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1. Imie i nazwisko.

Dorota Magdalena Krzyzanowska (Dorota M. Krzyzanowska)
ORCID: 0000-0003-0177-377X; LinkedIN: 59370533

2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe lub artystyczne - z podaniem podmiotu

nadajacego stopien, roku ich uzyskania oraz tytutu rozprawy doktorskiej.

2015

2009

2007

Doktor nauk biologicznych w zakresie biochemii
Miedzyuczelniany Wydziat Biotechnologii UG i GUMed

Tytut rozprawy:

»JAntagonizm szczepu Pseudomonas P482 wzgledem bakteryjnych
patogendw roslin z rodzajow Pectobacterium i Dickeya w warunkach
in vitro i in planta”

Magister, kierunek Biotechnologia
Miedzyuczelniany Wydziat Biotechnologii UG i GUMed

Licencjat, kierunek Biotechnologia
Miedzyuczelniany Wydziat Biotechnologii UG i GUMed

3. Informacja o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych Ilub

artystycznych.

01.02.2022-
obecnie

20.02.2018-
20.12.2021

07.04.2015-
19.02.2018

Stanowisko typu lab manager

Zatrudnienie w projekcie NCN SONATA BIS

Zaktad Badania Zwigzkdéw Biologicznie Czynnych
Miedzyuczelniany Wydziat Biotechnologii UG i GUMed

Adiunkt (stanowisko typu postdoc)

Zatrudnienie w projekcie NCN OPUS13

Zaktad Mikrobiologii Roslin

Miedzyuczelniany Wydziat Biotechnologii UG i GUMed

Asystent (gtéwny wykonawca w projekcie)
Zatrudnienie w projekcie NCN OPUS7

Zaktad Mikrobiologii Roslin

(woéwczas: Pracownia Biologicznej Ochrony Roslin)
Miedzyuczelniany Wydziat Biotechnologii UG i GUMed
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01.10.2009-  Doktorantka
07.04.2015 Studium Doktoranckie Chemii i Biochemii przy Wydziale Chemii
Uniwersytetu Gdanskiego

W okresie kariery zawodowej dwukrotnie przebywatam na urlopie macierzyrniskim i
rodzicielskim z uwagi na urodzenie dzieci (7 miesiecy na przetomie lat 2012/13 oraz
12 miesiecy na przetomie lat 2020/21).

4. Omowienie osiagnieé, o ktérych mowa w art. 219 ust. 1 pkt. 2 ustawy z dnia 20 lipca
2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. 2 2021 r. poz. 478 z p6zn. zm.).

Jako moje gtéwne osiggniecie naukowe na potrzeby postepowania habilitacyjnego
wskazuje cykl czterech powigzanych tematycznie publikacji doswiadczalnych. We
wszystkich pracach skladajacych sie na w/w osiagniecie naukowe jestem pierwszym
autorem. Pozostate osiggniecia naukowe z okresu po uzyskaniu stopnia doktora
oméwitam w punktach 4.4 oraz 5 niniejszego dokumentu.

4.1. Tytut cyklu artykutow, spetniajagcych warunek wskazany w art. 219 ust. 1 pkt
2 ppkt (b) ustawy

Wykorzystanie sekwencjonowania nastepnej generacji oraz metod analizy in silico do
poznania wifasciwosci wybranych ryzobakterii o potencjale do zastosowania w
biologicznej ochronie roslin.

4.2. Wykaz publikacji sktadajacych sie na gtéwne osiagniecie, z
wyszczegolnieniem wktadu kandydatki

IF — wspdtczynnik oddziatywania (Impact Factor) z roku opublikowania pracy.

MEIN/MNiISW - punktacja czasopism wg Ministerstwa Edukacji i Nauki zgodnie z
wykazem obowigzujgcym w okresie ukazania sie prac. W réznych okresach
obowigzywaty rozne systemy punktacji czasopism.

PUBLIKACJA 1

Krzyzanowska D.M., Maciag T., Ossowicki A., Rajewska M., Kaczynski Z., Czerwicka M.,
Rabalski t., Czaplewska P. Jafra S.;

Ochrobactrum quorumnocens sp. nov., a quorum quenching bacterium from the potato
rhizosphere.

PLoS ONE 2019, 14(1): €0210874. DOI: 10.1371/journal.pone.0210874
IF 2,740; MEiN 100
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Moj wktad w publikacje:

miatam udziat w tworzeniu koncepcji badan

przeprowadzitam analize filogenetyczng w oparciu o parametry ANIb i GGDC
oraz tzw. core genome

oznaczytam krzywe wzrostu bakterii w roznych warunkach hodowli
przeprowadzitam fenotypowanie badanych szczepow metodg BIOLOG GENIII
przeprowadzitam testy inaktywacji czgsteczek sygnatowych typu laktonow
acylo-L-homoseryny (AHL)

przeprowadzitam analize zaleznosci fenotyp-genotyp, w tym poréwnanie
klastréw genowych kodujacych ureaze u réznych szczepéw Ochrobactrum oraz
analize obecnosci gendw kodujacych wic

przeprowadzitam analize porownawczg w zakresie genomu podstawowego |
pan-genomu dla roznych szczepéw Ochrobactrum

przygotowatam wszystkie rysunki i tabele

napisatam pierwotng wersje manuskryptu

miatam wiodgcg role w przygotowaniu odpowiedzi do recenzentow i
uczestniczytam we wprowadzaniu poprawek do ostatecznie przyjetej wersji

pracy

PUBLIKACJA 2

Krzyzanowska D.M., Supernat A., Maciag T., Matuszewska M., Jafra S;

Selection of reference genes for measuring the expression of aiiO in Ochrobactrum
quorumnocens A44 using RT-qPCR.

Scientific Reports, 2019, 9, 13129
IF 3,998; MEiIN 140

Moj wktad w publikacje:

miatam udziat w tworzeniu koncepcji badan, w tym odpowiadatam za wybor
wtasciwego zestawu prob do eksperymentow

uczestniczytam w projektowaniu starterow.

przeprowadzitam czes¢ doswiadczer qPCR i powigzanych analiz (m.in. zakres
Cq gendw referencyjnych, analiza stabilnosci ekspresji gendw referencyjnych
metodami BestKeeper i Normfinder).

przygotowatam wszystkie rysunki i tabele

napisatam pierwotng wersje manuskryptu

miatam wiodgcg role w przygotowaniu odpowiedzi do recenzentow i
uczestniczytam we wprowadzaniu poprawek do ostatecznie przyjetej wersji

pracy
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PUBLIKACJA 3

Krzyzanowska, D.M., lwanicki, A., Czajkowski, R., Jafra, S,;

High-quality complete genome resource of tomato rhizosphere strain Pseudomonas
donghuensis P482, a representative of a species with biocontrol activity against plant
pathogens.

Molecular Plant-Microbe Interactions, 2021, 34:12, 1450-1454

IF 3,422; MEiN 140

Moj wktad w publikacje:

e przeprowadzitam analize genomu pod katem obecnosci klastrow kodujacych
metabolity wtérne (antiSMASH)

e przeprowadzitam analize porownawczg pomiedzy dwoma wersjami genomu
P482 uzyskanymi w kilkuletnim odstepie czasu, roznymi metodami

e pilotowatam ustuge sekwencjonowania

e przeprowadzitam submisje danych genomowych do Genbank

e przygotowatam wszystkie rysunki i tabele

e napisatam pierwotng wersje manuskryptu

PUBLIKACJA 4

Krzyzanowska D.M., Jablonska M., Kaczynski Z., Czerwicka-Pach M., Macur K., Jafra S.

Host-adaptive traits in the plant-colonizing Pseudomonas donghuensis P482 revealed
by transcriptomic responses to exudates of tomato and maize.

Scientific Reports, 2023, 13(1), 9445
IF 4,6; MEiN 140

Moj wktad w publikacje:

e uczestniczytam w opracowaniu metodyki badar oraz koordynowatam prace
eksperymentalne

e bratam udziat w hodowli roslin w warunkach gnotobiotycznych

e przygotowatam eksudaty roslin pod katem analiz

e przygotowatam standardy zwigzkow chemicznych pod katem analizy
chromatograficznej (GC-MS)

e przeprowadzitam hodowle bakterii w obecnosci eksudatdw oraz izolacje RNA

e koordynowatam zlecenie ustugi RNAseq

e przeprowadzitam analize danych RNAseq po ekspresji roznicowej, w tym
analize wzbogacenia sciezek metabolicznych oraz sieciowania genéw (ang.
gene networking)

e przeprowadzitam analize ekspresji genow metodg RT-qPCR

e przeprowadzitam submisje danych do bazy NCBI GEO
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e przeprowadzitam eksperyment obejmujgcy okreslenie wydajnosci kolonizacji
korzeni roslin przez szczep P482 (eksperyment doniczkowy)

e przygotowatam wszystkie rysunki i tabele

e napisatam pierwotng wersje manuskryptu

e przygotowatam odpowiedzi do recenzentéw i wprowadzitam wigekszosSc
poprawek do ostatecznie przyjetej wersji pracy

Dane naukometryczne dla prac wchodzacych w sktad cyklu:
Sumaryczny IF: 14,8 (2-letni); 17 (5-letni)
Sumaryczna liczba punktéw MEIiN: 520

4.3. Omowienie celu naukowego prac wymienionych w pkt 4.2 oraz otrzymanych

wynikow

4.3.1. Wprowadzenie i przestanki do podjecia badan

Kompozycja mikroflory ma istotny wptyw na kondycje roslin. Szczeg6lng réznorodnos¢
mikroorganizméw oraz mnogos$¢ interakcji, ktére pomiedzy nimi zachodzg, mozna
zaobserwowac w strefie przykorzeniowej roslin, tzw. ryzosferze. Bywa ona czasem okreslana
mianem gut inside out, czyli, z angielskiego, ,jelitem wywinietym na lewg strone” (Ramirez-
Pueblaiin., 2013). Szczepy bakterii o pozytywnym wptywie na kondycje i zdrowie roslin okresla
sie wspélnym mianem bakterii PGPR (ang. Plant Growth-Promoting Rhizobacteria) (Lugtenberg
and Kamilova, 2009). Koncepcja wykorzystania pozytecznych mikroorganizméw, w
szczegodlnosci PGPR, do poprawy plonowania i ochrony roslin przed chorobami roslin ujeta
mnie juz w trakcie studidw. Sam pomyst nie jest nowy, ale obecnie cieszy sie rosngcym
zainteresowaniem badawczym i komercyjnym. Wzrosta swiadomos¢ spoteczenstwa, ze
nadmierne wykorzystanie chemicznych srodkéw ochrony roslin oraz nawozéw ma negatywny
wptyw na srodowisko i zdrowie ludzi. Réwnolegle istnieje koniecznosé zwiekszenia produkc;ji
rolnej, w szczegdlnosci w ubogich czesciach swiata. Wyzwanie to utrudniajg gwattownie
postepujace zmiany klimatyczne (dane FAO). Zastosowanie mikroorganizméw ma potencjat
jako ekologiczna metoda wsparcia rolnictwa. W gre wchodzi aplikacja preparatow
zawierajgcych pojedyncze szczepy mikroorganizméw lub ich mieszanin, jak réwniez
stosowanie takich odmian roslin i praktyk rolniczych, ktére prowadzg do uksztattowania sie na
roslinie korzystnej endemicznej populacji mikroorganizméw (tzw. inzynieria ryzosfery)
(Ahkamiiin., 2017). W sytuaciji, ktérg mozna okresli¢ jako ,$wiety Graal”, rolnik bedzie mégt w
prosty sposéb dowiedzie¢ sie jaki uktad roslina-PGPR (odmiana rosliny i potencjalny inokulant
mikrobiologiczny) i w zestawieniu z jakimi praktykami (m.in. nawozenie) zapewni mu wysoki
plon w warunkach danego pola uprawnego (wtasciwosci gleby, klimat) oraz przy aktualnie
obserwowanej presji ze strony patogenéw. Co istotne, efektywne wykorzystanie
mikroorganizméw do poprawy kondycji roslin wymaga gruntownej wiedzy na temat ich
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funkcjonowania oraz ich losu w docelowym ekosystemie. Z uwagi na duzg bioréznorodnos¢
mikroorganizméw stowarzyszonych z roslinami oraz stopien skomplikowania badanych
uktadow roslina-mikroorganizmy-srodowisko, przejscie od poziomu obserwacji uktadéw do
poziomu ich projektowania wymaga licznych badan. W odniesieniu do tego méj wktad w
rozwoj reprezentowanej dyscypliny naukowej obejmuje poszerzenie wiedzy na temat biologii
wybranych mikroorganizméw stowarzyszonych z roslinami, mechanizméw antagonizmu
patogen-szczep PGPR, a takze mozliwosci zastosowania mikroorganizmoéw do biologicznej
ochrony roslin przed chorobami.

Jako moje gtéwne osiggniecie badawcze na potrzeby postepowania habilitacyjnego
wskazuje cykl czterech powigzanych tematycznie artykulow naukowych. Sa to prace
doswiadczalne, opisujace wyniki badan prowadzonych przeze mnie po uzyskaniu stopnia
doktora (obrona czerwiec 2015). W kazdej z przedstawionych prac jestem pierwszym
autorem i miatam wiodacq role w ich powstaniu. Zadna z publikacji w cyklu nie zostata
wczesniej wykorzystana w postepowaniu o nadanie stopnia doktora lub doktora
habilitowanego. tacznie jestem wspétautorkg 16 artykutdw w czasopismach naukowych,
jednego rozdziatu w ksigzce, 3 przyznanych patentéw oraz dwdéch manuskryptéow na etapie
recenzji. Jedenascie z 16 artykutow zostato opublikowanych po mojej obronie pracy
doktorskiej. Cztery z jedenastu prac zostaty wigczone do cyklu (gtéwne osiaggniecie), zas
pozostate, wraz z innymi osiggnieciami, przedstawiono pokrétce w pkt 4.4 (Pozostate
osiggniecia naukowe) oraz pkt 5 (Informacja o wykazywaniu sie istotng aktywnoscig naukowg
realizowang w wiecej niz jednej uczelni).

Rezultatem badan opisanych w przedtozonym cyklu artykutdéw jest przyblizenie wielu
aspektow biologii dwoch Gram-ujemnych izolatéw bakterii: Ochrobactrum quorumnocens A44
i Pseudomonas donghuensis P482. Te dwa szczepy, cho¢ filogenetycznie odlegte, posiadaja
istotne cechy wspdlne. Obydwa mikroorganizmy zostaty pozyskane z ryzosfery roslin
uzytkowych z rodziny Solanaceae: szczep 0. quorumnocens A44 z ryzosfery ziemniaka
(Solanum tuberosum L.) (Jafraiin., 2006), a szczep P. donghuensis P482 z ryzosfery pomidora
(Solanum lycopersicum L.)(Krzyzanowska i in., 2012b)(publikacja z doktoratu). Ponadto
obydwa szczepy wykazuja zdolnos¢ do ograniczania symptomow chorobowych
powodowanych na roslinach przez bakterie pektynolityczne Pectobacterium spp. i Dickeya
spp., obecnie wspélnie zaliczane do grupy SRP (ang. Soft Rot Pectobacteriaceae). Patogeny
SRP powodujg mokra zgnilizne wielu gatunkéw roslin uzytkowych i ozdobnych, prowadzac do
istotnych ekonomicznie strat m.in. w plonach ziemniaka (Mansfield i in., 2012). Tymczasem
metody kontroli tych patogendéw ograniczajg sie gtownie do srodkéw prewencyjnych
(Czajkowski i in., 2011b). Brak srodkéw celowanych do walki z patogenami SRP stat sie
podstawa do prowadzenia przeze mnie i wspétpracownikow badan nad mikroorganizmami
wykazujacymi antagonizm wzgledem tych patogenéw.

Izolaty O. quorumnocens A44 i P. donghuensis P482 moga chroni¢ tkanke roslinng
przed maceracjag w wyniku aktywnosci SRP, jednak mechanizm lezacy u podioza tej
aktywnosci jest rézny. Szczep A44 inaktywuje czasteczki sygnatowe typu laktony N-acylo-
homoseryny (AHL). AHL to niskoczasteczkowe zwigzki wydzielane do s$rodowiska i
wykrywane przez wiele bakterii Gram-ujemnych w mechanizmie regulacyjnym nazywanym
quorum sensing (QS) (Fuqua and Winans, 1994). W QS ekspresja genéw docelowych jest
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modulowana po wykryciu przez komorke progowego stezenia czgsteczek sygnatowych w jej
bezposrednim otoczeniu. Wiadomo, ze QS reguluje wazne procesy metaboliczne, w tym
wytwarzanie czynnikéw wirulencji i tworzenie biofilmu (Papenfort and Bassler, 2016).
Zdolnosé do inaktywacji AHL umozliwia szczepom takim jak A44 zakiocanie QS, a tym
samym QS-zaleznych fenotypéw u innych gatunkéw bakterii, w tym patogenow. Wykazano,
ze poprzez inaktywacje AHL szczep A44 jest w stanie ostabi¢ zalezng od QS wirulencje
Pectobacterium parmentieri i P. carotovorum, a tym samym chroni¢ tkanke roslinng przed
mokrg zgnilizng powodowang przez te patogeny (Jafraiin., 2006).

Szczep 0. quorumnocens A44, wowczas oznaczany jako Ochrobactrum sp. A44, po raz
pierwszy stat sie moim obiektem badawczym na etapie pracy magisterskiej. W ramach
realizowanych wéwczas zadan m.in. klonowatam gen aiiO kodujacy hydrolaze AHL z A44 oraz
uzyskatam heterologiczng ekspresje kodowanego przez ten gen biatka AiiO w systemie
Escherichia coli. Uzyskane przeze mnie wyniki zostaly wtaczone do publikacji, w ktérej po raz
pierwszy pokazaliSmy mechanizm inaktywacji AHL przez 0. quorumnocens A44 (Czajkowski
i Krzyzanowska i in., 2011a)(publikacja z wynikéw pracy mgr; *réwnorzedny wktad autoréw).

Po uzyskaniu stopnia doktora wrécitam do badan nad szczepem A44. Moim pierwszym
celem byto okreslenie doktadnej przynaleznosci taksonomicznej szczepu A44 raz pozyskanie
jego sekwencji genomowej celem umozliwienia dalszych badan z wykorzystaniem narzedzi
molekularnych. Na podstawie analiz przeprowadzonych przeze mnie i wspétpracownikéw
zaproponowaliSmy wyodrebnienie nowego gatunku Ochrobactrum quorumnocens (ze
szczepem A44 jako szczepem typowym), a takze przedstawiliSmy pierwsze poréwnanie dla
genomow reprezentujacych rézne gatunki Ochrobactrum (PUBLIKACJA 1). W ramach w/w
publikacji powigzatam réwniez zréznicowanie fenotypowe wsréd analizowanych szczepow w
zakresie produkcji ureaz oraz ruchliwosci z podtozem genetycznym tych réznic. W
kontekscie szczepu A44 nurtowato mnie réwniez pytanie czy hydroliza AHL przez biatko AiiO,
produkowane przez ten szczep, jest gtowng aktywnoscig AiiO czy moze raczej stanowi
przejaw ,rozwigztosci substratowej” tego enzymu. Nieznana byta réwniez rola Aii0 w
adaptaciji srodowiskowej A44. W ramach szerzej zakrojonych badan adresujacych te pytania
wraz ze wspoétpracownikami wytypowatam geny ulegajace stabilnej ekspresji w szczepie A44
i mogace stuzy¢ jako geny referencyjne w badaniach ekspresji genéw u tego szczepu metoda
llosciowej reakcji taricuchowej polimerazy poprzedzonej odwrotng transkrypcja (RT-qPCR)
(PUBLIKACJA 2). Ponadto, w ramach tej samej pracy wykazatam, ze ekspresja genu aiiO u
A44 nie jest indukowana w obecnosci czasteczek AHL, tym samym wykazujac brak jasnego
powiazania pomiedzy AiiO i czasteczkami AHL jako docelowym substratem tego enzymu.

Warto w tym miejscu wspomnie¢, ze w 2020 roku Hordt i wspodtpracownicy
zaproponowali witgczenie rodzaju Ochrobactrum do rodzaju Brucella (Hordt i in., 2020).
Propozycja ta wzbudzita kontrowersje i silny sprzeciw ze strony wielu badaczy (Moreno i in.,
2023, Moreno i in., 2022). Z uwagi na to pozostaliSmy przy klasyfikacji uwzgledniajgce;j
rozdzielnosc¢ tych dwdch taksondw.

Jak wczesniej wspomniano, drugi badany przeze mnie izolat z ryzosfery roslin, szczep
P. donghuensis P482, rowniez wykazuje antagonizm wzgledem patogenéw SRP. Dzieje sie to
jednak w oparciu o inny mechanizm niz ten, na ktérym bazuje aktywnos¢ A44. Mechanizm
antagonizmu szczepu P482 wzgledem SRP w warunkach in vitro i in planta stanowit temat
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mojej pracy doktorskiej. W rezultacie miatam istotny wktad w identyfikacje klastra genéw
warunkujacego aktywnosé przeciwbakteryjna tego szczepu wzgledem SRP (Krzyzanowska i
in., 2016)(praca opublikowana po doktoracie, jednak zawierajgca réwniez wyniki z pracy
doktorskiej). Ponadto, w wyniku testéw wykonanych przeze mnie i wspdtpracownikéw na
tkankach bulw ziemniaka i lisciach gtéwek cykorii, wykazatam, ze zdolno$¢ P482 do ochrony
tkanki roslinnej zalezy od rodzaju chronionej tkanki oraz od szczepu patogennego
(Krzyzanowska i in., 2012b)(publikacja z doktoratu), a takze opracowatam metode
przygotowywania preparatéw korzeni zasiedlonych przez wyznakowane fluorescencyjnie
szczepy bakterii. PodejScie to umozliwia obserwacje mikrokolonii na duzych sekcjach
korzeni z wykorzystaniem mikroskopu konfokalnego (Krzyzanowska i in., 2012a) (publikacja
z doktoratu). W trakcie badan prowadzonych przeze mnie po doktoracie, wraz ze
wspotpracownikami otrzymaliSmy zamkniety genom szczepu P482, poréwnaliSmy go z
otrzymana kilka lat wczesniej wersja typu draft i zaktualizowaliSmy adnotacje gendw, a takze
wskazaliSmy w genomie P482, przy wykorzystaniu aktualnych narzedzi in silico, obecne w
genomie klastry kodujace ré6zne metabolity wtérne, receptory typu TonB oraz elementy o
charakterze profagéw (PUBLIKACJA 3). W dalszej kolejnosci badatam szczep P482 pod
katem cech umozliwiajgcych tej bakterii kolonizacje korzeni réznych gatunkéw roslin. W
wyniku analizy odpowiedzi transkryptomicznej (RNAseq) szczepu P482 na obecnosé
eksudatéw kukurydzy i pomidora, zidentyfikowatam szereg $ciezek metabolicznych, ktore
moga mie¢ znaczenie dla tworzenia trwatej asocjacji P482 z r6znymi gatunkami roslin i/albo
w réznym stanie fizjologicznym (PUBLIKACJA 4). Badania tego typu sa kluczowe dla
poznania mechanizméw rekrutacji specyficznej mikroflory przez rosliny, a ich wyniki sa
niezwykle wazne dla rozwoju reprezentowanego przeze mnie obszaru badan. Fakt, ze w/w
analizy transkryptomiczne przeprowadzitam dla szczepu z rodzaju Pseudomonas ma te
dodatkowa wartosé, ze wiele szczepow z tej grupy posiada wtasciwosci PGPR, a co za tym
idzie sg przedmiotem zainteresowania wielu badaczy.

Istotng role w moich badaniach odegrato wykorzystanie metod opartych na
sekwencjonowaniu nastepnej generacji (NGS; ang. Next Generation Sequencing), narzedzi do
analizy danych in silico (ang. data mining). Ich zastosowanie stanowi dodatkowy element
spajajacy przediozony przeze mnie cykl artykutéw. Na okres mojej aktywnosci naukowej
przypadt czas znaczgcego postepu w zakresie dostepnosci ustug sekwencjonowania DNA
(Pervez i in., 2022) oraz istotny postep w dziedzinie bioinformatyki. W toku kariery miatam
mozliwos$¢é przejscia od problemu polegajgcego na niedoborze danych (niska dostepnosé
sekwencji genomoéw izolatéw srodowiskowych) do wyzwania, jakie niesie ze sobg ich nadmiar
(analizy transkryptomiczne). Z duzym zainteresowaniem wyczekuje kolejnych rozwigzan, jakie
w zakresie analizy danych ,omicznych” przyniosg narzedzia oparte na sztucznej inteligenciji.
Szczegolnie wazny wydaje mi sie tutaj rozwdj narzedzi utatwiajgcych holistyczng interpretacije
danych w kontekscie rosngcego wolumenu badan literaturowych.
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4.3.2. Szczegotowe omowienie prac sktadajacych sie na cykl artykutow

PUBLIKACJA 1

Krzyzanowska D.M., Macigg T., Ossowicki A., Rajewska M., Kaczynski Z., Czerwicka M.,
Rabalski t., Czaplewska P. Jafra S.; Ochrobactrum quorumnocens sp. nov., a quorum
quenching bacterium from the potato rhizosphere. PLoS ONE 2019, 14(1): e0210874. DOI:
10.1371/journal.pone.0210874 (IF 2,740; MEiN 100)

Wstep

Szczep A44 jest izolatem z ryzosfery ziemniaka zdolnym do inaktywac;ji laktonéw N-
acylohomoseryny (AHL) (Czajkowski i Krzyzanowska i in., 2011a). Po jego pozyskaniu szczep
A44 zostat przypisany do rodzaju Ochrobactrum, jednak bez doktadnej identyfikacji
gatunkowej (Jafraiin., 2006). Rodzaj Ochrobactrum nalezy do klasy Alphaproteobacteria i jest
blisko spokrewniony z rodzajami Brucella, Agrobacterium i Rhizobium. Najlepiej poznani
przedstawiciele Ochrobactrum spp. to O. anthropi i O. intermedium — szczepy mogace
powodowaé oportunistyczne infekcje u ludzi (Velasco i in.,, 1998, Holmes i in., 1988).
Tymczasem bakterie z rodzaju Ochrobactrum zasiedlajg rézne srodowiska i byty izolowane
m.in. z gleby (Lebuhn i in., 2000), ze $ciekdw (Kampfer i in., 2008), z prébek roslinnych
(Kampfer i in., 2008, Truijillo i in., 2005) oraz z nicieni i larw (Dirksen i in., 2016, Huang i in.,
2012). Zdolnos¢ tych mikroorganizméw do metabolizowania ksenobiotykéw sprawia, ze sg
potencjalnym zrédtem enzymoéw do wykorzystania w bioremediacji i przemysle (Qiu i in., 2006,
Pozoiin., 2002). Ochrobactrum spp. sg interesujgcym obiektem badawczym réwniez z uwagi
na ich oddziatywania z roslinami (Sumayo i in., 2013). Niektére szczepy, takie jak O. lupini
LUP21T (Trujillo i in., 2005) i O. cytisi ESC1"T (Zurdo-Pifieiro i in., 2007), sg zdolne do
wytwarzania brodawek na korzeniach i wigzania azotu atmosferycznego, podobnie jak
spokrewnione szczepy Rhizobium spp.. W okresie powstawania opisywanej publikacji rodzaj
Ochrobactrum obejmowat 18 gatunkéw (Li i in., 2016), jednak informacje dostepne dla
wiekszosci szczepow ograniczaty sie do raportu o ich izolacji i o ustanowieniu gatunku.
R6znorodnos¢ genetyczna w obrebie Ochrobactrum spp. na poziomie catych genomow
analizowana byta wczesniej jedynie w ramach pojedynczego gatunku, O. intermedium
(Aujoulat i in., 2014), brakowato za$ analiz miedzygatunkowych.

Cel badan

Celem pracy byto ustalenie doktadnej pozycji taksonomicznej szczepu Ochrobactrum
sp. A44, uzyskanie dla tego szczepu oraz szczepow spokrewnionych sekwencji genomowych,
a takze okreslenie réznic i podobienstw w obrebie badanej grupy szczepdw na drodze analiz
biochemicznych oraz analizy poréwnawczej genoméw. Dodatkowo planowano powigzaé
wybrane réznice fenotypowe z ich podtozem genetycznym.
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Opis wynikow i ich znaczenia

Aby ustali¢ pozycje filogenetyczng Ochrobactrum sp. A44 zastosowatam wraz ze
wspotpracownikami  sekwencje metod o rosngcym stopniu rozdzielczosci. Najpierw
przeprowadzilismy analize sekwencji genu 16S rRNA dla A44 i 18 szczepow typowych dla
znanych oOwczesnie gatunkow. Na podstawie tej analizy grupe szczepow najblizej
spokrewnionych z A44 zawezono do O. thiophenivorans DSM 72167, 0. pseudogrignonense
CCUG 307177, 0. grignonense OgA9a’, O. rhizosphaerae PR17" i O. pituitosum CCUG 50899".
Aby uzyskac wyzszg rozdzielczosc filogenetyczng w obrebie tej grupy, zastosowalismy analize
typu MLSA (ang. Multilocus Sequence Analysis) opartg na potgczonych sekwencjach genéw
16S rRNA, gyrB i groEL. Otrzymane wyniki sugerowaty, ze najblizszym krewnym A44 jest O.
rhizosphaerae PR177 (Rysunek 1). Trzecia z zastosowanych metod filogenetycznych opierata
sie 0 analizy sekwencji genomowych. Obliczytam parametry ANI i GGDC dla poréwnan
pomiedzy A44 i szczepami spokrewnionymi. ANI (ang. Average Nucleotide Identity) jest miarg
podobieristwa genomowego na poziomie nukleotydéw miedzy regionami kodujgcymi dwdch
genomow, podczas gdy GGDC (ang. Genome-To-Genome Distance Calculator) to narzedzie do
przeprowadzania hybrydyzacji dwéch genomdéw metodg in silico. Najwyzsze wartoSci
podobienstwa ANI i GGDC uzyskatam dla poréwnan pomiedzy A44 a O. pituitosum CCUG
50899" (ANI=87,31%, GGDC=35,6%), a nastepnie O. rhizosphaerae PR17" (ANI=86,80%,
GGDC=34,3%), 0. grignonense OgA9aT (ANI=86,30%, GGDC=33,6%), O. pseudogrignonense
CCUG 307177 (ANI=82,23%, GGDC=26,5%), O. tiopenivorans DSM 7216" (ANI=81,04%,
GGDC=25,3%), 0. anthropi ATCC 49188" (ANI=77,51%, GGDC=23%) i O. intermedium LMG
33017 (ANI=77,26%, GGDC=22,5%). Zadna z uzyskanych warto$ci nie przekroczyta progu
podobienstwa wymaganego dla zaliczenie dwdch szczepédw do jednego gatunku. Przyjete
wartosci wynoszg odpowiednio 95% dla ANIi 70% dla GGDC, co wskazywato, ze A44 to osobny
gatunek. Na podstawie uzyskanych wynikéow zaproponowaliSmy wyodrebnienie nowego
gatunku Ochrobactrum quorumnocens ze wskazaniem szczepu A44" jako szczepu typowego.
Zaproponowana przez nas nazwa gatunkowa ,quorumnocens” odnosi sie w jezyku tacinskim
do zdolnosci szczepu do zaburzania komunikacji quorum sensisng. Zgodnie z wymaganiami
formalnymi, kultury szczepu zostaty zdeponowane w kolekcjach miedzynarodowych (= LMG
30544 = PCM 29577).

" 002

100’ Ochrobactrum grignonense OgA9a' (AM490619, FM863815, FM863821)

60 Ochrobactrum pituitosum CCUG 508997 (AM490609, FM863814, FM863820)
Ochrobactrum rhizosphaerae PR17T(AM490632, FM863818, FM863818)

97 4
Ochrobactrum quorumnocens A44T(MG835335, MG913146, MG913147)

OchrobactrumthiophenivoransDSM 72167 (AM490617, FM863817, FM863817)
Ochrobactrum pseudogrignonense CCUG 307177 (AM422371, FM863816, FM863822)

Brandyrhizobium japonicum ATCC 103247 (BJU69638, BJ6T_08290, BJ6T_17580)

Rysunek 1. Drzewo filogenetyczne dla szczepu A44 oraz spokrewnionych gatunkéw Ochrobactrum,
otrzymane na podstawie analizy MLSA dla trzech genéw: 16S rRNA (1335 pz), groEL (1165 pz) i gyrB
(1012 p2).
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W momencie prowadzenia opisywanych badan dostepne byly sekwencje genomowe
jedynie dla 2 z 18 opisanych szczepdow typowych Ochrobactrum spp., a doktadnie dla szczepu
0. anthropi ATCC 491887 i O. intermedium LMG 3301". Stanowito to bariere dla zastosowania
metod filogenetycznych opartych o sekwencje genomowe do filogenezy w obrebie tego
rodzaju, a takze uniemozliwiato analizy z zakresu genomiki porownawczej. W zwigzku z tym
w ramach opisywanych badan uzyskalismy sekwencje genomu szczepu A44" oraz pieciu w/w
szczepow blisko spokrewnionych. Kompletng sekwencje genomu A44" uzyskano poprzez
hybrydowe sktadanie danych z lllumina HiSeq2500 i PacBio RS (BaseClear B.V., Holandia). Dla
pozostatych szczepdéw otrzymano sekwencje w formie draftéow (WGS - Whole Genome
Shotgun).

Kompletny genom A44 sktada sie z czterech replikonéw: chromosomu gtéwnego
(2585,393 kpz) z klasycznym systemem replikacji, chromidu (2008,185 kpz) niosgcego system
replikacji typu plazmidowego oraz czes¢ genow niezbednych w metabolizmie podstawowym
oraz dwéch plazmidéw: pOgn1 (1032,012 kpz) i pOgn2 (19,701 kpz). Obecnos$¢ wielu
replikonéw, w tym chromidéw i megaplazmidow, jest powszechna wsrod bakterii z klasy
Alphaproteobacteria (Dziewit and Bartosik, 2015).

Aby zweryfikowaé, czy w bazie NCBI dostepne sg dane dla innych szczepdw, ktére
mogtyby zosta¢ zakwalifikowane do ratunku O. quorumnocens, przeprowadzitam analize
poréwnawcza (parametr ANI) pomiedzy genomem A44 a 65 dostepnymi wowczas (czerwiec
2018) sekwencjami WGS dla réznych szczepéw, dla ktérych zadeklarowano przynaleznosé
do rodzaju Ochrobactrum. Na podstawie ww. analiz nie zidentyfikowatam w tej grupie
szczepow innych przedstawicieli 0. quorumnocens. Najwyzszy wynik ANI (87,54%) uzyskano
pomiedzy A44 a szczepem SJY1, oznaczonym jako O. rhizosphaerae. Dodatkowo
stwierdziliSmy, ze warto$¢ ANI dla O. rhizosphaerae SJY1 i PR17T — szczepu typowego dla
gatunku O. rhizosphaerae, wynosi 86,10%, a zatem jest ponizej progu dla pojedynczego
gatunku. Wskazalismy, ze szczep SJY1 powinien by¢ klasyfikowany nie jako O. rhizosphere,
ale jako O. pituitosum (ANI=96,97%). Dane opublikowane przez nas w omawianej publikacji
beda pomocne w przypisaniu wielu izolatow do odpowiednich gatunkéw w oparciu o szybka
analize in silico.

Uzyskanie sekwencji genomu A44 i 5 szczepéw pokrewnych umozliwito mi
przeprowadzenie poréwnawczej analizy genomoéw przy uzyciu EDGAR (Blom i in., 2009).
Przeprowadzona przeze mnie analiza wykazata, ze na rdzern genomow, tworzony przez geny
wspotdzielone przez wszystkie 6 szczepow, sklada sie 2731 sekwencji kodujacych, co
stanowi pomiedzy 50-66% zawartosci indywidualnych genoméw (Rysunek 2) oraz 27%
zawartosci pangenomu (10296 CDS). Odsetek genéw unikatowych dla poszczegoéinych
szczepow wahat sie od 8-15%. Fakt, ze kazdy z analizowanych szczepéw wnosit do puli
pangenomu nowe geny sugeruje, ze pangenom Ochrobactrum spp. jest ,otwarty” w
rozumieniu Guimaraes i wsp. (Carlos Guimaraes i in., 2015).
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O. quorumnocens A44T
(5272)

rdzen genomoéw (50-66%)

O. thiophenivorans

DSM 72167 O. rhizosphaerae
PR17T
(4116) (4623)

O. pseudogrignonense
CCUG 307177
(5292)

O. pituitosum
CCUG 508997
(5408)

O. grignonense OgA9aT”
(4558)

Rysunek 2. Rdzei genomu (w centrum) oraz geny unikatowe dla poszczegdlnych szczepow (ukazane
na ,ptatkach”) dla grupy szesciu analizowanych szczepéw Ochrobactrum spp.. Rysunek stanowi
polskie ttumaczenie Fig. 2 w omawianej publikacji.

Standardy przyjete w taksonomii bakterii zaktadajg, ze oficjalnie przyjeta identyfikacja
taksonomiczna z propozycjg howego gatunku nie moze bazowac jedynie na danych in silico.
Z uwagi na to przeprowadziliSmy poréwnanie szczepu A44 oraz szczepdw spokrewnionych
pod katem markeréw chemotaksonomicznych (profili estréw metylowych kwasow
tluszczowych (FAME) oraz profili biatkowych dla catych komérek uzyskanych spektrometrig
mas). Przeanalizowalismy réwniez cechy morfologiczne komoérek i hodowli, liczne cechy
biochemiczne, zakres temperatur i wartosci pH permisywnych dla wzrostu, a takze zdolnos¢
szczepow do ruchu. Otrzymane dane zostaty opublikowane w duzej czesci w materiatach
dodatkowych.

W omawianej pracy podjelam sie roéwniez proby powigzania wybranych cech
biochemicznych analizowanych szczepéw (a doktadnie — obserwowanych pomiedzy tymi
szczepami réznic) z ich podtozem genetycznym. Wydawato mi sie to nie tylko ciekawe, ale
takze odpowiadato na czesty zarzut pod katem analiz genomowych w dwczesnym czasie,
mowiacy o tym, ze czesto ograniczaja sie one do przedstawiania ,suchych” zbioréw danych
liczbowych. W omawianej pracy wyszliSmy poza ten schemat, analizujgc podtoze genetyczne
obserwowanych réznic w zakresie produkcji ureaz oraz ruchliwosci.

Produkcja ureaz

Wyniki wczesniejszych badan pokazywaty, ze aktywnos¢ ureazy moze byc¢ rézna dla
poszczegdlnych szczepdw Ochrobactrum (Teyssier i in., 2005). W przedstawianej pracy wraz
ze wspotpracownikami wykazatam, ze szczep A44 oraz szczepy typowe dla O.
pseudogrignonense, O. rhizosphareae, O. grignonense i O. pituitosum dajg ujemny wynik w
powszechnie stosowanym tescie diagnostycznym na produkcje ureazy, podczas gdy szczep
O. thiophenivorans DSM 72167, dla ktérego nie byly dostepne zadne wczesniejsze dane
dotyczgce aktywnosci ureazy, dat wynik pozytywny.
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Ureazy to enzymy katalizujgce hydrolize mocznika do amoniaku i dwutlenku wegla.
Ureazy bakteryjne to ztozone enzymy, ktérych synteza wymaga trzech genéw strukturalnych,
ureABC, kodujgcych odpowiednio podjednostki gamma, beta i alfa, oraz czterech gendéw
pomocniczych, ureDEFG (Hausinger i in., 2001). Przeanalizowatam obecnos¢ i wzgledna
pozycje genow ureABCDEFG w szesciu nowo zsekwencjonowanych genomach Ochrobactrum
spp. i wykazalam, ze wszystkie analizowane szczepy, niezaleznie od tego, czy byly
ureazododatnie czy ureazoujemne, posiadaty homologi genéw operonu ureazy. Jednakze
organizacja i kontekst genomowy tychze genéw wykazywaty duza réznorodnos¢ (Rysunek
3).

l. Ureazoujemne 1kb
ured ureE1 ureG
0. quorumnocens ureD ureA1 | ureBi  ureC == “°F )
A447 (5498 | [ 5499 ) MESOOR) (=) BEm)is) [TCESESISS0AT)  Bmmm) (5508 | [ CESB55509 )
ureJ ureE1
O. rhizosphaerae 1 ureD ureAf | ureB1 ureC q uref ureG
PR17T (2907 ) 209 ) CCEVIZ2974=) D)) 7918 | [ CEV32 2918 )
ureD ureAl] ureJureB  yrec ureG
o. pHattosum LG ) s =) |:(>ﬂ - )
CCUG 508997 i DUFGA — transp. mocznika &e'c
[ N . =28
| o) C—4mm -ﬂﬂm :{) _
0. grlgnonens(: ureD ureA1 ured ureB1 ureC uﬁ ureF ==
0gA9a (1812 1813 = ) (1823 18241825 )
r G
| ureD ureJ ureB1 ure ure-E‘I ureF —
0. pseudogrignonense (2] caars -5 ‘Q : ‘ =
CCUG 307177 | ureG wreE1 ureD ureA ureB — transp. mocznik ureF e
| ATy O azez ) == -WCEVMMZTG‘EQZS:') — { CEV34 4277 )

Il. Ureazododatnie

transporter mocznika

regulator transkrypcji zaﬂezny od nikiu .
transp. amoniaku

O. thiophenivorans ureA2 ureB ureE  ureF ureG  ureD
DSM 72167 2809 'i:> Cooetr ) EHED SSCEVSTS 2314:> ) ) ) —zEe) 820 )
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\ ureD . ureB  urec e transporfer—u,e ]
o. intermedium BT 0y (OC—) 15180 ) DSES)ES) EHFASSSSHISITOR I:[&]!E:> o K - -1 s
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Rysunek 3. Klastry kodujagce homologi genéw ureazy w genomie O. quorumnocens A44, blisko
spokrewnionych szczepach typowych Ochrobactrum spp., a takze 0. anthropi ATCC 49188T, O.
intermedium M86 i Brucella abortus 2308. Klastry podzielono na dwie grupy w zaleznosci od tego, czy
zostaly zidentyfikowane w szczepach ureazoujemnych w tescie diagnostycznym (I) czy w
ureazododatnich (Il). Poszczegdlne kolory ORF reprezentujg: geny strukturalne (czerwony), geny
dodatkowe (niebieski), geny transportowe (zielony), geny zwigzane z metabolizmem niklu (z6ty),
regiony kodujgce tRNA (fioletowy). Allele genéw strukturalnych ureC, ureA i ureB, w zaleznos$ci od
stopnia podobienstwa, wyrézniono odpowiednio podobnym lub ré6znym deseniem. Podobieristwo w
skali catego klastra zaznaczono podobnym kolorem tta. Rysunek stanowi polskie ttumaczenie Fig. 6 z
omawianej publikacji w PLoS ONE.
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Wsrdd szczepdw ureazoujemnych, O. quorumnocens A44, O. rhizosphaerae PR177 i O.
grignonense OgA9a' posiadajg pojedynczy klaster ureazy (zwany dalej typem 1) o podobnej
organizacji genow. Z kolei O pituitosum CCUG 508997 i O. pseudogrignonense CCUG 307177
posiadajg w genomie dwa klastry ureazowe — jeden typu | i drugi, kodowany przez odrebny
operon (typ Il). Wykazatam takze, ze biatka strukturalne UreA, UreB i UreC wykazuja wyzszy
poziom identycznosci dla homologow pochodzacych z tego samego typu klastrow, chociaz
z roznych szczepow (95-98%), niz miedzy homologami z réznych typéw klastréow w obrebie
jednego szczepu (66-71%).

Dodatkowo przeanalizowatam organizacje klastrow ureazowych u trzech
ureazododatnich izolatéw klinicznych: O. anthropi ATCC 49188, 0. intermedium M86 i Brucella
abortus 2308. Szczep 0. anthropi ATCC 49188" zawiera pojedynczy klaster przypominajacy
ten typu |, jednak osadzony w odmiennym kontekscie genetycznym, zas operon ure z O.
intermedium M86 jest podobny do operonu typu Il z O. pituitosum i O. pseudogrignonense.
Zarowno klaster typu |, jak i typu I, zidentyfikowane u analizowanych szczepéw Ochrobactrum,
nie przypominaty zadnego z dwoch klastrow ureazowych w B. abortus 2308.

Jedynym ureazododatnim szczepem Ochrobactrum w grupie najblizej spokrewnionych
z A44 byt O. thiophenivorans DSM 7216'. Bardzo ciekawym odkryciem byto wykazanie przeze
mnie, ze genom O. thiophenivorans koduje pojedynczy klaster ureazowy, jednak zupetnie
innego typu niz te wystepujace w pozostatych analizowanych Ochrobactrum spp. (Rysunek
3). Nieoczekiwanie biatko UreA z O. thiophenivorans DSM 7216" wykazato wysoki poziom
identycznosci wzgledem homologéw wystepujacych w grupie szczepdw Alphaproteobacteria
izolowanych z woéd stonych: Pseudoruegeria sp. SKO021, Martelella mediterranea i
Nitratireductor sp. OM-1, przy znacznie nizszej identycznosci do homologéw z innych
Ochrobactrum spp.. Dalsza analiza wykazata, ze fragment o wielkosSci prawie 7 kb
zawierajacy klaster ureazy z 0. thiophenivorans wykazuje 91% pokrycia i 78% identycznos¢é
na poziomie sekwencji hukleotydowej z analogicznym klastrem z Pseudoruegeria sp. SK021
- szczepie wyizolowanym z osadéw Morza Pétnocnego (Pohlner i in., 2017). Jest zatem
prawdopodobne, ze unikalny w grupie Ochrobactrum spp. klaster ureazowy zostat uzyskany
przez O. thiophenivorans na drodze horyzontalnego transferu genéw.

W omawianej pracy mogtam jedynie spekulowaé, ze 0. quorumnocens A44 i szczepy
pokrewne sg ureazoujemne pomimo posiadania operonow kodujgcych ureaze z powodu
mutacji punktowych, przesunie¢ ramek odczytu lub delecji/insercji, ktére nagromadzity sie w
klastrach genowych. Nie do wykluczenia sg réwniez powody takie jak aktywacja ekspresiji
gendw w bardzo specyficznych warunkach. Jak wspomniano powyzej, ureazy to enzymy
katalizujgce hydrolize mocznika do amoniaku i dwutlenku wegla. Wytwarzanie amoniaku w
wyniku aktywnosci ureazy powoduje wzrost pH srodowiska. W przypadku patogenow ludzkich
takich jak Helicobacter pylori, Yersinia enterocolitica i Brucella sp. aktywnos¢ ureazy zwieksza
przezywalno$é tych bakterii w kwasnym srodowisku zotadka (Sangariiin., 2007). Analogiczng
funkcje zaproponowano dla ureaz wytwarzanych przez kliniczne izolaty Ochrobactrum spp.,
ktére, podobnie jak H. pylori, rdwniez mozna wykryé w biopsjach z tego organu (np. (Kulkarni i
in., 2013)). Jednak niepatogenne mikroorganizmy glebowe, w tym spokrewnione z
Ochrobactrum szczepy Rhizobium spp. (Toffanin i in., 2002), réwniez wytwarzajg ureazy.
Powodem tego moze by¢ nie tylko koniecznos¢ zmiany pH w otoczeniu komorki. Bakterie
Gram-ujemne potrafig pozyskiwa¢ azot zaréwno ze zwigzkéw organicznych, takich jak
aminokwasy, jak i z nieorganicznego amoniaku — produktu rozktadu mocznika. Z punktu
widzenia obiegu azotu w przyrodzie mineralizacja azotu z mocznika przez mikroflore glebowg,
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mozliwa dzieki aktywnosci uereaz, czyni go bardziej dostepnym dla roslin i jest niezbedna do
dokoniczenia cyklu azotowego. Dotyczy to zarowno mocznika naturalnie wystepujgcego w
srodowisku, jak rowniez mocznika pochodzgcego z nawozdéw na bazie mocznika — najczesciej
stosowanych nawozéw azotowych w rolnictwie (http://faostat.fao.org).

Ruchliwosé

Porownalismy ruchliwos¢ szczepu A44 i szczepow blisko z nim spokrewnionych. Wraz
ze wspotpracownikami wykazatam, ze zdolnos¢ do ruchu w grupie analizowanych szczepow
jest zréznicowana i wykazuje zaleznos¢ od skiadu podtoza hodowlanego (warunkéw
srodowiska). A44 wykazywat zdolnos$¢ do ruchu we wszystkich testowanych warunkach,
podobnie jak O. rhizosphaerae PR17" i 0. grignonense 0OgA9a’. Natomiast O.
pseudogrignonense CCUG 307177 byt ruchliwy jedynie w obecnosci kwaséw kazaminowych, a
O. thiophenivorans DSM 7216" byt niezdolny do ruchu niezaleznie od badanych warunkéw. Z
kolei O. anthropi ATCC 49188" byt ruchliwy tylko w obecnosci glukozy (zaréwno z kwasami
kazaminowymi jak i bez), ale nie gdy Zzrédtem wegla byt glicerol, chyba ze podtoze zostato
uzupetnione kwasami kazaminowymi.

Wykazany przez nas brak ruchliwosci u O. thiophenivorans DSM 7216" byt w zgodzie z
obserwacjg ujetg w pierwszym doniesieniu o tym gatunku (Kampfer i in., 2008). W celu
zgtebienia podtoza genetycznego tego fenotypu, przeszukatam genomy wszystkich szesciu
szczepdw Ochrobactrum pod katem gendéw zaangazowanych w tworzenie wici. W puli
badanych szczepdw wykryliSmy tgcznie 25 takich gendw, z czego 24 byty obecne w kazdym
szczepie zdolnym do ruchu. Wykazatam, ze nieruchliwy szczep O. thiophenivorans DSM
72167 nie posiadat az 12 z 25 genéw zaangazowanych w produkcje wici, z ktérym co najmniej
24 byly obecne w innych analizowanych szczepach Ochrobactrum. Brakujgce geny obejmuja
fliC kodujacy flageling, a takze fIgE, flgkK, fliF, fliQ i fliR. W szczepach ruchliwych wspomniane
11 genéw wystepuje w formie klastra (geny sasiadujace), co wskazuje na to, ze utrata
ruchliwosci przez O. thiophenivorans jest spowodowana delecjg sporego regionu DNA,
zaangazowanego w powstawanie wici.

Dodatkowa analizg przeprowadzong przeze mnie i opisana w przedstawionej publikacji
byto okreslenie zdolnosci badanych szczepdéw Ochrobactrum spp. do inaktywacji czgsteczek
sygnatowych typu AHL, a doktadnie czgsteczki C6-HSL. Uzasadnieniem dla eksperymentu byt
fakt, ze szczep A44 byt wczesniej badany gtéwnie pod katem jego zdolnosci do inaktywaciji
czasteczek sygnatowych. Stosujac biosensor AHL E. coli pSB401 (Winson i in., 1998) i test
opisany przez Jafra i van der Wolf (Jafra and van der Wolf, 2004) wykazatam, ze wszystkie
badane szczepy byly zdolne do inaktywacji C6-HSL, jednak za wyjatkiem O. rhizosphaerae
PR177 (Rysunek 4A). W zgodzie z tym odkryciem szczep O. rhizosphaerae PR17T wykazywat
znaczaco nizszy, w poréwnaniu z A44, potencjat do ograniczania symptomow mokrej zgnilizny
powodowanej przez P. parmentieri SCC3193 (Rysunek 4B). Jest to tym bardziej ciekawe z
uwagi na to, ze szczep O. rhizosphere jest szczepem typowym bardzo blisko spokrewnionym
z A44 i réwniez pochodzi z ryzosfery ziemniaka. Powyzsza obserwacja nie zostata
przeanalizowana pod katem podioza genetycznego w omawianej pracy, jednak stata sie
przyczynkiem do przeprowadzenia dalszych szczegotowych badan molekularnych w ramach
pracy magisterskiej wykonywanej pod moja opieka. Wyniki tych badan, po przeprowadzeniu
niezbednych eksperymentow uzupetniajacych, zostang opublikowane w ramach innej
publikaciji.
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Rysunek 4 Inaktywacja AHL (C6-HSL) przez szczep 0. quorumnocens A44 i szczepy spokrewnione (A)
oraz skala symptomoéw mokrej zgnilizny na plastrach bulw ziemniaka koinokulowanych patogenem
P. parmentieri oraz A44 lub jednym z pozostalych analizowanych szczepéw (B). Réznice wynikéw dla
grup danych oznaczonych réznymi literami wskazujg sg statystycznie istotne (poziom istotnosci 0,05).
PC - kontrola pozytywna dla powstania symptoméw chorobowych (sam patogen). NC - kontrola
negatywna (bez patogenu). Panele stanowig polskie ttumaczenia odpowiednio Fig. 4 i 5 w omawianej
publikacji.

Podsumowujac, w przedstawianej pracy na podstawie analiz sekwencji in silico oraz
analiz fenotypowych, wraz ze wspoétpracownikami zaproponowatam wyodrebnienie nowego
gatunku Ochrobactrum quorumnocens ze szczepem A44 jako szczepem typowym. Szczep
posiada charakterystyczny dla tego rodzaju genom wieloreplikonowy. Przed opublikowaniem
omawianych badan dostepne byty sekwencje genoméw dla jedynie 2 z 18 Ochrobactrum spp.
szczepdw typowych Ochrobactrum. Upublicznienie przez nas genomu A44 i pieciu
spokrewnionych szczepdéw typowych znaczgco przyczynito sie do utatwienia badan
taksonomicznych w oparciu o nowoczesne narzedzia in silico w obrebie rodzaju
Ochrobactrum. Wg mojej wiedzy byta to rowniez pierwsza publikacja, w ktdrej przeprowadzono
analize poréwnawczg genomow przedstawicieli réznych gatunkéw Ochrobactrum. Ponadto,
analiza powigzan fenotyp-genotyp ujawnita genetyczne podtoze braku ruchliwosci u O.
thiophenivorans DSM 72177 oraz wykazata zréznicowanie organizacji klastrow ureazy w
badanej grupie Ochrobactrum spp.. Dodatkowo opublikowane badania staty sie przyczynkiem
do prowadzonych pézniej badan nad podtozem utraty zdolnosci do degradacji AHL przez
szczep O. rhizosphaerae PR17T (badania w toku).

PUBLIKACJA 2

Krzyzanowska D.M., Supernat A., Maciag T., Matuszewska M., Jafra S.; Selection of reference
genes for measuring the expression of aiiO in Ochrobactrum quorumnocens A44 using RT-
qPCR. Scientific Reports, 2019, 9, 13129 (IF 3,998; MEiN 140)
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Wstep

lloSciowa reakcja taicuchowa polimerazy poprzedzona odwrotng transkrypcja (RT-qPCR)
jest najczesciej stosowanym podej$ciem do analizy ekspresji genéw (Wagner, 2013). Metoda
ta jest niezmiernie uzyteczna, jednak obejmuje liczne kroki na etapie doswiadczalnym jak
rébwniez na etapie transformacji danych celem ich interpretacji, stagd poprawne jej
zastosowanie wymaga duzej swiadomosci eksperymentatora. Jedng z kluczowych decyzji,
ktore nalezy podjgé podczas przeprowadzania eksperymentu RT-qPCR, jest wybér genow
referencyjnych o stabilnej ekspresji w celu pozniejszej normalizacji danych dla gendéw
badanych. W przypadku organizmdéw modelowych lub innych dobrze poznanych, wybér
odpowiednich gendéw referencyjnych jest utatwiony z uwagi na dostepnosé wynikéw
wczesniejszych badan. Na bazie literatury wytypowaé mozna liste genéw-kandydatéw na geny
referencyjne o potencjalnie ogdlnym zastosowaniu w analizie ekspresji genéw u bakterii z
uwagi na wystepowanie ich ortologéw u wielu gatunkéw bakterii. Do najpopularniejszych
nalezg rho, 23S rRNA, rpoD, gyrB, recA, 16S rRNA, dnaK, rpoB, groEL, gyrA. Jednak ww. geny nie
sprawdzajg sie tak samo dobrze dla wszystkich mikroorganizmow niosacych te geny i we
wszystkich warunkach eksperymentalnych. Wiadomo réwniez, ze wigczenie nieodpowiednich
genéw do wspétczynnika normalizacji moze znaczgco wptyngé na wyniki (DeLorenzo and
Moon, 2018). Z uwagi na to nalezy zweryfikowa¢ stabilno$¢ ekspresji zestawu gendw-
kandydatéw przy pierwszym zastosowaniu RT-gPCR w danych (mikro)organizmach (Rocha i
in., 2015, Katuzna i in., 2017). W 2009 roku opublikowano zbiér wytycznych MIQE (ang.
Minimum Information for publication of Quantitative real-time PCR Experiments)(Bustin i in.,
2009). Jego celem byto ujednolicenie jakosci wynikéw RT-qPCR publikowanych w
czasopismach naukowych, przede wszystkim w opracowaniach medycznych. W momencie
publikacji omawianej pracy dazenie do spetnienia standardéw MIQE w badaniach
obejmujacych ekspresje genéw u Procaryota bylo znacznie stabsze niz w badaniach
medycznych. Pomimo chlubnych wyjatkéw, w wielu pracach ekspresja badanych genéw
prokariotycznych byta normalizowana do arbitralnie wybranych gendéw referencyjnych, bez
walidacji co do stabilnosci ich ekspresji lub nawet bez jasnego wyjasnienia wyboru danych
genow na geny referencyjne.

Jednym z rodzajow bakterii, dla ktérych nie byto dostepnych danych na temat
odpowiednich genéw referencyjnych, byty bakterie z rodzaju Ochrobactrum. W opisywanej
publikacji wraz ze wspotpracownikami skupitam sie na szczepie A44 z gatunku Ochrobactrum
quorumnocens (Krzyzanowska i in., 2019a) — izolacie z ryzosfery ziemniaka (Jafra i in., 2006).
W wyniku dziatania hydrolazy AiiO, komorki szczepu A44 inaktywujg szerokie spektrum
bakteryjnych czasteczek sygnatowych z grupy laktondw N-acylohomoseryny (AHL)
(Czajkowski i Krzyzanowska i in., 2011a). W literaturze opisano liczne enzymy inaktywujgce
AHL (Czajkowski and Jafra, 2009, Grandclément i in., 2016). Odkrycie wielu z nich, w tym AiiO
ze szczepu A44, byto wynikiem badan przesiewowych majacych na celu selekcje nowych
czynnikow zaburzajgcych dziatanie QS. Co ciekawe, nie jest jasne czy inaktywacja AHL przez
bakterie jest podstawowg funkcjg enzymoéw zaangazowanych w reakcje inaktywacji (Roche i
in., 2004). Dla niektérych z tych enzymoéw zidentyfikowano dodatkowe, niezwigzane z
inaktywacjg AHL funkcje u produkujgcych je mikroorganizméw, co wskazuje na to, ze
inaktywacja AHL moze by¢ efektem rozwigztosSci katalitycznej tych enzymow (Grandclément i
in., 2016, Roche i in., 2004). Dla przyktadu pokazano, ze BIcC (AttM) z Agrobacterium
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tumefaciens bierze udziat w metabolizmie gamma-aminomaslanu (Khan and Farrand, 2009),
a enzym PvdQ z Pseudomonas aeruginosa jest niezbedny w procesie formowania sideroforu
piowerdyny (Nadal Jimenez i in., 2010). Nawet przyjmujac zatozenie, ze gtéwna funkcja
niektérych z opisanych enzymoéw jest rzeczywiscie inaktywacja AHL, przewidywany
biologiczny cel tej aktywnosci nie bedzie jednorodny. W zaleznosci od tego, czy szczep
inaktywujgcy AHL wytwarza rownolegle wtasne AHL, potencjalne funkcje biologiczne
inaktywacji AHL mogg obejmowac¢ miedzy innymi samoregulacje wtasnego QS, wykorzystanie
AHL jako zrodta sktadnikéw odzywczych oraz zapewnienie danemu szczepowi przewagi w
srodowisku nad konkurentami produkujgcymi AHL (Grandclément i in., 2016). Rowniez w
przypadku O. quorumnocens A44 rola enzymu degradujgcego AHL (AiiO) w metabolizmie i
konkurencyjnosci srodowiskowej tego mikroorganizmu pozostaje niejasna.

Cel badan

Pierwszym z celéw prezentowanej pracy byt wybér genéw O. quorumnocens A44
podlegajgcych stabilnej ekspresji w wielu warunkach srodowiskowych i w réznych fazach
wzrostu tak, aby geny te mogty stuzy¢ jako geny referencyjne w analizie ekspresji genéw
metodg RT-qPCR u szczepu A44. Drugim z celéw byto zastosowanie RT-gPCR do pomiaru
zmian poziomu ekspresji aiiO u szczepu A44 w odpowiedzi na AHL oraz inne czynniki
srodowiskowe, takie jak faza wzrostu, temperatura, pH oraz dodatek ekstraktu z korzeni
ziemniaka. Drugi z celéw byt czescig naszych szerzej zakrojonych dociekan dotyczgcych roli
AiiO w metabolizmie i konkurencyjnosci Srodowiskowej A44.

Opis wynikow i ich znaczenia

W ramach przedstawianej publikacji opracowalismy test RT-qPCR do badania poziomu
ekspresiji genu aiiO w 0. quorumnocens A44. Aby wytypowac¢ odpowiednie geny referencyjne
(RG; ang. reference genes), przetestowalismy stabilno$¢ ekspresji 11 genéw-kandydatéw. W
optymalnym uktadzie stabilnos¢ ekspresji potencjalnego genu referencyjnego jest
weryfikowana we wszystkich warunkach eksperymentalnych dla docelowego eksperymentu
(Gomes i in., 2018). W przypadku A44, w tescie pilotazowym, ocenili$my stabilno$¢ ekspresiji
11 gendéw w 10 réznych warunkach hodowli, na prébkach pochodzacych z pojedynczego
eksperymentu. W nastepnym etapie zweryfikowaliSmy dziatanie zawezonej puli najlepszych
genow-kandydatow w eksperymencie z 11 warunkami, w trzech powtérzeniach biologicznych.
Strategia zastosowania testu pilotazowego w celu wybrania najbardziej obiecujgcych
kandydatéw jest w zgodzie z MIQE (Taylor i in., 2010).

Stabilnos$¢ ekspresji genéw-kandydatéw oceniono przy uzyciu geNorm (Vandesompele i
in., 2002) oraz dwdch innych popularnych algorytméw, NormFinder (Andersen i in., 2004) i
BestKeeper (Pfaffl i in., 2004), z ktérych kazdy opiera sie na innym podej$ciu statystycznym
(Rysunek 5). Wedtug geNorm najbardziej stabilnymi kandydatami na RG u A44 byty rho, gyrB i
rpoD. Geny te znalazty sie rowniez wsrod pieciu najlepszych genow wedtug NormFinder.
Ranking stabilnosci gendéw sugerowany przez Bestkeeper roznit sie od sugerowanego przez
pozostate dwa algorytmy. Ta metoda data réwniez najmniejszg rozdzielczos¢, przypisujgc
dobrg wydajnos¢ wiekszosci testowanych genéw. Co ciekawe, recA, wymieniony wsrod 4

Str. 19z 59



dr Dorota M. Krzyzanowska Zatgcznik 3

najlepszych genéw wedtug geNorm i 3 najlepszych genéw przez NormFinder, znalazt sie
wsroéd dwoch z najgorszymi rankingami wedtug Bestkeeper. Rozbieznos¢ miedzy wynikami z
BestKeeper a wynikami zaréwno z gNorm, jak i NormFinder mozna zaobserwowacé takze w
innych badaniach (Martinez-Giner i in., 2013). Powodem tego s3g rézne dane wejsciowe
(surowe wartosci Cq dla BestKeeper vs. wzgledne wartosci ekspresji dla geNorm i
NormFinder) oraz rézne kryteria stabilnosci uwzgledniane przez te trzy programy.

Opierajac sie na zestawieniu zbiorczym wynikow z genNorm, NormFinder i BestKeeper,
wraz ze wspotpracownikami wybratam geny rho, rpoD i gyrB jako najbardziej obiecujacych
kandydatow do zastosowania do normalizacji danych RT-qPCR w O. quorumnocens A44. Co
wazne, geny te nie nalezg do wspolnej grupy funkcjonalnej, co zmniejsza szanse na to, ze sg
koregulowane. Nasze badania stanowia réwniez wazny przykiad tego, ze gen kodujacy 16S
rRNA, czesto wykorzystywany u bakterii do normalizacji ekspresji bez odpowiedniej
walidaciji, nie jest odpowiedni jako gen referencyjny dla wszystkich gatunkéw. W ramach
przeprowadzonych doswiadczen pokazaliSmy réwniez, ze dla naszych wynikéw stanowito
niewielka réznice czy do normalizacji ekspresji wykorzystano 2 czy 3 geny referencyjne.
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Rysunek 5 Stabilno$é ekspresji genéw-kandydatow na geny referencyjne O. quorumnocens A44,
okreslona przy uzyciu algorytméw: geNorm (A), NormFinder (C) i BestKeeper (D). Panel B przedstawia
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wartosci Cq swiadczace o poziomie ekspresji bazowej badanych genéw. Stabilno$é ekspresji badano
w 10 réznych warunkach hodowli. Rysunek stanowit Fig. 1 w omawianej publikac;ji.

W przedstawianej pracy, w ramach szerszych badan nad rolg Aii0 w metabolizmie i
sprawnosci srodowiskowej szczepu A44, wraz ze wspotpracownikami zastosowatam RT-
gPCR z nowo ustalonymi genami referencyjnymi aby zbada¢, czy ekspresja aiiO w A44 jest
zmieniona po ekspozycji na AHL oraz czy poziom tej ekspresji jest zalezny od innych
wybranych warunkéw hodowlanych, takie jak faza wzrostu, temperatura, pH oraz dodatek
ekstraktu z korzeni ziemniaka. Wiadomo, ze ekspresja niektérych gendéw kodujgcych enzymy
moze znacznie wzrosng¢é w obecnosci docelowego substratu(éw). Wykazanie takiej
zaleznosci to przekonywujacy argument dla powigzania danego zwigzku (substratu) z funkcjg
biatka. Na przyktad wykazano, ze ekspresja pelD, liazy pektynianowej, moze by¢ indukowana
ponad 10-krotnie w fazie stacjonarnej, gdy obecny jest jej substrat poligalakturonian
(Hommais iin., 2011).

Zastosowanie RT-qPCR pozwolito na wykazanie, ze ekspresja aii0O w 0. quorumnocens
A44 nie jest indukowana po suplementacji syntetycznymi AHL, doktadnie C6-HSL lub 30C12-
HSL, ani w obecnosci naturalnie produkowanych 30C8-HSL i 30C6-HSL oraz innych
zwigzkéw wydzielanych do medium przez P. parmentieri SCC3193 (Rysunek 6). Dla
porownania w literaturze nie wykazano indukcji po dodaniu AHL takze dla genéw aiiB i blcC
kodujgcych dwa inne enzymy inaktywujagce AHL z grupy laktonaz, pochodzace z A.
tumefaciens (Khan and Farrand, 2009, Haudecoeur i in., 2009). Indukcja tych enzyméw zostata
natomiast zaobserwowana w obecnosci zwigzkédw pochodzenia roslinnego: semialdehydu
bursztynowego, gamma-hydroksymaslanu, gamma-butyrolaktonu, gamma-aminomaslanu i
kwasu salicylowego w przypadku blcC oraz ekstraktow roslin wzbogaconych w agrocynopiny
w przypadku aiiB (Khan and Farrand, 2009, Haudecoeur i in., 2009, Lang i Faure, 2014). W
naszym badaniu w ramach jednego z warunkéw eksperymentalnych sprawdziliSmy ekspresje
aiil0 w obecnosci ekstraktu z korzeni ziemniaka, jednak dodatek ten nie miat wptywu na
ekspresje aiiO .

Str. 21z 59



dr Dorota M. Krzyzanowska Zatgcznik 3

LB agar LB

28°C wozesnmsiae. MOSgluk. Rysunek 6 Roéznice w poziomie
204 S e ' ekspresji genu aii0 w réznych
P T U T S —— warunkach eksperymentalnych. Jako
8 1.0 E= ... geny referencyjne wykorzystano rho,
: ’ gyrB i rpoD. Zmiane poziomu ekspresiji
c 0.5 1 * obliczano dla kazdego z podtdz osobno
£ 00 IL— (LB agar, LB i M63 0.4% glukoza)
N 054 EF SCC3193 — wzrost w obecnosci AHL i
by o oot innych zwigzkéw prod. przez P.
8 S - parmentieri SCC3193; wczesna stac. —
B 15 e S-lod cuon wczesna stacjonarna faza wazrosty;
7 20 4 eksponencjalna - faza wzrostu
O 0 Q o 0 R eksponencjalnego; C6-HSL, 30C12-HSL
S N ™ S T I I § — po ekspozycji 90 min. na syntetyczne
8 o 3 S S AHL (50 pM-mL™); ekstrakt korzenia —
‘f § 3 9 = ekstrakt wodny z korzeni ziemniaka
&) 2 o £ 25%. *p<0.05 ***p<0.0005. Rysunek
@ ® 2 ) stanowi polskie ttumaczenie Fig. 4 w

§ omawianej publikacji.

Chociaz ekspresja aii0 nie ulegta istotnej
zmianie w zadnym z warunkéw uwzglednionych w tym badaniu, nie mozemy wykluczy¢, ze
takie warunki istniejg. Niektére geny moga by¢ konserwowane w genomach bakteryjnych,
podobnie jak homologi aiiO wydaja sie by¢ obecne w genomach réznych Ochrobactrum spp.
(Czajkowski i Krzyzanowska i in., 2011a, Mei i in., 2010), pomimo ze konserwowane geny s3
przydatne tylko w bardzo okreslonej niszy lub tylko w obecnosci pewnego stresu
srodowiskowego (Rohmer i in., 2011). Szczepy z rodzaju Ochrobactrum izolowano z réznych
srodowisk, w tym z gleby, roslin oraz organizméw zyjgcych w glebie, takich jak nicien
Caenorhabditis elegans i larwy Holotrichia parallela (Huang i in., 2012). Niektére gatunki
Ochrobactrum moga powodowac infekcje oportunistyczne u ludzi, a dla jednego ze szczepow
wykazano, ze powoduje chorobe u grzybéw (Wuiin., 2016). Mozliwe jest, ze indukcja ekspresji
aii0 zachodzi w bardzo specyficznej niszy/gospodarzu lub w obecnos$¢ okreslonego
ksenobiotyku. Funkcjonalne i strukturalne podobienstwa miedzy enzymami degradujgcymi
czasteczki sygnatowe bakterii a enzymami degradujgcymi ksenobiotyki/ antybiotyki zostaty
wczesniej wskazane w kilku badaniach (Elias and Tawfik, 2012, Tanniéres i in., 2013).

Podsumowujac, w opisanej pracy pokazalismy, ze rho, gyrB i rpoD to odpowiednie geny
referencyjne do analiz ekspresji genéw w O. quorumnocens A44. Wedtug naszej wiedzy byto
to pierwsze badanie majgce na celu identyfikacje genéw referencyjnych do analiz RT-qPCR w
rodzaju Ochrobactrum. Wytypowanie przez nas stabilnych genow referencyjnych moze
stanowi¢ duze utatwienie w trakcie typowania gendéw referencyjnych u bakterii
spokrewnionych, a skrupulatny opis przyjetej strategii krok-po-kroku (metodyka) moze by¢
pomocny w typowaniu takich genow takze u innych gatunkéw bakterii. W wyniku
przeprowadzonych badan stwierdzono takze, ze ekspresja aiiO nie jest wyraznie indukowana
przez obecnos¢ AHL. Stanowi to przestanke, ze AHL nie sg gtéwnym substratem AiiO, a tym
samym ich inaktywacja (wyciszanie QS) nie jest gtéwna funkcja tego enzymu.
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Wstep

Pseudomonas spp. stanowig grupe Gammaproteobacteria znang ze swojej zdolnosci do
adaptacji do réznych srodowisk, metabolizowania wielu Zrodet wegla, a takze wytwarzania
szerokiej gamy metabolitéw wtérnych (Gross and Loper, 2009). Chociaz do rodzaju
Pseudomonas przynalezg niektére znane patogeny, takie jak P. aeruginosa (patogen ludzi i
zwierzat) lub P. syringae (patogen roslin), to jednak wiekszg cze$¢ Pseudomonas spp.
stanowig organizmy nieszkodliwe lub pozyteczne z punktu widzenia ludzi (Peix i in., 2018). Dla
licznych szczepdw wykazano, ze promujg one wzrost roslin i/lub chronig swoich gospodarzy
przed szkodliwym dziataniem patogendw, co zalicza je do grupy ryzobakterii promujgcych
wzrost roslin (PGPR) (Lugtenberg i Kamilova, 2009). Co istotne, mechanizm w oparciu o ktéry
dany przedstawiciel Pseudomonas sp. wykazuje aktywnos¢ PGPR moze sie rézni¢c w
zaleznosci od badanego gatunku, a nawet szczepu. Fakt ten jest zwigzany z tym, ze
Pseudomonas sp. posiadaja relatywnie duze genomy, z ktérych znaczaca czesé to geny, ktore
nie sg wspotdzielone (nie posiadajg swoich odpowiednikdw) we wszystkich przedstawicielach
catej grupy (Silby iin., 2011, Loper i in., 2012). Szczepy Pseudomonas spp. zaliczane do PGPR
cieszg sie zainteresowaniem pod katem ich zastosowania w biologicznej ochronie roslin
(Mercado-Blanco, 2015).

W momencie publikacji omawianej pracy gatunek P. donghuensis obejmowat cztery
szczepy: P482, HYST, SVBP6 i 22G5 (Gao i in., 2015, Agaras i in., 2018, Krzyzanowska i in.,
2016, Tao i in., 2020). Dla kazdego z tych szczepéw wykazano antagonizm wzgledem
patogendw roslin. Wtasciwosci przeciwdrobnoustrojowe szczepow P. donghuensis przypisuje
sie gtéwnie, cho¢ nie wytacznie, produkcji zwigzku przeciwdrobnoustrojowego i
wychwytujgcego zelazo, 7-hydroksytropolonu (7-HT). 7-HT nie jest metabolitem typowym dla
grupy Pseudomonas spp. Klaster gendw nfs niezbedny do jego produkcji wykryto dotychczas
u P. donghuensis (Yuiin., 2014, Krzyzanowskai in., 2016, Muzio i in., 2020, Tao i in., 2020) oraz
dwoch gatunkéw blisko spokrewnionych: P. gingdaonensis i P. wadenswilerensis (Muzio i in.,
2020). Wczesniej wytwarzanie tego metabolitu opisano u Pseudomonas lindbergii ATCC31099
(Korthiin., 1981) i Streptomyces neyagawaensis (Kirst i in., 1982). W tym ostatnim przypadku
badano zdolnos¢ 7-HT do obnizania opornosci drobnoustrojéw na antybiotyki
aminoglikozydowe poprzez hamowanie adenylotransferazy aminoglikozydowej (Allen i in.,
1982).

W 2014 roku pozyskali$my i upublicznili§my wersje draft (WGS) genomu szczepu P.
donghuensis P482 (Krzyzanowska i in., 2014)(publikacja spoza cyklu). W tamtym czasie
jakos¢ danych i dostepne oprogramowanie nie pozwalalty na potgczenie odczytéow z
sekwencjonowania w jedng czasteczke (chromosom), stad na wersje draft sktadato sie 69
kontigdbw. Sekwencjonowanie genomow trzech pozostatych znanych d6wczesnie
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przedstawicieli P. donghuensis (HYS', SVBP6 i 22G5), przeprowadzone przez inne grupy,
rowniez nie dato zamknigtego chromosomu (Tabela 1).

Tabela 1. Szczepy z gatunku P. donghuensis i stopien ztozenia danych genomowych dla tych
szczepow w momencie publikacji omawianej pracy (rok 2021).

Szczep Pochodzenie Stopien Nr akcesji Wielkosé G+C ANI  Referencja
zlozenia GenBank (p2) % %*B  (genom)
(Liczba
kontigow)
P482 Ryzosfera Kompletny (1) CP071706 5656185 62.36 99.478B Tapraca
pomidora,
Polska
WGS (69) JHTS00000000.1 5623997 62.38 99.47 (Krzyzanowska
iin., 2014)
HYST Woda jeziorna, WGS (231) AJJP00000000.1 5646028 62.42 100 (Gaoiin, 2012)
Chiny
SVBP6 Gleba z pola WGS (43) NWCB00000000.1 5701342 6237 99.45 (Agarasiin,
uprawnego, 2018)
Argentyna
22G5 Ryzosfera WGS (3185) RWIB00000000.1 6 546 541 60.74 99.41 (Taoiin., 2020)
chwastoéw,
Chiny

A ANI przeliczone wzgledem szczepu typowego HYST z uzyciem narzedzia ChunLab's online Average
Nucleotide Identity (ANI) calculator (https://www.ezbiocloud.net/tools/ani) (Yoon iin., 2017)

B ANI obliczone pomiedzy wersjg kompletng a WGS z 2014 roku wynosito 99.98%

T szczep typowy dla gatunku

Cel badan i ich uzasadnienie

Gtéwnym celem pracy byto uzyskanie zamknietej sekwencji genomowej dla szczepu P.
donghuensis P482 wraz z adnotacjg. Dodatkowym celem pracy byto okreslenie, metodami in
silico, potencjatu szczepu P482 do produkcji metabolitéw wtérnych, obecnosci w genomie
receptoréw odpowiedzialnych za pozyskiwanie zelaza oraz obecnosci profagéw.

Syntetyczny opis wynikow

W ramach opisanej pracy wraz ze wspétpracownikami, otrzymatam zamknieta
sekwencje chromosomu szczepu P. donghuensis P482. Byla to pierwsza kompletna
sekwencja genomu dla szczepu z gatunku P. donghuensis. Sekwencjonowanie genomowego
DNA zostato zlecone firmie Oligo.pl. Ustuga obejmowata wykorzystanie dwéch platform:
lllumina MiSeq (pokrycie 69 x) i Oxford Nanopore GridlON (pokrycie 109 x), po czym
przeprowadzono hybrydowe sktadanie danych. Niejasnosci i btedy sekwencji wyeliminowano
z wykorzystaniem metody PCR i sekwencjonowania Sangera. Uzyskany kompletny genom
szczepu P482 zawiera jeden kolisty chromosom o dtugosci 5 656 185 par zasad, ze srednig
zawartoscig par G+C wynoszacg 62,36%. Nie wykryto plazmidéw. Sekwencje adnotowalismy
za pomocg NCBI Prokaryotic Genome Annotation Pipeline (PGAP), wersja z marca 2021 r. (Li
iin.,2021). StwierdziliSmy, ze genom zawiera 5 258 ORF, wsrdd ktérych znajduje sie 5158 CDS
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(sekwencje kodujgce), 74 tRNA, 22 rRNA, 3 ncRNA i 1 tmRNA. Uzyskanie zamknietej wersji
genomu byto wazne z uwagi na to, ze wersje typu draft (WGS) (w tym uzyskana dla P482 w
2014 roku), w ktorych informacja genomowa znajduje sie w licznych fragmentach
(kontigach), chociaz bardzo pomocne w badaniach nad danym mikroorganizmem, jednak
majg swoje ograniczenia. W wersjach WGS nie jest znana wzajemna orientacja (uktad
liniowy) genéw. Szczegdlnie problematyczne sa regiony znajdujace sie przy korcach
kontigow. Co miato dla mnie takze istotne znaczenie, jedynie zamkniete genomy sa
systematycznie zaciggane do uzytecznych baz danych (m.in. KEGG metabolic pathways
browser, BioCyc), pozwalajac na korzystanie z dodatkowych narzedzi w trakcie analiz.

Nowa adnotacja przeprowadzona dla kompletnego genomu P482 data nam korzys¢ w
postaci aktualnej adnotacji funkciji biatek. Jednak minusem ponownej adnotacji genomu jest
otrzymanie nowego zestawu oznaczen loci (ang. locus tags) dla wszystkich genéw. Miatam
na uwadze, ze niektodre juz opublikowane prace, a takze badania bedace wowczas w toku,
bazuja na oznaczeniach loci ze wczesniejszej wersji genomu. Aby uniknaé nieporozumien
dotyczacych oznaczen gendw, przeprowadziliSmy mapowanie krzyzowe CDS miedzy wersja
WGS z 2014 roku a nowo otrzymanym, komplethym genomem P482. Mapowanie
przeprowadzono na poziomie biatek przy uzyciu BLASTP 2.11.0+ (Altschul, 1997). Prég dla
uznania sekwencji za tozsame ustalono na warto$¢ E <0,001 i identyczno$¢ 296%. W rezultacie
udato sie przenies¢ oznaczenia locus ze starej wersji genomu na nowag w przypadku 4942
gendéw kodujgcych biatka (95,8%). Biatka kodowane przez 4433 zmapowane CDS wykazaty
100% identycznosci miedzy wersjami, 487 wykazato identycznos¢ 99%, a 22 wykazaty
identycznos$¢ pomiedzy 96-98%. Wszystkie pozostate geny, w tym geny niekodujgce biatek,
oznaczono nowymi pieciocyfrowymi znacznikami locus z nowej adnotaciji.

Przeprowadzone przeze mnie porownanie zamknietej wersji genomu P. donghuensis
P482 z wersja draft wykazato, ze kompletny chromosom zawiera o 32 188 par zasad wiecej
niz wersja WGS. Rysunek 7 przedstawia kolejnos¢ i orientacje zawartosci genomu w
zamknietym chromosomie w odniesieniu do wersji typu draft. Analize przeprowadzitam przy
uzyciu metody ProgressiveMauve (Darling i in., 2010). Ten sam program ujawnit 519
polimorfizméw pojedynczych nukleotydéw (zmiany pojedynczych par zasad) miedzy petnym
genomem a wersjg robocza. Mapowanie krzyzowe loci ujawnito w wersji WGS 188 sekwencji
kodujacych biatka, ktorych nie mozna byto zmapowaé¢ do zamknietego chromosomu P482.
Wiekszos$¢ niezmapowanych genéw kodowata biatka hipotetyczne lub domniemane (w sumie
92%), a tylko 4 (2,1%) z pozostatych loci mozna byto przypisaé funkcje za pomoca KEGG przy
uzyciu BlastKOALA (Kanehisa i in., 2016). Z drugiej strony, 118 sekwencji kodujgcych biatka,
obecnych w nowej adnotacji zamknietego genomu, nie mogto zosta¢ zmapowanych do wersji
WGS. Z tego zbioru 11 loci (13%) otrzymato identyfikator KEGG KO. Wsrdd tych ostatnich
znalazly sie takie geny, jak recC, recD i pqgA. Roéznice w wykrytych ORF pomiedzy petnym
genomem a wersjg WGS moga miec¢ roznorakie podtoze, w tym wynikac z réznic w otrzymanej
sekwencji, faktu, ze niektére ORF nie zostaly zidentyfikowane w wersji WGS ze wzgledu na
fragmentacje genomu na 69 kontigow, a takze z zastosowania innego algorytmu do adnotacji
genow.
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Rysunek 7. Kolejnosé i orientacja zawartosci genomu pomiedzy zamknietym chromosomie P.
donghuensis P482 (niniejsza praca) a wczesniejsza wersja WGS (64 kontigi). Kazdy blok reprezentuje
region w zamknietym genomie posiadajgcy odpowiednik w wersji WGS. Czerwone pionowe linie
oznaczajg granice kontigéw. Gwiazdkami wskazujg genomowa lokalizacje homologa klastra genéw nfs
kodujgcego produkcje 7-hydroksytropolonu - waznego zwigzku przeciwdrobnoustrojowego
wytwarzanego przez szczepy P. donghuensis. Rysunek odpowiada Fig. 1 umieszczonej w omawianej
publikacji.

W trakcie realizacji pracy doktorskiej przeanalizowatam wersje WGS sekwenciji
genomu P482 pod katem obecnosci gendw kodujgcych wytwarzanie metabolitow wtérnych
przy uzyciu antySMASH 2.0 (Blin i in., 2013, Krzyzanowska i in., 2016). Wéwczas program
wykazat obecnos¢ 23 skupisk (klastréw) gendw, ktére moga by¢ zaangazowane w synteze
metabolitow wtérnych, w tym tylko 5 z jakakolwiek sugestiag dla ich funkcji: dwie
nierybosomalne syntazy peptydowe (,NRPS"), jedna ,bakteriocyna” i dwa klastry z adnotacja
,Inne”, a takze 18 domniemanych (hipotetycznych) klastéw. W zakresie narzedzi do predykcji
funkcji gendéw in silico nastgpit jednak znaczacy postep pomiedzy uzyskaniem i analizg draftu
genomu P482 a uzyskaniem petnego genomu. Dlatego w ramach omawianej pracy
przeanalizowatam genom P482 za pomoca antysMASH 6.0 beta (Blin i in., 2021). Nowsza
wersja antiSMASH, z wykorzystaniem zamknietej sekwencji genomu P482 jako danych
wejsciowych, rozpoznata w genomie P482 regiony podobne do tych, co do ktérych wiadomo,
Ze sg zaangazowane w synteze takich zwigzkéw jak pseudopyronina (podobieristwo klastra
62%), arylopolien Vf (40%), fragin (37%), lipopolisacharydy (27%, 5%), antygeny O (19% i
14%), piowerdyna (17%, 11%, 6%), lankacydyna C (13%) i chejuenolid (7%). Co
zastanawiajgce, cho¢ wyniki te byty znacznie bardziej konkretne niz dla analiz antiSMASH 2.0,
to jednak antiSMASH 6.0, nawet przy najbardziej rozluznionych parametrach przeszukiwania
(tj. dajacych najwiekszg liczbe trafien, w tym hipotetycznych), nie przewidziat w genomie P482
klastra, o ktérym obecnie wiadomo, ze koduje synteze przeciwdrobnoustrojowego 7-HT.
Klaster ten odnajdywany byt, chociaz bez przypisanej funkcji, przez starszg wersje
oprogramowania (Krzyzanowska i in., 2016) i znajduje sie fizycznie w nowej wersji genomu

(Rysunek 7).

Bakterie z rodzaju Pseudomonas posiadajg system wychwytu zelaza ze srodowiska
oparte na zaleznych od TonB receptorach btony zewnetrznej, rozpoznajgcych, w charakterze
ligadnéw, siderofory zwigzane z zelazem lub hem (Cornelis, 2010). Przeprowadzona przez nas
analiza genomu P482 wykazata obecnos¢ 43 gendéw kodujgcych receptory zalezne od TonB,
sposrod ktérych 21 opisano jako receptory sideroforowe zalezne od TonB, a 3 jako receptory
z rodziny hemoglobiny/transferyny/laktoferyny zalezne od TonB. Zelazo jest mikroelementem
niezbednym dla funkcjonowania komaérek organizméw zywych. W wielu srodowiskach jego
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zasoby w biodostepnej formie sg ograniczone, limitujgc wzrost komérek. Posiadanie licznych
receptorow zaleznych od Ton-B moze dawac¢ Pseudomonas donghuensis P482 przewage w
kolonizacji zajmowanej niszy ekologicznej (np. ryzosfery roslinnej lub gleby) i zwiekszy¢ ich
konkurencyjnos$¢ w sSrodowisku ubogim w zelazo.

Genom P482 przeszukalismy takze pod katem obecnosci sekwencji profagéow przy
uzyciu narzedzia Prophage Hunter (https://pro-hunter.genomics.cn). Analiza zaowocowata
odkryciem sekwencji pojedynczego, przypuszczalnie nienaruszonego (aktywnego) profaga
o ditugosci 57 737 bp, zlokalizowanego pomiedzy pozycjami 2812547 i 2870283. Genom
odnalezionego profaga zawiera niezbedne dla funkcjonowania bakteriofagéw geny, takie jak
integraza, regulatory regulujgce przejscie miedzy cyklem zyciowym litycznym i lizogennym,
geny kodujace holine i lizyne oraz biatka strukturalne. Wedtug PHASTER (Zhou i in., 2011)
profag ten jest filogenetycznie najbardziej podobny do faga pochodzacego z Pseudomonas
sp. YMC/01/01/P52_PAE_BP (Jeon i in.,, 2012). Na podstawie gendéw strukturalnych
przewidujemy, ze wykryty profag nalezy do rzedu Caudovirales i rodziny Siphoviridae. Rola
obecnosci tego profaga w genomie P482, mozliwos¢ jego wybudowania i infekcji innych
komorek (spektrum gospodarzy), pozostajg interesujgcym tematem do przysztej eksploraciji.
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Wstep

Strefa przykorzeniowa roslin (ryzosfera) charakteryzuje sie znacznie bogatsza
mikroflorg niz gleba znajdujgca sie w oddaleniu od roslin. Podtozem tego zjawiska jest
wydzielanie przez korzenie roslin mieszanin zwigzkéw organicznych, mogacych stanowié
pozywienie dla mikroorganizmoéw. Wydzieliny korzeniowe, zwane eksudatami, zawierajg
metabolity pierwotne, takie jak kwasy organiczne, aminokwasy, cukry, a takze metabolity
wtérne o wtasciwosciach bioaktywnych lub sygnalizacyjnych. Doktadny sktad chemiczny
eksudatow zalezy od gatunku rosliny i jej stanu fizjologicznego, przy czym ten ostatni zalezy
od licznych czynnikow, w tym fazy rozwoju, dostepnosci sktadnikow pokarmowych, a takze
obecnosci czynnikéw stresogennych (Chaparroiin., 2014). Sktad wydzielin korzeniowych oraz
odpornos¢ wrodzona rosliny majg kluczowe znaczenie w procesie ksztattowania sktadu i
aktywnos$¢ mikroflory korzeniowej (Bever i in., 2012).

Bakterie z rodzaju Pseudomonas moga bytowac¢ w réznych niszach ekologicznych, w
tym na korzeniach roslin. Ta zdolnos¢ do przetrwania w réznorodnych srodowiskach
przypisywana jest elastycznosci metabolicznej Pseudomonas spp. oraz ich zdolnosci do
wytwarzania  szerokiej ~gamy  metabolitdw  wtérnych, w tym  zwigzkow
przeciwdrobnoustrojowych i zwigzkéw wychwytujgcych zelazo (sideroforéw) (Loper i in.,
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2012). Wiele szczepéw Pseudomonas spp. stowarzyszonych z roslinami korzystnie wptywa na
wzrost roslin (Haas i Défago, 2005). Nie ma jednak kompleksowych badan nad spektrum
gatunkowym roslin, ktére dane szczepy Pseudomonas moga kolonizowa¢. Wiadomo jednak,
ze niektére szczepy okazaty sie skuteczne jako srodki biologicznej ochrony roslin po aplikaciji
na gatunkach roslin roslin innych niz te, z ktérych zostaty wyizolowane, co sugeruje, ze
pojedyncze szczepy Pseudomonas spp. moga kolonizowac réznych gospodarzy roslinnych
(Dekkers iin., 1998).

Wykazano, ze rézne gatunki roslin posiadajg mikroflore o réznym skitadzie
populacyjnym, przy czym uwaza sie, ze gospodarze bardziej odlegli filogenetycznie ,rekrutuja”
zespoty mikroorganizmoéw o bardziej réznigcym sie sktadzie (Imam i in., 2016, Bouffaud i in.,
2014). Dlatego fakt, ze niektére mikroorganizmy, takie jak Pseudomonas spp., moga
kolonizowa¢ roznych gospodarzy roslinnych rodzi pytania dotyczace adaptacji
metabolicznych, jakich takie szczepy muszg dokonac aby kolonizowa¢ danego gospodarza
lub utrzymac sie w mikrobiomie rosliny-gospodarza pomimo zmian fizjologicznych, przez jakie
dana roslina przechodzi. Na pytania te trudno odpowiedzie¢ na podstawie metaanalizy
dostepnych danych z uwagi na fakt, ze wiekszos¢ publikacji opisuje interakcje szczep-
gospodarz w uktadach jeden gospodarz-jeden szczep lub jeden gospodarz i wieksza liczba
szczepdw. Co wiecej, podczas gdy determinanty specyficznosci w interakcjach bakteria-
gospodarz roslinny zostaty doktadnie zbadane w przypadku symbiotycznych bakterii z rodzaju
Rhizobium, to tej pory niewiele uwagi poswiecono tej tematyce w przypadku mikroorganizméw
tworzacych mniej ,$ciste” zwigzki z roslinami (Drogue i in., 2012).

Pseudomonas donghuensis P482 to szczep z kolekcji Zaktadu Mikrobiologii Roslin
(MWB UG i GUMed) o potencjale do biokontroli, hamujgcy wzrost kilku bakteryjnych i
grzybowych patogendw roslin (Krzyzanowska i in., 2012b, Krzyzanowska i in., 2016, Ossowicki
i in.,, 2017). Bakterie te, cho¢ pierwotnie wyizolowane z ryzosfery pomidora (Solanum
lycopersicum L.), moga réwniez kolonizowac ryzosfere ziemniaka (Krzyzanowska i in., 2012a)
a takze, jak wykazano w nizej opisanych badaniach, korzenie odlegtej filogenetycznie
kukurydzy. Spowodowato to, ze szczep P482 stat sie obiecujgcym modelem do badania
mechanizméw adaptacji bakterii o szerokim spektrum gospodarza do konkretnych
gospodarzy roslinnych.

Cel badan

Celem badan byto wytypowanie szlakow metabolicznych zaangazowanych w
adaptacje Pseudomonas do réznych gospodarzy roslinnych na drodze identyfikacji genow
stanowigcych réznicujaca (specyficzng dla gospodarza) oraz wspdlng (niezalezng od
gospodarza) odpowiedzZ transkryptomiczng szczepu P. donghuensis P482 na wydzieliny z
korzeni dwéch filogenetycznie odlegtych gatunkéw roslin: pomidora (roslina dwuli$cienna) i
kukurydzy (roslina jednoli$cienna).
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Syntetyczny opis wynikow i ich znaczenia

Posiadane przez nas przestanki dotyczgce tego, ze szczep P482, poza ryzosferg
pomidora, potrafi kolonizowa¢ takze korzenie kukurydzy, pochodzity z eksperymentéw na
roslinach in vitro (M. Rajewska, dane nieopublikowane). Z uwagi na to w ramach badan
wstepnych przeprowadzitam eksperyment doniczkowy, w ktorym zweryfikowatam zdolnos¢
P482 do kolonizacji pomidora (Solanum lycopersicum L., odmiana Saint Pierre) oraz kukurydzy
(Zea mays L., odmiana Bejm) rosnacych w glebie. Rosliny byly inokulowane na etapie nasion,
poprzez ich optaszczenie. Aby umozliwi¢ selektywng re-izolacje P482 z korzeni, w badaniach
wykorzystano spontanicznie rifampicynooporny wariant szczepu P482. Wykazalismy, ze P482
jest obecny na korzeniach 18-dniowych roslin zaréwno kukurydzy jak i pomidora, chociaz
srednia liczebnos$¢ populacji na korzeniach pomidora byta wyzsza niz ta dla kukurydzy
(odpowiednio 1,54 x 107jtk g"i2,35 x 108jtk g)".

Aby poréwnac¢ odpowiedz transkryptomiczg badanego szczepu na eksudaty obu
gatunkéw roslin, hodowatam komérki szczepu P. donghuensis P482 w pozywce mineralnej z
jednym zrédtem wegla suplementowanej eksudatami kukurydzy lub pomidora lub bez dodatku
eksudatéw (kontrola). Nastepnie wyizolowatam z préb catkowity RNA, ktéry zostat
sekwencjonowany w ramach ustugi zewnetrznej. Réznicowa analiza ekspresji genéw
wykazata, ze dodatek eksudatow pomidora spowodowat zmiane ekspresji 413 genéw (8%),
podczas gdy eksudaty kukurydzy spowodowaty zmiane ekspresji 181 gendw (3,5 %) w
odniesieniu do pozywki niesuplementowanej. Wieksza liczba genow, ktorych ekspresja
ulegta zmianie pod wplywem eksudatow pomidora sugeruje, ze odpowiedz
transkryptomiczna P482 na zwiazki wydzielone przez pomidora byta szersza niz ta na
zwiazki z kukurydzy. Pozostaje jednak otwartym pytaniem czy ma to zwigzek z faktem, ze
szczep ten wyizolowano z pomidora a nie z kukurydzy. Na podstawie analizowanych danych
wykazatam takze, ze odpowiedz r6znicujagca pomiedzy dwoma typami eksudatow jest szerzej
zakrojona (ztozyto sie na nig wiecej genéw) niz odpowiedz wspéina, tj. analogiczna dla
eksudatow niezaleznie od zrédta ich pochodzenia. Na zbiér genéw odpowiedzi réznicujgcej
sktadato sie 278 gendw (5,38% transkryptomu), a na zbiér genéw odpowiedzi wspdlnej 63 geny
(1,22% transkryptomu) (Rysunek 8).

1 jtk — jednostki tworzace kolonie (ang. colony forming units; CFU)
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Rysunek 8. Diagram Venna przedstawiajacy

podzbiory genéw w transkryptomie

P. donghuensis P482 ulegajace zmienionej Pomidor

ekspresji w odpowiedzi na eksudaty 413

pomidora (423), kukurydzy (181), a takze & L R621N.
geny réznicujgce pomiedzy obiema ‘ Lo - ">, spec.dla
odpowiedziami (278). Geny odpowiedzi . /\\\ pomidora
wspdlnej (63) to geny, ktérych ekspresja 150 \

zostata zmieniona w podobny sposéb przez 1

oba typy eksudatow, niezaleznie od zrédta |

tych eksudatéw. Dodatkowe podzbiory 34 ... y
ujawnione w wyniku natozenia ww. grup to \ Roznlcumce/,

geny roznicujgce specyficzne dla pomidora Rc’ﬁn e H?zs_ -7

(150) i specyficzne dla kukurydzy (34), ktére spec. da

nalezaty jednoczesnie do gendéw kukurydzy

réznicujgcych i takich, ktérych ekspresja

zmieniana byfa tylko przez jeden rodzaj eksudatéw. Kryteria zastosowane do uznania réznicy w
ekspres;ji za istotng: p<0,05 (padj/FDR; korekta Benjamini-Hochberg); log2FC>1,5. Rysunek stanowi
polskie ttumaczenie Fig. 1, panel A, zamieszczonej w omawianej publikaciji.

W dalszej kolejnosci przeprowadzitam, dla puli genéw odpowiedzi réznicujacej i
odpowiedzi wspélnej, analize pod katem wzbogacenia sciezek metabolicznych (KEGG),
wzbogacenia w zakresie klastrow grup ortologicznych biatek (COG) oraz pod katem
wzbogacenia klastrow genowych o przypisanej funkcji i sieciowania genéw (STRING).
Zbiorcza analiza otrzymanych danych oraz szeroko zakrojony przeglad literatury dotyczacy
mozliwych powigzan pomiedzy wytypowanymi sciezkami metabolicznymi pozwolity mi na
charakterystyke odpowiedzi transkryptomicznej P482 na eksudaty badanych roslin. Ponizej
przedstawiam skrétowy opis uzyskanych wynikow w podziale na odpowiedz wspding
(analogiczna dla dwéch typéw eksudatéw) oraz odpowiedzi charakterystyczne dla eksudatow
pomidora i kukurydzy. Schemat podsumowujacy najwazniejsze wyniki znajduje sie na Rysunku
9. Dodatkowo w ramach opisywanej pracy przeprowadzono analize chemiczng sktadu obu
typu eksudatéw metodami chromatografii gazowej (GC-MS), magnetycznego rezonansu
jadrowego (NMR), i chromatografii cieczowej z wybiérczym monitorowaniem spektrometrig
mas (LC-SRM), prébujac powigzaé obecnos$¢ niektérych podstawowych metabolitéw z
odpowiedzig transkryptomiczng P482.
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— P. donghuensis P482
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(ssu, tau, cys) (arsC, arsH) (bacterioferritin)
CuSO, Zwigzki arsenu uwolnione z piasku
2050, N B As(V), MethylAs(lll) Fe5(C4Hi0e)
MgSO, Zwigzki nieorganiczne pochodzace z pozywki i podioza do hodowli roslin

Rysunek 9. Aspekty odpowiedzi transkryptomicznej bakterii P. donghuensis P482 na eksudaty
korzeniowe pomidora i kukurydzy - odpowiedzi wspélne oraz specyficzne dla danego gospodarza
roslinnego. Czerwone strzatki skierowane w goére wskazujg podniesiong ekspresje genow
zaangazowanych w dany szlak metaboliczny, podczas gdy niebieskie strzatki skierowane w dot
wskazujg na obnizong ekspresje. Rysunek stanowi polskie ttumaczenie Fig. 4 zamieszczonej w
omawianej publikaciji.

OdpowiedZ wspdlna

Wykazatam, ze odpowiedz P482 wspdlna dla obu typéw eksudatow obejmuje takie
aspekty metabolizmu jak asymilacja siarki, metabolizm arsenu, pozyskiwanie zelaza z
ksenosideroforow i zwigzkéw hemu, homeostaza zelaza i regulacja powstawania széstego
systemu sekrecyjnego (T6SS). Pomimo tego, ze korzenie roslin byty ptukane w wodzie przed
zbiorem eksudatéw, w mojej opinii zakres odpowiedzi wspdlnej stanowi wypadkowa
odpowiedzi na same eksudaty jak rowniez specyficznych warunkéw hodowli roslin
zastosowanych w naszym eksperymencie. W szczego6lnosci mam tu na mysli potencjalny
wsptywy przeniesienia na/w korzeniach i do eksudatéw mikroelementéw pochodzacych z
pozywki hodowlanej (sole Hoagland’a) oraz substratu (gruboziarnisty piasek akwarystyczny).

Suplementacja podtoza wzrostowego eksudatami, niezaleznie od zrodta ich
pochodzenia, spowodowata obnizenie ekspresji gendow w obrebie naktadajgcych sie szlakow
metabolizmu siarki i transporteréw ABC. Obejmowato to zarbwno genu zaangazowane w
pozyskiwanie siarki ze Zrédet nieorganicznych i cysteiny (cysW i cysA) jak i genéw
zaangazowanych w asymilacje alternatywnych organicznych zroédet siarki, takich jak
alkanosulfoniany, w tym tauryna (wybrane geny operondéw ssu i tau). Obnizenie poziomu
ekspresji genow ssu lub zaréwno gendw ssu jak i gendw tau zaobserwowata takze inna grupa
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dla 6 z 8 Pseudomonas spp. poddanych wptywowi eksudatéw korzeniowych trawy
Brachypodium distachyon (Mavrodi i in., 2021).

Dodatek eksudatow zwiekszyt natomiast u P482 poziom ekspresji genéw arsC i arsH.
Oba geny sg powigzane z metabolizmem arsenu, wysoce toksycznego metaloidu. Arsen jest
wszechobecny w srodowisku, w tym w glebie i piasku. Z uwagi na to bakterie wyksztatcity
rézne mechanizmy jego przetwarzania. W ramach wyjasnienia wzrostu ekspresji genéw ars u
P482 sformutowatam hipoteze, ze zwiekszona ekspresja arsC i arsH w P482 mogta zostac
wywotana przez arsenian i organiczne zwigzki arsenu przeniesione na korzenie z
piaszczystego substratu wykorzystanego do hodowli pomidoréw i kukurydzy.

Jedng z ,dwufunkcyjnych” kategorii COG wzbogaconych w ramach wspdinej
odpowiedzi byta kategoria ,Transport i metabolizm jonéw nieorganicznych / Transdukcja
sygnatu”. U P482 w odpowiedzi na eksudaty reprezentowato jg siedem genéw podobnych do
fecR. Ekspresja wszystkich byta obnizona. Biatka FecR sg sensorami transbtonowymi
zaangazowanymi w przekazywanie sygnatu, zaangazowanych u bakterii w proces wychwytu
czgsteczek zwigzanych z zelazem, takich jak cytrynian, ale tez inne zwigzki, w tym czgsteczki
produkowane przez konkurujgce mikroorganizmy celem pozyskania zelaza ze srodowiska
(ksenosiderofory) (Visca i in., 2002). Innym zZrédtem zelaza, z ktérego moga korzystac
Pseudomonas spp., sg czgsteczki hemu uwalniane z hemoprotein. U P482 poddanego
dziataniu eksudatéw zaobserwowano obnizong ekspresje licznych genéw zaangazowanych w
wychwytywanie i metabolizm hemu (BV82_0056, hasR, hemO, hmuU, hmuV, hasD). Réwnolegle
eksudaty nie wptynety na ekspresje genéw zaangazowanych u P482 w synteze sideroforéw
piowerdyny oraz 7-HT. Brak wzrostu ekspresji piowerdyny zaobserwowano takze w innych
badaniach dla o$Smiu szczepow Pseudomonas poddanych dziataniu eksudatow B. distachyon
(Mavrodi i in., 2021). W cytowanej pracy zwiekszenie ekspresji jakichkolwiek genow
zwigzanych z pozyskiwaniem zelaza zaobserwowano tylko w przypadku potowy tych
szczepdw. W innej pracy ekspresja gendow zwigzanych z pozyskiwaniem hemu i synteza
piowerdyny u P. protegens CHAO byta stosunkowo niska w odpowiedzi na metabolity pszenicy
(pochodzenie roslinne) w poréwnaniu z ekspresja tych genéw obserwowang podczas infekc;ji
owadow przez P. protegens CHAO (Vesga i in., 2020).

W przeciwienstwie do gendéw zaangazowanych w pozyskiwanie zelaza, u P482, w
odpowiedzi na eksudaty, zwiekszonej ekspresji ulegat gen bfr zaangazowany w
wewngtrzkomorkowag homeostaze zelaza. Bfr petni funkcje ,magazynu zelaza”, ktére, jesli
wystepuje w nadmiarze w postaci wolnej, moze powodowac stres oksydacyjny w komérkach
poprzez wytwarzanie reaktywnych form tlenu. Zwiekszenie poziomu syntezy Bfr u P482 to
kolejna przestanka za tym, ze same eksudaty korzeniowe, pobrane z roslin hodowanych w
warunkach gnotobiotycznych, nie ograniczajg dostepnosci zelaza dla P482. Warto jednak
podkresli¢, ze w warunkach eksperymentalnych zaréwno naszych, jak i stosowanych przez
Mavrodi i in. (2021), ktérzy zaobserwowali podobng tendencje dla czesci Pseudomonas spp.,
szczepy hodowane byly w postaci monokultur. Jest wysoce prawdopodobne, ze P482
musiatby wykorzysta¢ swéj bogaty arsenat metod do pozyskiwania zelaza w obecnosci
konkurujgcych drobnoustrojow.

Po ekspozycji P482 na eksudaty korzeniowe zaobserwowaliSmy podwyzszong
ekspresje tagQ, pppA i crp. U bakterii P. aeruginosa geny tagQ i pppA biorg udziat w kaskadzie
regulacyjnej kontrolujgcej aktywacje T6SS, przy czym pppA uwaza sie za negatywny regulator
T6SS (Silvermaniiin., 2011). Trzeci z genéw, crp, koduje receptor cAMP. Doniesienia na temat
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roli Crp w regulacji T6SS sg nieliczne i dotyczg Vibrio cholerae, gdzie sugerowano, ze Crp jest
pozytywnym regulatorem T6SS (Ishikawa i in., 2009). Reasumujgc, otrzymane przeze mnie i
wspotpracownikow wyniki sugerujg, ze obecnos¢ eksudatéw korzeniowych ma pewien wptyw
na T6SS w P482, jednak kierunek tego oddziatywania wymaga jednak dalszych badan. Mozna
rébwniez zatozyC, ze ekspresja gendw zwigzanych z T6SS bytaby inna w obecnosci
konkurujgcych (mikro)organizmoéw. T6SS umozliwia bakteriom wstrzykiwanie biatek do innych
komdérek prokariotycznych lub eukariotycznych, a sam system jest znany ze swojej roli w
konkurencji miedzybakteryjnej (Boak i in., 2022).

Odpowiedz specyficzna dla eksudatéw pomidora

Na podstawie przeprowadzonych analiz wykazatam, ze szczep P482 traktowany
eksudatami pomidora wykazuje objawy stresu spowodowanego tlenkiem azotu (inaczej
stresu nitrozacyjnego). Tlenek azotu jest rodnikiem, ktéry wywiera toksyczne dziatanie na
komorki. Aby przeciwdziata¢ stresowi nitrozacyjnemu, u bakterii istnieje kilka Sciezek
przeksztatcania NO w mniej reaktywne czgsteczki, takie jak N2O, NO3z lub amoniak (Vine i Cole,
2011). W przypadku ekspozycji P482 na eksudaty pomidora zaobserwowali§my znaczne
zwiekszenie ekspresji genu hmp (6,13 log.FC?). W warunkach tlenowych Hmp katalizuje
reakcje NO z tlenem, w wyniku czego powstaje jon azotanowy (NO*) (D'Autréaux i in., 2002).
Podwyzszong ekspresje zaobserwowalismy roéwniez dla norD, norC i norB, kodujgcych
reduktaze tlenku azotu (NOR). Ten zintegrowany z btong enzym katalizuje redukcje tlenku
azotu (NO) do podtlenku azotu (N20) (Shiro, 2012). Hmp i NOR s3g dobrze udokumentowanymi
komponentami mechanizmu odpowiedzialnego za detoksykacje NO u bakterii.

Tlenek azotu dziatajgcy na komarke bakteryjng moze pochodzi¢ ze srodowiska lub byé
wytwarzany endogennie przez komorki w procesie denitryfikacji w komorkach
doswiadczajacych ograniczonej dostepnosci tlenu. Na podstawie analizy ekspresji genow
zaangazowanych w denitryfikacje u P482 wywnioskowatam, ze przyczyng aktywacji szlakow
detoksykacji NO u P482 nie jest denitryfikacja, ale raczej radzenie sobie z toksycznoscia
tlenku azotu obecnego w srodowisku wzrostu.

Szkodliwe dziatanie NO na komérke wynika gtéwnie z inaktywac;ji biatek zawierajgcych
jako kofaktory centra zelazowo-siarkowe (Fe-S) (Philippot, 2005, Davis i in., 2019). Centra Fe-
S wystepujg powszechnie w organizmach zywych i sg zaangazowane w wiele podstawowych
procesoéw biochemicznych (Shiiin., 2021). W komérkach P482 eksponowanych na eksudaty
pomidora nastepowato wyrazne zwiekszenie ekspresji yftE (6,36 log.FC) — genu znanego ze
swojej roli w metabolizmie/ naprawie centréw Fe-S. Homologi ytfE sg obecne u licznych
bakterii, a indukcja ekspresji tego genu w odpowiedzi na NO zostata wczesniej
udokumentowana (Bowman iin., 2011). Dane literaturowe pokazuje, ze biatko YftE przyczynia
sie do przezycia Yersinia pseudotuberculosis w $ledzionie po stresie nitrozacyjnym i
przyczynia sie do zjadliwosci tego ludzkiego patogenu (Davis i in., 2019). Innym genem,
ktorego ekspresja byta istotnie indukowana przez eksudaty pomidora byt gen nnrS, kodujacy
biatko, dla ktérego wykazano role w ochronie centrum Fe-S przed NO u Vibrio cholerae (Stern
iin.,2013). Warto zauwazyé¢, ze u P482 geny yftE i nnrS sa kodowane w obrebie jednego klastra
z genami kodujgcymi NOR i dwoma regulatorami: norR i dnr. Rownolegle aktywowane byty

2 ]og,FC - log; fold change; logarytm o podstawie dwa z krotno$ci zmiany
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takze geny iscR, iscS, iscU, iscA, hscB, hscA i fdx, kodujace biatka zwigzane z biogeneza
klastrow Fe-S (Rysunek 10).

Organizmy eukariotyczne mogg wytwarzac tlenek azotu w ramach obrony podczas
infekcji (Stevanin i in., 2005). Natomiast rosliny wykorzystujg NO jako czgsteczke sygnatowa
w odpowiedzi na stres biotyczny i abiotyczny, ale takze w ramach licznych proceséw
fizjologicznych, takich jak kietkowanie, kwitnienie i starzenie sie (Pande i in., 2021). Poniewaz
NO jest wysoce reaktywny, w roslinach magazynowany w formie S-nitrozotioli (SNO), ktére
petnig role rezerwuaréw NO in vivo (Pande i in., 2021). NO odgrywa role w odpowiedzi roslin
na patogeny, ale jest rowniez kluczowy dla ustanowienia interakcji symbiotycznych miedzy
ryzobiami a roslinami stragczkowymi (Spiro, 2007). Warto tez zwréci¢ uwage, ze chociaz
testowane przez nas eksudaty pomidora powodowaty u P482 stres nitrozacyjny, to jednak
ich dodatek do hodowli nie wpltywat negatywnie na tempo wzrostu P482 in vitro. Sugeruje to,
ze P482 jest dobrze przystosowany do radzenia sobie z tego rodzaju stresem
srodowiskowym.

Bakterie z rodzaju Pseudomonas dysponujg rozgatezionym taricuchem oddechowym.
U bakterii P. aeruginosa wystepuje pie¢ roznych oksydaz, umozliwiajgc optymalizacje szlaku
transportu elektronéw pod katem warunkéw $srodowiskowych (Arai, 2011). Wykazatam, ze u
P482, w odpowiedzi na eksudaty pomidora, obnizeniu ulega ekspresja genéw ccoN, ccoO,
ccoQ oraz ccoP kodujacych podjednostki oksydazy cytochromu c typu cbb3, natomiast
indukcja ekspresji zachodzi dla genéw cioA i cioB, kodujacych oksydaze niewrazliwg na
cyjanki cytochromu bd (CIO; ang. cyanide insensitive oxidase) (Rysunek 10). Mikroorganizmy,
ktdre potrafig przejsé na wykorzystanie CIO, sg w stanie przezy¢ w obecnosci wysokich stezen
cyjanowodoru, ktéry blokuje oddychanie wykorzystujgce oksydazy cytochromu c (Quesada i
in., 2007). Chociaz geny cio opisano po raz pierwszy w kontekscie cyjanowodoru, inne czynniki
réwniez mogg modulowac ich ekspresje. Z danych literaturowych wynika, ze cytochrom bd
odgrywa role m.in. w tolerancji bakterii na stres oksydacyjny i nitrozacyjny (Giuffré i in., 2014).
Co ciekawe, u szczepu Pseudomonas sp. WCS365 opisano udziat genéw cioA w unikaniu
reakcji obronnej gospodarza podczas interakcji z Arabidopsis thaliana (Liu i in., 2018).
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Rysunek 10. Wynik analizy STRING dla 278 genéw odpowiedzi transkryptomicznej P482 réznicujacej
pomiedzy eksudatami korzeniowymi pomidora i kukurydzy. Analize przeprowadzono przy z genomem
P. donghuensis HYS genomem referencyjnym (najblizej spokrewniony mikroorganizm w bazie). Kazdy
wezet (ang. node) reprezentuje gen P482 z nazwg przypisang za pomocg EggNOG. Wypetnione wezty
wskazujg geny nalezace do grup wzbogaconych zidentyfikowanych przez STRING Uwzgledniono
wszystkie dostepne typy interakcji dostepne dla STRING w wersji 11.5 (maj 2023). Geny, ktére nie
wykazaty interakcji, nie zostaty uwzglednione na rysunku, za wyjatkiem tych, ktére okazaly sie czescia
grup wzbogaconych. Rysunek stanowi ttumaczenie Fig. 3 panel B w omawianej publikac;ji.

W opisywanej pracy zaproponowalam hipoteze, ze przejsScie na oddychanie
komoérkowe angazujace cytochrom bd (CIO) w szczepie P482 traktowanym eksudatami
pomidora wynika z obecnosci w eksudatach inhibitorow kompleksu cytochromu bc1 i/albo
tlenku azotu. Kompleks cytochromu bc1 jest zaangazowany w przekazywanie elektronéw do
oksydaz cytochromu c, takich jak cbb3, ale nie do CIO, do ktérego elektrony przekazywane sg
bezposrednio z ubichinonu (Arai, 2011, Ha i in., 2018). Badaniach przeprowadzone przez inng
grupe na modelu Mycobacterium tuberculosis pokazaty, ze dziatanie bakteriobdjcze
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inhibitoréw bc1 jest znaczgco wzmacniane przez jednoczesne dodanie donoréw NO, czemu
bakterie te probowaty przeciwdziata¢ przechodzac na szlak cytochromu bd (Zeng i in., 2021).

Na podstawie przeprowadzonych przeze mnie analiz wykazalismy takze, ze eksudaty
pomidora maja wpltyw na metabolizm podstawowy szczepu P482. W ramach odpowiedzi
réznicujgcej nastepowato wzbogacenie dla trzech naktadajgcych sie szlakéw KEGG:
,metabolizm pirogronianu”, ,metabolizm propanianu” oraz ,degradacja waliny, leucyny i
izoleucyny”. Geny zaangazowane w te Sciezki w duzej mierze pokrywajg sie z tymi
wchodzacymi w sktad rowniez wzbogaconej kategorii COG ,produkcja i konwersja energii”
(Rysunki 10 11).

Sciezki metaboliczne KEGG Kategorie COGs
Metabolizm pirogronianu (00620) Produkcja i konwersja energii L
a 0 5 10 15

19)
= Genom = Odp.
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Rysunek 11. Sciezki KEGG i kategorie COG wzbogacone w obrebie réznicujacej odpowiedzi
transkryptomicznej P482 na eksudaty z korzeni pomidora i kukurydzy. Dla poszczeg6lnych genéw w
obrebie szlakow: czerwony i niebieski kolor wskazujg, odpowiednio, podniesiong i obnizong ekspresje
gendw; lewa kolumna pokazuje zmiany ekspresji (log2FC) po dodaniu eksudatéw pomidora (litera T -
ang. tomato), a prawa kolumna po dodaniu eksudatéw kukurydzy (litera M — ang. maize). Kategorie
KEGG: a — metabolizm weglowodanéw, b — przetwarzanie informacji o srodowisku, ¢ — metabolizm
aminokwasow. Geny pokazane pogrubiong czcionkg wystepujg rownolegle we wzbogaconych szlakach
KEGG i COG. Podkreslone geny pokrywajg sie pomiedzy réznymi kategoriami w obrebie szlakéw KEGG.
Rysunek jest polskiem ttumaczeniem Fig. 2, panele C i D, w omawianej publikaciji.

W ramach odpowiedzi P482 na eksudaty pomidora zaobserwowalismy zwiekszony
katabolizm aminokwaséw o rozgatezionych taricuchach bocznych (BCAA; ang. branched
chain amino acids), tj. waliny, leucyny i izoleucyny. Eksudaty pomidora zwiekszyty ekspresje
IpdV, bkdB, bkdA2 i pdhA. 0gdlng funkcjg komplekséw kodowanych przez te geny jest
konwersja alfa-ketokwaséw do acylo-CoA i CO,. Alfa-ketokwasy mogg powstawaé m.in. w
wyniku oksydacyjnej deaminacji aminokwasow i odwrotnie, sg prekursorami do ich syntezy
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(&varsson i in., 1999). Dehydrogenaza 2-oksoizowalerianianu kodowana przez bkdA2 i pdhA
jest enzymem biorgcym udziat w BCAA (Namba i in., 1969). Jednoczesnie zaobserwowalismy
indukcje genéw mmsA i mmsB, zaangazowanych w metabolizm waliny u P. aeruginosa (Steele
iin., 1992).

Profil ekspresji gendw P482 sugerowat takze aktywacje katabolizmu trzech innych
aminokwasoéw: fenyloalaniny (geny phhA, phhB i phhC), glicyny (gcvH i gcvP) i metioniny
(aceE/mdeB, mdeA). Inne zmiany metaboliczne w P482 zwigzane ze zwiekszonym
katabolizmem aminokwaséw i/lub kwasoéw ttuszczowych obejmowaty zwiekszenie
aktywnosci dwodch dehydrogenaz katalizujgcych aq,8-dehydrogenacje estréow acylo-CoA
(Swigonovaiin., 2009). Ponadto, zwiekszonej ekspresji ulegata liaza izocytrynianu kodowana
przez aceA, co sugeruje aktywacje cyklu glioksylanowego (GS; ang. glyoxylate shunt). Wiele
bakterii aktywuje GS, gdy acetylo-CoA, powstaty w wyniku katabolizmu aminokwaséw lub
kwaséw ttuszczowych, stanowi gtéwne zZrédto wegla dostepne dla komérki (Ahniin., 2016).
Klasyczny cykl kwasow trikarboksylowych (TCA) nie moze asymilowac wegla z odtworzeniem
cytrynianu gdy acetyl-CoA jest jedynym dostepnym zrodtem wegla. Dzieje sie to z uwagi na
utrate CO2 i niemoznos$¢ odtworzenia szczawiooctanu. GS pozwala na prowadzenie
metabolizmu z pominieciem problematycznych etapow TCA. Oprocz istotnej roli w
metabolizmie podstawowym, cykl glioksylanowy prawdopodobnie odgrywa wcigz stabo
poznang role w obronie przed stresem oraz w procesie patogenezy. Znane sg doniesienia, ze
cykl ten ma kluczowe znaczenie dla wzrostu i zjadliwosci P. aeruginosa podczas infekcji, gdy
bakteria preferencyjnie wykorzystuje kwasy ttuszczowe (Crousilles i in., 2018). Co wiecej
wykazano, ze ukierunkowanie metabolizmu na wykorzystanie aminokwaséw zwigksza
opornos$¢ P. aeruginosa na antybiotyki (Mielko i in., 2020).

W tym miejscu warto odniesc sie do opisanej w pracy analizy sktadu chemicznego
wykorzystywanych eksudatéw, a doktadnie w kierunku analizy LC-SRM wykonanej
specyficznie pod katem zawartosci aminokwasow. Walina i leucyna wystepowaty w
przyblizeniu w ilosci 4 razy wiekszej w eksudatach kukurydzy niz w tych z pomidora, a
zawartosé izoleucyny byta porownywalna w obydwu prébach. Zawarto$é fenyloalaniny i
tryptofanu byta odpowiednio 4,5 i 2,3 razy wyzsza w przypadku kukurydzy w poréwnaniu do
eksudatéw pomidora. Zawarto$¢ metioniny w obu typach eksudatéw nie roznita sie. Zatem
nie jest tak, ze aminokwasy, ktorych katabolizm jest zwiekszony w przypadku komdrek
rosngcych w obecnosci eksudatéw pomidora (w tym BCAA), sg w tych eksudatach obecne w
wiekszym stezeniu. Z uwagi na to w opisywanej pracy wysnutam przypuszczenie, ze przejscie
P482 na katabolizm aminokwaséw w prébach traktowanych eksudatami pomidora miata na
celu zwiekszenie odpornosci komorek na czynniki stresowe w podobny sposéb, jak opisano
dla P. aeruginosa w modelach infekcji u ludzi (Crousilles i in., 2018)(Mielko i in., 2020).
Obecnos¢ NO, powodujac uszkodzenie klastrow Fe-S w centrach aktywnych niektorych
enzymow, moze zaburzaé niektore szlaki metaboliczne. W takim przypadku zaobserwowana
zmiana w metabolizmie podstawowym P482 nie bylaby spowodowana preferencja tej
bakterii wzgledem okreslonych zrédet wegla i ich dostepnoscia w eksudatach, ale raczej
wyborem szlakéw metabolicznych nieulegajacych uposledzeniu w wyniku aktywnosci
czynnikow stresowych. W prébach pochodzenia roslinnego obecnos¢ takich czynnikow
(zwigzkéw) moze by¢ specyficzna dla gatunku lub zwigzana ze stanem fizjologicznym danej
rosliny. Trafno$¢é tego wyjasnienia dla obserwowanych wynikéw wymaga dalszych badan.

W kontekscie wptywu eksudatow pomidora na metabolizm aminokwaséw u P482
warto wspomnie¢, ze aktywacja pewnych sciezek metabolicznych moze réwniez mie¢ mniej
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bezposrednie/oczywiste przyczyny. W literaturze dostepne sg doniesienia, ze u P. fluorescens
enzym 4-hydroksylaza fenyloalaniny (PAH) bierze udziat nie tylko w katabolizmie
fenyloalaniny, ale takze w biosyntezie posiadajgcej przeciwutleniajgce witasciwosci
melatoniny z tryptofanu (Ma i in., 2017, Jiao i in., 2021). Wykazano réwniez, ze dostepnos¢
tryptofanu, metioniny, tyrozyny i fenyloalaniny, dobrze znanych prekursoréw wtérnych
metabolitéw roslin, moze przyczyniaé sie do zwiekszenia odpowiedzi odpornosciowej roslin
(TGnnermann i in., 2022). W swietle tych doniesien mozna by spekulowaé, ze P482, poprzez
rozktad fenyloalaniny i zmniejszenie syntezy tryptofanu moze préobowaé¢ modulowaé to, co
zawartosci eksudatow ,interpretuje” jako odpowiedz immunologiczna rosliny.

Odpowiedz specyficzna dla kukurydzy

Eksudaty kukurydzy spowodowaly wzrost ekspresiji trzech podjednostek MFP (ang.
Membrane Fusion Protein) dla trzech eksporteréow RND (ang. Resistance-Nodulation-
Division): mexE, BV82_1337 oraz BV82_1618. Eksportery RND to rodzina pomp typu efflux
powigzanych z opornoscig bakterii i procesem nodulacji. Pompy efflux z rodziny RND, wraz z
biatkami Omp, tworzg kompleksy, ktére umozliwiajg Gram-ujemnym bakteriom eksportowanie
szkodliwych zwigzkéw bezposrednio na zewnatrz komorki, a nie, jak w przypadku innych
systemow efflux, do przestrzeni peryplazmatycznej. Sprawia to, ze pompy RND sg waznymi
determinantami opornosci wielolekowej u bakterii (Nikaido i Takatsuka, 2009). Istniejg
doniesienia, ze u P. aeruginosa operon mexEF-oprN zawierajagcy mexE nadaje tej bakterii
oporno$¢ na chinolony, chloramfenikol i trimetoprim (Kohler i in., 1999). Jednakze
prawdopodobne jest, ze opornos¢ na antybiotyki syntetyczne jest jedynie skutkiem ubocznym
opornosci na naturalne metabolity wtérne. Mozliwe zatem, ze podwyzszona ekspresja mexE
u P482 w odpowiedzi na eksudaty kukurydzy ma zwigzek z odpornoscia bakterii na obecnos¢
okreslonych metabolitow wtérnych specyficznych dla tego gospodarza roslinnego. Co
wazne, geny jedynie wybranych transporterow RND zostaty indukowane w obecnosSci
kukurydzy. Zwiekszenie poziomu ekspresji czcA i mdtA, rdwniez kodujgcych pompy RND,
zachodzito w obecnosci eksudatéw pomidora. Wiadomo, ze kukurydza i inne trawy (Poaceae)
wytwarzajg i wydzielajg biobdjcze benzoksazynoidy — zwigzki o duzej proponowanej roli w
ksztattowaniu mikrobiomu roslinnego (Cotton i in., 2019, Kudjordjie i in., 2019). Zbadanie roli
transporterow RND w tolerancji niektorych bakterii na te grupe zwigzkéw wydaje sie ciekawym
tematem badawczym.

Oba badane typy eksudatow zwiekszaty u P482 ekspresje genow copA i copZ,
jednakze indukcja tych genoéw byta znaczaco wyzsza w odpowiedzi na kukurydze. CopA jest
zakotwiczona w btonie ATPaza odpowiedzialng za usuwanie jonéw Cu* dostarczanych przez
cytoplazmatyczne biatko CopZ. Obydwa biatka sg elementami dobrze scharakteryzowanych
systemow tolerancji jonow miedzi. Miedz jest niezbednym pierwiastkiem sladowym dla
wszystkich organizmoéw, jednakze jej nadmiar jest toksyczny. MiedZ w postaci CuSO; jest
sktadnikiem pozywki hodowlanej Hoaglanda, zastosowanej w opisywanych badaniach do
hodowli zaréwno roslin pomidora jak i kukurydzy. Stad fakt, ze indukcja genéw tolerancji na
miedz jest istotnie silniejsza w odpowiedzi na eksudaty kukurydzy musi by¢ spowodowany
czynnikami zaleznymi od rosliny-gospodarza, wptywajgcymi na dostepnosé lub toksycznosé
miedzi. Mavrodi i wsp. wykazali znaczgce podwyzszenie ekspresji jednego lub wiecej genow
cop zwigzanych z tolerancjg miedzi u 5 z 8 badanych Pseudomonas spp., traktowanych
eksudatami B. distachyon (Mavrodi i in., 2021). Zaréwno kukurydza jak i B. distachyon sa
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trawami, a w ramach prowadzonych eksperymentéw w obydwu przypadkach rosliny testowe
hodowane byty na pozywce Hoaglanda.

Na poziomie ekspresji genow, ruchliwosé komoérek P482 byta zwiekszana przez
eksudaty kukurydzy, a obnizana przez eksudaty pomidora. Eksudaty kukurydzy zwiekszaty
ekspresje genu kodujgcego biatko FimV, zaangazowane w tworzenie pili typu IV. Struktury te
biorg udziat w przyleganiu, tworzeniu biofilmu, ale takze w okreslonych rodzajach ruchu
komorek bakteryjnych. W innych badaniach wykazano, ze pilli typu IV sg niezbedne dla
endofitycznej kolonizacji ryzu przez endofita wigzgcego azot — szczep Azoarcus sp. BH72 98.
Co ciekawe, ekspresja pilK, innego genu zaangazowanego w synteze pili, byta obnizona u P.
aeruginosa w odpowiedzi na eksudaty buraka (Mark i in., 2005), co sugeruje, ze eksudaty
buraka hamujg tworzenie pili u P. aeruginosa, w przeciwienstwie do stymulujgcego wptywu
eksudatow kukurydzy na ich formowanie u P. donghuensis P482. Co wiecej, eksudaty
kukurydzy powodowaty zwiekszenie ekspresji genu fliS, co sugeruje zwiekszenie u P482
syntezy wici odpowiedzialnych za ptywanie. Wici sg niezbedne niektérym szczepom
Pseudomonas do skutecznej kolonizacji zywicieli. Szczep P. fluorescens F113 z uszkodzonym
genem fliS byt nieruchliwy i niezdolny do konkurowania ze szczepem typu dzikiego o
kolonizacje wierzchotka korzenia lucerny (Capdevila i in., 2004).

W kontekscie przewidywanej zdolnosci bakterii do ruchu eksudaty pomidora
powodowaty u P482 zwiekszong ekspresje genu w locus BV82_3459, przypuszczalnie
kodujgcego negatywny regulator operonu zaangazowanego w synteze wici. Wykazano, ze
chociaz wici moga zapewni¢ komérkom przewage w srodowisku, ich obecnos¢ moze mieé
rowniez negatywne konsekwencje. Rozpoznanie specyficznych antygenow wici moze
wywotac reakcje nadwrazliwosci u rosliny-gospodarza i tym samym doprowadzi¢ do $mierci
komorek bakteryjnych. Ograniczenie syntezy wici uwaza sie za wazny mechanizm
wykorzystywany przez bakterie do unikania odpowiedzi obronnej rosliny (Rossez i in., 2015).
Dodatkowo badania prowadzone na szczepie P. putida KT2440 wykazaty, ze mutant tego
szczepu niezdolny do produkcji wici charakteryzuje sie krétszg fazg lag w czasie wzrostu i jest
bardziej odporny na stres oksydacyjny niz szczep typu dzikiego (Martinez-Garcia i in., 2014).
W przytaczanych badaniach zasugerowano, ze brak wydatku metabolicznego zwigzanego z
wytwarzaniem wici moze zapewni¢ komorkom nadwyzke energii, ktorg komoérki moga
przeznaczyc¢ na inne cele, w tym do walki ze stresem egzogennym. Wydaje sie zatem, ze w
przypadku P482 traktowanego eksudatami pomidora zalety obnizonej ekspresji genéw
zwigzanych z syntezg wici przewyzszaja potencjalne koszty obnizonej ruchliwosci. Warto
réwniez wspomnie¢, ze eksudaty pomidora powodowaty takze obnizenie poziomu ekspresji
dwdch gendw kodujgcych biatka chemotaksji akceptujgce metyl (MCP, ang. methyl-accepting
chemotaxis proteins), petnigce role chemoreceptoréw u bakterii i archeonéw (Salah Ud-Din and
Roujeinikova, 2017).

Reasumujac, eksudaty kukurydzy zwiekszyty u P482 ekspresje genéw zwigzanych z
ruchliwoscia, podczas gdy eksudaty pomidora odnosity skutek przeciwny. Pozostaje do
wyjasnienia, czy roznice te majg zwigzek ze zréznicowanym znaczeniem ruchliwosci dla
zdolnosci P482 do kolonizacji tych dwoch roslin, czy tez raczej to stan fizjologiczny
pomidora, z ktérego pobrano w naszym badaniu probki eksudatow, spowodowat, ze
ekspresja genéw zwigzanych z ruchliwoscig byta dla P482 niekorzystna.
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Podsumowanie

Zrozumienie interakcji roslina-drobnoustroje jest kluczowe do petnego wykorzystania
potencjatu drobnoustrojow do wspierania zdrowia roslin. Badanie tych interakcji w bardzo
ztozonych, naturalnych systemach, pozostaje wyzwaniem technicznym. Dlatego uproszczone
uktady eksperymentalne, cho¢ obarczone wadami, poprzez izolacje wybranych interakcji sg
nadal pomocne w uzyskiwaniu danych naukowych (Mavrodiiin., 2021, Yiiin., 2017). W ramach
przedstawianych badan zidentyfikowalisSmy aspekty metabolizmu P. donghuensis P482, ktére
w rézny sposob modulowane sg w obecnosci eksudatow korzeniowych dwéch réznych
gospodarzy roslinnych: pomidora i kukurydzy. Sktad badanych eksudatéw, a co za tym idzie,
ich wptyw na P482, najprawdopodobniej wynika zaréwno z genotypu badanych roslin, jak i ich
stanu fizjologicznego. Na podstawie wykonanych analiz uwazam, ze niniejsze aspekty
metabolizmu: katabolizm aminokwaséw rozgatezionych, opornosé¢ na tlenek azotu,
elastycznos$¢ w zakresie tancucha oddechowego, synteza metioniny i selektywna aktywacja
pomp efflux typu RND, zastuguja na szczegolng uwage pod katem ich roli w zapewnieniu
bakteriom Pseudomonas zdolnosci do kolonizacji r6znorodnych gospodarzy roslinnych, jak i
pozostania w obrebie mikroflory danego gospodarza pomimo zachodzacych w roslinie zmian
fizjologicznych.

Uwazam, ze w temacie formowania sktadu mikrobiomu wiele uwagi poswieca sie
pozytywnym interakcjom pomiedzy rosling a drobnoustrojami. W tym ujeciu roslina, poprzez
eksudaty, zapewnia mikroorganizmom Zrodta wegla i umozliwia danej grupie
mikroorganizméw ,wygodne zycie”, stad sg one niejako do niej ,przyciggane”. W opozycji do
tego trendu, wiekszos$¢ szlakdw specyficznych dla gospodarza roslinnego, ktére opisaliSmy w
P482, jest zwigzana z odpornoscig na stres. Pomimo tego pokazalismy, ze w czasie wzrostu
in vitro dodatek eksudatow stymulowat, a nie hamowat wzrost P482. Sadze, ze zréznicowana
odpornosé niektorych drobnoustrojow stowarzyszonych z roslinami na okreslone czynniki
stresogenne moze prowadzi¢ do zmian w sktadzie populacjach drobnoustrojow zwigzanych
z roslinami, szczegolnie u roslin z aktywowanymi systemami obronnymi. W analogii do
ludzkich interakcji spotecznych, to wtasnie tolerancja na negatywne zachowania naszych
wspotlokatorow moze mie¢ kluczowe znaczenie dla faktu, czy damy rade pozostac cztonkiem
danej spotecznosci.

W zakresie mechanizméw interakcji roslina-mikroorganizmy pozostaje wiele
niewiadomych. Otrzymane przeze mnie i wspoétpracownikow wyniki daja ogromny potencjat
do podjecia nowych inicjatyw badawczych, skupiajacych sie w sposdb bardziej szczegétowy
na zidentyfikowanych aspektach metabolizmu P482, zaangazowanych w interakcje
roslinami.

4.4. Pozostate osiggniecia naukowe z okresu po uzyskaniu stopnia doktora

Moja kariera naukowa jest silnie zwigzana z Miedzyuczelnianym Wydziatem
Biotechnologii UG i GUMed w Gdarisku. Od roku obrony (2015) pracuje na Wydziale w réznych
projektach naukowych jako pracownik kontraktowy (zatrudnienia na czas okreslony), na
réznych stanowiskach. Charakter mojego zatrudnienia odegrat istotng role w ksztattowaniu
mojego dorobku z ostatnich 8 lat (okres od obrony bez odjecia okreséw oficjalnych przerw w
pacy naukowej). Zaletg takiego =zatrudnienia byta na pewno mozliwos¢ zdobycia
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roznorodnego doswiadczenia naukowego dzieki pracy w wiecej niz jednym zespole
badawczym, a takze doswiadczenia administracyjno-organizacyjnego (zatrudnienie w
charakterze lab manager’a). Z drugiej strony moéj dorobek moze by¢ ubozszy w zakresie, w
ktorym jest on budowany w ramach obowigzkéw przydzielanych pracownikom na statych
etatach uczelnianych. Na gromadzenie przeze mnie dorobku naukowego wptynat réwniez fakt,
ze w okresie kariery zawodowej dwukrotnie zostatam mama — najpierw pod koniec doktoratu
(2013), a potem ponownie w okresie po doktoracie (2020). Wigzato sie to z typowymi
okresami absencji i spowolnieniem w pracy naukowe;j.

Cztery prace doswiadczalne z pierwszym autorstwem, wtaczone przeze mnie do cyklu
artykulow powigzanych tematycznie na potrzeby postepowania habilitacyjnego, stanowia
wyraz jedynie czesci mojej aktywnosci naukowej po doktoracie. Wykazatam sie w tym czasie
takze innymi osiggnieciami. W okresie po obronie zostatam réwniez wspétautorem 7
opublikowanych prac doswiadczalnych nieuwzglednionych w cyklu, w tym jednej powstatej
jako rezultat odbycia przeze mnie stazu zagranicznego (opis w punkcie 5). Dodatkowo
jestem wspétautorem rozdzialu w ksigzce oraz dwoch manuskryptow oczekujacych na
recenzje w docelowych czasopismach. Jestem takze w gronie twércéw 3 opatentowanych
wynalazkow.

Na szczegdlng uwage wsréd prac spoza cyklu zastugujg moim zdaniem trzy prace
dotyczace mieszaniny pieciu bakterii antagonistycznych, nazwanych przez nas ,Wielka
Pigtka”", efektywnie hamujagca symptomy mokrej zgnilizny powodowane przez
Pectobacterium i Dickeya spp. (szczepy SRP) na bulwach ziemniaka w warunkach
przechowywania. Badania miaty charakter aplikacyjny. Wraz ze wspotpracownikami
przetestowatam zestaw losowo skomponowanych mieszanin  mikroorganizmow
wykazujagcych réznego typu antagonizm wzgledem SRP, a nastepnie metodg testowania
wzgledem kilku gatunkéw patogendw z tej grupy wytoniliSmy skuteczng mieszanine ochronng
(Krzyzanowska i in., 2019b)(publikacja spoza cyklu). Przyjeta strategia komponowania i
testowania konsorcjum do wykorzystania w biologicznej ochronie roslin byta na ten czas
nowatorska. Ponadto, w ramach przeprowadzonych badan, wraz ze wspoétpracownikami
opracowatam kilka formulacji biopreparatu na bazie ww. konsorcjum. Nastepnie trwatos¢
potkowa preparatow byta testowana w okresie 12 miesiecy. Dla najbardziej obiecujacej
formulacji dowiedliSmy, w pétrocznym tescie przechowalniczym przeprowadzonym w skali
pottechnicznej, ze preparat jest skuteczny w zastosowaniu do ochrony bulw ziemniaka przed
SRP (Maciag i in., 2020)(publikacja spoza cyklu). Dodatkowo przeprowadziliSmy
sekwencjonowanie genomow szczepow opracowanego konsorcjum ,Wielka Pigtka” i poprzez
analizy genomiczne typu data mining wykazaliSmy, ze w genomach badanych bakterii nie ma
genow znanych z produkcji toksyn, ktore moglyby kolidowaé z zastosowaniem w/w
konsorcjum w ochronie bulw ziemniaka (Maciag i in., 2022)(publikacja spoza cyklu).
Rezultatem omawianych badan sg trzy publikacje naukowe. W dwoch z nich jestem drugim
autorem, w jednej zas pierwszym autorem na prawach rownorzednych z pierwszym autorem,
panem Tomaszem Maciggiem. Wspomniane prace zostaty wykorzystane przez pana Macigga
w postepowaniu o nadanie stopnia doktora. Poza publikacjami rezultatem wyzej
wspomnianych badan dotyczacych ,Wielkiej Pigtki” sa 3 przyznane patenty, w tym jeden
europejski. Dodatkowo jestem wspottwércg jednego wynalazku z zakresu prezerwacji
komoérek mikroorganizmoéw (odczynnik zwiekszajgcy przezywalno$é podczas liofilizacji)
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(zgtoszenie patentowe P.428215). Ponizej znajduje sie szczegdtowy opis mojego wkitadu w
trzy w/w publikacje oraz lista przyznanych patentéw. W wymienionych patentach wszyscy
tworcy majg zadeklarowany réowny wktad w powstanie wynalazkéw objetych ochrona.

Krzyzanowska D.M.*, Macigg T*., Siwiniska J., Krychowiak M., Jafra S., Czajkowski
R. Compatible mixture of bacterial antagonists developed to protect potato tubers
from soft rot caused by Pectobacterium spp. and Dickeya spp. Plant Disease (2019)
(IF 3,809; MEIN 70)

Moj wkiad w publikacje: uczestniczytam w pracach koncepcyjnych, bratam udziat we
wszystkich opisanych w pracy eksperymentach (w tym testy patogenicznosci na
duzg skale, przeprowadzenie ktérych wymagato kooperacji 2-3 oséb), uczestniczytam
w opracowaniu danych, przygotowaniu rysunkow, pisaniu manuskryptu i
przygotowaniu odpowiedzi do recenzentow.

*rowny wktad wspotautorow

Maciag, T., Krzyzanowska, D.M., Jafra, S., Siwinska J. Czajkowski R. The Great Five—
an artificial bacterial consortium with antagonistic activity towards Pectobacterium
spp. and Dickeya spp.: formulation, shelf life, and the ability to prevent soft rot of
potato in storage. Applied Microbiology and Biotechnology (2020) (IF 4,81, MEIN
100)

Moj wktad w publikacje: uczestniczytam w opracowaniu metodologii prowadzenia
eksperymentow, bratam  udziat we  wszystkich  opisanych  pracach
eksperymentalnych, bratam udziat w pisaniu manuskryptu oraz w przygotowaniu
rysunkow.

Maciag T., Krzyzanowska D. M., Rabalski t., Jafra S., Czajkowski R. Complete
genome sequences of five Gram-negative bacterial strains comprising synthetic
bacterial consortium "The Great Five" with antagonistic activity against plant
pathogenic Pectobacterium spp. and Dickeya spp. Molecular Plant-Microbe
Interactions (2022) (IF 3,5; MEiN 140)

Moj wktad w publikacje: uczestniczytam w konceptualizacji oraz redakcji
manuskryptu.

Patent 1
Numer Data Udzielenia Kraj zgtoszenia
EP3495510 21.07.2021 Europejski Urzad Patentowy

Nowe bakterie antagonistyczne Serratia plymuthica szczep A294, Enterobacter amnigenus
szczep A167, Rahnella aquatilis szczep H145, Serratia rubidaea szczepy H440, Serratia
rubidaea szczep H469, ich mieszanina, zastosowanie i sposéb nanoszenia na materiat
roslinny

Czajkowski Robert, Jafra Sylwia, Krzyzanowska Dorota, Macigg Tomasz, Siwinska Joanna
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Patent 2
Numer Data Udzielenia Kraj zgtoszenia
238148 12.07.2021 Polska

Biopreparaty do ochrony roslin przed zakazeniem bakteryjnym

Czajkowski Robert, Krzyzanowska Dorota, Macigg Tomasz, Jafra Sylwia

Patent 3
Numer Data Udzielenia Kraj zgtoszenia
236445 11.01.2021 Polska

Mieszanina szczepow bakterii antagonistycznych Serratia plymuthica szczep A294,
Enterobacter amnigenus szczep A167, Rahnella aquatilis szczep H145, Serratia rubidaea
szczepy H440, Serratia rubidaea szczep H469 i zastosowanie do ochrony lub leczenia
zakazen roslin powodowanych przez bakterie Pectobacterium i Dickeya

Czajkowski Robert, Krzyzanowska Dorota, Macigg Tomasz, Jafra Sylwia, Siwinska Joanna

Dodatkowo, w okresie badarn nad w/w mieszaning (konsorcjum) mikroorganizmoéw
+Wielka pigtka®, zostatam wspétautorem rozdziatlu w monografii naukowej. Tematem
rozdziatu jest wykorzystanie konsorcjow mikroorganizméw w biologicznej ochronie roslin
przed chorobami.

e Robert Czajkowski, Tomasz Maciag, Dorota M. Krzyzanowska, Sylwia Jafra; Tytut
rozdziatu: Biological Control Based on Microbial Consortia—From Theory to
Commercial Products; Tytut ksigzki: How Research Can Stimulate the Development
of Commercial Biological Control Against Plant Diseases; 2020, str. 183-202,
Springer, Cham

Méj wktad w napisanie rozdziatu:
Opisanie roznych strategii doboru mikroorganizmow podczas tworzenia konsorcjow
mikroorganizméw do zastosowania w biologicznej ochronie roslin

W ramach mojej aktywnosci po doktoracie zostatam takze wspétautorkg publikacii
dotyczacej metody przeznaczonej do okreslania zdolnosci bakterii do tworzenia biofilmu w
cewnikach i innych rurkach o zastosowaniu medycznym (Borowicz i in., 2023)(publikacja
spoza cyklu), a takze bedacego w recenzji manuskryptu opisujgcego rezultaty badan nad
zaleznoscig pomiedzy produkcjg 7-HT a produkcija sideroforu piowerdyny u szczepu P482 i
tym, jakie znaczenie ma ta zaleznos$¢ dla aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej P482 w
réznych typach podtéz wzrostowych (Jafra i in., manuskrypt w recenzji).
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Borowicz M., Krzyzanowska D.M. Jafra S.. Crystal violet-based assay for the
assessment of bacterial biofilm formation in medical tubing. Journal of
Microbiological Methods (2023) (IF 2,2; MEiN 70)

Moj wkiad w publikacje: uczestniczytam w pisaniu manuskryptu oraz pracy
koncepcyjnej nad jego zawartoscia. Przygotowatam jeden z rysunkdw oraz bratam udziat
w ustaleniu ostatecznego wygladu pozostatych.

Jafra S., Jabtoiska M., Maciag T., Matuszewska M., Borowicz M., Prusinski M.,
Zmudzisnska W., Theil M., Czaplewska P., Krzyzanowska D.M., Czajkowski R.. An iron
fist in a velvet glove: The cooperation of a novel pyoverdine from Pseudomonas
donghuensis P482 (PVDP482) with 7-hydroxytropolone is pivotal for its antibacterial
activity (w recenz;ji)

Moj wktad w manuskrypt: opisanie genéw kodujacych synteze piowerdyny u szczepu
P482, wykonanie oznaczenia aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej szczepu P482 i jego
mutantow w podtozu CAA przy réznej dostepnosci zelaza

Aktualnie poszerzam swoje zainteresowania badawcze o nowa tematyke. Z uwagi na

zmiane grupy badawczej, w ktérej jestem zatrudniona, miatam mozliwos¢é zostac
wspotautorem publikacji dotyczacej gendw warunkujgcych opornosé Dickeya solani 2222
(szczep SRP) na infekcje fagiem ¢D5 oraz kosztéw ekologicznych tej opornosci (Sokolova i
in., 2023) (publikacja spoza cyklu). Zaangazowatam sie rowniez w badania dotyczace tailocin
- wysokoczgsteczkowych bakteriocyn o budowie przypominajgcej ogonki fagowe -
produkowanych przez patogeny SRP. W ramach tych ostatnich badan powstat manuskrypt (w
recenzji), ktérego jestem wspotautorem, a ktérego pierwszym autorem jest pan Marcin
Borowicz, ktdrego pracy doktorskiej jestem kopromotorem.

Sokolova, D., Smolarska, A., Bartnik, P., Rabalski L., Kosinski M., Narajczyk M.,
Krzyzanowska D.M., Rajewska M., Mruk |., Czaplewska P., Jafra S., Czajkowski R.
Spontaneous mutations in hlyD and tuf genes result in resistance of Dickeya solani
IPO 2222 to phage ¢D5 but cause decreased bacterial fithess and virulence in planta.
Scientific Reports (2023) 13, 7534. DOI: 10.1038/s41598-023-34803-7 (IF 4.6; MEiN
140)

Moj wktad w publikacje: przeprowadzitam eksperymenty w zakresie izolacji i rozdziatu
lipopolisacharydow oraz przygotowatam rysunek z wynikami ww. eksperymentu.

Borowicz M., Krzyzanowska D.M., Narajczyk M., Sobolewska M., Rajewska M.,
Czaplewska P., Wegrzyn K., Czajkowski R.; Soft rot pathogen Dickeya dadantii 3937
produces tailocins resembling the tails of Enterobacteria bacteriophage P2; (w
recenzji; dostepny w bioRxiv)
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Moj wktad w manuskrypt: wykonanie analizy poréwnawczej pomiedzy klastrem
kodujagcym tailocyne a innymi dostepnymi sekwencjami w bazie danych, w tym
genomem bakteriofaga P2, przygotowanie wybranych rysunkdw i udziat w edycji
pozostatych, udziat w pisaniu manuskryptu.

W nadchodzacych latach planuje rozwijaé moja kariere naukowg, w tym m.in. dalej
angazowa¢ sie w prace nad tailocynami, opublikowa¢ wyniki dotyczgce podtoza
molekularnego braku zdolnosci szczepu O. rhizosphere PR17 do inaktywacji AHL (kontynuacija
watku badawczego z PUBLIKACJI 1), a takze rozpoczg¢ badania szczegétowe nad aspektami
metabolizmu zaangazowanego u P. donghuensis P482 w odpowiedZ na gospodarza
roslinnego (kontynuacja watku badawczego z PUBLIKACJI 4) — w tym ostatnim przypadku
preferencyjnie po uzyskaniu przeze mnie osobnego zrédta finansowania dla zaplanowanych
badan. Do wnioskowania o nadanie stopnia doktora habilitowanego motywuje mnie m.in.
idgca za tym mozliwos¢ sprawowania samodzielnej opieki nad doktorantami, a takze
mozliwos¢ bardziej czynnego udziatu w funkcjonowaniu jednostki macierzystej dzieki
cztonkostwu w Radzie Wydziatu.

5. Informacja o wykazywaniu sie istotng aktywnoscia naukowa albo artystyczna
realizowang w wiecej niz jednej uczelni, instytucji naukowej lub instytucji kultury,

w szczegolnosci zagranicznej

W toku kariery zawodowej odbytam 3 staze w zagranicznych osrodkach naukowych.
Kazdy ze stazy odbytam w innej jednostce, za kazdym razem angazujac sie w prace naukowe
w tematyce goszczacej mnie grupy.

W 2008 roku, dzieki inicjatywie ERASMUS, odbytam 3-miesieczny staz w Plant
Research International (obecnie Wageningen Plant Research, WUR) w zespole Dr Jana van
der Wolfa. W trakcie stazu bratam udziat w badaniach nad izolacja i identyfikacjg bakteryjnych
patogendw roslinnych z grupy SRP. Staz ten byt dla mnie wazny z perspektywy ugruntowania
moich zainteresowan badawczych, nauki uzytecznych metod, a takze nawigzanie
profesjonalnych relacji, ktére zaowocowaty w pdzniejszych latach.

Pod koniec 2014 roku, na kilka miesiecy przed obrong doktoratu, odbytam 3-
miesieczny staz w grupie dr Paoliny Garbeva w Nederlands Instituut voor Ecologie (NIOO-
KNAW). Srodki na sfinansowanie wyjazdu pozyskatam z Narodowego Centrum Nauki, bedac
laureatka stypendium ETIUDA1 (UMO-2013/08/T/NZ9/01049). W ramach stazu bratam
udziat w badaniach nad zwigzkami lotnymi (ang. volatile organic compounds, VOCs)
produkowanymi przez bakterie z rodzaju Collimonas oraz nad wptywem tych zwigzkéw na
mikroorganizmy potencjalnie koegzystujace (konkurujace) z Collimonas spp. w srodowisku
glebowym. W trakcie stazu bratam rowniez udziat w licznych seminariach dot. badan
prowadzonych w NIOO-KNAW.
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Wymiernym rezultatem w/w stazu jest moje wspétautorstwo w publikacji (spoza cyklu):

Song C., Schmidt R., de Jager V., Krzyzanowska D., Jongedijk E., Cankar K., Beekwilder J., van
Veen A., de Boer W., van Veen J., Garbeva P.: Exploring the genomic traits of fungus-feeding
bacterial genus Collimonas, BMC Genomics, vol. 16,2015, s. 1-17 (IF 3,867)

Méj wktad w publikacje: utworzenie konstruktu plazmidowego umozliwiajgcego heterologiczna
ekspresje syntetazy terpenow z Collimonas sp. Ter91 oraz przeprowadzenie testu aktywnosci
przeciwbakteryjnej puli zwigzkéw lotnych (VOCs). Opisatam takze wyniki przeprowadzonych
doswiadczeri na potrzeby manuskryptu.

W 2018 roku odbytam 1-miesieczny staz w Centro Nacional de Biotechnologia,
Consejo Superior de Investigaciones Cientificas (CNB-CSIC), Madryt, Hiszpania. Srodki na
wyjazd pozyskatam z Fundacji na rzecz Nauki Polskiej. Pochodzity one z dodatkowej dotacji
wyjazdowej, ktérg mogli otrzymaé¢ laureaci przyznanego mi w drodze konkursowej
stypendium START (edycja 2017). W ramach wyjazdu uczestniczytam w badaniach
prowadzonych w Laboratorium Biologii Syntetycznej, kierowanego przez Prof. Victora de
Lorenzo. Badania dotyczyly wykorzystania systemu opartego na CRISPR/Cas9 do
wprowadzania mutacji u bakterii Pseudomonas putida szczep KT2440 oraz szczepow
pochodnych (tj. mutantéw szczepu KT2440). Uczestniczytam takze w badaniach majacych
na celu przyblizenie mechanizmu umozliwiajacego dziatanie ww. systemu u badanej bakterii.
Poza prowadzeniem eksperymentow bratam udziat w seminariach grupy goszczacej, w tym
wygtositam witasng prezentacje dot. badan prowadzonych przeze mnie na MWB UG-GUMed.
Jednym z rezultatow tego stazu byto pozyskanie przeze mnie wielu przydatnych wektoréw i
szczepow z bazy SEVA (Standard European Vector Architecture), ktére zostaty wigczone do
kolekcji szczepow Zaktadu Mikrobiologii Roslin. Zostatam réwniez polecona przez profesora
de Lorenzo na jednego z uczestnikow projektu europejskiego w ramach COST Action.
Whniosek o finansowanie projektu pt. Bringing Synthetic Biology standards to end-users
(akronim STAND_HARD) zostat ztozony w 2020 roku przez Mireie Alonso-Monasterio
Fernandez. Niestety ztozony projekt nie uzyskat finansowania.

Dodatkowo w trakcie kariery zawodowej odbytam 5-dniowa wizyte studyjng w Institute
of Plant Sciences, Ornamental Horticulture Dep. ARO, The Volcani Center, Bet-Dagan (Izrael),

w grupie Dr Iris Yedidia (rok 2015).

Posiadam rowniez w swoim dorobku jednomiesigeczny staz krajowy w komercyjnym
laboratorium diagnostycznym (Bruss, grupa ALAB) (rok 2007).
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6. Informacja o osiggnieciach dydaktycznych, organizacyjnych oraz popularyzujacych

nauke lub sztuke.

6.1. Aktywnos¢ dydaktyczna

W trakcie kariery zawodowej nie bytam zatrudniona na statej pozycji badawczo-
dydaktycznej ani dydaktycznej. Kontraktowy charakter mojego zatrudnienia sprawit, ze
prowadzenie zaje¢ ze studentami nie byto dla mnie obligatoryjne. Uwazam jednak, ze
dzielenie sie wiedzg z mtodymi ludzmi i wspomaganie ich na drodze do indywidualnego
rozwoju to wazny obszar dziatalnosci naukowca. Koniecznos¢ przygotowania zajec
stanowi réwniez dobrg okazje do usystematyzowania wtasnej wiedzy. Z uwagi na te
przestanki, gdy pojawiata sie taka mozliwos¢, zawsze podejmowatam sie realizacji zadan
o charakterze dydaktycznym, czy to na postawie oficjalnych zlecen czy tez w ramach
mniej sformalizowanych pracowni indywidualnych dla zainteresowanych studentéw.
Dzieki temu pomimo braku obowiazku dydaktycznego udato mi sie zgromadzi¢ dorobek
w tym zakresie obejmujacy szeroki wachlarz aktywnosci, od prowadzenia zaje¢ ujetych
w programie studiow na kierunku ,Biotechnologia”, poprzez kierowanie pracami
studentow w ramach praktyk indywidualnych, po promotorstwo prac licencjackich,
magisterskich i ko-promotorstwo realizowanego obecnie doktoratu. Jestem rowniez
wspotautorem skryptu do ¢wiczen.

Opieka nad dyplomantami i studentami

e 0d marca 2023 roku — promotor pomocniczy doktoratu pana mgr Marcina
Borowicza

e Promotor dwdch doswiadczalnych prac magisterskich: pana Pawta Gutowskiego
(2017) oraz pana Pawta Ptaszewskiego (2019)

e Promotor dwéch prac licencjackich typu ,projekt badawczy”: pani Anny Kocieba
oraz pana Marcina Borowicza (obydwie w 2020 r).

e Recenzentka pracy magisterskiej pani Darii Pospiech (2016)

e Cztonek komisji na 5 egzaminach magisterskich, trzech w 2017 i dwoch w 2019 r.

e Osoba kierujgca praca studentow wykonujgcych pracownie indywidulang lub
praktyki w laboratorium, w tym studentéw z wymian miedzynarodowych:

= praktykantka z USA, pani Lilian Antunes, wakacje 2012

o praktykantka z USA, pani Jackie Rocha, wakacje 2016

s studenci pracujgcy w laboratorium w ramach pracowni rotacyjnej: pan
Stijn De Moor i pani Aleksandra Jurkiewicz (rok akad. 2015/2016), panie
Joanna Mancewicz, Alicja Januchowska i pan Patryk Mucha (rok akad.
2018/2019), pan Robert Burzynski (2019/2020)

= magistrantka Nathalie Lammens, wykonujgcg prace magisterska tgczong
pomiedzy Vrije Universiteit Brussel (Belgia) a Uniwersytetem Gdariskim
(rok akad. 2016/2017)

o student lll roku | MSU na pracowni indywidualnej, pan Kamil Moskal,
semestr letni 2018/2019
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o student | MSU Politechniki t 6dzkiej wykonujacy praktyki wakacyjne (1
miesiac), pan Bartosz Kopka (2019)

s studentka | MSU na pracowni indywidualnej, pani Joanna Klassa, poczgtek
roku 2020 - pracownia przerwana z uwagi na COVID19

Przedmioty nauczane w toku kariery zawodowej

e Zajecia laboratoryjne w ramach przedmiotu ,Mikrobiologia przemystowa” na
kierunku Biotechnologia MWB UG i GUMed. Lata 2010-2013 (tgcznie 205 h), rok
akad. 2021/2022 (45 h)

e Proseminarium z przedmiotu ,Biomolekuty — budowa, synteza i wtasciwosci” na
kierunku Biotechnologia MWB UG i GUMed. Rok akad. 2019/2020 (30 h)

e Seminarium i ¢wiczenia z przedmiotu Podstawy Biotechnologii — Wprowadzenie,
Sekcja: Organizmy modelowe i ich zastosowania w nauce, Zakres: bakterie. Rok
akad. 2019/2020 (5 h)

W roku akademickim 2023/2024 jestem przewidziana jako prowadzacy ¢wiczenia
laboratoryjne, ¢wiczenia audytoryjne oraz wyktad w tagcznym wymiarze 24 h.

Wspotautor skryptu

,Mikrobiologia przemystowa — materiaty do éwiczen” (2014). Praca zbiorowa pod
redakcja Sylwii Jafra; wspotautorzy: Robert Czajkowski, Tomasz Maciag, Marta
Matuszewska, Dorota Krzyzanowska, Adam Ossowicki, Aleksandra Krélicka,
Magdalena Rajewska.

6.2. Aktywnos¢ popularyzujgca nauke lub sztuke

e Organizacja stanowiska zatytutowanego Fascynujace fakty z zycia bakterii na XI
Battyckim Festiwalu Nauki (2013)

e Udzielenie wywiadu pt. ,Dobre bakterie ratujg ziemniaki przed mokrg zgnilizng”,
opublikowanego na portalu ,Nauka w Polsce” (2017)

e Opieka nad uczennicg dwudziestego liceum ogdlnoksztatcgcego w Gdansku w
ramach Dnia Przedsiebiorczosci (20.03.2019)

6.3. Aktywnos¢ organizacyjna

e Przygotowanie wnioskéw o zamkniete uzycie GMM kat. Il dla Pracowni
Biologicznej Ochrony Roslin oraz Zaktadu Badania Zwigzkéw Biologicznie
Czynnych, a takze jednego zgtoszenia dot. zamknietego uzycia GMM kat. | pod
katem projektu realizowanego przez studentéw MWB UG i GUMed (konkurs
iIGEM)

e Wprowadzenie w Zaktadzie Badania Zwigzkéw Biologicznie Czynnych MWB UG i
GUMed systemu FLUICS przeznaczonego do profesjonalnego zarzadzania
zasobami laboratoryjnymi, umozliwiajgcego katalogowanie i tatwg lokalizacje
odczynnikéw oraz probek, w tym z uzyciem aplikacji mobilnej
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e Prowadzenie szkolen stanowiskowych dla studentéw zaczynajgcych praktyke w
laboratorium i prowadzenie stosownej dokumentacji (BHP)

e Dokonywanie zamoéwien i przygotowanie dokumentaciji przetargowych na
potrzeby realizacji wybranych projektow badawczych

e Koordynowanie czynnosci serwisowych/napraw dla wybranych sprzetow
bedacych na stanie Instytutu Biotechnologii

7. Oprocz kwestii wymienionych w pkt. 1-6, wnioskodawca moze podac¢ inne informacje,

wazne z jego punktu widzenia, dotyczace jego kariery zawodowej.

7.1. Nagrody

 Nagroda naukowa zespotowa | stopnia przyznana przez Rektora Gdanskiego
Uniwersytetu Medycznego za badania nad biologig Laseczki siennej i jej
praktycznym wykorzystaniem (2014)

7.2. Stypendia

e Stypendium START przyznane w drodze konkursu przez Fundacje na rzecz Nauki
Polskiej (2017). Dodatkowo przyznano srodki na 1-miesieczny staz w Hiszpanii.

e Roczne stypendium ETIUDA1 (UMO-2013/08/T/NZ9/01049) przyznawane przez
Narodowe Centrum Nauki (2013/2014). Poza stypendium finansowany byt 3-
miesieczny staz w Holandii.

e Stypendium Pomorskiej Specjalnej Strefy Ekonomicznej (PSSE), przyznane w
drodze konkursu na podstawie wnioskow ztozonych w ramach V edycji programu
InnoDoktorant (2013).

¢ Roczne stypendium w ramach projektu ,Ksztatcimy najlepszych — kompleksowy
program rozwoju doktorantow, miodych doktorow i akademickiej kadry
dydaktycznej Uniwersytetu Gdanskiego”. Przyznane w drodze konkursu. Projekt
finansowany z Europejskiego Funduszu Spotecznego w ramach Programu
Operacyjnego Kapitat Ludzki (2011/2012).

e Roczne stypendium z tzw. "dotacji projakosciowej’, przyznawane grupie
najlepszych doktorantow realizujgcych projekty doktorskie na MWB-UG i GUMed
(lata 2013/2014, 2012/2013,2011/2012).

¢ Roczne stypendium naukowe dla najlepszych doktorantéw SD Chemii i Biochemii
przy Wydziale Chemii UG (lata 2014/2015, 2013/2014, 2012/2013,2010/2011).

(podpis wnioskodawcy)
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