
Nastepnie dokonano identyfikacji metodg spektrometrii mas MALDI-TOF i sekwencjonowania genu 16S
rRNA. Potencjat probiotyczny bakterii P. pentosaceus okreslano na podstawie aktywnosci antybakteryjnej
wzgledem 14 mikroorganizmow patogennych, wrazliwosci na antybiotyki, produkcji kwasu mlekowego,
aktywnosci enzymatycznej, hydrofobowosci powierzchni komérek i przezywalnosci w warunkach
przewodu pokarmowego. Bakterie P. pentosaceus wykazaly: dziatanie hamujgce 13 z 14 bakterii
wskaznikowych oraz wrazliwo$¢ wobec badanych antybiotykdédw wg. wytycznych EFSA. Wytwarzanie
kwasu mlekowego okreslono na poziomie 24,62 + 0,06 mg/cm3. Szczep charakteryzowat sie
wiasciwosciami proteolitycznymi, dobrg tolerancjg zaréwno niskiego pH podtoza jak i soli z6tciowych.
Hydrofobowos¢ komorek zostata oznaczona na poziomie 24%. Izolat P. pentosaceus charakteryzowat sie
takze wysokg zywotnoscig po procesie liofilizacji i podczas przechowywania w temperaturach 4°Ci -20°C
przez okres 30 dni. Przeprowadzone doswiadczenia in vitro wskazujg na probiotyczne witasciwosci
szczepu bakterii P. pentosaceus z mozliwoscig zastosowania go jako dodatku paszowego dla $win, majac
na celu poprawe efektywnosci hodowli oraz zwalczania patogenow.

36



Nr streszczenia: 0165

OPRACOWANIE BIONAWOZOW PRZEZNACZONYCH DO
POPRAWY JAKOSCI BIOLOGICZNE) GLEB

Klaudia Debiec-Andrzejewska’, Marcin Musiatowski', Robert Stasiuk?, tucja Kowalewska?, Michat
Styczynski', Monika Mierzwa-Hersztek?, Krzysztof Gondek*

' Zaktad Mikrobiologii i Biotechnologii Srodowiskowej, Uniwersytet Warszawski, Wydziat Biologii, Polska
2 Zaktad Geomikrobiologii, Uniwersytet Warszawski, Wydziat Biologii, Polska
3 Zaktad Anatomii i Cytologii Roélin, Uniwersytet Warszawski, Wydziat Biologii, Polska

4 Katedra Chemii Rolnej i Srodowiskowej, Uniwersytet Rolniczy im. Hugona Kottataja w Krakowie, Wydziat
Rolniczo-Ekonomiczny, Polska

E-mail: klaudia.debiec@uw.edu.pl

Sktad i aktywnos¢ mikrobioty glebowej odgrywajg kluczowa role zaréwno w promowaniu wzrostu roslin,
jak i ocenie potencjatu remediacyjnego skazonych gleb. Jednym ze sposobdéw na poprawe stanu
mikrobiomu glebowego jest odpowiednie nawozenie gleby. Obecna suplementacja gleby sktadnikami
pokarmowymi jest nadal niewystarczajgca ze wzgledu na niska wydajnos¢ lub ograniczong
biodostepnos¢ sktadnikéw odzywczych wprowadzanych z mineralnymi nawozami chemicznymi. Z tego
powodu poszukiwane sg stymulujgce aktywnosé mikrobioty glebowej produkty nawozowe, ktére
wplynelyby pozytywnie zaréwno na ogélny stan roslin, jak i skuteczno$¢ bioremediacji skazonych gleb.
W niniejszej pracy przedstawona zostanie koncepcja opracowania niskonaktadowych i przyjaznych
$rodowisku organicznych biokomponentéw nawozowych - syderoforéw, stymulujgcych aktywnos¢
mikrobioty glebowej. Wyprodukowane biokomponenty zostang wykorzystane jako suplementy
poprawiajgce jakos¢ dostepnych obecnie nawozéw ptynnych. W ramach projektu planowane jest (i)
wytworzenie dwdéch niezaleznych bionawozéw: do promowania wzrostu roslin oraz do zwiekszania
wydajnosci bioremediacji zanieczyszczonych gruntéw, atakze (ii) zaprojektowanie instalacji
laboratoryjnej przeznaczonej do produkcji bionawozéw. Projekt zaktada realizacje 8 etapéw badawczych,
w sktad ktorych wchodzg zaréwno badania aplikacyjne jak i rozwojowe. Do zadanh aplikacyjnych nalezy (i)
rozwdj niskonaktadowej technologii produkcji syderoforéw, (ii) opracowanie doktadnego sktadu
bionawozéw, (iii) badanie ich fizycznej i chemicznej stabilnosci oraz (iv) weryfikacja ich wiasciwosci
w testach regeneracyjnych, wegetacyjnych i kolumnowych. Badania rozwojowe zaktadajg (i) produkcje
biokomponentéw w uktadzie ciggtym, (ii) konstrukcje prototypowej instalacji laboratoryjne;
przeznaczonej do produkcji bionawozow oraz (iii) analizy rynkowe, zwigzane z potencjalnym
wprowadzaniem produktdw na rynek. Kohcowym rezultatem projektu beda wieloaspektowe
biokomponenty i bionawozy, znajdujgce zastosowanie w rolnictwie oraz przemysle remediacyjnym.

Zrédto finansowania: Projekt LIDER finansowany przez Narodowe Centrum Badan i Rozwoju (Polska) -
LIDER/13/0051/L-11/19/NCBR/2020

Prezentowana praca jest samodzielnym opracowaniem jej autora/autoréw.
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Zapotrzebowanie na innowacyjne (bio)nawozy stale rosnie w nowoczesnym rolnictwie, ze wzgledu
na poszukiwanie bardziej zréwnowazonych sposobéw uprawy roslin oraz rosnace koszty
konwencjonalnych technik nawozenia. Jednym ze sposobéw tworzenia nowych wartosciowych
produktéw jest wykorzystanie potencjalu mikroorganizméw do opracowywania nowych nawozéw.
Zastosowanie w rolnictwie mogg znalez¢ nie tylko preparaty zawierajgce zywe komorki bakteryjne,
ale takze nawozy oparte o produkowane przez mikroorganizmy metabolity, ktére dzieki zréznicowanym
wiasciwosciom moga wptywad¢ na promowanie wzrostu roslin. Doskonatymi przyktadami takich
zwigzkow sg produkowane przez mikroorganizmy zwigzki chelatujgce rézne sktadniki pokarmowe. Dzieki
zastosowaniu  zwigzkéw  chelatujgcych mozliwe  jest  zwiekszenie  biodostepnosci  mikro-
i makroelementéw w glebie, co moze wptywac pozytywnie na poprawe kondycji zaréwno zamieszkujacej
jg mikrobioty, jak i rosnacych w niej roslin. W niniejszej pracy przedstawiamy strategie, zastosowang do
opracowania biokomponentéw zawierajgcych chelatory pochodzenia mikrobiologicznego (biochelatory),
ktére znajdujg zastosowanie w projektowaniu nowatorskich bionawozéw ptynnych. W pierwszej
kolejnosci przeprowadzono badania przesiewowe pod katem identyfikacji bakterii wydajnie
wytwarzajgcych biochelatatory, celem wytypowania mikroorganizméw o szczegblnie duzym potencjale
aplikacyjnym. Kolejnym krokiem byta optymalizacja warunkéw hodowli w celu zwiekszenia tempa
i obnizenia kosztéw produkcji biochelatatoréw. Zostato to osiggniete dzieki doborowi odpowiednich
sktadnikéw pozywki (w szczegoélnosci réznych zrodet wegla i azotu), a takze optymalnej temperatury
hodowli (wykorzystanie mikroorganizméw psychrotolerancyjnych pozwolito na hodowle w nizszych
temperaturach i obnizenie zuzycia energii). Nastepnie otrzymane biokomponenty oceniono pod katem
mozliwosci poprawy jakosci biologicznej i chemicznej gleby, dzieki badaniu zmian liczebnosci
i aktywnosci mikrobioty oraz biodostepnosci sktadnikdéw odzywczych w wyniku aplikacji biopreparatow.
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Wreszcie, biochelatory zostaty pomysinie zweryfikowane w kontekscie wiasciwosci sprzyjajacych
wzrostowi roslin.  Uzyskane wyniki pozwolity na opracowanie efektywnej strategii stuzacej
do wytwarzania biokomponentéw moggcych stuzy¢ do produkcji nowatorskich bionawozow.

Zrédto finansowania: Projekt LIDER finansowany przez Narodowe Centrum Badan i Rozwoju (Polska) -
LIDER/13/0051/L-11/19/NCBR/2020

Zrédto finansowania: Projekt LIDER finansowany przez Narodowe Centrum Badar i Rozwoju (Polska) -
LIDER/13/0051/L-11/19/NCBR/2020

Prezentowana praca jest samodzielnym opracowaniem jej autora/autoréw.
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! Laboratorium Analityczne, Sie¢ Badawcza tukasiewicz, Instytut Nowych Syntez Chemicznych w
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3 Katedra Ochrony Roslin, Uniwersytet Przyrodniczy w Lublinie, Polska

E-mail: jolanta.jaroszuk-scisel@mail.umcs.pl

Saprotroficzne ryzosferowe grzyby Ascomycota z rodzaju Trichoderma mogg by¢ sktadnikami
najefektywniejszych biopreparatéw stymulujgcych wzrost roslin. Preparaty takie powinny zawierac
szczepy nalezace do réznych gatunkdw tego rodzaju i pochodzi¢ z ryzosfer réznych roslin oraz posiadac
zdolnos$¢ do wytwarzania w réznych warunkach srodowiskowych fitohormonéw takich jak kwas indolilo-
3-octowy (IAA), kwas giberelinowy (GA) oraz enzymu deaminazy kwasu 1-aminocyklopropano-1-
karboksylowego (ACC), ktéry ogranicza tworzenie etylenu przez rosliny. Celem badan byto okreslenie
potencjatu stymulujgcego wzrost roslin 13 szczepdw Trichoderma spp. wyizolowanych z ryzosfer czterech
gatunkéw roslin (zyto, skorzonera, groch, fasola) zakwalifikowanych na podstawie analizy morfologicznej
i genetycznej (ITS) do szesciu gatunkow: T. brevicompactum, T. citrinoviride, T. harzianum, T. koningiopsis,
T. velutinum, T. virens. W ptynach uzyskanych w 2.-5. dniu hodowli inkubowanych w temperaturach 12, 20
i 28°C szczepOw Trichoderma spp. na mineralnym podtozu RB z 1% glukozg i 3 mM aminokwasow
metioning i tryptofanem okreslono: (1) stezenie IAA metodg Pileta i Chollet [1970] zmodyfikowang przez
Glickmanna i Dessaux [1995] z uzyciem odczynnika Salkowskiego na podstawie wartosci absorbangji
(A=530 nm), (2) stezenie GA metodg Brucknera [1991], Hasana [2001] i Tiena [1979] po ekstrakgcji
octanem etylu, odparowaniu na wyparce prézniowej i rozpuszczeniu osadu w mieszaninie etanol:H>SO4
(90:10) na podstawie wartosci absorbancji (A=254 nm), (3) aktywnos¢ enzymu deaminazy (ACC) metoda
Kumar i in. [2008] na podstawie spektrofotometrycznie (A=540 nm) okreslonego stezenia a-ketomaslanu
uwolnionego z ACC. Wartosci te wyrazono w ug odpowiednio IAA, GA, a-ketomaslanu w 1 ml ptynu
pohodowlanego i w przeliczeniu na pg biatka i g suchej masy grzybni. Wszystkie testowane szczepy
Trichoderma spp., niezaleznie od przynaleznosci gatunkowej jak i miejsca izolacji, byly zdolne do syntezy
fitohormondw (IAA, GA) i deaminazy ACC, co byto zalezne od temperatury i obecnosci aminokwaséow.
Stezenia IAA byto najwyzsze w hodowlach z tryptofanem, stezenie GA wzrastato wraz ze wzrostem
temperatury i biomasy grzybni, a aktywnos¢ deaminazy ACC byta najwyzsza w obecnosci metioniny.
Z najefektywniejszych pod tym wzgledem szczepdédw mozna skomponowa¢ wielogatunkowy preparat
do optaszczania nasion lub podlewania korzeni silnie stymulujgcy wzrost roslin
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CECHY GRZYBOW ASPERGILLUS (PHIALOSIMPLEX) SALINARUS,
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Kopalnia Soli Bochnia jest unikalnym Srodowiskiem zasolonym, ktérego naturalna mikroflora nie zostata
jeszcze poznana. Zbadanie wystepujgcych w Kopalni drobnoustrojéw stonolubnych moze mie¢ znaczenie
nie tylko poznawcze, ale tez praktyczne. Celem badahn byta analiza cech grzybdéw strzepkowych
zaliczonych do gatunku Aspergillus (Phialosimplex) salinarus, wyizolowanych z powietrza Kopalni Soli
Bochnia. Ten nowo opisany gatunek wykryto niedawno w kopalni soli w Niemczech. Zakres tolerancji
i optimum zasolenia okreslono metodg hodowli na podtozach Sabouraud, zawierajgcych 0-30% NaCl,
zakres i optimum temperatury - metodg hodowli na podtozach Sabouraud z dodatkiem 15% NaCl
w zakresie 4-37°C. Zdolnosci do rozktadu wybranych wielocukréw, lipidow i biatek zbadano w
optymalnych warunkach hodowli na podtozach statych Sabouraud. Zanalizowano takze zawartos¢
kwasow ttuszczowych w btonach komérkowych technika chromatografii gazowej ze spektrometrig mas.
Badane grzyby sa halofilami, wymagajgcymi soli do wzrostu (5-30%), przy czym najwiekszg biomase
uzyskano w stezeniach NaCl 10-20%. Powolny wzrost obserwowano w zakresie 4-28°C, optymalna
temperatura to 28°C, stwierdzono brak wzrostu w temperaturze 37°C. Grzyby wykazaty cechy proteo-
i amylolityczne oraz stabe lipolityczne. Analiza chromatograficzna pokazata, ze w ich btonach
komodrkowych najliczniej wystepujg kwas palmitynowy oraz kwasy osiemnastoweglowe nasycone
i nienasycone, a profil kwaséw ttuszczowych jest charakterystyczny dla workowcow. Wykazano wptyw
zasolenia i temperatury na zawartos¢ kwaséw ttuszczowych w btonach komérkowych, co moze by¢
wyrazem przystosowania badanych grzybéw do warunkéw tego nietypowego srodowiska zycia, jakim
jest Kopalnia Soli Bochnia (wysokie zasolenie, temperatura ok. 13°C). Cecha halofilnosci jest dos¢ rzadka
wsrod grzybow, ktére nawet jesli tolerujg wysokie stezenia NaCl, to najczesciej nie wymagajg obecnosci
soli do wzrostu. Uzyskane wyniki rozszerzajag wiedze na temat niedawno odkrytego gatunku grzybow
halofilnych A. salinarus, zamieszkujgcych Kopalnie Soli Bochnia.
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Powszechne uzywanie antybiotykéw w lecznictwie otwartym, w weterynarii, w hodowli zwierzat i ryb oraz
w rolnictwie powoduje, ze szczepy srodowiskowe coraz czesciej nabywajg opornos¢ na antybiotyki.
W ostatnich latach wykazano wzrost liczby lekoopornych izolatéw bytujacych w systemach rzecznych
i jeziorach. W pracy badano wode z trzech rekreacyjnych jezior na terenie Warszawy: Jeziora
Czerniakowskiego (A), Jeziora Kamionkowskiego (B) oraz Glinianek Szczesliwickich (C). Prébki wody
pobrano w pazdzierniku 2019r. i nastepnie w tych samych miejscach w lipcu 2020 r. Izolacje bakterii
prowadzono metodg filtracji, a nastepnie kilkakrotnie przesiewajgc otrzymane hodowle na podtoza
agarowe w obecnosci antybiotykéw. Lekowrazliwo$¢ oznaczano metodg krgzkowo-dyfuzyjng wedtug
zalecen CLSI. Identyfikacje izolatow prowadzono w systemie VITEK2. Zdolno$¢ wytwarzania indukcyjnych
cefalosporynaz, enzyméw ESBL, oraz karbapenemaz typu OXA-48 wykonano metodami fenotypowymi
zgodnie z zaleceniami KORLD. W wodzie ze wszystkich badanych jezior stwierdzono obecnos$¢ pateczek
Gram-ujemnych opornych na rézne grupy antybiotykédw, w tym na [-laktamy, aminoglikozydy,
cyprofloksacyne, tetracykling, nitrofurantoine i kolistyne. Najmniej liczng grupe stanowity izolaty oporne
na karbapenemy lub cyprofloksacyne. Lekooporne izolaty nalezaty gtéwnie do Gram-ujemnych pateczek
niefermentujacych. Wiekszos¢ izolatéw opornych na B-laktamy (w tym cefalosporyny Ill i IV generaciji,
monobaktamy oraz karbapenemy) nalezato do gatunku Stenotrophomonas maltophilia. Ponadto byty to
takze izolaty Myroides spp. lzolaty S. maltophilia pochodzity z wéd z trzech badanych jezior, jednak
najliczniej wystepowaty w jeziorach A i B. W testach fenotypowych otrzymano dla nich obraz
charakterystyczny dla szczepdw wytwarzajgcych enzymy ESBL. W jeziorze B wykryto izolaty Rhizobium
radiobacter, Serratia rubideae i Pantoea spp., ktére takze prezentowaly fenotypowy obraz szczepow
ESBL(+). Natomiast z jeziora A wyizolowano Chryseobacterium indologenes oporne na karbapenemy
(meropenem i imipenem). Zdolno$¢ wytwarzania indukcyjnych cefalosporynaz zaobserwowano
u izolatéw Burkholderia cepacia complex z jezora A oraz Pseudomonas fluorescens z jeziora C. Stwierdzone
wystepowanie wielolekoopornych pateczek Gram-ujemnych w rekreacyjnych jeziorach warszawskich
stanowi potencjalne niebezpieczenstwo dla ludzi i zwierzat.

Zrédto finansowania: srodki Fundacji Rozwoju Diagnostyki i Terapii w Warszawie (NIP: 5262173856, KRS:
0000795643).
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Mikroorganizmy ekstremofilne, w tym zyjgce w niskiej temperaturze psychrofile i psychrotoleranty,
stanowig bogate zrédto cennych biomolekut. Obecnie, najwiecej badan dotyczy enzymow pochodzgcych
z zimnolubnych bakterii, najczesciej izolowanych z prébek gleby pobranych w Arktyce, Antarktyce oraz
na terenach wysokogérskich. Jednakze, drozdze i grzyby drozdzopodobne zaadaptowane do zycia w
niskiej temperaturze to takze producenci wielu enzyméw o znaczeniu przemystowym, a ponadto lipidéw
zawierajgcych nienasycone kwasy tluszczowe, trehalozy, zewnatrzkomérkowych polisacharydéw,
czy naturalnych barwnikéw. Celem pracy byta charakterystyka i ocena potencjatu biotechnologicznego
drozdzy wyizolowanych z wody morskiej. Z probek wody pobranych w strefie brzegowej Morza
Battyckiego  otrzymano 19  izolatbw  drozdzy.  Wyizolowane  mikroorganizmy  uznano
za psychrotolerancyjne, gdyz wszystkie rosty w zakresie temperatury 4-18 °C, natomiast zaden nie rost
w 37 °C. Ponadto, wiekszos¢ izolatdow wykazywata staby wzrost w 30 °C. Na podstawie wynikéw testu
DBB, cztery izolaty drozdzy przyporzadkowano do gromady Ascomycota, a 15 do gromady
Basidiomycota. Izolaty z gromady Ascomycota nalezaty do rodzajow Candida i Tetracladium, natomiast
drozdze Basidiomycota sklasyfikowano jako Cryptococcus i Rhodotorula. Cechy biochemiczne
mikroorganizmoéw, takie jak asymilacja réoznych zwigzkéw wegla czy aktywnos$¢ enzymatyczna, badano z
wykorzystaniem testéw APl firmy bioMéreiux: APl Candida, APl 20 C AUX i APl ZYM. lIzolat Tetracladium
sp. B4(4) wykazywat silng aktywnos¢ B-glukozydazy, a Cryptococcus sp. B5(5) aktywnos¢ fosfatazy
alkalicznej. Szesnascie badanych izolatéw drozdzy miato aktywnos¢ proteolityczng na podtozu agarowym
z dodatkiem mleka, przy czym najsilniejszg charakteryzowat sie Cryptococcus sp. B5(5). Tetracladium sp.
B4(4) to potencjalne zrédto naturalnego pomaranczowego barwnika. Natomiast izolat B8(5),
sklasyfikowany jako Candida santamariae, testowano pod katem przydatnosci do konstrukcji nowego
drozdzowego systemu ekspresji heterologicznych gendéw. Uzyskane wyniki wskazujg, ze eukariotyczne
mikroorganizmy morskie to ciekawe obiekty badan zaréwno podstawowych, jak i aplikacyjnych.

Zrédto finansowania: projekt pt. ,Nowa, zintegrowana platforma produkcji i oczyszczania biatek
rekombinantowych w oparciu o komérki drozdzowe”, PBS1, NCBIR
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Nanomateriaty, szczegblnie nanometryczne tlenki metali, znane s3 ze swoich wiasciwosci
bakteriobdjczych ibakteriostatycznych. Z drugiej strony, mozliwe jest ich zastosowanie w roli
stymulatoréw wybranych bioproceséw. Jednym z przyktadow modulacji fizjologii bakterii przez
nanomateriaty moze by¢ produkcja piocyjaniny przez Pseudomonas aeruginosa wspomagana dodatkiem
nanoczastek tlenku cynku. Piocyjanina jest znanym czynnikiem wirulencji, jednakze dzieki unikalnym
wiasciwosciom wykazuje potencjat do zastosowania w wielu dziedzinach techniki i w medycynie.
Ze wzgledu na wysoki koszt wytwarzania piocyjaniny optymalizacja procesu produkcji tego barwnika jest
pozadana. Nanomaterialy mogg w tym wypadku stuzy¢ jako stymulatory zwiekszajgce wydajnosc
bioprocesu. Stad celem badan byta optymalizacja temperatury procesu i stezenia nanoczastek tlenku
cynku do wydajnej produkcji piocyjaniny przez P. aeruginosa ATCC® 27853™,

Badania obejmowaly stezenia tlenku cynku w zakresie 0,00 - 500,00 pg/mL oraz zakres temperatur od
32,0°C do 40,8°C. Plan eksperymentdw zostat opracowany z wykorzystaniem metody DoE (ang. Design of
Experiment) i uwzgledniat zmiany temperatury i stezenia nanoczastek jako czynniki wejsciowe oraz
stezenie piocyjaniny i ilos¢ suchej biomasy jako czynniki wyjsciowe. Hodowla byta prowadzona przez 48
i 72 godziny w pozywce King A bez mieszania. Stezenie piocyjaniny byto badane za pomocg ekstrakgcji
chloroformem i HCl oraz pomiaru absorbancji ekstraktu (A=520 nm). Na podstawie otrzymanych
wynikow opracowany zostat model matematyczny, ktéry pozwolit na okreslenie optymalnych
parametréw prowadzenia procesu.

Stwierdzono, ze zaréwno temperatura, jak i stezenie nanoczastek tlenku cynku istotnie wptywajg
na produkcje piocyjaniny. Niskie stezenie nanoczastek i niska temperatura stymulowaty produkcje
piocyjaniny, natomiast wysoka temperatura procesu i wysokie stezenie nanoczastek prowadzity
do redukcji wytwarzania barwnika. Przeprowadzone badania pozwolity na wyznaczenie optymalnych
warunkéw produkgcji piocyjaniny przez P. aeruginosa ATCC® 27854™ z wykorzystaniem nanoczastek
tlenku cynku.

Zrédto finansowania: PRELUDIUM 20 (2021/41/N/ST8/01094) pt. ,Wplyw stresoréw na produkcje piocyjaniny
przez Pseudomonas aeruginosa”.
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Bakteriofagi nalezg do najbardziej rozpowszechnionych i zréznicowanych genetycznie tworéw na Ziemi.
Ze wzgledu na fakt, iz ich cykl rozwojowy wymaga zainfekowania komérki bakteryjnej, jak réwniez
sposobow na opuszczenie jej przez fagi potomne, s3 one wyposazone w szereg enzymoéw
umozliwiajgcym ten proces. Nalezg do nich enzymy kodowane w genomie faga jak holiny i endolizyny,
jak réowniez bedace czescig wirionu jak depolimerazy polisacharydéw. Te ostatnie nalezg do grupy
enzymow o zréznicowanej specyficznosci substratowej i mechanizmach degradacji wigzan. Gléwnym
celem badan byta charakterystyka depolimerazy egzopolisacharydu faga ®7B specyficznego wobec
bakterii Rhizobium leguminosarum bv. trifolii. Sekwencjonowanie genomu faga umozliwito identyfikacje
genu kodujgcego hipotetyczng depolimeraze. Wybrany gen zostat sklonowany do wektora
ekspresyjnego, a rekombinowane biatko o masie ok. 130kDa zaopatrzone w etykiete histydynowg (6xHis)
oczyszczono na ztozu niklowym. Aktywnos$¢ i specyficznos¢ enzymu w finalnym preparacie badano
z wykorzystaniem wybranych szczepow bakterii z rodzaju Rhizobium, Bradyrhizobium, Mesorhizobium
i Sinorhizobium. Preparat enzymatyczny nakraplano na murawy bakteryjne z widoczng produkcjg $luzu,
wyroste w podtozu stalym. Aktywnos¢ enzymatyczng obserwowang jako widoczna strefa rozktadu
warstwy egzopolisacharydu odnotowano tylko dla R. pisi sv. trifolii K3.22, szczepéw R. leguminosarum bv.
trifolii i R. leguminosarum bv. viciage. Enzym wykazuje zatem bardzo duzg specyficzno$¢ wobec
polisacharyddéw produkowanych przez spokrewnione bakterie. Specyficznos¢ ta najprawdopodobniej
zalezy od sktadu cukrowego i typu wigzan w tancuchu gtéwnym, nie zalezy natomiast od budowy
tancucha bocznego EPS, gdyz w mutantach delecyjnych dla gendéw kodujgcych glikozylotransferazy
zaangazowane w jego synteze, depolimeraza wykazuje aktywnos¢ poréwnywalng ze szczepem dzikim
R. leguminosarum bv. trifolii TA1. W dalszej perspektywie planowane jest wykorzystanie depolimerazy
w badaniach strukturalnych egzopolisacharydu R. leguminosarum oraz nad potencjalnym
wykorzystaniem tych enzymow w réznych gateziach dziatalnosci cztowieka.

Finansowanie: Wewnetrzny projekt dla zespotu badawczego w Instytucie Nauk Biologicznych UMCS 2021-2022;
Projekt NCN OPUS nr 2017/27/B/NZ9/01849

45



Nr streszczenia: 0246

DYNAMIKA | ZLOZONOSC WSPOLNOT MIKROORGANIZMOW
PRODUKUJACYCH BIOWODOR | BIOMETAN W UKLADZIE
DWUSTOPNIOWYM

Anna Detman', Daniel Laubitz?, Stefano Campanaro?, Michat Bucha# Aleksandra Chojnacka®, Anna
Sikora'

' Pracownia Biatej Biotechnologii, Instytut Biochemii i Biofizyki PAN, Polska

2 Klinika Pediatrii, Uniwersytet Arizony, Polska

3 Zaktad Biologii, Uniwersytet Padewski, Polska

4 Instytut Geologii, Uniwersytet Wroctawski, Wydziat Nauk o Ziemi i Ksztattowania Srodowiska, Polska
> Instytut Biologii, Szkota Gtéwna Gospodarstwa Wiejskiego, Polska

E-mail: annadetman@ibb.waw.pl

Biopaliwa gazowe, bio-H, i bio-CH4 sg produktami rozktadu biomasy przez mikroorganizmy w warunkach
beztlenowych. Wyréznia sie nastepujgce po sobie etapy: hydrolize i kwasogeneze, gdzie w wyniku
ciemnej fermentacji powstaje bio-H, jako produkt posredni oraz octanogeneze i metanogeneze, ktérych
produktem koricowym jest bio-CHs. W IBB PAN opracowalismy dwustopniowy uktad mikrobiologicznej
produkcji Hy i CHs w skali laboratoryjnej. We wspétpracy z Krajowg Grupg Spozywcza na terenie
Cukrowni Dobrzelin powstaty dwie dwuetapowe instalacje w skalach utamkowej i péttechnicznej. Celem
naszych prac jest doktadne poznanie proceséw na podtozu molekularnym oraz aspektéw technicznych
istotnych dla optymalizacji produkcji Hz i CHa,

KWASOGENEZA: obiektem badan byly hodowle wspdinot bakterii ciemnej fermentacji (WCF)
w bioreaktorach ze ztozem upakowanym PBR (Packed Bed Reactor) produkujace H, z r6zng wydajnoscia.
Analiza niegazowych produktéow fermentacji oraz WCF wyselekcjonowanych w bioreaktorach dowiodta,
ze rownowaga pomiedzy bakteriami kwasu mlekowego i produkujgcymi maslan we wspolnotach bakterii
oraz pH Srodowiska sg kluczowe dla procesu transformacji mleczanu i octanu do maslanu i H. Szlak ten
stymuluje efektywne pozyskiwanie H, metodg mikrobiologiczng. Niskie pH i mniejsza bior6znorodnos¢
WCF skutkujg dominacjg mleczanu i etanolu w produktach fermentacji. Zrédto inokulum, konstrukcja
bioreaktora, rodzaj ztoza, stezenie substratu i czas retencji, sg kluczowymi czynnikami dla wydajnosci
i stabilnosci procesu.

OCTANOGENEZA: obiekt badan stanowity cztery hodowle konsorcjow metanogennych w bioreaktorach
UASB (Upflow Anaerobic Sludge Blanket), pracujace przez ~128 tygodni. Substrat stanowity sztuczne
podtoza imitujgce mieszanine niegazowych produktéw réznych typow fermentacji kwasnych z dominacjg
jednego z nich: mleczanu, maslanu, propionianu lub octanu. Analiza wykazata, ze niegazowe produkty
fermentacji kwasnej gtdbwnie wptywajg na szlaki syntezy CHa niz koricowy efekt metanogenezy. Analizy
izotopdw trwatych wegla C'3 w biogazie dowiodty, ze substraty bogate w octan i mleczan warunkujg szlak
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acetotroficzny, a w propionian i maslan szlak hydrogenotroficzny syntezy CHs4. W bioreaktorach
zidentyfikowano 234 MAGs (Metagenome-Asembled-Genome) wiekszos¢ nich to nowe gatunki.
Analizujgc MAGs wspdlne i specyficzne dla substratow, wnioskujemy, ze substrat moze w pierwszej
kolejnosci zmienia¢ aktywnos¢ metaboliczng mikroorganizméw niz sktad konsorcjéw metanogennych.
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IZOLACJA SZCZEPOW WIELOLEKOOPORNYCH
W OCZYSZCZALNI SCIEKOW SWS SWARZEWO

Bartosz Rybak?, Lidia Wolska'
1 Zaktad Toksykologii Srodowiska, Gdanski Uniwersytet Medyczny, Polska

E-mail: brybak@gumed.edu.pl

W $rodowisku pozaszpitalnym wzrasta czestos¢ wystepowania szczepdw wielolekoopornych (MDR)
w skutek stosowania lekéw przeciwbakteryjnych w lecznictwie pozaszpitalnym, weterynaryjnym
i intensywnej hodowli zwierzat. Celem badania byta analiza wystepowania szczepéw MDR w $ciekach.
Oczyszczalnia $ciekdw w Swarzewie jest oczyszczalnig mechaniczno-biologiczno-chemiczng, gdzie Scieki
sg oczyszczane wieloetapowo. Probki pobierano od kwietnia do czerwca 2021r. Probki pobierano
z wybranych etapéw ciggu technologicznego oczyszczalni: kolektora surowych S$ciekdéw, reaktora
biologicznego z osadem czynnym, stawdw stabilizacyjnych oraz kolektora zrzutowego. W analizowanym
okresie oczyszczalnia przyjmowata ok. 5 000 m3 $ciekdédw dziennie z 11 okolicznych miejscowosci.
W badanych prébkach wykonano oznaczenie Najbardziej Prawdopodobnej Liczby (NPL) bakterii coli,
E. coli i bakterii z rodzaju Clostridium odpowiednio na podtozach LMX Chromocult i DRCM (Merck)
oraz wysiewano je na podtoza ESBL Chromagar, KPC Chromagar (GRASO Biotech) w celu oznaczenia
liczby szczepéw MDR. NPL coli i E. coli w surowych $ciekach wyniosto >2,4*107 NPL/100ml a miano
Clostridium 1,07%10% NPL/100ml. W $ciekach surowych przed oczyszczeniem ilo$¢ szczepéw E. coli
opornej na ESBL wyniosta 1,8%10% j.t.k/ml a szczepédw MDR z grupy KESC wyniosta 1,9 103 j.t.k/ml.
Na podtozach KPC Chromagar zaobserwowano wzrost kolonii charakterystycznych dla E. coli i bakterii
z gr KESC w mianie 2*103 j.t.k/ml. Na kolejnych etapach oczyszczania $ciekéw obserwowano redukcje
miana bakterii z gr coli, E. coli oraz szczepéw E. coli na podtozu ESBL Chromagar i KPC Chromagar.
W ostatni etapie procesu oczyszczania sciekdéw czyli w wodzie odprowadzanej do morza NPL coli i E. coli
oraz Clostridium wyniosto odpowiednio 9,6*108, 5,2%10° i 1,4*10° NPL/100ml, ale nie stwierdzono
wzrostu na podtozu ESBL Chromagar i KPC Chromagar. Po etapach oczyszczania biologicznego na
podtozach ESBL Chromagar nie obserwowano wzrostu charakterystycznych kolonii dla E. coli natomiast
w wodzie z osadnikdéw stwierdzono wzrost kolonii bakterii z gr KESC, ktore zidentyfikowano jako Serratia
fonticola i potwierdzono wytwarzanie betalaktamaz ESBL. Stwierdzono wysoki poziom E. coli ESBL
w surowych $ciekach pomimo nie wystepowania w okolicy duzych osrodkéw opieki medycznej. W
wodach odprowadzanych z oczyszczalni do morza istnieje prawdopodobienstwo wystepowania
szczepo6w ESBL z innych gatunkow niz E. coli, ktore wystepowaty w ostatnich osadnikach.
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WPLYW INTENSYWNOSCI MIESZANIA | TEMPERATURY NA
PRODUKCJE RAMNOLIPIDOW WYTWARZANYCH PRZEZ
PSEUDOMONAS AERUGINOSA

Kamila Dubrowska', Joanna Jabtoriska', Adrian Augustyniak’, Rafat Rakoczy'

' Wydziat Technologii i Inzynierii Chemicznej, Katedra Inzynierii Chemicznej i Procesowej,
Zachodniopomorski Uniwersytet Technologiczny w Szczecinie, Polska

E-mail: kamila.dubrowska@zut.edu.pl

Ramnolipidy sg zwigzkami powierzchniowo czynnymi produkowanymi m.in. przez Pseudomonas
aeruginosa. Ze wzgledu na swoje unikalne wiasciwosci tj., tatwos¢ biodegradacji, niskg toksycznos¢,
stosunkowo niskie krytyczne stezenie micelizacji oraz dziatanie przeciwdrobnoustrojowe, sg coraz
chetniej wykorzystywane w przemysle. Ramnolipidy cieszg sie bardzo duzym zainteresowaniem
w kosmetologii, gdzie stosowane s3g jako detergenty, srodki zwilzajgce, emulsyfikatory, a takze
konserwanty. Najwiekszym czynnikiem limitujgcym ich przemystowe zastosowanie sg koszty ich
produkcji. W zwigzku z tym poszukiwane sg sposoby zwiekszenia efektywnosci wytwarzania
ramnolipidéw. Dlatego celem pracy byto okreslenie wptywu parametréw procesowych na produkcje
biomasy bakteryjnej oraz wytwarzanie ramnolipidow i okreslenie ich witasciwosci. W badaniach
wykorzystano szczep Pseudomonas aeruginosa ATCC®9027™. Wyznaczenie planu eksperymentu
przeprowadzono w oparciu o metodologie DoE (ang. Design of Experiment). Nastepnie wykorzystano
metode RSM (ang. Response Surface Methodology), pozwalajgcg na okres$lenie optymalnych wartosci
badanych czynnikéw (temperatury i intensywnosci mieszania). Badania przeprowadzono w zakresach od
28,0°C do 40,9°C dla temperatury oraz od 50 rpm do 439 rpm dla intensywnosci mieszania
w bioreaktorach Biosan RTS-1C. Hodowle byty prowadzone przez 72h. Zbadano stezenie ramnolipidow
za pomocg metody kolorymetrycznej z wykorzystaniem btekitu metylenowego. Okreslano takze
wiasciwosci fizykochemiczne ramnolipidéw poprzez wyznaczenie indeksu emulsyfikacji, zastosowanie
metody opadajgcej kropli i test dyspersji olejow. Sprawdzono réwniez wiasciwosci przeciwbakteryjne
z wykorzystaniem metody dyfuzyjno-krgzkowej. Na podstawie uzyskanych wynikéw potwierdzono wptyw
temperatury oraz mieszania na produkcje biomasy bakteryjnej i ich powigzanie zintensywnoscig
wytwarzania ramnolipidow. Najwyzszy wspotczynnik  wzrostu  drobnoustrojow  wyznaczono
dla najwyzszej intensywnosci mieszania i temperatury. Stwierdzono takze, ze modulacja warunkéw
hodowli moze wptywa¢ na wiasciwosci fizykochemiczne i przeciwdrobnoustrojowe ramnolipidow.
Uzyskane wyniki badan pozwolity na optymalizacje procesu produkcji. Ponadto opisano zmiany
wiasciwosci produkowanych ramnolipidéw w zaleznosci od parametréw hodowli.

Zrédto finansowania: Prace wykonano w ramach Grantu Rektora dla Doktorantéw Szkoty Doktorskiej
w Zachodniopomorskim Uniwersytecie Technologicznym w Szczecinie nr ZUT/31/2022
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IDENTYFIKACJA | CHARAKTERYSTYKA FAGOW SPECYFICZNYCH
DLA RHIZOBIUM LEGUMINOSARUM BV. TRIFOLII

Matgorzata Marczak’', Monika Marek-Kozaczuk', Piotr Koper', Wojciech Sokotowski?, Sylwia Wdowiak-
Wrobel', Aleksandra Horbowicz?, Michat Kalita', Dorota Stariczuk’

! Katedra Genetyki i Mikrobiologii, Uniwersytet Marii Curie-Sktodowskiej, Polska
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Rizobiofagi majg duzy wptyw na dynamike populacji w srodowisku ryzosfery, zmieniajgc wzgledng liczbe
opornych i podatnych szczepow rizobidw w glebie. Fagi produkujg szereg enzyméw niezbednych w
procesie infekcji komorki gospodarza. Czes¢ z tych enzyméw charakteryzuje sie wyjgtkowymi
wiasciwosciami typowymi tylko dla biatek wirusowych, przez co majg potencjat biotechnologiczny.
Sekwencjonowanie genomoéw fagow umozliwia identyfikacje genow kodujgcych takie specyficzne
enzymy zaangazowane w proces infekgji (np. lizyny, depolimerazy polisacharydéw), enzymy niezbedne w
procesie integracji z chromosomem bakterii (integrazy) oraz metylotransferazy, ktére modyfikujg
materiat genetyczny. Badaniami w niniejszej pracy objeto bakteriofagi wyizolowane z ryzosfery koniczyny
Trifolium pratense L. cv. Dajana. Analiza elektronomikroskopowa pozwolita ustali¢, ze reprezentujg one
grupe fagéw ogonkowych, ktérych gtébwka wykazuje ikozaedralng symetrie. Ustalono, ze zakres
gospodarza analizowanych bakteriofagébw ogranicza sie do gatunku Rhizobium leguminosarum.
Stwierdzono, ze wszystkie badane fagi byty stabilne w zakresie temperatur 20-28°C, a wyzsze
temperatury powodowaty spadek liczby czastek fagowych. Ustalono, ze badane rizobiofagi byty bardziej
wrazliwe na wysoki odczyn pH, niz niski. Badanie charakteru receptora fagowego wskazuje na jego
mieszany charakter biatkowo - LPS. Precyzyjne ustalenie jakosci receptora badanych fagéow bedzie
mozliwe dzieki sekwencjonowaniu genomu mutantéw transpozonowych pochodnych szczepu R
leguminosarum bv. trifolii TA1 wykazujacych catkowitg opornos$é na infekcje. Analiza DNA genomowego
fagbw przy uzyciu enzyméw restrykcyjnych wykazata, ze jest ono wysoce oporne na ich dziatanie, co
sugerowato, ze DNA jest hipermetylowane lub bogate w nietypowe nukleotydy. Sekwencjonowanie
genomow fagowych przeprowadzono komercyjnie w oparciu o technologie lllumina. Genomy poddano
zaadnotowaniu z uzyciem aplikacji multiPhate2, ktéra pozwala na analize genomu faga jednoczesnie za
posrednictwem wielu programow do automatycznych adnotacji i wzgledem wielu publicznie dostepnych
baz danych sekwencji fagowych. Analiza sekwencji genomoéw pozwolita miedzy innymi zidentyfikowac
geny kodujgce hipotetyczne endolizyny, depolimerazy polisacharydéw oraz metylotransferazy.
Planowane s3 dalsze badania nad charakterystyka i potencjalnym zastosowaniem wybranych enzymoéw
w biotechnologii.
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MONITOROWANIE BIOAUGMENTOWANYCH KULTUR
MIESZANYCH PRODUKUJACYCH KROTKO
| SREDNIOLANCUCHOWE KWASY TLUSZCZOWE Z GLIEROLU

Anna Duber!, Roman Zagrodnik?, Natalia Gutowska', Wojciech Juzwa3, Piotr Oleskowicz-Popiel’

! Zaktad Zaopatrzenia w Wode i Biogospodarki, Politechnika Poznanska, Wydziat Inzynierii Srodowiska i
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3 Katedra Biotechnologii i Mikrobiologii Zywnosci, Wydziat Nauk o Zywnosci i Zywieniu, Uniwersytet
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Konsorcja mikroorganizméw naturalnie wystepujgce w Srodowisku to tzw. kultury otwarte (mieszane),
ktére mozna ksztattowa¢ w warunkach laboratoryjnych w procesach fermentacji do produkcji zwigzkéw
atrakcyjnych przemystowo, takich jak krotko i Sredniotaficuchowe kwasy ttuszczowe i inne biochemikalia.
Kulture mieszang ksztattuje sie poprzez dziatania w zakresie warunkéw operacyjnych procesu dazacych
do tzw. wzbogacenia kultury. Dodatkowo, metodg sterowania procesem moze by¢ tzw. bioaugmentacja,
czyli technika polegajgca na zaszczepieniu kultury reaktora wyselekcjonowanym szczepem lub okreslong
grupg szczepow w celu zwiekszenia wydajnosci procesu produkcji okreslonego metabolitu. Celem badan
byto przeprowadzenie procesu fermentacji kultur otwartych bioaugmentowanych wybranymi czystymi
szczepami do produkcji kréotko i Sredniotaricuchowych kwaséw ttuszczowych. Istotnym elementem
badan byto monitorowanie wprowadzonych szczepéw do kultury mieszanej i zbadanie jej wptywu na
proces produkcji oraz ksztattowanie sie kultury otwartej mikrobiomu. Monitorowanie utrzymywania sie
bioaugmentowanego szczepu jest niezwykle wazne do oceny jego przydatnosci i wptywu na proces
produkgji jak i samo ksztattowanie sie kultury mieszanej. Procesy fermentacji prowadzono w trybie
okresowym (55 ml wv.) wtemp. 37°C, w pH poczatkowym 7, gdzie substratami byty kwas mlekowy
i laktoza (LL) oraz glicerol (G). Kultura mieszana uzyta do inokulacji pochodzita z reaktora gdzie
produkowano kwasy ttuszczowe. Szczepy uzyte do bioaugmentacji to Megasphaera elsdenii i Eubacterium
limosum. Procesy ciggte prowadzono w reaktorach o obj. roboczej 520 ml wykorzystujgc kulture
M. elsdenii oraz kulture mieszang. Analize produktoéw wykonano za pomoca metod chromatograficznych.
Analize mikrobiomu przeprowadzono za pomocg sekwencjonowania metagenomowego oraz cytometrii
przeptywowej. Wyniki wykazaty, ze bioaugmentacja szczepem M. elsdenii oraz M. elsdenii + E. limosum
prowadzi do wzrostu produkcji kwasu izowalerianowego z LL. Najwiekszg produkcje kwasu
kapronowego odnotowano w reaktorach zaszczepionych kulturg M. elsdenii z uzyciem glicerolu. Mimo,
ze obecnos¢ M. elsdenii nie poprawita produkcji kwasu kapronowego z LL, jednoczesna bioaugmentacja
obydwoma wspomnianymi szczepami zwiekszyta produkcje tego kwasu z glicerolu. W prébie kontrolnej
z E. limosum hodowanym na glicerolu zaobserwowano najwyzszg produkcje kwasu kaprylowego.

Zrédto finansowania: Narodowe Centrum Nauki, nr kontraktu: 2017/25/N/ST8/01795.
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AKTYWNOSC METABOLICZNA GLEBOWYCH ZBIOROWISK
MIKROORGANIZMOW- WPLYW GLEBOKOSCI | PROCESOW
GLEBOTWORCZYCH
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Aktywnos$¢ metaboliczna mikroorganizméw zasiedlajgcych gleby to jeden z czynnikéw ksztattujgcych
wiasciwosci Srodowiska glebowego. Mikrobiom glebowy warunkuje funkcjonowanie $rodowiska
glebowego poprzez ksztattowanie struktury gleby, przemiany materii organicznej oraz udostepnianie
roslinom sktadnikéw pokarmowych. Aktywno$¢ metaboliczna glebowych mikroorganizmoéw zalezy
od wielu czynnikbw m.in. wilgotnosci, temperatury, poziomu natlenienia, potencjatu oksydo-
redukcyjnego, rozmieszczenia systemu korzeniowego roslin czy zawartosci materii organicznej,
jak réwniez od proceséw glebotwérczych, zachodzacych w gtebszych poziomach genetycznych profilu
glebowego. Przeprowadzone badania mialy na celu okreslenie aktywnos$ci metabolicznej zbiorowisk
mikroorganizméw w glebie w zaleznosci od glebokosci profilu glebowego oraz proceséw
glebotwérczych. Aktywnos$¢ metaboliczng okreslono wykorzystujgc ptytki BIOLOG ECO Plates, ktére
umozliwiajg ocene profilu metabolicznego na podstawie stopnia wykorzystania réznych zrédet wegla
umieszczonych w dotkach plytki. Poziom zuzycia substratdw weglowych oceniono na podstawie
pomiaréw absorbancji (A=590nm) w odstepach 24 godzinnych. Gleby wybrane do badah réznity sie
procesami glebotwdrczymi, przebadano nastepujace profile glebowe: Haplic Luvisols, Albic Eutric
Stagnosols, Molic Stagnic Gleyosols, Cutanic Luvisols. Aktywno$¢ metaboliczna pozioméw
podpowierzchniowych wszystkich profili charakteryzowata sie wysokim poziomem utleniania substratéw
weglowych. Ponadto poziomy (Eet1 i Bt1) zawierajace frakcje ilastg, ktéra jest istotnym czynnikiem
ksztattujgcym aktywnos¢ mikroorganizmoéw oraz jest zwigzana z procesem ptowienia wykazaty duza
aktywnos¢  mikrobiologiczng  dla  D-mannitolu, kwasu  4-hydroksybenzoesowego,  kwasu
D-glukozaminowego, kwasu hydroksymastowego i estru metylowego kwasu pirogronowego. Najnizsza
aktywnos$¢ metaboliczng odnotowano w najgtebiej potozonych warstwach kazdego profilu, a gtéwnym
powodem uzyskanych wynikdéw sg warunki redukcyjne, panujgce na testowanych gtebokosciach, gdzie
wystepowata prawie wytgcznie skata macierzysta. Procesy glejowe w poziomach Cg3 i 3G2 wptywaty
na wykorzystanie substratow zwiekszajgc metabolizm: Tween-40, Tween-80 oraz glikogenu i D-ksylozy.
Obserwowane preferencje dotyczagce metabolizmu zrédet wegla przez zbiorowiska mikroorganizméow
glebowych zalezaty od rodzaju profilu glebowego oraz od badanej gtebokosci gleby.

Praca sfinansowana przez Narodowe Centrum Nauki, Opus 15, 2018/29/B/NZ9/00982
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Typowe rozwigzania stosowane w rolnictwie moga powodowa¢ wyjatawianie gleb, zmniejszenie ilos¢
materii organicznej oraz zmniejszenie bioréznorodnosci mikroorganizméw glebowych. Ograniczenie
tego procesu to jeden z gtébwnych celéw Strategii na rzecz Bioréznorodnosci 2030 roku pod tytutem
~Przywracanie przyrody do naszego Zycia”, a takze podstawowy cel rolnictwa regeneracyjnego. Celem
doswiadczenia byto zbadanie wplywu, opracowanego i przetestowanego w doswiadczeniu wazonowym
biopreparatu, na aktywnosc¢ i réznorodnos¢ funkcjonalng zbiorowisk mikroorganizméw zasiedlajgcych
glebe i fylosfere ekologicznych malin uprawnych. W doswiadczeniu zastosowano opracowany
biopreparat sktadajacy sie z inokulum 4 pozytecznych bakterii, nalezacych do rodzajéw Arthrobacter,
Pseudomonas i Rhodococcus, wysuszonego na ziemi okrzemkowej z dodatkiem suplementow
poprawiajgcych  wzrost  bakterii, zarodnikébw 9  szczepéw  grzybow  Trichoderma  oraz
suplementéw. Mikroorganizmy wchodzgce w sklad biopreparatu zostaty wyizolowane z naturalnych
siedlisk malin dzikorosngcych. Biopreparat naniesiono zaréwno pod korzenie w formie sypkiej,
nierozpuszczalnej oraz na rosline w postaci rozpuszczalnej. Doswiadczenie prowadzono na 280 roslinach
nalezacych do 7 klonéw malin. Preparat aplikowano 3-krotnie w maju, sierpniu i pazdzierniku,
a 2 tygodnie po aplikacji pobrano do analiz probki gleby, lisci i owocéw (owoce pobierano tylko
w sierpniu i pazdzierniku). W prébkach gleby oznaczono aktywnos¢ enzyméw z grupy dehydrogenaz oraz
przy pomocy mikromacierzy fenotypowych z wykorzystaniem ptytek EcoPlates i systemu Biolog™,
przeprowadzono analize zdolnosci mikroorganizméw zasiedlajgcych glebe, liscie oraz owoce malin do
utylizacji 31 réznych zrédet wegla. Przeprowadzone doswiadczenie pozwolito na zaobserwowanie zmian
sezonowych w aktywnosci dehydrogenaz w glebie, a takze na okreslenie wptywu aplikowanego
biopreparatu na mikroorganizmy glebowe. Aplikacja biopreparatu pierwszy raz - w maju, w wiekszosci
obiektow powodowata spadek aktywnosci dehydrogenaz. Najsilniejszy wzrost aktywnosci dehydrogenaz
widoczny byt po 3 krotnej aplikacji biopreparatu - w pazdzierniku. Analiza funkcjonalna zbiorowisk
zasiedlajgcych  glebe ifylosfere wykazata duzo wieksze zréznicowanie aktywnosci wsréd
mikroorganizmow wystepujacych na powierzchni lisci, w poréwnaniu do tych zasiedlajgcych glebe.

Praca finansowana przez Narodowe Centrum Badan i Rozwoju w ramach programu BIOSTRATEG, numer
umowy BIOSTRATEG3/344433/16/NCBR/2018
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Sektor produkcji jabtek to wazna gataz gospodarki Polski. Mozna $miato powiedzie¢, ze jabtka to owoce,
ktére staly sie polska specjalnoscig. Zapewnienie jak najlepszej jakosSci jabtek jest najwazniejszym
wymogiem stawianym producentom tych owocoéw. Sadownicy muszg jednoczesnie spetniaé szereg
regulacji w zakresie bezpieczenstwa zywnosci i srodowiska. W produkcji jabtek obserwuje sie straty
finansowe zwigzane zwystepowaniem choréb przechowalniczych o charakterze latentnym,
powodowanych przez fitopatogeniczne grzyby z rodzaju Pezicula (synonim Neofabraea, Gleosporium).
Inwestorzy sektora oczekujg wiec nowych rozwigzan wspierajgcych racjonalne gospodarowanie jabtkami,
zwracajgc uwage na niedobdér na rynku ekologicznych metod zwalczania Pezicula spp. i metod
wczesnego wykrywania tych patogendw, kiedy nie ma jeszcze objawdw choroby w jabtku. Projektowane
badania wychodzg tym oczekiwaniom naprzeciw.

Celem  projektu  APPAT(f)REE jest opracowanie innowacyjnych  celowanych rozwigzan
biotechnologicznych do przeciwdziatania skutkom rozwoju patogendéw grzybowych jabtek Pezicula spp.
Beda to innowacje produktowe: (i) biopreparat mikrobiologiczny zapobiegajacy rozwojowi Pezicula spp.
oraz (ii) metoda wczesnej detekcji Pezicula spp. w jabtkach do oceny zagrozenia wystgpienia gorzkiej
zgnilizny. Cel zostanie osiggniety poprzez zweryfikowanie funkcjonalnosci poszczegélnych komponentow
obydwu rozwigzan w warunkach laboratoryjnych, zintegrowanie komponentéw w modele laboratoryjne,
uzyskanie ogblnego odzwierciedlenia efektywnosci i specyficznosci rozwigzan w testach skutecznosci.

Kluczowg nowoscig projektu jest koncepcja suplementacji konsorcjum mikroorganizmow
antagonistycznych biopreparatu wyselekcjonowanymi prebiotykami oraz wykorzystanie metody analizy
DNA bazujacej na ilosciowej detekcji uktadu markeréw genetycznych, w tym wirulencji do wczesnej
detekcji Pezicula spp., pozwalajgce na prognozowanie zagrozenia wystgpienia gorzkiej zgnilizny jabtek.

Zrédto finansowania: Praca finansowana przez Narodowe Centrum Badari i Rozwoju w ramach projektu LIDER
XIl, numer umowy LIDER/7/0054/L-12/20/NCBR/2021
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KWASOWOSC | SLODYCZ: WLASCIWOSCI ZYWNOSCI | ICH
ROLA W KONTROLOWANIU CZYNNIKA POWODUJACEGO
PSUCIE, GRZYBA ASPERGILLUS SP. (POSTAC TELEOMORFICZNA:
NEOSARTORYA SP.)

Wiktoria Maj'
' Zaktad Badan Systemu Gleba-Roslina, Instytut Agrofizyki im. Bohdana Dobrzanskiego PAN, Polska

E-mail: w.maj@ipan.lublin.pl

Cho¢ niektére grzyby strzepkowe sg wykorzystywane w procesach dojrzewania seréw oraz w produkgji
enzymow stosowanych w przemysle spozywczym, wiekszos¢ gatunkdédw jest uwazana za szkodliwe
dla produkcji zywnosci, gtdbwnie poprzez zanieczyszczanie i powodowanie psucia surowcéw rolniczych
oraz produktéow spozywczych. Przeprowadzone badania obejmowaty, istotne dla jakosci produktéw
przetwarzanych termicznie, grzyby z rodzaju Neosartorya - stadium doskonatego rodzaju Aspergillus,
ktére cechuja sie niezwyktg termoopornoscig oraz wysokg zdolnoscig sporulacji. Sprawia to, ze grzyby te
sg wyjatkowo zywotne i zdolne do przetrwania obrobki cieplnej jakiej poddawana jest zywnos¢ w celach
konserwacji. Naturalnym srodowiskiem bytowania grzybow z rodzaju Neosartorya jest gleba, stad tatwo
o kontaminacje owocow takich jak truskawki, ktore nalezg do jednych z gtéwnych surowcow
eksportowych Polski. Zanieczyszczenie grzybami oraz nastepujace poézniej psucie i skazenie
mykotoksynami  moze negatywnie wptyng¢ na dostepnos¢ produktu, gospodarke kraju,
a w szczegblnosci zdrowie ludzi. Warto zatem poszukiwa¢ nowych, bezpiecznych dla zywnosci
oraz ekologicznych rozwigzan, a takze sprawdzi¢ skutecznos¢ tradycyjnie stosowanych zabiegow
stosowanych w konserwacji zywnosci wobec grzybéw z rodzaju Neosartorya. Sugerujac sie dostepnymi
aczkolwiek fragmentarycznymi danymi literaturowymi o podatnosci Neosartorya spp. na odpowiednie
potaczenia wartosci pH oraz zawartosci cukru, oraz wspierajac sie wiedzg praktyczng wykorzystywang
w produkcji przetworéw owocowych, wykonano spektrum analiz kombinacji tychze wartosci. Badania
potwierdzity skutecznos¢ wybranych kombinacji zawartosci cukru oraz pH w hamowaniu wzrostu
badanych izolatéw nalezgcych do rodzaju Neosartorya. Uzyskane wyniki mogg zatem sugerowac dalszg
Sciezke postepowania z grzybowymi zanieczyszczeniami zywnosci, ktére sg oporne na termiczne metody
konserwacji zywnosci. Wykryte zmiany wrazliwosci grzybow z rodzaju Neosartorya na zastosowane
kombinacje doswiadczalne pH i cukru pomiedzy testowanymi izolatami, bedg pomocne w dalszych
badaniach zmierzajgcych do okreslenia roli wtasciwosci morfologicznych, metabolicznych i genetycznych
grzybow w ksztattowaniu ich odpornosci na czynniki konserwujace.

Zrédto finansowania: Narodowe Centrum Nauki, Preludium Bis-2, numer umowy 2020/39/0/NZ9/03421
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ANALIZA SIECI POWIAZAN BAKTERII W ZDROWYCH
| CHORYCH PROBKACH EKOLOGICZNE) TRUSKAWKI

Dominika Siegieda', Jacek Panek', Magdalena Frac'

! Instytut Agrofizyki im. Bohdana Dobrzanskiego Polskiej Akademii Nauk, Polska

E-mail: d.siegieda@ipan.lublin.pl

Zrownowazony sposéb produkcji roslinnej zyskuje na popularnosci, a Polska jest najwiekszym
producentem ekologicznej truskawki w Unii Europejskiej. Taki sposdb produkcji roslinnej naktada liczne
ograniczenia na rolnikdéw, takie jak ograniczenie lub rezygnacja ze stosowania chemicznych Srodkéw
ochrony roslin na rzecz naturalnych rozwigzan, preparatéw biologicznych i Srodkéw dopuszczonych do
stosowania w rolnictwie ekologicznym. Ros$liny wraz z bakteriami je zasiedlajagcymi tworzg
skomplikowanie sieci powigzan, wptywajace na strukture mikrobiomu oraz zdrowie roslin.
Wykorzystanie analizy sieci powigzan mikroorganizméw pozwala na zrozumienie ztozonego
wspotdziatania bakterii w ich naturalnym Srodowisku oraz oddzialywan pomiedzy roslinami i ich
mikrobiomem.

Celem pracy byto poréwnanie sieci mikroorganizméw bakteryjnych w probkach gleby, ryzosfery, korzeni
oraz czesci nadziemnych pobranych ze zdrowych oraz wykazujgcych symptomy choroby plantacji
ekologicznej truskawki 3 réoznych odmian (n=153). Badania obejmowaty etap izolacji catkowitego DNA
z probek, amplifikacje bakteryjnego markera 16S (region V3-V4) oraz sekwencjonowanie za pomocg
platformy lllumina MiSeq. Nastepnie dane zostaty przetworzone w Srodowisku QIIME2 oraz poddane
analizie sieci powigzan sekwencji mikroorganizméw bakteryjnych, ktére wystepowaty w co najmniej 150
odczytach, przy pomocy biblioteki ‘NetCoMi' w jezyku R (4.1.2) w RStudio (2021.09.2).

Analiza wykazata, ze we wszystkich typach prébek istniejg réznice w sieci powigzan mikroorganizmow
bakteryjnych pomiedzy prébkami pochodzacymi z plantacji zdrowych oraz porazonych. We wszystkich
rodzajach prébek widoczne s3 silne oddziatywania negatywne pomiedzy klastrami probek zdrowych,
ktére sg mniej intensywne w probkach plantacji porazonych, a nawet zanikajg w czesciach nadziemnych
roslin. Wyniki tej analizy pozwolity na okreslenie r6znic w mikrobiomie chorych oraz zdrowych roslin
ekologicznej truskawki, co moze przyczyni¢ sie do zrozumienia zaleznosci zachodzgcych miedzy
mikroorganizmami w warunkach eubiozy i dysbiozy spowodowanej stanem chorobowym roslin, a takze
moze postuzy¢ do opracowania skutecznych, celowanych biopreparatéw do zastosowania w uprawach
ekologicznych, zrownowazonych i konwencjonalnych, biorgc pod uwage zdrowie gleb i roslin istotne
Zdla rolnictwa regeneracyjnego.

Praca finansowana przez Narodowe Centrum Badan i Rozwoju w ramach programu BIOSTRATEG, numer
umowy BIOSTRATEG3/344433/16/NCBR/2018
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WPLYW NAWOZOW MINERALNYCH WZBOGACONYCH
MIKROBIOLOGICZNIE NA OBFITOSC GENOW BIORACYCH
UDZIAL W OBIEGU AZOTU
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Nawozy mineralne wzbogacone mikrobiologicznie stanowig alternatywe dla tradycyjnych nawozéw
syntetycznych, pozwalajgc jednoczesnie na ograniczenie stosowanych dawek nawozéw syntetycznych,
co powoduje, ze tego typu bio-nawozy s3g bardziej przyjazne dla $rodowiska naturalnego
i agroekosystemdéw. Poniewaz rolnictwo w znacznym stopniu zmierza w kierunku modelu
zrownowazonego i ekologicznego, odnoszac sie w szczegbdlnosci do zdrowia i bioréznorodnosci gleby,
konieczne sg badania alternatywnych sposobdédw nawozenia oraz ich oddzialywania na S$rodowisko
glebowe, a zwilaszcza na gleby zdegradowane wymagajgce odbudowy bioréznorodnosci i funkgcji
ekosystemowych. Celem przeprowadzonych badan byto okreslenie wplywu nawozenia mocznikiem
wzbogaconym pozytecznymi szczepami grzybdw na obfito$¢ réznych gendéw funkcjonalnych biorgcych
udziat w obiegu azotu. W ostatnich latach obserwowany jest intensywny rozwdéj metod typu multipleks,
w tym w odniesieniu do ilosciowej tancuchowej reakcji polimerazy (multiplex gPCR). Metodologia
ta umozliwia ilosciowe oznaczanie obecnosci kilku gendw w tej samej reakgji. Jednakze, jednoczesna
analiza funkcjonalnych genéw zaangazowanych w obieg azotu w prébkach srodowiskowych jest duzym
wyzwaniem wyzwaniem. Dlatego w ramach przeprowadzonych badann przeprowadzona zostata
optymalizacja multipleks gPCR dla wybranych genéw funkcjonalnych zaangazowanych w obieg azotu,
co pozwolito na okreslenie rézni¢ pomiedzy zastosowanymi bionawozami oraz ich dawkami.
Przeprowadzone badania umozliwity okreslenie réznorodnosci spotecznosci mikroorganizmow
glebowych, a takze gendéw funkcjonalnych, ktére odgrywaja wazng role w obiegu azotu, majgc wptyw
na $rodowisko, w tym obserwowane zmiany klimatyczne.

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

57



Nr streszczenia: 0316

PRODUKCJA PHA PRZEZ MIESZANE KULTURY
METANOTROFICZNE
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Mikroorganizmy zdolne do utylizacji gazéw cieplarnianych jako Zrodta wegla w procesach
biotechnologicznych, stanowig atrakcyjng platforme do produkcji wartosciowych zwigzkéw, jednoczesnie
przyczyniajgc sie do zmniejszenia emisji szkodliwych gazdéw. Bakterie metanotroficzne posiadajg
unikalng zdolnos¢ do bezposredniej konwersji metanu do szerokiej gamy produktow t.j. bioplastik,
biopaliwa, dodatki paszowe, ektoina i wiele innych. Bakterie te sg wszechobecne w Srodowisku
co umozliwia ich fatwe pozyskanie i wyselekcjonowanie hodowli, zaréwno mieszanych kultur
metanotroficznych jak i izolatéw czystych szczepow, ktére charakteryzowatyby sie wysokim potencjatem
technologicznym.  Wykorzystanie mieszanych kultur  metanotroficznych do  produkgji
polihydroksyalkanianéw (PHA) z metanu stwarza mozliwos¢ na rozwdj bardziej optacalnych metod
produkcji polimeréw w systemach biologicznych. Kluczowe dla stworzenia efektywnego procesu jest
uzyskanie hodowli metanotroféw o wysokim potencjale do akumulacji PHA w komorkach.
W przeprowadzonych badaniach pie¢ préb Srodowiskowych uzyto jako inokulum w procesie
wzbogacania kultur w bakterie metanotroficzne z uzyciem biogazu jako jedynego zrodta wegla. Gtéwnym
celem byto wyselekcjonowanie mieszanych kultur metanotroficznych zdolnych do efektywnej produkcji
PHB (polihydroksymaslanu). Dodatkowo sprawdzano wptyw zrddta azotu na ksztattowanie sie kultur
poprzez hodowle na azotanie (NMS) lub amonie (AMS). Po przeprowadzeniu serii transferdw,
wyksztatcone kultury uzyto do produkcji PHB. Na podstawie przeprowadzonej analizy skiadu
mikrobiologicznego i ilosci zakumulowanego PHB wzbogaconych kultur, wybrano te o najwiekszym
potencjale do produkcji biopolimeréw. Wszystkie z mieszanych kultur, ktére rosty w NMS medium
wykazywaty dominacje bakterii metanotroficznych w swym sktadzie. Kultury te charakteryzowaty sie
takze dobrym wzrostem biomasy i osiggaly najwyzsze stezenie PHB, na poziomie do 0,413 £ 0,015 g/L
przy stopniu akumulacji PHB w suchej masie do 27,15 + 1,97 %. W wyniku przeprowadzanych badan
wyselekcjonowano trzy kultury o wysokim potencjale do wykorzystaniu w produkcji PHA; osad czynny,
torfowisko i pokrywa wieloletniego sktadowiska odpadéw wzbogacane na NMS'ie.

Badania finansowane przez Narodowe Centrum Nauki w ramach projektu nr 2019/35/D/ST8/03530,
program SONATA15.
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ANALIZA METAGENOMOWA MIKROBIOMU BOROWIN
STOSOWANYCH W LECZNICTWIE UZDROWISKOWYM
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Leczenie z wykorzystaniem naturalnych surowcéw ma wielowiekowg tradycje. Jedng z podstawowych
zasad lecznictwa uzdrowiskowego jest wykonywanie zabiegdw z wykorzystaniem naturalnych surowcéw
leczniczych, w tym borowin. Pomimo stosowania tego surowca w Polsce, dotychczas nie byt
on przedmiotem ukierunkowanych badan mikrobiologicznych, ktére pozwolityby szerzej oceni¢ jego
potencjat oraz scharakteryzowa¢ mikrobiom.

Celem pracy byta charakterystyka populacji mikroflory borowin, ktére wykorzystywane sg do zabiegéw
leczniczych oraz ocena ich potencjatu w zakresie wykorzystania jako zroédta drobnoustrojow mogacych
mie¢ znaczenie ekonomiczne. Umozliwito to réwniez petniejsze zrozumienie Srodowiska, z ktérego
pochodzg ztoza.

Probki borowin pobierano z torfowiska ,Puscizna Wielka” zlokalizowanego w gminie Czarny Dunajec,
powiat nowotarski, wojewddztwo matopolskie. Panujace tu od tysigcleci specyficzne warunki siedliskowe
i klimatyczne, a takze potozenie w sgsiedztwie wysokich pasm goérskich, wptynety na wyksztatcenie sie
tu jedynej w swoim rodzaju, nie spotykanej nigdzie indziej roslinnosci.

Z pobranych prébek izolowano DNA z wykorzystaniem zestawow komercyjnych. W kolejnym etapie
wykonano PCR z celu uzyskania amplikonéw obejmujacych region V3-V4 16S r RNA. Otrzymane produkty
0Czyszczano, a hastepnie sekwencjonowano i przeprowadzano analizy bioinformatyczne.

W pieciu badanych prébkach zidentyfikowano tacznie 60 réznych typdw bakterii oraz 5 typéw nalezgcych
do domeny Archea. Najwieksza liczba sekwencji (41,0% - 51,5%) byta klasyfikowana jako Acidobacteriota,
a nastepnie Proteobacteria (22,2% - 33,4%). Na poziomie klasy najczesciej identyfikowano sekwencje
Acidobacteriae (46,4%-59,8%), a nastepnie Alphaproteobacteria (13,6%-21,0%)oraz Gammaproteobacteria
(5,8% - 17,6%). Z kolei od 27,8% do 42,2% zidentyfikowanych sekwencji nalezalo do rzedu
Acidobacteriales, a 8,9% - 20,3% do rzedu Rhizobiales.

Uzyskane wyniki wykazaty, ze badane probki borowin charakteryzuje duza bioréznorodnos¢ bakterii.
Ztoza borowin, z ktérych pobrano prébki moga by¢ zrédtem drobnoustrojéw o potencjale
ekonomicznym.

W zwigzku z powyzszym celowe jest prowadzenie dalszych badan z wykorzystaniem metod hodowlanych
oraz analiz biochemicznych, ktére zweryfikujg odkryty potencjat drobnoustrojéw bytujacych
w borowinach leczniczych.

Zrédto finansowania: Projekt dla mtodych naukowcéw NIZP PZH-PIB 1/BKME/21
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PROFIL AKTYWNOSCI PRZECIWBAKTERYJNE) METABOLITOW
WTORNYCH WYTWARZANYCH PRZEZ NOWY GATUNEK
PROMIENIOWCA Z RODZAJU STREPTOMYCES

Aleksandra Rajnisz-Mateusiak’, Jolanta Solecka'

1 Zaktad Bezpieczenstwa Zdrowotnego Srodowiska, Narodowy Instytut Zdrowia Publicznego PZH-
Panstwowy Instytut Badawczy, Polska
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Rosngca opornos$¢ bakterii na antybiotyki powoduje znaczne ograniczenie efektywnosci aktualnie
stosowanych lekéw i przyczynia sie do medycznego i spotecznego zapotrzebowania na nowe terapie
przeciwdrobnoustrojowe. Dlatego  niezbedne  jest identyfikowanie  nowych  czynnikéw
przeciwbakteryjnych, wykazujgcych nowe mechanizmy dziatania. Celem przedstawionej pracy byta
charakterystyka przeciwbakteryjnych witasciwosci metabolitéw wtérnych wytwarzanych przez nowy
gatunek promieniowca, Streptomyces sp. PL1, ktéry zostat wyizolowany z gleby pobranej w Indiach.

Przy zastosowaniu zmodyfikowanych wytycznych amerykanskich (CLSI) ustalono wartosci MIC
supernatantu hodowli Streptomyces sp. PL1 wobec szczepdw bakterii wzorcowych oraz szczepdw
klinicznych Escherichia coli. Wykonano analize petnogenomowej sekwencji Streptomyces sp. PL1
z wykorzystaniem platformy antiSMASH. Przeprowadzono analize HPLC-MS w kierunku obecnosci
w supernatancie aminoglikozydow pochodzenia mikrobiologicznego: streptomycyny, kanamycyny,
spektynomycyny, neomycyny oraz tetracykliny, oksytetracykliny i chlorotetracykliny.

Streptomyces sp. PL1 wytwarza metabolity wtérne, ktére hamujg wzrost nastepujgcych bakterii:
Escherichia coli ATCC® BAA-198 (MIC=2,5 pl supernatantu/ml prébki), Escherichia coli ATCC® 25922™
(MIC=2,5 pl/ml), Klebsiella pneumoniae ATCC® 13882 (MIC=1,25 pl/ml), Salmonella enterica ATCC® 10708™
(MIC=1,25 pl/ml), Pseudomonas aeruginosa ATCC® 27853 (MIC=20 pl/ml), Proteus mirabilis ATCC® 12453
(MIC=50 pl/ml), Proteus vulgaris ATCC® 6896™ (MIC=200 pl/ml) oraz Stenotrophomonas maltophilia ATCC®
13637™ (MIC=200 pl/ml). Wartosci MIC supernatantu wobec szczepdw klinicznych Escherichia coli
wynosity 2,5 - 5 pl/ml. Analiza petnogenomowej sekwencji Streptomyces sp. PL1 wykazata obecnos¢
44 klastrow gendéw potencjalnie odpowiedzialnych za biosynteze metabolitbw wtdrnych. Zaden
z wykrytych klastréw nie jest odpowiedzialny za biosynteze znanej substancji przeciwbakteryjnej. Analiza
HPLC-MS nie wykazata obecnosci aminoglikozydéw pochodzenia mikrobiologicznego w supernatancie
hodowli Streptomyces sp. PL1. Uzyskane wyniki pozwalajg przypuszcza¢, ze metabolity wtérne
o aktywnosci przeciwbakteryjnej wytwarzane przez badany szczep maja nieopisang do tej pory strukture
chemiczna.

Zrédto finansowania: projekt ,Potencjalny antybiotyk oraz metoda pozyskiwania nowych zwiqzkéw
przeciwbakteryjnych” UDA-POIG.01.03.01-14-136/09.
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CHARAKTERYSTYKA TAKSONOMICZNA NOWEGO GATUNKU
PROMIENIOWCA Z RODZAJU STREPTOMYCES
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Wzrost liczby antybiotykoopornych szczepdw bakterii prowadzi do zwiekszonych kosztéw terapii
oraz Smiertelnosci z powodu zakazeh. Postep w badaniach nad nowymi antybiotykami jest zalezny
m. in. od efektow poszukiwan bioaktywnych substancji wytwarzanych przez nowe gatunki
mikroorganizmow.

Celem przedstawionej pracy byto odkrycie i charakterystyka nowego gatunku promieniowca
wytwarzajgcego metabolity wtérne, ktére hamujg wzrost bakterii Gram ujemnych. Promieniowce
izolowano z dwéch probek gleby, pobranych w Indiach. Przeprowadzono skrining wyhodowanych
izolatbw pod katem wytwarzania metabolitow wtérnych o aktywnosci przeciwbakteryjnej wobec
Escherichia coli ATCC® BAA-198. Wykonano wielokierunkowg charakterystyke taksonomiczng izolatu,
ktorego zatezony supernatant wykazywat najwiekszg strefe zahamowania wzrostu Escherichia coli.
Przeprowadzono proces rybotypowania. Do uzyskania sekwencji petnogenomowej wybranego izolatu
wykorzystano platforme lllumina. Hybrydyzacja cyfrowa przy uzyciu narzedzia internetowego Genome
to Genome Distance Calculator pozwolita na ustalenie wartosci podobieAstwa petnogenomowych
sekwencji pomiedzy wybranym izolatem oraz gatunkiem promieniowca najblizej z nim spokrewnionym.
Okreslono cechy fenotypowe wybranego izolatu oraz gatunku promieniowca najblizej z nim
spokrewnionego. Przeprowadzono badania markeréw chemiotaksonomicznych tj. profilu kwaséw
tluszczowych, lipidow polarnych, menachinononéw oddechowych, cukréw oraz obecnosci kwasu
LL-diaminopimelinowego.

Z gleby pochodzacej z Indii wyizolowano 8 szczepdw promieniowcow. Do dalszych badan wybrano izolat
PL1. Streptomyces orinoci DSM 40571 jest gatunkiem najblizej spokrewnionym ze Streptomyces sp. PL1.
Wielkos¢ genomu Streptomyces sp. PL1 wynosi 7.133.684 pz, za$ zawarto$¢ par G+C jest rowna 70,7%.
Wartos¢ podobienstwa sekwencji petnogenomowych Streptomyces sp. PL1 oraz Streptomyces orinoci DSM
40571 wynosi 26,1%. Przy zastosowaniu poréwnania cech fenotypowych stwierdzono odrebnos¢
szczepu Streptomyces sp. PL1 od Streptomyces orinoci DSM 40571. Wyniki przeprowadzonych badan
markerow chemiotaksonomicznych potwierdzity przynaleznos¢ rodzajowg badanego promieniowca.
Uzyskane wyniki charakterystyki taksonomicznej pozwalajg wnioskowa¢, ze Streptomyces sp. PL1 jest
nowym gatunkiem promieniowca.

Zrédto finansowania: projekt ,Potencjalny antybiotyk oraz metoda pozyskiwania nowych zwiqzkéw
przeciwbakteryjnych” UDA-POIG.01.03.01-14-136/09.

61



E-plakaty:

Nr streszczenia: 0208

ZDOLNOSC WYBRANYCH SZCZEPOW WYIZOLOWANYCH Z
SKLADOWISKA ODPADOW NIEBEZPIECZNYCH W ZGIERZU DO
WZROSTU W OBECNOSCI ODCIEKOW | ICH MOZLIWE]J
DETOKSYKAC]I

Aleksander Nowak', Aleksandra Walaszczyk?, Dtugonski Andrzej3, Katarzyna Paraszkiewicz*

' Studenckie Koto Naukowe Biotechnologiczno-Mikrobiologiczne ,,Bio-Mik”, Wydziat Biologii i Ochrony
Srodowiska, Uniwersytet £6dzki, Polska

2 Szkota Doktorska Nauk Scistych i Przyrodniczych, Wydziat Biologii i Ochrony Srodowiska, Uniwersytet
tédzki, Polska

3 Instytut Nauk Biologicznych, Wydziat Biologii i Nauk o Srodowisku, Uniwersytet Kardynata Stefana
Wyszynskiego w Warszawie, Polska

4 Katedra Mikrobiologii Przemystowej i Biotechnologii, Wydziat Biologii i Ochrony Srodowiska,
Uniwersytet £6dzki, Polska

E-mail: aleksander.nowak@edu.uni.lodz.pl

Drobnoustroje wyizolowane z Srodowisk zanieczyszczonych, takich jak miejskie sktadowiska odpadow
czesto charakteryzujg sie niezwyklymi uzdolnieniami metabolicznymi. Mogg rosng¢ w obecnosci
zwigzkdéw toksycznych, a nawet neutralizowac¢ je na drodze ich czesciowego lub catkowitego rozktadu.
W badaniach stosowano trzy szczepy bakteryjne wyizolowane z gleby pobranej na Sktadowisku
Odpadéw Niebezpiecznych w Zgierzu: dwa szczepy Bacillus (Zg 1.4, Zg 8.6) oraz szczep Pseudomonas (Zg
9.3). Celem badania byto okreslenie zdolnosci szczepow bakteryjnych do wzrostu w obecnosci odciekow
pobranych z powyzszego sktadowiska i do ich detoksykacji. Hodowle ptynne bakterii prowadzono
w podtozu Luria-Bertani (LB) bez NaCl przez 72 godziny, w warunkach wytrzgsania (120 obr./min), w
temp. 28°C. Hodowle kontrolne prowadzono w podtozu, w ktérych dodatek odciekéw zastgpiono wodg
destylowang. Uktady badane zawieraty dodatek odciekéw (pobranych ze sktadowiska) w objetosci
koncowej 40% V/v. Wzrost bakterii oceniano na podstawie gestosci optycznej (ang. Optical Density, OD;
A = 630 nm) i uzyskanej suchej biomasy. Aktywnos$¢ powierzchniowg ptynoéw pohodowlanych
wyznaczano stosujac test zapadajacej sie kropli (ang. Drop Collapsing Test, DCT). Detoksykacje odciekéw
badano z wykorzystaniem siewek ogoérka siewnego (Cucumis sativus L.), inkubowanych w fitotronie,
w obecnosci ptynow pohodowlanych, przez 120 godz., w temp. 25°C. Stwierdzono, ze bakterie Bacillus Zg
1.4 oraz Zg 8.6 charakteryzujg sie bardziej intensywnym wzrostem w podtozu z dodatkiem odciekow
w poréwnaniu do uktadoéw kontrolnych. W hodowlach Zg 8.6 i Zg 9.3 zawierajgcych odcieki stwierdzono
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spadek aktywnosci powierzchniowej biosurfaktantéw. Dla wszystkich préb siewek ogérka inkubowanych
w obecnosci ptyndw pohodowlanych szczepdw Bacillus uzyskano bardzo zblizone wartosci suchej masy
korzeni oraz todyg, niezaleznie od obecnosci lub braku odciekow. Uzyskane wyniki wskazaty ze: 1) uzyte
w badaniu szczepy Bacillus zdolne sg do wykorzystania zwigzkéw zawartych w odciekach jako zrodta
wegla i energii; 2) obecnos¢ odciekédw nie stymuluje produkcji/aktywnosci biosurfaktantéw badanych
drobnoustrojow; 3) intensywny wzrost bakterii w podtozu z odciekami nie wptywa na obnizenie
toksycznosci uzytych zanieczyszczen wobec siewek ogorka.

Zrédto finansowania: Badania byty finansowane z Grantu Studenckiego przyznanego dla Aleksandra Nowaka
przez Uniwersytet todzki.
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Bakterie wyizolowane z lisci traw (zycica trwata, Lolium perenne L.) rosnacych na terenach industrialnych
Zabrza (Slask) zostaly zaklasyfikowane, na podstawie sekwencjonowania fragmentu 16S rDNA, do
rodzaju Pseudomonas ioznaczone symbolem L1 [1]. Wedtug danych literaturowych w sktad lipidow
btonowych tych mikroorganizmoéw w ogromnej wiekszosci szczepéw wchodzg trzy glicerofosfolipidy
identyczne z tymi spotykanymi u enterobakterii (fosfatydyloglicerol - PG, fosfatydyloetanolamina - PE
i kardiolipina - CL), przy czym zdecydowanie dominuje PE (60-80%) [2,3]. Przeprowadzone badania nad
frakcjami lipidowymi wyizolowanymi z bakterii Pseudomonas sp. L1, hodowanych w réznych podtozach
ptynnych (petnym - LB, minimalnym - M9 z glukozg jako jedynym zrodtem wegla oraz M9
suplementowanym fenolem jako ksenobiotykiem i jednoczesnie jedynym zrédtem wegla) wskazujg, ze
odpowiedz tych bakterii na zmiany srodowiska wzrostu powoduje znaczgce przemodelowanie sktadu
jakosciowego i ilosciowego lipidow btonowych. Bakterie Pseudomona sp. L1 rosnace na podtozu petnym
(LB) syntetyzowaty typowy dla rodzaju Pseudomonas zestaw fosfolipidéw (PE - 68%, CL - 22%, PG - 10%).
Zmiana warunkéw hodowli (podtoze minimalne) pocigga za sobg nie tylko zmiany ilosciowe w spektrum
fosfolipidow ale takze indukcje syntezy fosfatydylocholiny (PC) (PE - 63%, CL - 28%, PG - 7%, PC - 2%).
W tym przypadku, biosynteza PC w podtozu niezawierajgcym egzogennej choliny sktania z kolei do
poszukiwania genéw kodujgcych enzymy biorgce udziat w szlaku syntezy PC wsréd homologéw genu
pmtA (metylaza fosfatydyloetanolaminy). Stwierdzono ponadto, iz obecno$¢ w podtozu fenolu
zdecydowanie spowalnia wzrost bakterii i jednoczesnie sprawia, ze szczep Pseudomonas sp. L1
syntetyzuje poréwnywalne ilosci czterech rodzajéw fosfolipidow (PE - 29%, PG - 23%, PC -18%, CL - 16%)
oraz dodatkowo pojawia sie lipid bezfosforowy, prawdopodobnie z klasy lipidow aminokwasowych (X -
14%). Jego struktura nie zostata jeszcze potwierdzona.

Bibliografia:

[1] Kulka M., et al. Chemosphere (2014) 117: 40-46.
[2] Kondakova T. et al.. Chemistry and Physics of Lipids (2015) 190: 27-42.
[3]1 Boeris PS., et al. J. Appl. Microbiol. (2007) 103: 1048-1054.

Zrédto finansowania: Badania czesciowo finansowane przez Narodowe Centrum Nauki w ramach projektu
OPUS (nr projektu: 2020/37/B/NZ8/00855)
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Wsréd metod zywienia psoéw i kotdw za najpopularniejszg uznaje sie karmienie suchg karma.
Wraz z popularnoscig wigze sie duza produkcja karm, w ktérej poszczegdlnych etapach istnieje wiele
mozliwosci namnazania sie populacji drobnoustrojow. Mimo, ze zywnos¢ jest przetwarzana w wysokich
temperaturach, ktére niszczg mikroorganizmy, a nowoczesne techniki produkcji majg na celu
zapobieganie wszelkim zanieczyszczeniom mikrobiologicznym produktu koncowego, nadal moga sie
w niej utrzymywaé formy przetrwalnikowe, a samo zanieczyszczenie moze nastgpi¢ po produkcji, na
przyktad podczas przechowywania zywnosci w sklepie detalicznym lub w domu. Opiekunowie zwierzat
mogg nie by¢ Swiadomi drobnoustrojéw potencjalnie wystepujgcych w zywnosci dla zwierzat.
Dotychczas w Polsce przeprowadzone zostaty badania nad bezpieczenstwem mikrobiologicznym suchej
psiej karmy, a kocia pozostawata niezbadana. W zwigzku z tym przeprowadziliSmy pierwsze badania
suchej karmy kociej bezposrednio po otwarciu opakowania oraz kupieniu porcji na wage w sklepie
detalicznym.

W tych badaniach poréwnano bezpieczeristwo mikrobiologiczne w szesciu karmach suchych kupionych
w oryginalnych opakowaniach producenta oraz tych samych karmach zakupionych w punkcie sprzedazy
na wage z opakowan otwartych w dniu otwarcia oraz 45 dni po otwarciu. Okres 45 dni po otwarciu karm
jest maksymalnym zalecanym terminem spozycia karmy zgodne z zaleceniami dotyczacymi
przechowywania tych produktow. W badaniach zastosowano normy do badan produktow
przeznaczonych do spozycia przez ludzi i pasz dla zwierzat dotyczace wykrycia Salmonella spp. (PN-EN
ISO 6579-1:2017-04), oznaczania liczby drobnoustrojéw (PN-EN ISO 4833-1:2013-12), oznaczania liczby
gronkowcow koagulazo-dodatnich (PN-EN ISO 6888-1:2001), wykrywania i oznaczania liczby
Enterobacteriaceae (PN-EN ISO 21528-2:2017-08), oznaczania liczby drozdzy i plesni (PN-ISO 21527-
2:2009) oraz oznaczania liczby bakterii z grupy coli (PN-ISO 4832:2007).

Uzyskane wyniki i ich analiza wskazuje na zachowanie bezpieczenstwa mikrobiologicznego suchej karmy
dla kotéw. W prébach uzyskano dopuszczalny poziom zanieczyszczenia bakteriami wskaznikowymi
oraz nie wykryto zadnych bakterii chorobotwérczych dla cztowieka. Wyniki badan wskazuja,
ze zachowanie zasady dobrej praktyki produkcyjnej i rezimu higienicznego podczas produkcji, podczas
przechowywania produktu w punkcie sprzedazy oraz po zakupie skutkujg wysokim poziomem
bezpieczehstwa mikrobiologicznego w badanych karmach suchych.
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Produkty uboczne i odpadowe przemystu cukrowniczego ze wzgledu na wysokg zawartosc
weglowodandw stanowia atrakcyjny substrat dla szerokiej gamy mikroorganizmoéw fermentacyjnych.
Podczas przerobu burakéw cukrowych na cukier produktami ubocznymi sg wystodki buraczane, liscie
i melasa, a odpadowymi wody sptawiakowe po hydraulicznym transporcie burakéw, korzonki
i wierzchotki burakow.

Polska jest trzecim producentem cukru w Europie. Najwiekszym wytwodrcg cukru biatego w Polsce,
z ponad 40-procentowym udziatem w rynku, jest Krajowa Grupa Spozywcza S.A. W jednym z jej
oddziatéw, Cukrowni Dobrzelin, we wspétpracy z jednostkg naukowg IBB PAN, prowadzona jest
dziatalno$¢ badawczo-rozwojowa i wdrozeniowa, wykorzystujgca aktywno$¢ metaboliczng
mikroorganizmow beztlenowych produkujgcych biowodér i biogaz (biometan).

Prace wdrozeniowe objety modernizacje oczyszczalni Sciekdw w Cukrowni Dobrzelin, do ktérej trafiaja
gtéwnie wody po hydraulicznym transporcie burakéw. Wynikiem modernizacji jest kontrola emisji
biogazu powstajacego w beztlenowej komorze oczyszczalni Sciekdéw i jego wykorzystanie do produkgcji
energii elektrycznej i cieplnej w agregacie kogeneracyjnym. Powstaly nowe linie oczyszczania
i magazynowania biogazu. Otrzymany biogaz zawiera ponad 70% biometanu. Wyprodukowana energia
elektryczna przekroczyta 2.5-krotnie zapotrzebowanie oczyszczalni Sciekdw. Energia cieplna z agregatu
wraz z odzyskiem ciepta ze sciekédw oczyszczonych w potaczeniu z innymi zrédtami ciepta odpadowego
z cukrowni pokryty w petni zapotrzebowanie oczyszczalni na ciepto. Dziatania te ograniczajg emisje
gazow cieplarnianych do atmosfery, zwiekszajg udziat energii odnawialnej w ogélnym zuzyciu energii
brutto, sg przyktadem energetyki rozproszonej, redukuja koszty uzyskania uprawnien do emisji ditlenku
wegla dla cukrowni.

Prace B+R obejmujg rozwdj i skalowanie dwuetapowej instalacji produkcji biowodoru i biometanu
na drodze beztlenowego rozktadu melasy. W IBB PAN opracowano know-how i ciggly uktad w skali
laboratoryjnej o poziomie gotowosci technologicznej TRLIII jako system dwoéch bioreaktoréw, w ktorych
prowadzone sa hodowle wyselekcjonowanych wspdélnot bakterii ciemnej fermentacji i wspdlnoty
mikroorganizmdw aceto- i metanogennych w warunkach mezofilnych. Na terenie cukrowni powstaty
dwie analogiczne instalacje TRLIV i TRLV, podjeto prace nad oczyszczaniem, magazynowaniem
i zastosowaniem biowodoru.

Cukrownie mogg zatem stac sie producentem biopaliw gazowych obnizajgc swoj slad weglowy.
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Bakterie Streptomyces avermitilis wytwarzajg makrocykliczny lakton — abamektyne o aktywnosci
owadobdjczej stosowany w produkcji srodkéw ochrony roslin. Biologiczne metody ograniczania
liczebnosci szkodnikdéw roslinozernych stanowia alternatywe dla syntetycznych pestycydéw chemicznych
Co sprawia, ze zainteresowanie przyjaznymi dla Srodowiska bioinsektycydami zwieksza sie i intensywnie
rozwijajg sie badania nad naturalnymi czynnikami, ktére moga by¢ uzyteczne w ochronie roslin. Celem
badan byto okreslenie aktywnosci abamektyny dla Swiattéwki naziemnicy Spodoptera exigua z rzedu
Lepidoptera - owadziego szkodnika warzyw, zb6z iroslin ozdobnych w uprawach polowych
i szklarniowych.

Aktywnos¢ insektycydowg preparatu GROT (Synthos Agro, Polska) zawierajgcego bakteryjng abamektyne
w stezeniu 18 g/L okreslono dla S. exigua. Bioinsektycyd w réznych stezeniach dodawano do pozywki
dla gasienic w stadium L1. Hodowle owadéw prowadzono w 26°C, przy wzglednej wilgotnosci powietrza
40-60% i fotoperiodzie 18:6 (dzien:noc). Liczbe martwych gasienic notowano co 24 godz. przez siedem
dni. Stezenie preparatu abamektyny powodujgce 50% $miertelnosci wsréd owadédw (LCsg) obliczono
z wykorzystaniem programu BioStat 2009 Professional 5.8.4 (AnalystSoft, Kanada).

Abamektyna byta toksyczna dla gasienic Swiattowki naziemnicy. Wykazata wysoka skutecznos¢
w ograniczaniu liczebnosci S. exigua w czasie 96 godz. — przy zastosowaniu 2 pg substancji na gasienice
zaobserwowano 93% Smiertelnosci wsréd owadow. Wartos¢ LCsq abamektyny dla insektéw byta réwna
1,2 x 103 mg/ml (1,2 yg/ml). Wysoka aktywnos¢ insektycydowa preparatu abamektyny wskazuje na jego
potencjalng uzytecznos¢ w ochronie upraw roslin. Substancja jest pochodzenia naturalnego, nie ma
negatywnego wptywu na srodowisko iinne organizmy niz szkodniki. Badania wpisujg sie w nurt
poszukiwah nowych rozwigzan w ochronie roslin obejmujgcych stosowanie preparatéw nieszkodliwych
dla organizméw pozytecznych i przyjaznych dla Srodowiska przy jednoczesnej wysokiej ich skutecznosci
w ograniczaniu liczby owadéw roslinozernych.
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Doniesiono, ze ryzobakterie promujace wzrost roslin (PGPR) wspomagajg wzrost roslin na rézne
sposoby. Mechanizmy te obejmujg zwiekszenie dostepnosci fosforu poprzez jego solubilizacje
oraz produkcje amoniaku, ktory jest tatwo dostepnym zréodiem azotu. W poszukiwaniu wydajnych
szczepbw PGPR o wielu dziataniach wyizolowano tgcznie 33 izolaty bakteryjne z réznych gleb ryzosfery
wybranych roslin uprawnych tj. zyta, owsa, marchwi, burakdéw i pietruszki, uprawianych w pétnocno-
wschodniej Polsce. Na podstawie jakosciowych i ilosciowych badan cech sprzyjajgcych wzrostowi roslin
wyselekcjonowano sze$¢ najbardziej obiecujacych szczepdw, a nastepnie przeprowadzono ilosciowa
ocene zdolnosci do solubilizacji produkcji fosforu (P) z Cas(POa)2 i amoniaku (NH3) metodg spektroskopii.
Badane izolaty nalezace do gatunkow Klebsiella, Pseudomonas i Serratia zostaty przebadane in vitro
pod katem wzmocnienia kietkowania nasion marchwi metoda inokulacji komoérkami bakteryjnymi.
Wzgledng szybkos¢ kietkowania nasion oceniano po 6 dniach inkubacji na wilgotng bibute filtracyjng
w 22°C (16/8h, dzieri/noc). Wyniki analizy iloSciowej wskazuja, ze wszystkie izolaty bakteryjne posiadajg
zdolnos¢ solubilizacji fosforu, a ponadto sg zdolne do wytwarzania amoniaku. Solubilizacje fosforu
wykazat najsilniej K. aerogenes AF3Il1 po 8 dniach, poniewaz stezenie przyswajalnego P wzrosto z 79,91
ppm w 2. dniu do 104,44 ppm. Najnizsze stezenie P po 8 dniach zaobserwowano dla S. plymuthica
EDC15, przy czym stezenie wolnego P wyniosto 30,52 ppm w dniu 8. Najwyzszy poziom produkcji
amoniaku mozna zaobserwowa¢ po 5 dniach inkubacji dla wszystkich szczepéw z wyjgtkiem
S. plymuthica EEPC5, dla ktérego zanotowano najwyzsze stezenie amoniaku w dniu 7. S. marcescens AF8I1
wykazat najwyzszg produkcje amoniaku po 5 dniach (17,40 ppm). Poprawe szybkosci kietkowania nasion
marchwi wykazato 5 z 6 izolatow, za$ najlepsze wyniki wykazata aplikacja szczepu AF8I1 (157%).
Whnioskujemy, iz konieczna jest dalsza ocena izolatéw wykazujgcych wielorakie wiasciwosci promujgce
wzrost roslin w uktadzie gleba-roslina, aby okresli¢ ich skutecznos¢ w promocji wzrostu marchwi
zwyczajnej w réznych warunkach srodowiskowych.
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Wstep: Pateczki Aeromonas sp. sg gtéwnym czynnikiem etiologicznym chordb ryb, prowadzacym
do znacznych strat ekonomicznych w akwakulturze. Wsréd czynnikédw wirulencji bakterii Aeromonas
wazng role w patogenezie odgrywa lipopolisacharyd (LPS). Eksponowany na zewnatrz sktadnik tej
molekuty to polisacharyd O-swoisty (O-PS, antygen O), ktory petni role antygenu powierzchniowego
bakterii i warunkuje ich swoisto$¢ serologiczng. Cel: badania strukturalne antygenu O szczepu
A. encheleia A4. Metody: w badaniach zastosowano chemiczne metody analityczne, chromatografie
gazowg sprzezong ze spektrometria mas (GC/MS) oraz spektroskopie magnetycznego rezonansu
jadrowego 'H i 3C NMR. Wyniki: Analiza sktadnikéw polisacharydu O-PS w postaci octanéw alditoli
oraz acetylowanych metylowych glikozydéw cukréw technikg GC/MS wykazata, ze zawiera on gtéwnie:
6-deoksymannoze (Rha), 2-amino-2,6-dideoksyglukoze (QuiN) i 3-amino-3,6-dideoksygalaktoze (Fuc3N),
z amidowo-zwigzanym w pozycji C-3 niecukrowym podstawnikiem, kwasem 3-hydroksymastowym
(Fuc3NHb). Konfiguracje absolutng L-Rha i D-QuiNAc oraz konfiguracje R kwasu 3-hydroksymastowego
(Fuc3RNHb) okreslono technikg GC/MS, odpowiednio peracetylowanych pochodnych S(+)-oktylowych
glikozydoéw oraz O-TMSi pochodnych octylowych estréw, a konfiguracje D-Fuc3N ustalono na podstawie
wptywu efektéw glikozylacji na wartosci przesunie¢ chemicznych '3C NMR. Analiza metylacyjna pozwolita
na okreslenie sposobu podstawienia reszt cukrowych w podjednostce O-PS. Wykazano, ze budujg ja trzy
reszty ramnozy podstawione przy weglu (i) C-4, (ii) C-3 oraz (iii) C-2 i C-3, reszta QuipN podstawiona przy
C-3, natomiast reszte a-D-Fucp3NRHb zidentyfikowano, jako terminalng. Na widmie 'H NMR
zidentyfikowano m.in. sygnaty protonéw (i) grup CHs 6-deoksyheksoz (d 1,21-1,36) i H-4 kwasu
3-hydroksymastowego (d 1,27), (ii) amidowo-zwigzanej grupy acetylowej i acylowej aminocukréw (d 2,15;
d 2.52), oraz (iii) sygnaly protonéw anomerycznych (d 4,76-517). Analiza widm 2D homo-
i heterojgdrowych NMR uzupetnita badania strukturalne podjednostki. Uzyskane wyniki wykazaty,
ze antygen O-swoisty A. encheleic A4 sktada sie z rozgatezionej, powtarzajacej sie podjednostki
pentasacharydowej, o nastepujgcej strukturze: [®2)[a-D-Fucp3NRHb-(1®3)]-a-L-Rhap-(1®3)-3-L-Rhap-
(1®4)-a-L-Rhap-(1®3)-B-D-QuipNAc-(1®]. Wnioski: Uzyskana struktura O-PS w nie zostata dotychczas
zidentyfikowana i jest unikalna zaréwno wsréd antygendéw O-swoistych Aeromonas sp. jak i innych
gatunkow bakterii.
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Bakterie z gatunku Escherichia coli to bakterie wykazujgce sie duzg bioréznorodnoscig. Niektore
sg komensalami, naturalnie zasiedlajgcymi jelita ludzi i zwierzat, podczas gdy inne sg patogenami
odpowiedzialnymi za szeroki zakres infekgji jelitowych i pozajelitowych. Zakazenie bakteriami z gatunku
E. coli to jedna z gtéwnych przyczyn posocznicy, zapalenia opon mézgowo-rdzeniowych u noworodkow,
infekcji drég moczowych, zapalenia pecherza moczowego czy biegunki podréznych. Ponadto leczenie
infekcji spowodowanych bakteriami z gatunku E. coli bywa utrudnione poprzez coraz szersze pojawianie
sie zjawiska lekoopornosci wsrdd tej grupy bakterii. Woda stanowi gtéwny rezerwuar oraz miejsce
transmisji lekoopornych patogendw, co jest problem réwniez w krajach wysokorozwinietych. W latach
2019-2020 pobrano probki wody z rzeki Wisty z czterech punktéw: Warszawa, Ptock, Mikoszewo oraz
Kiezmark, z ktérych wyizolowano 59 szczepdw bakterii z gatunku E. coli. Celem pracy byto filotypowanie
genetyczne wyizolowanych szczepow oraz okreslenie lekowrazliwosci i cech fenotypowych badanych
izolatdbw. Wsréd zbadanych szczepdw 11 szczepdw nalezato do filogrupy B2 charakteryzujgcej sie
najwiekszg liczbg cech wirulencji, natomiast 4 kolejne szczepy przyporzgdkowano do filogrupy D réwniez
o duzym potencjale patogennym. W grupie antybiotykéw stosowanych w weterynarii 41 szczepéw byto
opornych na co najmniej jeden antybiotyk, natomiast w grupie antybiotykéw stosowanych u ludzi
18 szczepdw sklasyfikowano jako wielolekooporne. Badane szczepy wykazaty najwiekszg lekoopornos¢
w przypadku penicylin (20 szczepdw), antybiotykéw aminoglikozydowych (26 szczepdédw) oraz
aminocyklitoli (19 szczepdw). Wszystkie szczepy byly wrazliwe na dziatanie karbapenemdéw. Ponadto
8 szczepéw sklasyfikowano jako producentédw ESBL. Zdolnos¢ szczepdw do ruchu oraz wytwarzania
biofilmu réznita sie w zaleznosci od temperatury. Ogoélnie szczepy byty bardziej ruchliwe i wytwarzaty
wiecej biofilmu w temperaturze 37°C, co sugeruje, ze mogg mie¢ wiekszg zdolnos$¢ do zaatakowania
gospodarza, niz przetrwania w S$rodowisku. Otrzymane wyniki sugerujg obecnos¢ patogennych,
lekoopornych szczepdw bakterii z gatunku E. coli w Srodowisku wodnym, ktore mogg stanowic
potencjalne zagrozenie dla zdrowia cztowieka.
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Ze wzgledu na zwiekszong dziatalnos¢ wielkoprzemystowych ferm drobiu wywierajg one negatywny
wplyw na komponenty $rodowiska. W ramach przeprowadzonych badan zostato zbadane powietrze
wokét fermy intensywnego chowu drobiu w kontekscie rozprzestrzeniania sie zanieczyszczen
mikrobiologicznych. W badaniach skupiono sie na okresleniu, poprzez wybrane testy fenotypowe,
bioréznorodnosci mikroorganizmédw wystepujacych w powietrzu w wyznaczonych punktach.
Mikroorganizmy zawieszone w powietrzu byty pobierane na podtoza aktywng metodg aspiracji w okresie
letnim i jesiennym. Do okreslenia bioréznorodnosci mikroorganizméw wykorzystano 95 szczepow
wyizolowanych na podtozu wybiérczo-réznicujgcym dla bakterii z rodzaju Staphylococcus. W okresie
letnim i jesiennym panowaty skrajne warunki atmosferyczne, latem temperatura wynosita 31,3°C bez
opaddéw, natomiast jesienig 10,9°C z lekkimi opadami deszczu. Sposrod wyizolowanych szczepow
74  wykazywato wielolekoopornos¢. Najwiecej szczepdw byto opornych na spektomycyne
oraz klindamycyne. Z wykorzystaniem techniki spektrometrii mas zidentyfikowano badane szczepy
do gatunkéw takich jak S. arelttae, S. capitis, S. cohnii, S. condimenti, S. gallinarum S. haemolyticus,
S. saprophyticus, S. sciuri, S. warneri, S. vitulinus S. xylosus. 93 szczepy zidentyfikowano jako formy
ziarniste Gram-dodatnie. Badane szczepy wykazywaty duzg zdolno$¢ do ptywania (3% agar) oraz petzania
(8% agar). Zjawisko hemolizy zaobserwowano dla 33 szczepdéw. Ponadto zaobserwowano zdolnos¢
szczepobw do lipolizy, proteolizy oraz produkcji amylaz a takze zdolnos$¢ wiekszosci szczepow do
tworzenia biofilmu. Uzyskane wyniki pozwolity stwierdzi¢ obecnos¢ i bior6znorodnos¢ mikroorganizméw
w powietrzu. Najczesciej identyfikowanymi drobnoustrojami byly bakterie z rodzaju Staphyloccocus
(80 szczepdw).

Praca powstata w wyniku realizacji projektu badawczego o nr 2019/35/B/NZ7/04394 finansowanego
ze $rodkéw Narodowego Centrum Nauki.
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Ztoza wegla brunatnego, bedacego pochodng lignitu, stanowig zrédto mikroorganizméw
autochtonicznych wykazujacych rzadkie i wyspecjalizowane szlaki metaboliczne przemian ztozonych
zwigzkdw organicznych. Efektem przystosowania do zycia w nietypowym Srodowisku moze by¢ obecnos¢
specyficznych enzyméw odpowiedzialnych za rozkiad weglowodoréw zaréwno alifatycznych,
jak i aromatycznych. Celem pracy byta ocena mozliwosci biotransformacji oleju napedowego przez dwa
szczepy wyizolowane ze zt6z wegla brunatnego. Przeprowadzone wczesniej badania mikrobiologiczne
wegla brunatnego pozwolity na pozyskanie z probek wegla brunatnego zestawu rodzimych
drobnoustrojow, sposrdd ktorych wyselekcjonowano dwa szczepy nalezace do rodzaju Rhodococcus,
wykazujace wysoki potencjat bioremediacyjny wzgledem oleju napedowego o stezeniu 1 g/L. Szczepy te
oznaczono jako CUP11 i CUP17. W doswiadczeniu trwajgcym 14 dni testowano biotransformacje
ksenobiotykdéw oleju napedowego podanego w zakresie stezen 1-10 g/L. Analizowano zaréwno zmiany
liczebnosci drobnoustrojow, jak i stezenia weglowodoréw. Udowodniono, ze badane szczepy cechowaty
sie zrbéznicowang aktywnoscia metaboliczng oraz zdolnoscig biodegradacji sktadnikow oleju
napedowego, wynoszacg dla CUP11 46% przy stezeniu 10 g/L i siegajacg 100% przy stezeniu 1 g/L.
Dla szczepu CUP17, przy stezeniach oleju napedowego 10 g/L i 1 g/L uzyskano wydajnosci degradacji,
odpowiednio, 90% i 96%. Nieznacznie nizszg skutecznoscig charakteryzowata sie bikultura ztozona z obu
szczepow, dla ktérej wydajnos¢ degradacji wynosita, odpowiednio 70% i 92%. Nie odnotowano
znaczacego spadku liczebnosci mikroorganizméw w zadnym wariancie doswiadczalnym. Wyniki
wskazujg na duzy potencjat zastosowania testowanych szczepéw w bioremediacji Srodowiskowych
zanieczyszczen olejem napedowym.

Prezentowana praca jest samodzielnym opracowaniem jej autora/autorow.
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Rezystom to zbiér wszystkich gendéw warunkujgcych opornos¢ na antybiotyki i ich prekursoréow
wystepujacych u patogenicznych i niepatogenicznych mikroorganizmoéw. Ekosystemy wodne, zwtaszcza
zanieczyszczone, stanowig idealne Srodowisko dla rozprzestrzeniania sie gendw opornosci
na antybiotyki, przekazywania ich na drodze horyzontalnego transferu z bakterii chorobotwérczych do
Srodowiskowych i vice versa. Battyk jest ptytkim, niewielkim akwenem, co tgcznie ze stabg wymiang wody
i wptywem gospodarki cztowieka sprawia, ze jest jednym z najbardziej zanieczyszczonych moérz na
Swiecie. Celem badan byta czeSciowa charakterystyka rezystomu wody i piasku pobranych z dwdch
lokalizacji w Kotobrzegu sezonowo przez rok.

Oznaczono wystepowanie genéw warunkujgcych opornos¢ na [-laktamy, tetracykliny i plazmidowo
warunkowanej opornosci na chinolony w genomach bakterii i metagenomowym DNA. Szczepy
Enterobacterales oporne na [B-laktamy selekcjonowano na podtozu Chromocult® Coliform Agar
z dodatkiem cefotaksymu, heterotrofy oporne na tetracykliny i chinolony na podtozu agarowym BHI
z dodatkiem, odpowiednio tetracykliny i ciprofloksacyny. Geny opornosci na antybiotyki w genomowym
DNA wyizolowanym ze szczepdw bakterii lekoopornych oznaczano metodg PCR, natomiast liczbe kopii
wybranych ARG w metagenomowym DNA metodg dPCR.

W wodzie jak i piasku stwierdzono wystepowanie szczepdédw opornych na badane grupy antybiotykdw.
W genomach Enterobacterales opornych na B-laktamy stwierdzono geny blatem, blasuy i blactx. Opornosc
na chinolony byta kodowana przez plazmidowe geny geny qnrA, gnrB, qnrS i aac(6')-lb-cr, a izolatow
opornych na tetracykline wykryto geny tetA, tetB i tetM.

W metagenomowym DNA wody i piasku liczba kopii wybranych ARG byta zréznicowana i wynosita:
dla:

blacrx - 3,2x10kopii /ml wody i 2,9x10°/g osadu,
blarem - 1,4x10" kopii/ml wody, 4,0x10° kopii/g osadu,
tetA - 2,0x10"kopii/ml wody, 2,7x107 kopii/g osadu,
tetB - 5,2x10° kopii/ml wody, 3,7x10° kopii/g osadu,
qnrB - 1,6x102 kopii/ml wody, 3,5%107 kopii/g osadu,
qnrD - 2,3x10° kopii/ml wody, 6,5x10° kopii/g osadu.

Nie stwierdzono znaczacych réznic w liczbie kopii gendw opornosci w zaleznosci od pory roku. Obecnos¢
bakterii opornych na antybiotyki oraz genéw opornosci w metagenomowym DNA wody i piasku kapielisk
morza Battyckiego stwarza zagrozenie dla zdrowia publicznego i zwieksza ryzyko zwigzane
z rozprzestrzenianiem sie opornosci w populacjach mikroorganizmow.
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W celu odpowiedzi na pytanie, czy telefon komérkowy pacjenta moze by¢ wektorem przeniesienia
potencjalnie chorobotworczych mikroorganizméw do oraz z Srodowiska szpitalnego, przeprowadzono
badania mikrobioty zasiedlajgcej powierzchnie telefonéw komérkowych nalezgcych do 20 pacjentéow
oddziatu kardiologii oraz 23 pacjentéw oddziatu dermatologii. Materiat do badan stanowity wymazy
z powierzchni badanych telefonéw pobierane w dniu przyjecia pacjenta do szpitala oraz po 2-3 dniach
pobytu pacjenta w szpitalu. Wymazy pobierano jatowymi wymazéwkami zwilzonymi jatowym roztworem
0,9% NacCl. Posiew, izolacje i identyfikacje gatunkowg drobnoustrojéw przeprowadzono przy uzyciu
klasycznych metod badan mikrobiologicznych. Z powierzchni telefonéw komdérkowych pacjentow
oddziatu kardiologii w dniu ich przyjecia do szpitala wyizolowano 42 szczepy drobnoustrojéw nalezace
do 14 gatunkoéw, a w badaniu przeprowadzonym po 2-3 dniach wyizolowano 33 szczepy drobnoustrojéw
nalezace do 15 gatunkéw. Natomiast z telefonéw komorkowych pacjentdw oddziatu dermatologii w dniu
ich przyjecia do szpitala wyizolowano 42 szczepy drobnoustrojow nalezgce do 13 gatunkdw, a w badaniu
przeprowadzonym po 2-3 dniach wyizolowano 58 szczepdw drobnoustrojow zaliczonych do
14 gatunkédw. Zaobserwowano zréznicowanie gatunkowe mikrobioty telefonéw komérkowych
pacjentow obu oddziatdw ulegajgce modyfikacji w czasie pobytu pacjentéw w szpitalu. Stwierdzono
rowniez na powierzchni telefonéw obecnos¢ meticylinoopornych gronkowcoéw Staphylococcus
epidermidis MRCNS oraz Staphylococcus haemolyticus MRCNS w dniu przyjecia lub po 2-3 dniach pobytu
pacjenta w szpitalu. Obserwacja ta dowodzi, ze telefony komérkowe pacjentéw hospitalizowanych moga
by¢ wektorem transmisji potencjalnie chorobotworczych drobnoustrojow zaréwno do, jak i z Srodowiska
szpitalnego. Zjawisko to wskazuje na bezwzgledng koniecznos¢ dezynfekcji telefonédw komorkowych
pacjentdw w momencie ich przyjecia do szpitala, podczas hospitalizacji oraz po jej zakonczeniu.

Nie stwierdzono znaczacych réznic w liczbie kopii gendw opornosci w zaleznosci od pory roku. Obecnos¢
bakterii opornych na antybiotyki oraz genéw opornosci w metagenomowym DNA wody i piasku kapielisk
morza Baltyckiego stwarza zagrozenie dla zdrowia publicznego i zwieksza ryzyko zwigzane
z rozprzestrzenianiem sie opornosci w populacjach mikroorganizméw.
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Badania nad réznorodnosciag zbiorowisk mikroorganizméw zasiedlajgcych gleby uprawne stanowig jeden
z kluczowych obszaréw prac na rzecz rozwoju zréwnowazonych praktyk zarzgdzania gleba. Ocena
aktywnosci i bioréznorodnosci mikroorganizméw glebowych jest niezwykle istotna ze wzgledu
na nieoceniony wktad mikrobiomu i mykobiomu w prawidtowe funkcjonowanie agroekosystemoéw,
a zmiany w parametrach mikrobiologicznych gleb moga odzwierciedla¢ ich stan ekologiczny. Celem
pracy byto okreslenie zmian w réznorodnosci strukturalnej zbiorowisk grzybéw w zdegradowanej glebie
pod wptywem fosforowego nawozu mineralnego wzbogaconego mikrobiologicznie.Doswiadczenie
polowe prowadzone w latach 2018-2019, pod uprawg kukurydzy, obejmowato dawke optymalna
bez wzbogacenia mikrobiologicznego (FC), dawke optymalng wzbogacong mikrobiologicznie (FA100)
oraz dawke zredukowana o 40% wzbogacong mikrobiologicznie (FA60). Probki gleby do badan pobierano
w nastepujgcych terminach: jesien 2018 (A18), lato 2019 (S19) oraz jesien 2019 (A19). Struktura
zbiorowisk grzybdéw zostata okreslona dzieki analizie polimorfizmu dtugosci terminalnych fragmentéw
restrykcyjnych (t-RFLP). Identyfikacji mikroorganizmdw na podstawie wielkosci wybranych terminalnych
fragmentéw restrykcyjnych (T-RFs) dokonano przy uzyciu narzedzia bioinformatycznego TRiFLe.
Uzyskane wyniki wskazuja, ze na strukture zbiorowisk grzybow miat wptyw nie tylko sposéb nawozenia,
ale réwniez termin poboru probek gleby. Najwyzszg liczbe T-RFs zanotowano dla wariantéw FA100(A18)
i FA60(A18), a wynosita ona, odpowiednio, 36 i 37 fragmentéw. Rdzen mykobiomu stanowito 40 T-RFs,
natomiast dla wariantéw FC, FA100 i FA60 uzyskano, odpowiednio, 6, 2 i 3 unikalnefragmenty
restrykcyjne. ldentyfikacja przy uzyciu narzedzia TRiFLe ujawnita obecnos¢ grzybdéw stymulujgcych
wzrost i rozwoj roslin (Penicillium spp.), saprotroféw zaangazowanych w rozktad materii organicznej
(Cortinarius spp., Conocybe spp.), mikroorganizmmdw uczestniczacych w biokontroli populacji patogendw
(Metarhizium spp., Trichoderma spp.), grzyboéw mykoryzowych (Boletus spp.) oraz mikroorganizmow
zaangazowanych w proces bioremediacji (Solicoccozyma spp.).

Zrédto finansowania: Praca finansowana przez Narodowe Centrum Badari i Rozwoju w ramach programu
BIOSTRATEG, numer umowy BIOSTRATEG3/347464/5/NCBR/2017n
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PLA czyli polilkwas mlekowy) jest biodegradowalnym polimerem nalezagcym do grupy poliestrow
alifatycznych. Substratem do jego produkcji jest kwas mlekowy, ktéry moze by¢ otrzymywany
z surowcow odnawialnych, na przyktad melasy lub maczki kukurydzianej. Klasyczny polimer PLA ma
strukture twardg, lecz tamliwa. Przez wprowadzenie dodatkowych podstawnikéw do tancucha poli(kwasu
mlekowego) mozliwe jest jednak otrzymanie materiatdw o wiekszej wytrzymatosci, elastycznosci
i odpornosci na tamanie. Celem pracy bylo ustalenie czy modyfikacja PLA podstawnikami
wzmachniajacymi wytrzymatos¢ ma wptyw na jego biodegradowalnos¢. Najpierw z kompostéw, gleby oraz
osaddéw czynnych wyizolowano pojedyncze mikroorganizmy oraz cate konsorcja. Nastepnie zbadano ich
uzdolnienia enzymatyczne. Wybrane mikroorganizmy wykorzystano do rozktadu polimeréw PLA:PET.
Efektywnos$¢ tego procesu okreslono na podstawie zmiany masy badanych polimeréw oraz ilosci
uwalnianego kwasu mlekowego. Dodatkowo z zastosowaniem mikroskopii elektronowej oceniono
zmiany jakie zaszty w strukturze badanych materiatéw. Ustalono, ze najwiekszg zdolnoscig do rozktadu
badanych polimeréw cechowaly sie mezofilne bakterie zrodzajéw Bacillus i Pseudomonas.
Na wytwarzane przez nie enzymy najbardziej oporne byty polimery PLA:PET (30:70). Po 96 dobach
najwieksze ubytki masy oraz zmiany strukturze folii i w mechanice ich degradacji zaobserwowano
w prébkach PLA:PET 2,5% o grubosci >2,5mm. W poréwnaniu z klasycznymi polimerami PLA byly one
jednak stabiej rozktadane przez bakterie mezofilne.
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Zielenn malachitowa (MG) jest syntetycznym barwnikiem z klasy trifenylometanowych, ktéra zaliczana jest
do trwalych zanieczyszczen organicznych (TZO). Jest powszechnie stosowana, co prowadzi do skazenia
naturalnych ekosystemoéw. Poniewaz wykazuje toksyczne dziatanie na komorki réznych organizmow
istnieje pilna potrzeba eliminacji jej ze srodowiska. Jedng z metod usuwania MG jest biodegradacja
z udziatem szczepdw nalezagcych do rodzaju Pseudomonas. Celem pracy byta selekcja szczepu
0 potencjale biodegradacyjnym w stosunku do MG, a nastepnie optymalizacja procesu i ocena ryzyka
stosowania wybranego izolatu, jako szczepionki doglebowej. W tym celu dokonano przegladu
27 endofitycznych szczepdw Pseudomonas spp. pozyskanych z réznych roslin i stanowisk o niskim
wskazniku urbanizacji idodatkowo o fenotypie promujgcym wzrost roslin. Ws$rdéd nich szczep
16A1 wyizolowany z Chamaecytisus albus odbarwiat zieleh malachitowg na poziomie 87,67 % w ciggu
24 godz. w optymalnych warunkach. Optymalizacji procesu dokonano w oparciu o eksperymenty
jednosktadnikowe, a takze metodologie powierzchni odpowiedzi. Interakcje zmiennych niezaleznych
zaprojektowano z zastosowaniem planu Box-Behnkena. Proces degradacji MG potwierdzano rejestrujgc
widmo absorbancji UV-Vis metabolitdw uzyskanych w obecnosci 16A1, ktérych obnizong fitotoksycznos¢
wykazano na modelu lucerny siewnej (Medicago sativa L.). Na biotechnologiczng przydatnos¢ szczepu
16A1  wskazywata réwniez zdolnos¢ do dekoloryzacji wybranych  barwnikéw azowych
oraz antrachinonowych.
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Kosmopolityczne ameby z rodzaju Acanthamoeba petnig wazne funkcje w wielu ekosystemach, ale tez
mogq by¢ oportunistycznymi patogenami odpowiedzialnymi za ziarniniakowe zapalenie médzgu
i amebowe zapalenie rogéwki. Pomimo wielu lat badan nad fizjologia petzaka i czynnikami jego
patogenicznosci wiedza na ten temat jest ciggle niepetna. Celem pracy byta analiza lipidéw pecherzykéw
wielowarstwowych (MLB) uwalnianych przez A. castellanii do srodowiska w kulturach monoksenicznych
i wskazanie na ich bakteryjne lub amebowe Zzrdodto. MLB sg btonowymi organellami pochodzenia
lizosomalnego produkowanymi podczas trawienia zinternalizowanych bakterii. Cel realizowano poprzez
analize lipidéw, wyekstrahowanych z MLB, jak i z komorek bakteryjnych Klebsiella aerogenes,
z wykorzystaniem technik 1-D i 2-D HPTLC, GC-MS, MALDI-TOF MS/MS. Czysto$¢ preparatéw MLB,
otrzymanych z zywych komorek A. castellanii, monitorowano zzastosowaniem mikroskopii TEM.
Poréwnanie sktadu lipidow oczyszczonych MLB i bakterii wskazato najprawdopodobniej na ich amebowe
pochodzenie. Wsréd lipidéw zidentyfikowanych w K. aerogenes dominowaty: fosfatydyloetanolamina,
kardiolipina, fosfatydyloglicerol i fosfatydyloseryna. Natomiast w MLB obecne byty sterole, kardiolipina,
lizofosfatydylocholina, fosfatydylocholina i fosfatydyloinozytol. Potwierdzenie pochodzenia amebowego
MLB na podstawie profili lipidow, moze utorowa¢ droge do lepszego zrozumienia ich znaczenia
w przysztosci zaréwno dla niepatogennych szczepdw srodowiskowych, jak i wirulentnych.

Zrédto finansowania: NCN 2017/01/XNZ1/01153
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