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Bioréznorodno$¢ mikroorganizmoéw i ich znaczenie w funkcjonowaniu ekosystemow
glebowych

Wiestaw Barabasz!, Anna Pikulicka?

!Katedra Mikrobiologii, Uniwersytet Rolniczy im. H. Kottgtaja w Krakowie
2Panstwowa Wyzsza Szkota Wschodnioeuropejska w Przemyslu

Gleba to jedno z najbardziej ztozonych naturalnych srodowisk, w ktérym zyje wiele réznorodnych
grup systematycznych organizmdw wyzszych i nizszych. Ich zréznicowanie gatunkowe w $srodowiskach
glebowych jest bardzo duze, a do najwazniejszych organizmdw, nalezg drobnoustroje, ktére wraz z
szatg roslinng okreslajg zaréwno jej charakter jak i kieru-nek rozwoju. Mikroorganizmy glebowe
odznaczajg sie duza aktywnoscig biochemiczng i bio-geochemiczng, a dzieki swym réznorodnym
wtasciwosciom i uzdolnieniom fizjologicznym moga wywiera¢ decydujacy wptyw na ksztattowanie sie
réznorodnych proceséw w srodo-wisku glebowym, co ma decydujgce znaczenie w ksztattowaniu
zyznosci i produktywnosci biologicznej gleb. Drobnoustroje glebowe biorgc udziat w rdéznych
procesach biochemicz-nych, zwigzanych z rozktadem i mineralizacjg zwigzkdéw organicznych w glebie,
uruchamia-niem mineralnych sktadnikdw pokarmowych i z krgzeniem pierwiastkéow (wegla, azotu,
fosforu, siarki i wielu innych) oraz syntezg substancji biologicznie czynnych odgrywajg pod-stawowa
role w funkcjonowaniu ekosystemdéw glebowych. Wyniki wielu badan zaréwno mikrobiologicznych,
genetycznych jak i biochemicznych wskazujg, ze w Srodowiskach glebo-wych moze zy¢ od 1 do 10 min
gatunkow bakterii, ktérych funkcja i znaczenie jest nie do korica doktadnie poznana. Wydaje sie, ze
poznanie sktadu mikrobiocenotycznego drobnoustrojow glebowych oraz bioréznorodnosci moze
wyjasni¢ ich znaczenie i role jaka one odgrywajg w srodowisku. Jednakze w wyniku réznych interakcji
miedzygatunkowych w obrebie ekosystemdw, jak i licznych powigzan gatunkéw z ich otoczeniem,
ocena biordznorodnosci ekosystemowej nie jest tatwa. Dlatego tez opracowano wiele metod oceny
bioréznorodnosci, ktdre wykorzystujac rézne parametry i miary petnig role wskaznikéw biologicznych
(bioindykatoréw) i umozliwiaja kontrole stanu badanego ekosystemu i $wiadczg o aktualnych
wtasciwosciach abiotycznych srodowiska glebowego. Ponadto wskazujg na zmiany zachodzace w
strukturach catych zespotéw i zbiorowisk organizméw glebowych, w tym strukture dominacji czy
zageszczenie osobnikow danego gatunku (zgrupowania) przypadajgce na jednostke przestrzeni
ekosystemu. Stad szczegdtowa analiza biordznorodnosci, jest tak wazna bo wskazuje czy dany gatunek
jest zagrozony, rzadki czy pospolity, oraz jakie jest znaczenie gatunku w ekosystemie.
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Biodiversity of microorganisms and their importance in the functioning of soil
ecosystems

Soil is one of the most complex natural environments in which many different systematic groups
of higher and lower organisms live. Their species diversity in soil environments is very large, and the
most important organisms include microorganisms which, together with vegetation, determine its
character as well as the direction of development. Soil microorganisms are characterized by high
biochemical and bio-geochemical activity, and due to their diverse properties and physiological
abilities they can exert decisive influence on the formation of various processes in the soil
environment, which is decisive in shaping the fertility and biological productivity of soils. Soil
microorganisms taking part in various biochemical processes related to decomposition and
mineralization of organic compounds in soil, activation of mineral nutrients and the circulation of
elements (carbon, nitrogen, phosphorus, sulfur and many others) and synthesis of biologically active
substances play a role a fundamental role in the functioning of soil ecosystems. The results of many
studies, both microbiological, genetic and biochemical indicate that in soil environments can live from
1 to 10 million species of bacteria, whose function and meaning is not fully understood. It seems that
understanding the microbiocenotic composition of soil microorganisms and biodiversity may explain
their significance and the role they play in the environment. However, as a result of various
interspecies interactions within ecosystems as well as the numerous links between species and their
surroundings, the assessment of ecosystem biodiversity is not easy. Therefore, many methods have
been developed to assess biodiversity, which, using various parameters and measures, act as
biological indicators (bioindicators) and enable control of the condition of the studied ecosystem and
testify to the current abiotic properties of the soil environment. In addition, they indicate changes in
the structures of entire communities and communities of soil organisms, including the structure of
domination or density of specimens of a given species (grouping) per unit of ecosystem space. Hence
the detailed analysis of biodiversity is so important because it indicates whether a given species is
endangered, rare or common, and what is the significance of the species in the ecosystem.
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Mikrobiom lodowcowy

Dorota Goérniak

Katedra Mikrobiologii i Mykologii, Wydziat Biologii i Biotechnologii, Uniwersytet Warmirnsko-Mazurski w Olsztynie

Badania ostatnich lat wykazaty, ze lodowce moga by¢ traktowane jako odrebne ekosystemy, a ze
wzgledu na ich rozlegto$c¢ jako jeden z biomdéw Ziemi. Oprécz faktu, ze stanowig istotng czesc
powierzchni lgdu i sg rezerwuarem stodkiej wody sg rowniez miejscem o znacznej réznorodnosci
biologicznej. Te zlodzone ekosystemy sg wytacznie zasiedlone przez mikroorganizmy, co jest jedng z
ich unikalnych cech w poréwnaniu z pozostatymi biomami ziemskimi (np. tundra, lasy tropikalne,
sawanna). W S$rodowisku lodowcowym mikroorganizmy wystepujg w wodzie, warstwie
powierzchniowej, zagtebieniach kriokonitowych, litym lodzie jak réwniez na dnie lodowca. Zrédta
mikroorganizmow dostarczanych na lodowce mogg by¢ zaréwno lokalne (otaczajgce sSrodowisko) jak
i globalne (zasilanie powierzchni lodowcéw drobnoustrojami pochodzgcymi z odlegtych rejonow). W
powietrzu i $niegu nad lodowcami zidentyfikowano taksony znajdowane w zimnych $rodowiskach
innych rejonéw swiata. Potwierdza to koncepcje globalnej dystrybucji ekotypdéw drobnoustrojow w
catej zimnej biosferze. Powierzchnia lodowcéw pokryta jest pytem mineralnym i organicznym, ktéry
wraz z drobnoustrojami tworzy osad stwarzajac dogodne warunki do rozwoju aktywnej
mikrobiocenozy. Osad ten zbiera sie takize w wytopionych zagtebieniach - studzienkach
kriokonitowych, ktdore stanowia swoiste ,hot spots” na powierzchni lodowcéw. Warunki w nich
panujace umozliwiajg powstawanie ztozonej mikrobiocenozy, sktadajgcej sie gtownie z
fotoautotroféw (sinic, glondéw, okrzemek) oraz heterotroficznych bakterii, grzybow, pierwotniakéw i
wiruséw. Procesem warunkujagcym aktywnos¢ mikroorganizméw powierzchni lodowca jest
fotosynteza prowadzona przez fotoautotrofy, ktore z kolei wchodza w Sciste interakcje z
mikroorganizmami heterotroficznymi zdolnymi do pozyskiwania zwigzkéw biogennych z mineralnej
zawiesiny lodowcowej. W metagenomie srodowisk nalodowcowych wsréd heterotroficznych bakterii
dominujg Proteobacteria, szczegdlnie Alpha i Beta-Proteobacteria, Bacteroidetes i Actinobacteria, ale
réznej skali roéznice przestrzenne sa widoczne miedzy lodowcami. Lokalne czynniki, takie jak geologia
zlewni, hydrologia, nachylenie stoku, nawozenie przez ptaki, stanowig zrédto roznic w sktadzie
spotecznosci drobnoustrojéow miedzy lodowcami. Metagenom z alpejskich i himalajskich lodowcéw
ujawnit duza ilo$¢ gendw zwigzanych z heterotroficzng anoxygeniczng fototrofig. Wykazano réwniez
istotng role wirusow w kontrolowaniu $miertelnosci bakterii i potencjalnym uwalnianiu labilnej
rozpuszczonej materii organicznej do sasiadujgcych Srodowisk. Beztlenowe $rodowisko
podlodowcowe zawiera zaskakujgco duze ilosci szczatkéw organicznych i zwigzkéw mineralnych, co
stwarza warunki do rozwoju bogatego zespotu mikroorganizméw. Liczebnosé prokariotow w
subglacjalnych osadach dochodzi do 10! w 1g s.m. Wystepujace tam mikroorganizmy charakteryzuja
sie znaczng funkcjonalng i strukturalng bioréznorodnoscig. Wykazano obecnos$¢ licznych prokariotéw
degradujacych zwigzki organiczne: redukujgce siarczany, azotany, zelazo oraz dwutlenek wegla
(metanogeny), zdolne do fermentacji beztlenowce a takze chemolitoautotrofy. Wynika z tego, ze
zaréwno liczba jak i pula genetyczna mikroorganizméw dostarczanych do sgsiadujgcych srodowisk
wraz z wodg roztopowa jest pokazna. Wskazuje to na znaczacg role ekosystemoéw lodowcowych w
ksztattowaniu lgdowych (glebowych i wodnych) mikrobiocenoz srodowisk polarnych.
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Glacial microbiome

Research in recent years has shown that glaciers can be treated as separate ecosystems, and
because of their extent as one of the biomes of the Earth. In addition to the fact that glaciers form an
important part of the land area and are a reservoir of fresh water, they are also a place of considerable
biodiversity. These glacial ecosystems are populated only by microorganisms, which is one of their
unique features compared to other terrestrial biomes (such as: tundra, tropical forests, savanna). In
the glacial environment microorganisms occur in water, surface layer, cryoconite holes, solid ice as
well as on the bottom of the glacier. Sources of microorganisms delivered to the glacier can be both
local (surrounding environment) and global (homing of glaciers with microorganisms from distant
regions). In the air and snow above the glaciers, taxa found in the cold environments of other regions
of the world have been identified. This confirms the concept of global distribution of ecotypes of
microorganisms throughout the cold biosphere. The surface of the glaciers is covered with mineral
and organic dust, which together with microorganisms forms a sediment, creating favorable
conditions for the development of active microbiocenosis. This sediment is also collected in the
cryoconite holes, which are a "hot spots" on the surface of the glaciers. The conditions prevailing in
them enable the formation of complex microbiocenosis, consisting mainly of photoautotrophs
(cyanobacteria, algae, diatoms), heterotrophic bacteria, fungi and protozoa. The process that
determines the activity of microorganisms on the surface of the glacier is photosynthesis conducted
by photoautotrophs. These in turn interact closely with heterotrophic microorganisms capable of
recovering biogenic compounds from the mineral ice slurry. In the metagenome of the surface
habitats of glaciers among heterotrophic bacteria, Proteobacteria predominate, especially Alpha and
Beta-Proteobacteria, Bacteroidetes and Actinobacteria, but on different scales spatial differences are
visible between glaciers. Local factors such as basin geology, hydrology, slope rating, fertilization by
birds are the source of differences in the composition of microbial communities between the glaciers.
Metagenomes from alpine and Himalayan glaciers revealed a large number of genes associated with
heterotrophic anoxygenic phototrophy. The role of viruses in controlling bacterial mortality and the
potential release of labile dissolved organic matter from the glacier to neighboring environments has
also been demonstrated. An anaerobic subglacial environment contains surprisingly large amounts of
organic debris and minerals, which creates conditions for the development of a rich community of
microorganisms. The abundance of prokaryotic cells occurring in subglacial sediments reaches up to
10 x g1 d.m. The microorganisms occurring there are characterized by considerable functional and
structural diversity. Numerous microorganisms degrading organic compounds have been found:
sulfates, nitrates, iron and carbon dioxide (methanogens), fermentable anaerobes as well as
chemolithoautotrophs. It follows that both the number and the genetic pool of microorganisms
supplied to neighboring environments together with the meltwater are substantial. This indicates a
significant role of glacial ecosystems in the shaping of overland (soil and water) microbiocenoses of
polar environments.
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Szczepionki i szczepienia - jedno z najwazniejszych dziatan prozdrowotnych

Adam Jaworski
Spoteczna Akademia Nauk w todzi, ul. Sienkiewicza 9, 90-113 £4dz,

Motto:,,Z danych WHO wynika, ze co 20 sekund umiera jedno dziecko na $wiecie z powodu choréb, ktérym
mozna zapobiegac za pomoca szczepionek”

Od kilku lat narasta w réznych srodowiskach w $wiecie i w Polsce szkodliwa dla zdrowia cztowieka oraz
niebezpieczna dla zdrowia publicznego anty-szczepionkowa propaganda. Nalezy podkresli¢, ze przez wiekszg czes¢
historii gatunku Homo sapiens, patogeny wirusowe i bakteryjne (np. odra, dzuma, polio, cholera, dur brzuszny,
szkarlatyna, btonica) nie byty dla ludzi szkodliwe. Nie mniej jednak niektére patogeny (np. gruzlica, ospa wietrzna,
pétpasiec) rozwinety strategie latencji, ktéra pozwalata im przetrwaé w komérkach cale dekady. Wraz z rozwojem
miast, handlu i wymiany towarowej zostaty stworzone idealne warunki dla wybuchu réznych epidemii i pandemii
odzwierzecych choréb wirusowych i bakteryjnych. W czasie wyktadu przywotane zostang historyczne dane na
temat zabdjczych epidemii i pandemii w Starozytnosci i w czasach Sredniowiecza. Dopiero odkrycia w XX i XX wieku
skutecznych szczepionek i wprowadzenie obowigzku powszechnych szczepierh zahamowato proces wyniszczania
ludzkosci przez patogeny. Nie mniej jednak nalezy wcigz mie¢ na uwadze i badaé¢ naukowo problem interakcji
pomiedzy bakteriami patogennymi, wirusami i ich odpornoscig na coraz wiecej czynnikéw srodowiskowych oraz
antybiotykdéw, tak by wprowadzane i wcigz udoskonalane szczepionki byty jak najbardziej skuteczne. Dzisiaj coraz
wiecej styszy sie przeciez o zdarzeniach wywotanych przez bakterie catkowicie oporne na leczenie, ktére
modyfikujg swéj genom tak by nie poddawac sie np. antybiotykoterapii.

W trakcie wyktadu podjeta zostanie tez proba znalezienia odpowiedzi na pytanie o Zrédta spotecznych
niepokojow, dotyczacych szczepionek i szczepiedn, w tym nowoczesnych, skutecznych szczepionek
rekombinowanych. Ponadto, ku przestrodze anty- szczepionkowym ,,0szotomom” przedstawione zostang wybrane
przyktady skutkéw zaprzestania szczepienn ochronnych lub odmowy przez rodzicéw szczepienia dzieci. Nalezy
bowiem niektérym, bardzo aktywnym ,,dziataczom” anty-szczepionkowej propagandy przypomnie¢, ze straszliwie
grozne patogeny odzwierzece sg wcigz obecne w srodowiskach naturalnych (np. HIV, ptasia i $wifiska grypa, ebola,
gruzlica), a takze fakt, ze zasoby straszliwych patogendw wirusowych i bakteryjnych wciaz istniejg w chronionych
kolekcjach kilku Parstw. Miejmy nadzieje, ze po trudnych, historycznych doswiadczeniach ludzkosci - te straszliwe
patogeny nigdy nie zostang uzyte jako bron biologiczna.

Vaccines and vaccinations - one of the most important pro-health activities

Motto:“WHO data shows that every 20 seconds one child dies on our planet of vaccine preventable diseases”

For the last few years among many groups there can be observed an increase in anti-vaccine propaganda both
in Poland and worldwide, which poses a great threat to public health. It should be pointed that throughout the
majority of history of Homo sapiens both viral and bacterial pathogens such as smallpox, measles, cholera, bubonic
plague, typhoid, polio, scarlet fever and diphtheria were not harmful to humans. Nevertheless, some pathogens
(e.g. tuberculosis, smallpox and shingles) developed strategies of latency which allowed them to survive in their
cells for many decades. With the cities development, trade and exchange of goods have created ideal conditions
for the outbreak of various epidemics and pandemics of zoonotic viral and bacterial diseases. During the lecture
the historical data on the devastating lethal epidemics and pandemics in Antiquity and in the Middle Ages will be
presented. The discoveries in the 20th and 21st century of effective vaccines and the introduction of the obligation
of universal vaccination stopped the process of destroying humanity by pathogens. Nevertheless, one should still
keep in mind and scientifically investigate the problem of interaction between pathogenic bacteria, viruses and
their resistance to more and more environmental factors and antibiotics, so that the introduced and constantly
improved vaccines will be the most effective. Today, more and more we hear about events caused by bacteria
completely resistant to treatment, which modify its genome so as not to give up, e.g. antibiotic therapy.

During the lecture will be made an attempt to find an answer to the question about the sources of social unrest
related to vaccines and immunization, including modern, effective recombinant vaccines. In addition, a few
examples of the effects of cessation of vaccinations or refusals by parents to vaccinate children will be presented
as a warning against "vaccination". For some very active "activists" of anti-vaccine propaganda, it should be
remembered that terrible zoonotic pathogens are still present in natural environments (e.g. HIV, avian and swine
flu, Ebola, tuberculosis), as well as the fact that the resources of terrible viral pathogens and bacterial remains still
in the protected collections of several States. Let us only hope that humanity has learned its lesson from the
turbulent history of pandemics and epidemics and that these lethal pathogens will never be used as a biological
weapon.
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Podzielone genomy bakteryjne: genomika strukturalna i funkcjonalna Rhizobium

Andrzej Mazur

Zaktad Genetyki i Mikrobiologii, Wydziat Biologii i Biotechnologii, Uniwersytet Marii Curie Sktodowskiej w
Lublinie, ul. Akademicka 19, 20-031 Lublin, mazur@hektor.umcs.lublin.pl

Okoto 60% poznanych dotad genomdw bakteryjnych sktada sie z pojedynczego chromosomu,
jednakze pozostate genomy majg architekture wieloczesciowg i mogg zawierac od jednego do trzech
chromosoméw, ktérym dodatkowo moga towarzyszyé plazmidy o réznych rozmiarach i liczbie.
Ponadto 10% genomoéw bakterii oprécz gtéwnego chromosomu, zawiera bardzo duze i niezbedne
replikony pozachromosomalne. Duze wieloczesciowe genomy sg typowe dla gatunkéw bakterii, ktére
zasiedlajg tzw. otwarte s$rodowiska, np. glebe. Wieloreplikonowe genomy s3 rdéwniez
charakterystycznie dla mikroorganizméw, ktére wchodzg w interakcje z gospodarzem. Genomy takie
sg powszechne u wielu waznych dla cztowieka mikroorganizmdw z rodzajow Agrobacterium i Brucella,
ktére sg patogenami odpowiednio roslin i zwierzat oraz z rodzaju Rhizobium, bedacych symbiontami
roslin bobowatych. Wyniki badan z zakresu genomiki strukturalnej i funkcjonalnej rizobiéw wskazujg,
ze replikony pozoachromosomalne, czesto zawierajace niezbedne geny, w istotny sposéb ksztattujg
potencjat metaboliczny i adaptacyjny rizobidw, a przez to ich konkurencyjnos¢ w heterogennym
Srodowisku. Wieloczesciowy genom warunkuje szybsza replikacje i sprzyja rearanzacjom
strukturalnym, ktére mogg prowadzi¢ do pojawienia sie kolejnych korzystnych cech o charakterze
adaptacyjnym. Analiza genomdw rizobiéw dostarcza takze cennych informacji dotyczacych
mechanizméw  ewolucyjnych, ktére moglty doprowadzi¢c do powstawania genomoéw
wieloreplikonowych i znaczaco zmienia poglad na temat tego, ze cata istotna informacja genetyczna
bakterii musi by¢ ulokowana w chromosomie.

The divided bacterial genomes: structural and functional genomics of Rhizobium

About 60% of bacterial genomes contain single chromosome, however the others have complex,
multipartite genome architecture with several chromosomes which may be further accompanied by
plasmids of various number and size. Moreover in 10% of bacterial genomes large and indispensable
extrachromosomal replicons have been found apart from the main chromosome. Large, multipartite
genomes are typical for bacteria occupying the so-called open environments e.g. soils. Such genome
organization is also common in bacteria of high importance for human, from genera of Agrobacterium
and Brucella, which are pathogens of plants and animals respectively, as well as of Rhizobium,
constituting symbionts of legume plants. The results of structural and functional genomics of rhizobia
demonstrated that extrachromosomal replicons, often carrying essential genes, significantly shape
the metabolic and adaptive potential of rhizobia, and thus their competitiveness in a heterogeneous
environment. Multipartite genome allows for faster replication and facilitates structural
rearrangements that may lead to the appearance of further adaptive traits. The analysis of rhizobial
genomes also provides valuable data on the evolutionary mechanisms that could be responsible for
the formation of multipartite genomes and significantly changes the view that all essential genetic
information of the bacteria must be stored in the chromosome.
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Bioréznorodno$¢ wspodlnot mikroorganizméw fermentacji wodorowych i metanowych

Anna Sikora

Instytut Biochemii i Biofizyki PAN, Zaktad Biologii Molekularnej, ul. Pawinskiego 5a, 02-106 Warszawa

Beztlenowy rozktad materii organicznej, ktérego koricowymi produktami sg metan i dwutlenek
wegla, jest procesem powszechnie zachodzacym w srodowiskach beztlenowych, bogatych w zwigzki
organiczne, gdzie stezenie innych akceptoréw elektrondw jak azotany, zwigzki Fe(lll) i Mn (IV) oraz
siarczany jest niskie. Beztlenowy rozktad zwigzkéw organicznych do metanu i dwutlenku wegla
wymaga aktywnosci metabolicznej wielu grup mikroorganizmdw i wspoétzaleznosci miedzy nimi.
Wyrdznia sie 4 etapy tego procesu: hydroliza wielkoczgsteczkowych zwigzkéw organicznych do
monomerow i dimeréw; acydogeneza, czyli fermentacje kwasne w wyniku ktérych powstajg wodér,
dwutlenek wegla, krotkotaricuchowe kwasy organiczne i etanol; octanogeneza, podczas ktérej
octanogenne bakterie syntroficzne utleniajg produkty fazy kwasnej do kwasu octowego, dwutlenku
wegla i wodoru; metanogeneza. Dwa ostatnie etapy (octanogeneza i metanogeneza) potgczone s3 ze
sobg w nierozerwalny sposdb i wymagajg syntroficznych uktadéw pomiedzy bakteriami
octanogennymi i metanogenami. Nasza wiedza na temat beztlenowego rozktadu materii organiczne;j
jest skapa, gdyz pochodzi gtéwnie z badania aktywnosci metabolicznej mikroorganizméw w postaci
czystych kultur. Istnieje konieczno$¢ zastosowania nowych dziedzin takich jak podejscia meta-omiczne
do dogtebnego poznania poszczegélnych etapdéw beztlenowego rozktadu materii organiczne;.
Prezentacja skupia sie na pokazaniu wybranych wspoétzaleznosci pomiedzy mikroorganizmami na
etapie kwasogenezy i acetogenezy.

Sponsorowane przez Narodowe Centrum Badan | Rozwoju, BIOSTRATEG2/297310/13/NCBiR/2016
Hydrogen- and methane-yielding fermentations: biodiversity of microbial communities

Anaerobic decomposition of biomass to carbon dioxide and methane occurs in anoxic
environments with a low redox potential, i.e. where concentrations of other electron acceptors such
as nitrate, Mn (IV), Fe(Ill) or sulphate are low. The general scheme of anaerobic digestion is well
known. It is a complex process promoted by the interaction of many groups of microorganisms and
has four major steps. The first is hydrolysis of complex organic polymers to monomers by fermentative
bacteria. The second step is acidogenesis that results in the formation of hydrogen and carbon dioxide
as well as non-gaseous fermentation products. In the third step, known as acetogenesis, these non-
gaseous products are further oxidized to hydrogen, carbon dioxide and acetate, mainly by syntrophic
degradation processes. The fourth step is methanogenesis. The final two steps, acetogenesis and
methanogenesis, are closely linked and involve syntrophic associations between acetogenic bacteria
and methanogens. The recent increase in the number of culture-independent molecular biology
techniques and bioinformatic tools for exploring microbial communities has helped to develop the
field of meta-omics. The data generated by these novel methodologies have provided significant
insights into the structure and function of microbial communities in both natural environments and
man-made systems. The presentation focuses on the selected issues and interactions between
microorganisms on acidogenic and acetogenic steps of anaerobic digestion.

Supported by The National Centre for Research and Development,
BIOSTRATEG2/297310/13/NCBiR/2016

20



REFERATY
Metagenomika Aplikacyjna



11l OGOLNOPOLSKIE SYMPOZJUM MIKROBIOLOGICZNE »METAGENOMY ROZNYCH SRODOWISK"
Lublin, 28 — 29 czerwiec 2018

MAISEN - internetowy system do adnotacji (meta)genoméw de novo

Mikotaj Dziurzynski, Przemystaw Decewicz, tukasz Dziewit

Zaktad Genetyki Bakterii, Instytut Mikrobiologii, Wydziat Biologii, Uniwersytet Warszawski

Pojawienie sie technologii umozliwiajagcych wysokoprzepustowe sekwencjonowanie DNA
umozliwito odczytywanie ogromnej ilosci danych. Co wiecej, ilo$¢ odczytanych sekwencji rosnie
wyktadniczo i nie przewiduje sie aby trend ten ulegt zmianie w najblizszej przysztosci. Nalezy jednak
pamietaé, ze sekwencjonowanie jest tylko pierwszym etapem procesu, ktérego ostatecznym celem
jest poprawne przypisanie funkcji wszystkim regionom kodujgcym. Obecnie, adnotacja funkcjonalna
opiera sie na poréwnywaniu nowo odczytanych odcinkéw DNA z tymi o znanej juz funkcji. Biorac pod
uwage olbrzymiag ilo$¢ danych, postanowiono zautomatyzowaé ten proces. Niestety, adnotacja
automatyczna sprawdza sie tylko i wytgcznie do powierzchownego screeningu analizowanych
sekwencji. W celu uzyskania adnotacji o wysokiej jakosci, wcigz niezbedna jest adnotacja manualna w
trakcie ktorej naukowcy muszg korzystac z wielu réznych programow i baz danych, co sprawia ze caty
proces jest bardzo zmudny i czasochtonny. Wychodzac naprzeciw potrzebie doktadnej adnotacji duzej
ilosci danych, postanowilismy stworzy¢ nowe narzedzie bioinformatyczne. MAISEN to internetowy
system do adnotacji (meta)genomow de novo, ktérego gtéwnym celem jest potaczenie zalet adnotacji
automatycznej z manualng. MAISEN dostepny jest pod adresem: maisen.ddg.biol.uw.edu.pl.

MAISEN - web-based system for de novo annotation of (meta)genomes

Development of NGS technologies has made massive sequencing possible which in turn generated
enormous amount of data. The amount of data is growing exponentially, and it is not going to slow
down anytime soon. However, it has to be noted that sequencing is only the first step - the ultimate
goal is to correctly assign proper function to all newly found coding regions. Nowadays, functions are
assigned to genes and their products based on their homology to other, already know sequences.
Given the amount of data, scientists developed various automatic annotation systems, that greatly
decrease the amount of time needed for annotation. Unfortunately, automatic annotation systems
are error-prone, and only suitable for initial analysis. In order to correctly annotate a given gene, each
scientist must employ a variety of different programs and databases which makes manual annotation
a tedious and time-consuming task. In our work we decided to tackle this problem by combining the
advantages of both automatic and manual annotation systems. We introduce MAISEN - a web-based
annotation system that aims to combine output from multiple programs in one place in order to boost
the efficiency of manual, de novo (meta)genome annotation. MAISEN is available at
maisen.ddg.biol.uw.edu.pl.
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Wptyw bakterii z rodzaju Bacillus sp. na poprawe wiasciwosci gleb oraz stymulacje
wzrostu i rozwoju roslin

Radostaw Wilk?, Katarzyna Szychowska?, Agnieszka Karpiniska 2, Wojciech Biatas?,
Agnieszka Wita3, Katarzyna Czaczyk?

! Politechnika Wroctawska, Zaktad Zaawansowanych Technologii Materiatowych,
ul. Wybrzeze Wyspianskiego 27, 50-372 Wroctaw, tel. (0-71) 3202486; e-mail: radoslaw.wilk@pwr.edu.pl
2 INTERMAG Sp. z 0.0. al. 1000-lecia 15g, 32-300 Olkusz, e-mail: intermag@intermag.pl
3 Uniwersytet Przyrodniczy w Poznaniu, Katedra Biotechnologii i Mikrobiologii Zywnosci,
ul. Wojska Polskiego 48 , 60-627 Poznan, e-mail: kbimz@up.poznan.pl

Celem niniejszych badan byto opracowanie biopreparatu na bazie bakterii z rodzaju Bacillus, ktéry
bedzie pozytywnie wptywat m.in na przyspieszenie dekompozycji resztek pozniwnych, poprawe
wtasciwosci gleb oraz w konsekwencji zwiekszat plonowanie roslin.

W badaniach przeprowadzono selekcje mikroorganizmdéw z uzyciem m.in. zmodyfikowanej
pozywki wg. Gupta i wsp. (Int. J.Microb., 2012, Art. ID 578925). W celu okreslenia aktywnosci
celulolitycznej wykorzystano metode powierzchniowg oraz studzienkowg przy uzyciu ptynu Lugola i
czerwieni Kongo (badania screeningowe na szalkach Petriego) jak i metode wykorzystujaca kwas 3,5-
dinitrosalicylowy (DNS). W celu okreslenia zdolnosci do solubilizacji nierozpuszczanych zwigzkéw
fosforu, wykorzystano metode posiewdw powierzchniowych na pozywce Pikovskaya. Identyfikacje
genetyczng wybranych szczepdw bakterii, przeprowadzono za pomocg analizy 16S rRNA.

Podczas realizacji prac badawczo-rozwojowych sprawdzono aktywno$é ponad 200-stu szczepdw
bakterii, z ktérych za pomocg doswiadczen laboratoryjnych i testow na roslinach wybrano 2 szczepy o
najwyzszej aktywnosci celulolitycznej, najlepszych zdolnosciach do solubilizacji nierozpuszczalnego
zw. fosforu oraz do promowania wzrostu i rozwoju roslin (Bacillus subtilis szczep nr. BO0105 oraz
Bacillus licheniformis szczep nr. BO0106). Badania biologiczne nowej formulacji preparatu wykonane
zostaty m.in. w Instytucie Uprawy Nawozenia i Gleboznawstwa w Pufawach oraz Instytucie
Ogrodnictwa w Skierniewicach. Wyniki wskazuja na pozytywny wptyw preparatu zawierajgcego
wyselekcjonowane szczepy bakterii z rodzaju Bacillus na poprawe wtasciwosci gleby oraz wzrost i
rozwaj roslin.

Influence of Bacillus sp. for soil fertility enhancement and stimulation of plant growth
and development.

The aim of this study was to develop the bio product based on Bacillus spp. bacteria isolated from
natural environment, which have a beneficial effect on accelerating of crop residue decomposition,
improvement of soil properties, resulting in higher yield .

Micoroorganisms used in studies were selected from over 200 bacterial strains with the use of
modified medium according to Gupta et al. (Int. J.Microb., 2012, Art. ID 578925). Cellulolytic
properties of selected strains were determined i.a. using 3,5-Dinitrosalicylic acid (DNS). The ability to
solubilize insoluble phosphorus forms was estimated using Pikovskay medium. Genetic identification
of selected strains was performed by analyzing 16S rRNA. Two microorganisms (Bacillus subtilis
B00105 and Bacillus licheniformis BO0106) having the highest cellulolytic activities, the best ability to
solubilize insoluble phosphorus form and promoting plant growth and development were selected to
create the product. The studies were carried out by Institute of Soil Science and Plant Cultivation in
Putawy and Institute of Horticulture in Skierniewice. The results proved beneficial effect of
formulation on improvement soil fertility and plant growth and development.
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Rola pozytecznych mikroorganizméw w uprawie roslin ogrodniczych

Lidia Sas Paszt, Pawet Trzcinski, Anna Lisek, Edyta Derkowska, Beata Sumorok,
Stawomir Gtuszek, Mateusz Frac, Michat Przybyt, Krzysztof Weszczak

Instytut Ogrodnictwa
ul. Konstytucji 3 Maja 1/3, 96-100 Skierniewice

W Instytucie Ogrodnictwa w Skierniewicach powstat SYMBIO BANK - pierwszy w Polsce bank
symbiotycznych grzybéw mikoryzowych i pozytecznych bakterii pozyskanych z rizosfery roslin
ogrodniczych, rosnacych w réznych glebach i warunkach klimatycznych Polski. Najbardziej
wartosciowe szczepy i gatunki mikroorganizmdéw sg komponentami nowo opracowanych preparatow
biologicznych: biostymulatoréw, kompostéw oraz konsorcjow bakteryjno-mikoryzowych.

Celem pracy byta ocena wptywu zastosowanych bioproduktéw mikrobiologicznych na wzrost i
plonowanie wybranych gatunkdw roslin ogrodniczych. Badania wykazaty wysoky skutecznosé¢
pozytecznych mikroorganizméw w stymulacji wzrostu wegetatywnego i plonowania roslin
ogrodniczych. Stosowanie nawozow NPK wptyneto negatywnie na wystepowanie i aktywnos¢
pozytecznych mikroorganizmdw glebowych. Wyniki wykazaty pozytywny wptyw ekologicznej metody
uprawy roslin ogrodniczych z zastosowaniem pozytecznych mikroorganizméw na zwiekszenie
populacji pozytecznych grup mikroorganizmow w rizosferze tych roslin, w tym na wzrost populacji
diazotroféw i populacji bakterii tworzacych przetrwalniki. Aplikacja pozytecznych mikroorganizméw
w uprawach ekologicznych wptyneta na zwiekszenie plonowania badanych gatunkéw warzyw i
owocOw oraz na lepsze wtasciwosci przetwdrcze i przechowalnicze plonéw, w poréwnaniu do plonéw
produkcji integrowanej. Powszechne stosowanie innowacyjnych bioproduktéw w ekologicznej
uprawie roslin ogrodniczych poprawi jakos¢ plondw i zyznosc gleby.

The role of beneficial microorganism in the cultivation of horticultural plants

The Research Institute of Horticulture in Skierniewice has established SYMBIO BANK — Poland’s
first bank of symbiotic mycorrhizal fungi and beneficial bacteria obtained from the rhizosphere of
horticultural plants growing in various soils and climatic conditions of Poland. The most valuable
strains and species of microorganisms are components of newly developed biological
preparations:biostimulants, composts, and bacterial and mycorrhizal consortia.

The aim of the study was to assess the impact of applied microbial bioproducts on the growth
and yielding of selected species of horticultural plants. The study demonstrated high effectiveness of
beneficial microorganisms in the stimulation of vegetative growth and yielding of horticultural plants.
The use of NPK fertilizers negatively affected the occurrence and activity of beneficial soil
microorganisms. The results showed a positive effect of the organic method of growing horticultural
crops using beneficial microorganisms on increasing the populations of beneficial groups of
microorganisms in the rhizosphere of these plants, including the populations of diazotrophs and
spore-forming bacteria. The application of beneficial microorganisms in organic crops increased the
yielding of the tested fruit and vegetable species and resulted in better processing and storage
properties of crops, in comparison with crops from integrated production. Widespread use of
innovative bioproducts in the organic cultivation of horticultural plants will improve the quality of
crops and soil fertility.

24



11l OGOLNOPOLSKIE SYMPOZJUM MIKROBIOLOGICZNE ,, METAGENOMY ROZNYCH SRODOWISK"
Lublin, 28 — 29 czerwiec 2018

Potencjat aplikacyjny lipazy halofilnej bakterii Nocardiopsis prasina

Pawet Wierzchowski?!, Urszula Jankiewicz!, Joanna Grubich?, Maria Swiontek Brzezinska?,
Agnieszka Kalwasiriska2, Aleksandra Grabowska®.

1Katedra Biochemii, Wydziat Rolnictwa i Biologii, Szkota Gtéwna Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie
27aktad Mikrobiologii Srodowiskowej i Biotechnologii, Wydziat Biologii i Ochrony Srodowiska , Uniwersytet
Mikotaja Kopernika w Toruniu

Lipazy (EC 3.1.1.3) inaczej acylohydrolazy triacyloglicerolu sg enzymami hydrolitycznymi o
istotnym potencjale aplikacyjnym szczegdlnie w przemysle spozywczym i chemicznym oraz o duzym
znaczeniu fizjologicznym. Enzymy te katalizujg hydrolize triglicerydéw do glicerolu i wolnych kwaséw
ttuszczowych. Bakteryjne enzymy lipolityczne zostaty sklasyfikowane w 8 rodzinach, a najwieksza
rodzina zostata dodatkowo podzielona na 6 podrodzin przez (Arpigny' i Jaeger 1999). Klasyfikacja ta
oparta jest sie na konserwatywnych motywach sekwencji i biologicznych wtasciwosciach enzymodw.
WSsrdd hydrolaz lipolitycznych wyrdzniamy esterazy i lipazy (ang. true lipases). Ze wzgledu na duza
stabilnos¢, wysoka stereospecyficznosc oraz aktywnosc katalityczng w skrajnych warunkach reakcji
szczegblne zainteresowanie budzg enzymy lipolityczne syntetyzowane przez mikroorganizmy
ekstremofilne. Dlatego obiektem naszych badan byta zewnatrzkomdrkowa lipaza syntetyzowana
przez alkalofilng i halofilng bakterie Nocardiopsis prasina. Do oznaczenia aktywnosci enzymatycznej
lipaz postugiwano sie palmityniano 4-nitrofenolem (pNPP) jako substratem. Optymalne warunki
dziatania tego enzymu ustalono na pH 10,0, 55°C oraz 3 M stezenie NaCl. Aktywnos$¢ enzymu byta
hamowana w obecnosci PMSF (fluorku fenylometylosulfonylu), inhibitora enzyméw serynowych.
Lipaza syntetyzowana przez N. prasina wydaje sie by¢ enzymem o duzym zastosowaniu praktycznym,
dlatego konieczne sg dalsze badania nad tym enzymem.

Potential applications of the lipase from halophilic bacteria Nocardiopsis prasina

Lipases (EC 3.1.1.3), triacylglycerol acylhydrolases are hydrolytic enzymes with a significant
application potential especially in the food and chemical industry and of high physiological
importance. These enzymes catalyze the hydrolysis of triglycerides to glycerol and free fatty acids.
Bacterial lipolytic enzymes were classified in 8 families, and the largest family was further divided into
6 subfamilies. This classification is based on conserved sequence motifs and the biological properties
of enzymes. Among lipolytic hydrolases, we distinguish between esterases and lipases (true lipases).
Due to high stability, high stereospecificity and catalytic activity in extreme reaction conditions, the
lipolytic enzymes synthesized by extremophilic microorganisms are of particular interest. Therefore,
the object of our research was the extracellular lipase synthesized by the halophilc and alkalophilic
bacteria Nocardiopsis prasina. To determine the enzymatic activity of lipases, 4-nitrophenol palmitate
(pNPP) was used as a substrate. Optimal conditions for this enzyme were set at pH 10.0 and 55°C and
3 M NaCl concentration. The enzyme activity was inhibited in the presence of PMSF
(phenylmethylsulfonyl fluoride), inhibitor of serine enzymes. The lipase synthesized by N. prasina
appears to be an enzyme with high practical application, therefore further research is needed on this
enzym.
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Systemy Biolog — od identyfikacji do metabolicznego fenotypowania mikroorganizmow

Dorota Nowak-Ziatyk

BioMaxima S. A., ul. Vetteréow 5, 20-277 Lublin, e-mail: d.nowak@biomaxima.com

Nawigzujac do tematyki zastosowania nowych metod w diagnostyce mikrobiologicznej,
pragniemy przedstawi¢ wprowadzong przez amerykanskg firme BIOLOG unikalng technologie,
umozliwiajaca szybka identyfikacje szerokiego spektrum gatunkéw bakterii i grzybow.

Opracowane przez firme BIOLOG, wieloptaszczyznowe systemy identyfikacji
mikroorganizmow, oparte sg na analizie ich metabolizmu w odniesieniu do wszystkich gtéwnych grup
zwigzkdw biochemicznych, umieszczonych w odpowiednich studzienkach 96-dotkowych ptytek.
Identyfikowany mikroorganizm, metabolizujgc specyficzne dla niego np. zrédta wegla, tworzy
niepowtarzalny wzor, tzw. ,odcisk palca”, ktéry mozna odczyta¢ zarédwno przy uzyciu systemu
automatycznego (Omnilog ID System), pétautomatycznego (MicroStation ID System), jak réowniez
manualnie (MicroLog ID System). W ofercie firmy BIOLOG dostepnych jest 5 baz danych, dzieki ktérym
mozna zidentyfikowaé ponad 2600 gatunkow bakterii, drozdzy oraz grzybow strzepkowych, w czasie
juz od 4 godzin i przy minimalnym naktadzie pracy (identyfikacja bakterii tlenowych przy uzyciu ptytki
GEN 1l nie wymaga barwienia Grama, zadnych wstepnych lub dodatkowych testéw). Co wiecej, przy
wykorzystaniu odpowiedniego oprogramowania, mozliwe jest tworzenie wtasnych baz danych, w
ktérych mozna umieszczaé identyfikowane przez nas mikroorganizmy wraz z ich charakterystyka.
Unikalna technologia BIOLOG zapewnia najwiekszg doktadnos¢ identyfikacji na poziomie
molekularnym, bez koniecznosci stosowania skomplikowanych i kosztownych metod
sekwencjonowania genetycznego.

W ofercie firmy BIOLOG dostepne sg réwniez mikroptytki EcoPlate, wykorzystywane do
tworzenia profilu poziomu fizjologicznego oraz profilu metabolicznego populacji mikroorganizmoéw
wystepujacych w réznych srodowiskach (np. w glebie, wodzie, $ciekach, odpadach przemystowych,
itp.). Co wiecej, firma BIOLOG dysponuje unikalng technologiag mikromacierzy fenotypowych PM,
ktére obok mikromacierzy DNA i proteomiki, sg jedng z trzech kluczowych technik analizy ekspresji
genow. Podobnie do mikromacierzy DNA i proteomiki, umozliwiajacych jednoczesng analize tysiecy
genow lub biatek, mikromacierze fenotypowe PM pozwalaja na ilosciowq analize tysiecy fenotypow
komérek mikroorganizméw w trakcie jednego badania. Przy ich wykorzystaniu otrzymujemy
niezbedne informacje na poziomie komdrkowym, ktére moga by¢ wykorzystane miedzy innymi do:

e identyfikacji funkcji gendw;

e charakterystyki mutantéw i mutacji;

e analizy efektéw zmian genetycznych;

e  optymalizacji warunkéw hodowli mikroorganizmow;

e  kontroli jakosci i walidacji bioprocesow;

e poszukiwania nowych celéw terapeutycznych;

e  badan toksykologicznych;

e badan nad wptywem substancji chemicznych i czynnikéw srodowiskowych na

mikroorganizy.

Ptytki PM sg wygodne w uzyciu, a procedura wykonania badania jest szybka i nieskomplikowana.
Wyniki mozna odczytac przy uzyciu standardowego czytnika mikroptytek, jak rowniez wykorzystujac
w tym celu oferowany przez firme BIOLOG system automatyczny OmniLog Combo ID System.

26



REFERATY

Metagenomika srodowisk
ekstremalnych



11l OGOLNOPOLSKIE SYMPOZJUM MIKROBIOLOGICZNE »METAGENOMY ROZNYCH SRODOWISK"
Lublin, 28 — 29 czerwiec 2018

Molekularna identyfikacja wirusa Y ziemniaka (PVY) i jego stezenie w réznych organach
ziemniaka

Edyta Deja-Sikora'?, Anita Kowalczyk?, Christel Baum#, Louis Mercy®, Marcin
Gotebiewski®3, Jarostaw Tyburski?3, Katarzyna Hrynkiewicz'

Zaktad Mikrobiologii, Wydziat Biologii | OchronySrodowiska, Uniwersytet Mikotaja Kopernika w Toruniu
2Interdyscyplinarne Centrum Nowoczesnych Technologii, Uniwersytet Mikotaja Kopernika w Toruniu
3Katedra Fizjologii Roslin i Biotechnologii, Uniwersytet Mikotaja Kopernika w Toruniu
4Soil Science, Faculty of Agricultural and Environmental Science, University of Rostock, Germany
5INOQ GmbH, Solkau 2, 29465 Schnega

W ostatnich dekadach $wiatowe uprawy ziemniaka sg atakowane przez liczne fitopatogeny.
Jednym z najgrozniejszych szkodnikéw tej rosliny jest wirus Y ziemniaka (PVY, Potato Virus Y, rodzaj
Potyvirus). Wirus przenoszony jest gtownie przez mszyce (np. mszyce brzoskwiniowa, Mysus persicae).
PVY jest szeroko rozpowszechniony w réznych regionach swiata, w tym réwniez w Polsce, gdzie
infekuje ok. 40% upraw ziemniaka i zmniejsza plonowanie bulw od 14 do nawet 88%. Na Swiecie
zidentyfikowano dotychczas kilka podstawowych szczepdw PVY (tj. PVYO, PVYC i PVYN) oraz ich
rekombinantédw (np. PVYNTN i PVYN-Wi). W Polsce najliczniejszg grupe stanowia izolaty PVYN-Wi. W
wyniku przeprowadzonej analizy molekularnej typu multiplex PCR oraz sekwencjonowania
fragmentéw genomu, zidentyfikowaliSmy zrekombinowany szczep PVYN:O wystepujgcy w trzech
odmianach ziemniaka — Pirol, Delikat i Schubert utrzymywanych w hodowli in vitro. Stosujac technike
ELISA oznaczyliSmy iloSciowo zawartos¢ tego wirusa w lisciach, todygach i korzeniach roslin
zainfekowanych.

Badania zostaty sfinansowane przez Narodowe Centrum Nauki (NCN, Polska) w ramach projektu OPUS
2016/23/B/NZ9/03417

Molecular identification of Potato Virus Y (PVY) and virus concentration in different
organs of potato plant

In last decades world potato production areas are severely affected by numerous pests causing
significant economic losses. Potato Virus Y (PVY, genus Potyvirus) is one of the most important
pathogens of potato and a major problem in the profitable production of seed potatoes. The virus is
spread mainly by aphid vectors (e.g. Mysus persicae). PVY is widely distributed in agricultural regions
worldwide. In Poland, PVY infects about 40% of potato crops and reduce the tuber yield by 14 up to
88%. The symptoms of PVY infection are variable and they are affected by the viral strain, host plant
cultivar and environmental conditions. For these reasons, only molecular analyses can provide reliable
detection of the pathogen. Thus far, three basic strains of PVY (i.e. PVYO, PVYC, PVYN) and few
recombinants (e.g. PVYNTN and PVYN-Wi) were recognized. In Poland, PVYN-Wi isolates are most
frequently found. Using the multiplex PCR analysis and sequencing of virus genome fragments, we
identified recombinant necrotic PVYN:O strain infecting three potato cultivars - Pirol, Delikat and
Schubert grown in vitro. Using the ELISA test with anti-PVY antibodies we assessed the concentration
of viral particles in leaves, stems and roots of PVY-infected potato plants.

This investigation was financially supported by the National Science Centre (NCN, Poland) OPUS
2016/23/B/NZ9/03417.
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Rola mikrobiomu w ksztattowaniu przystosowan do zasiedlania owocnikéw grzybéw
nadrzewnych przez wybrane gatunki owadéw saproksylicznych

Agnieszka Kaczmarczyk?!, Grzegorz Wagner?, Halina Kucharczyk?, Marek Kucharczyk?,
Jerzy Sell?, Sylwia Zieliriska*>
1Katedra Genetyki i Biosystematyki, Wydziat Biologii, Uniwersytet Gdanski , 2Zaktad Zoologii, Instytut Biologii i
Biochemii, Uniwersytet Marii Curie-Sktodowskiej w Lublinie, 3Zaktad Ochrony Przyrody, Instytut Biologii i
Biochemii, Uniwersytet Marii Curie-Sktodowskiej w Lublinie , *Katedra Genetyki Molekularnej Bakterii, Wydziat
Biologii, Uniwersytet Gdanski, °Phage Consultants, Gdansk

Owady stanowig jedng z najbardziej ztozonych i réznorodnych grup organizmdw zasiedlajacych
Ziemie. Ich szkielet zewnetrzny, przewdd pokarmowy, hemocel, a nawet komorki ciata s3
kolonizowane przez réznorodne mikroorganizmy, ktére nierzadko petnia istotng role w kluczowych
procesach fizjologicznych gospodarza. Co wiecej, owady bywajg czesto nosicielami bakteryjnych
symbiontow wewnatrzkomdrkowych, ktére moga wptywac na proces reprodukcji. Z uwagi na wysoka
bioréznorodnos$¢ zaréwno owaddw, jak i mikroorganizméw oraz mnogos$¢ relacji gospodarz-
mikrobiom, poznanie spotecznosci mikroorganizméw zwigzanych z owadami staje sie niezwykle
interesujace.

W prezentowanych projektach okreslono udziat gtéwnych grup mikroorganizméw
w mikrobiomie zwigzanym 2z owadami saproksylicznymi zasiedlajagcymi owocniki grzybow
nadrzewnych — Fomes fomentarius i Stereum hirsutum. Badaniami objeto wybrane stadia rozwojowe
przedstawicieli rzedéw Thysanoptera (Hoplothrips carpathicus i H. pedicularius) oraz Coleoptera
(Bolitophagus  reticulatus). Analizy prowadzono z wykorzystaniem wysokoprzepustowego
sekwencjonowania fragmentu genu 16S rRNA technikg NGS na platformie lllumina. Otrzymane dane
analizowano na rdinych poziomach taksomonicznych. Stwierdzono, Zze Proteobacteria,
Actinobacteria, Bacteroidetes i Firmicutes sg dominujgcymi typami bakterii we wszystkich badanych
prébach. U wszystkich analizowanych gatunkach owaddw stwierdzono obecnos$é¢ endosymbionta
Wolbachia z réznym udziatem procentowym w prébach. Zidentyfikowano réwniez funkcje i szlaki
metaboliczne, w ktére zaangazowane sa mikroorganizmy zwigzane z badanymi owadami.

The role of the microbiome in shaping the adaptation to polypore fruiting bodies
colonization by selected saproxylic insect species

Insects are one of the most complex and diverse groups of organisms inhabiting the Earth. Their
exoskeleton, gut, hemocoel, and even body cells are colonized by a variety of microorganisms that
often play an important role in the host's key physiological processes. What's more, insects are often
carriers of bacterial intracellular symbionts that can affect reproduction. Due to the high biodiversity
of both insects and microorganisms as well as the multitude of host-microbiome relationships, studies
on microbial communities associated with insects becomes extremely interesting.

In studies presented here, we determined the relative abundance of major groups of
microorganisms associated with saproxylic insects inhabiting fruiting bodies of polypore mushrooms
- Fomes fomentarius and Stereum hirsutum. Microbiome of selected developmental stages of
Thysanoptera (Hoplothrips carpathicus and H. pedicularius) and Coleoptera (Bolitophagus reticulatus)
representatives were analysed. The analyzes were carried out using high-throughput sequencing of
the 16S rRNA gene fragment by the NGS technique on the lllumina platform. Obtained data was
analyzed at various taxonomic levels. Proteobacteria, Actinobacteria, Bacteroidetes and Firmicutes
were found to be the most abundant bacterial phyla in all samples. The presence of Wolbachia
endosymbiont was found in all host-species studied. Functions and metabolic pathways in which
microorganisms associated with the insects are involved have also been identified.
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Metagenomy niezwyktych srodowisk: solanki ciechocinskie

Agnieszka Kalwasiriska', Edyta Deja-Sikora®3, Aleksandra Burkowska-But?, Attila Szabé?,
Tamas Felféldi*, Przemystaw Kosobucki®, Arkadiusz Krawiec®, Maciej Walczak?, Maria
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Uniwersytet Mikotaja Kopernika w Toruniu; “Department of Microbiology, E6tvés Lorand University, Budapest,
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Solanki sg naturalnym bogactwem leczniczym uzdrowiska Ciechocinek. Podlegaja eksploatacji i
znajdujg zastosowanie w lecznictwie oraz do produkcji soli spozywczej. Zatezanie solanki odbywa sie
w systemie tezni, czyli drewnianych konstrukcji wypetnionych gatgzkami tarniny, unikalnych pod
wzgledem budowy i funkcji w skali Swiatowe;.

Celem naszych badan byto okreslenie bioréznorodnosci zbiorowisk mikroorganizmoéw (bakterii i
archeondw) bytujgcych w solankach tezniowych Ciechocinka oraz wptywu zasolenia na wystepujace
w solankach mikroorganizmy.

Z przeprowadzonych badan wynika, ze liczebno$¢ mikroorganizméw w badanych wodach byta
rzedu 107 komérek ml, a liczebno$é bakterii hodowalnych 104 - 10° jtk ml1. Wzrastajgce zasolenie
pozytywnie korelowato z liczebnoscig mikroorganizmoéw oraz z ich réznorodnoscia na poziomie
rodzajowym. Zbiorowisko archeonowe byto zdominowane przez przedstawicieli typu Euryarchaeota i
klase Halobacteria. Zbiorowisko bakterii byto bardziej zréinicowane. Najliczniej wystepowaty
sekwencje nalezgce do Proteobacteria i Bacteroidetes, przy czym udziat Bacteroidetes wzrastat ze
wzrostem zasolenia. Przedstawiciele rodzajéw Idiomarina, Psychroflexus, Roseovarius i Marinobacter
wykazywaty tolerancje na zmiany zasolenia. Wysoki odsetek niesklasyfikowanych na poziomie rodzaju
sekwencji bakteryjnych (do 42%) wskazuje na obecnos¢ w tym Srodowisku nowych, nie
zidentyfikowanych jeszcze mikroorganizmoéw.

Metagenomes of unusual environments: brines from Ciechocinek

The aim of our study was to assess the diversity of microorganisms (bacteria and archaea) present
in brines at the system of graduation towers in Ciechocinek and to reveal the influence of salinity on
microbial community composition.

The microbial cell density was at the order of magnitude of 107 cells mI1 and the viable cells counts
were at the order of magnitude of 104 - 105 CFU ml. Increasing salt concentration was positively
correlated with both the cell counts, and species-level diversity of bacterial and archaeal communities.
The archaeal community was mostly constituted by members of the phylum Euryarchaeota, class
Halobacteria. The bacterial community was more diverse, with representatives of the phyla
Proteobacteria and Bacteroidetes as the most abundant. The proportion of Bacteroidetes increased
significantly in the more concentrated samples. Representatives of the genera Idiomarina, Psychroflexus,
Roseovarius, and Marinobacter appeared to be tolerant to changes of salinity. The high proportion of
novel bacterial reads (up to 42%) in the 16S rRNA gene sequences indicated that potentially new
bacterial taxa inhabit this unique environment.
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Identyfikacja i charakterystyka bakterii endofitycznych zasiedlajacych rosline pustynna
Cyperus sp. z mozliwoscig ich wykorzystania w rolnictwie

Anna Lisek, Pawet Trzcinski, Lidia Sas Paszt

Instytut Ogrodnictwa
ul. Konstytucji 3 Maja 1/3, 96-100 Skierniewice

Na obszarze Polski coraz czesciej wystepujg susze o negatywnych skutkach dla roslin uprawnych.
Zastosowanie pozytecznych mikroorganizmdw moze mie¢ pozytywny wptyw na wzrost i plonowanie
roslin uprawnych poprzez ograniczenie negatywnych skutkéw stresu suszy i wysokich temperatur.
Opracowanie konsorcjow pozytecznych mikroorganizméw przydatnych do zastosowan w rolnictwie
wymaga selekcji najbardziej wartosciowych szczepdw mikroorganizméw, charakteryzujgcych sie
wtasciwosciami stymulacji wzrostu i plonowania roslin oraz o dziataniu ochronnym. Celem badan byta
identyfikacja i charakterystyka endofitéw bakteryjnych pozyskanych z lisci i korzeni rosliny pustynnej
Cyperus sp. tacznie pozyskano 111 izolatéw bakterii endofitycznych. Stwierdzono, ze bakterie te
charakteryzujg sie syntezg kwasu indolilooctowego (11,1% izolatéw), intensywna produkcjg
sideroforow (18,9% izolatéw), duzg efektywnoscig udostepniania fosforu ze zwigzkéw fosforu (24,4%
izolatéw), aktywnoscig chitynolityczng (4,5% izolatéw) oraz wysokg tolerancjg na zasolenie przy 8%
stezeniu chlorku sodu w pozywce (27,7% izolatéw). Identyfikacja izolatéw bakterii przeprowadzona z
uzyciem analizy sekwencji genu 16S rRNA wykazata przynaleznos¢ izolatéw bakterii endofitycznych do
rodzajow Pantoea, Bacillus, Arthrobacter oraz Microbacterium. Najbardziej wartosciowe szczepy
endofitdw bakteryjnych znajdg zastosowanie jako komponenty nowoopracowanych konsorcjéw
mikrobiologicznych przeznaczonych dla poprawy wzrostu i plonowania roslin, w szczegdlnosci roslin
uprawianych w warunkach stresu suszy.

Identification and characterization of endophytic bacteria colonizing a Cyperus sp.
desert plant with the possibility of using them in agriculture

Droughts with negative effects on arable crops are increasingly common in Poland. The use of
beneficial microorganisms can have a positive effect on the growth and yielding of crop plants by
limiting the negative effects of drought stress and high temperatures. The development of consortia
of beneficial microorganisms useful for agricultural applications requires the selection of the most
valuable strains of microorganisms characterized by the properties of stimulating the growth and
yielding of plants and having a protective effect. The aim of the study was the identification and
characterization of bacterial endophytes obtained from the leaves and roots of a Cyperus sp. desert
plant. A total of 111 isolates of endophytic bacteria were obtained. It was found that the characteristic
features of these bacteria were: synthesis of indolylacetic acid (11.1% of isolates), intensive
production of siderophores (18.9% of isolates), high efficiency of making phosphorus available from
phosphorus compounds (24.4% of isolates), chitinolytic activity (4.5% of isolates), and high tolerance
to salinity at a sodium chloride concentration of 8% in the medium (27.7% of isolates). The
identification of the bacterial isolates performed by sequence analysis of the 16S rRNA gene revealed
that the isolates of the endophytic bacteria belonged to the genera Pantoea, Bacillus, Arthrobacter
and Microbacterium. The most valuable strains of the bacterial endophytes will find use as
components of newly developed microbial consortia designed to improve the growth and yielding of
plants, in particular crop plants grown under drought stress conditions.
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Wptyw osmoprotektantéw na przezywalnos$¢ endofitow w liofilizatach roslinnych
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Biostymulacja jest technologia stosowang w celu zwiekszenia tempa wzrostu roslin uprawnych,
zwtaszcza w warunkach stresu abiotycznego. Poniewaz wysokie zasolenie gleb i susza zaliczane s do
czynnikow najczesciej wptywajacych na obnizenie plonéw roslin, gtéwnym celem podjetych badan
byto opracowanie metody umozliwiajgcej przygotowanie biopreparatu, opartego na mikrobiomie
Beta vulgaris ssp. maritima. Roslina ta bedac przodkiem buraka uprawnego, jednoczesnie
charakteryzuje sie zwiekszong tolerancja suszy i zasolenia.

W procesie optymalizacji metody zastosowano liofilizaty korzeni Beta vulgaris cv Huzar i Beta vulgaris
ssp. maritima z dodatkiem osmotycznie czynnych zwigzkéw (ektoina i trehaloza). Zatozono, ze (i)
dodatek osmoprotektantéw zapewni wyzszg stabilnos¢ mikrobiomu w liofilizatach roslinnych, (ii)
proces liofilizacji nie wptynie na przezywalno$¢ mikrobiomu w biopreparatach. W celu weryfikacji
postawionych hipotez oznaczono ilosciowo hodowalng frakcje mikroorganizmoéw przed i po liofilizacji.
Ponadto oceniono zywotnos¢ komarek bakteryjnych i dokonano identyfikacji bakterii na podstawie
wynikow sekwencjonowania 16S rRNA.

Przeprowadzone badania wykazaty korzystny wptyw osmoprotektantéw na przezywalnosé
mikroorganizmow w biopreparatach.

Effect of osmoprotectants on the survival of endophytes in plant lyophilisates

Biostimulation is a technology targeted at increasing crop vyield, particularly, under abiotic stress.
Since crop yields are most frequently decreased by soil salinity and drought, we aimed at developing the
method of Beta vulgaris ssp. maritima microbiome — based biostimulant preparation. The plant is an

ancestor of beet crops and displays increased drought and salinity tolerance. In order to optimize the
microbiome inoculum preparation, we used the lyophilizates derived from roots of Beta vulgaris cv Huzar
and Beta vulgaris ssp. maritima and supplemented with osmoprotectants (ectoine and trehalose). We

hypothesized that (i) the addition of osmoprotectants would stabilize the microbiome in plant

lyophilisates, (ii) the lyophilization would increase the survival of microbiome in biopreparations. These
assumptions were tested by quantifying the microbial cultivable fraction of the roots before and after

lyophilization. Furthermore, the viability of bacterial cells was assessed and the microbes were identified

by means of 16S rRNA sequencing. For conclusion, the results demonstrated beneficial effect of

osmoprotectants on the survival of microorganisms in biopreparations.

Zrédto finansowania: Narodowe Centrum Nauki (wniosek nr UMO-2016/21/B/NZ9/00840).
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Mikroflora archeologicznej ceramiki w analizie metagenomowej
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Archeologiczna ceramika uzytkowa kultury Aguada stanowi jedno z najbogatszych Zrddet
informacji o przesztosci i historii ludzkosci. Jednak, na przestrzeni lat ze wzgledu na zrddto
pochodzenia oraz wptyw zmieniajacych sie warunkéw s$rodowiska podlegata ona procesom
biodeterioracji. Wsréd ceramiki tej kultury wyrdznia sie ceramike szlachetng i rustykalng. Pierwsza
charakteryzowata sie homogenng i zwarta matryca, wypalang w temperaturach 850-1100°C. Matryca
ceramiki rustykalnej wypalana byta w znacznie nizszych temperaturach 550-750°C. Celem badan byto
okreslenie réoznorodnosci mikroflory (bakterie i grzyby) kolonizujacej fragmenty archeologicznej
ceramiki kultury Aguada pochodzgcej ze stanowisk archeologicznych w La Cuestecilla i Valle Hermoso,
znajdujgcych sie w podtnocnej czesci prowincji La Rioja (Argentyna) z zastosowaniem
sekwencjonowania nowej generacji na platformie Illumina. DNA genomowe wyizolowano
bezposrednio z ceramiki, a do konstrukcji bibliotek gendéw zastosowano dwie pary starterow
uniwersalnych, komplementarnych do regionu V3-V4 genu 16S rRNA (bakterie) i regionu ITS (grzyby).
W badanych prébkach ceramiki wykryto 158 rodzajow bakterii nalezacych do 15 klas, wsréd ktérych
dominowaty Actinobacteria (43 - 77%) i Proteobacteria (10 - 27%). Actinobacteria reprezentowane
byty gtdwnie przez rodzaje Kribella, Streptomyces, Geodermatophilus, Pseudonocaria, natomiast
Proteobacteria przez Rubellimicrobium i Kaistobacter. Wsréd grzybdw zidentyfikowano 105 rodzajow
obejmujgcych 16 klas. W prébkach ceramiki archeologicznej stwierdzono obecnos¢ grzybdw z rodzaju
Phialocephala (klasa Leotiomycetes) oraz Thielavia, Acremonium i Fusarium (klasa Sordariomycetes).

Microflora of archaeological ceramics analyzed with metagenomics

The archeological pottery of La Aguada culture represents a valuable source of information about
the history of humankind. However, over the years due to its origin and changing environmental
conditions it has undergone biodeterioration processes. Ceramics from archaeological sites which
belong to La Aguada culture consist of both fine dinnerware and rustic pottery. The former had complex
matrix and it was fired at higher temperature 850-1100°C. In contrary, rustic pottery was fired at lower
temperature, i.e. 550 to 750°C. The aim of the research was to give an insight into diversity of microflora
(bacteria and fungi) colonizing archeological La Aguada pottery from the archaeological sites La
Cuestecilla and Valle Hermoso situated in the north of La Rioja Province (Argentina) with using high-
throughput sequencing on the Illumina platform. Libraries were constructed using primers
corresponding to V3-V4 hypervariable region of 16S rRNA gene (bacteria) and ITS region (fungi). High-
throughput DNA sequencing data revealed the presence of 158 bacterial genera belonging to 15 classes,
among which Actinobacteria (43 - 77%) and Proteobacteria (10 - 27%) were predominant. Actinobacteria
were represented mainly by genera: Kribella, Streptomyces, Geodermatophilus, Pseudonocaria, while
Proteobacteria by Rubellimicrobium and Kaistobacter. Among fungi, 105 genera including 16 classes
were identified. In archaeological ceramics samples, fungal genera Phialocephala (class Leotiomycetes)
and Thielavia, Acremonium and Fusarium (Sordariomycetes) were present.
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Czy Weissella ceti (Firmicutes) rozprzestrzeniajq sie za posrednictwem komaréw?

Artur Trzebny?, Anna Stodkowicz-Kowalska?, Mirostawa Dabert?

Wydziatowa Pracownia Technik Biologii Molekularnej, Wydziat Biologii, Uniwersytet im. Adama Mickiewicza w
Poznaniu

2Katedra i Zaktad Biologii i Parazytologii Lekarskiej, Wydziat Lekarski I, Uniwersytet Medyczny im. Karola
Marcinkowskiego w Poznaniu

Komary, ktére sa wektorami m.in. zarodzcow malarii, arbowiruséw i bakterii wywotujacych
bartonellozy, czesto sa gospodarzami mikrosporydiow. Celem pracy byto poréwnanie mikrobiomu
komaréw zainfekowanych i wolnych od pasozytéw na przyktadzie koinfekcji mikrosporydiami. Za
pomocy sekwencjonowania celowanego metodg lon Torrent przeskanowano >200 osobnikéw
komardéw zebranych w okolicach Poznania. Gatunki komardw, mikrosporydidéw i bakterii oznaczono
na podstawie, odpowiednio, sekwencji COIl, rejonu V5 18S rDNA i rejonu V4 16S rDNA. Na podstawie
sekwencji COIl, komary przypisano do 7 gatunkéw nalezacych do 3 rodzajow (Coquillettidia,
Ochlerotatus i Aedes). Mirosporydia odnotowano u 52,4% komardow reprezentujgcych wszystkie
gatunki. Ogétem w komarach zidentyfikowano 6 rodzajéw mikrosporydiéw i 49 rodzajéw bakterii.
Gammaproteobakterie (Erwinia, Serratia oraz Pseudomonas) dominowaty zaréwno u komarow
zainfekowanych (56% - 74%) jak i wolnych od mikrosporydiéw (60% - 98%). Odnotowano 11 gatunkéw
bakterii wystepujacych wytgcznie u komarédw niezainfekowanych. Stwierdzono, ze jeden gatunek
bakterii, Weissella ceti (Firmicutes) wystepowat wytgcznie w koinfekcji z mikrosporydiami (ok.18%
zakazonych komardéw; brak zwigzku z gatunkiem komara lub mikrosporydium). Bakterie W. ceti
uznawane sg od niedawna za gtéwny czynnik chorobowy w hodowlach pstraga teczowego.
Wystepowanie W. ceti w koinfekcji z mikrosporydiami moze sugerowacé drogi rozprzestrzeniania sie
tych bakterii miedzy réoznymi zbiornikami wodnymi.

Does Weissella ceti (Firmicutes) use microsporidia to spread?

Mosquitoes, that could be vectors of plasmodium malariae, arboviruses, and bacteria caused
bartonellosis, are often hosts of microsporidia. The aim of our study was to compare the microbiome
of mosquitoes infected and free from microsporidia. More than 200 mosquitoes collected near
Poznan were screened using lon Torrent targeted-sequencing. Mosquito, microsporidian and
bacterial species were determined based on COI, V5 18S and V4 16S rDNA sequences, respectively.
The mosquitoes were assigned to 7 species belonging to Coquillettidia, Ochlerotatus and Aedes
genera. More than half of mosquitoes (52.4%), representing all species, were infected with
microsporidia. In total 6 types of microsporidia and 49 bacterial genera were identified in mosquitoes.
Gammaproteobacteria (Erwinia, Serratia and Pseudomonas) dominated in both infected (56% - 74%)
and uninfected (60% - 98%) mosquitoes. Eleven species of bacteria were found exclusively in
uninfected mosquitoes. We identified one species of bacteria, Weissella ceti (Firmicutes) that
occurred only in co-infection with microsporidia (ca. 18% of infected mosquitoes, no relationship with
the mosquito or microsporidium species). Weissella ceti has recently been considered as a major
causative agent of disease in rainbow trout. The occurrence of W. ceti in co-infection with
microsporidia may suggest the routes of Weissella transmission among different water reservoirs.
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Metataksonomika w ujeciu najnowszych metod bioinformatycznych na przyktadzie
bakteryjnych regionéw 16S rRNA oraz grzybowych ITS

Jarostaw Grzadziel, Anna Gatazka
Instytut Uprawy Nawozenia i Gleboznawstwa — Paristwowy Instytut Badawczy, Zaktad Mikrobiologii Rolniczej,
ul. Czartoryskich 8, Putawy, jgrzadziel@iung.pulawy.pl

Identyfikacja mikroorganizmdéw zostata zrewolucjonizowana poprzez dynamicznie rozwijajacg sie
dziedzine badan, czesto nazywang metagenomikg, a w ostatnich latach, poprawniej metataksonomika.
Jednak, ciggle brakuje ujednoliconej metodyki opracowywania uzyskanych wynikéw. Wraz z coraz szybszym
rozwojem mocy obliczeniowej komputeréw, mozliwe staje sie zaimplementowanie nowych rozwigzan.
Jednym z nich jest zastgpienie tradycyjnego klastrowania sekwencji w oparciu 0 97% podobienstwo w tak
zwane operacyjne jednostki taksonomiczne (z ang. Operational Taxonomic Units , OTU), doktadnymi
wariantami sekwencji (ang. exact Amplicon Sequence Variants, AVS), ktorych zdolno$¢ rozdzielcza
identyfikacji wynosi nawet jeden nukleotyd, umozliwiajagc z wiekszg precyzjg identyfikacje do poziomu
rodzaju czy gatunku. Wydajne komputery oraz dostep do szybkich serwerow umozliwiajg réwniez
wprowadzenie zaawansowanych metod przypisywania taksonomii, opierajgcych sie na uczeniu
maszynowym (Bayesowski klasyfikator RDP), zastepujac heurystyczne mechanizmy wykorzystywane m.in.
w programie BLAST, ktére sg duzo szybsze w dziataniu, ale nie gwarantujg optymalnego dopasowania.
Obecnie proponowane rozwigzania umozliwiajg nie tylko bardziej precyzyjne i powtarzalne opracowywanie
wynikow analiz, ale rowniez i przede wszystkim wptywajg na powtarzalnos¢ analiz pomiedzy probkami, a
nawet laboratoriami.

Metataxonomics in terms of the current bioinformatics methods on the example of
bacterial 16S rRNA regions and fungal ITS

The identification of microorganisms has been revolutionized by a dynamically developing field of
research, often referred to as metagenomics, and in recent years as more correctly metataxonomics.
However, there is still no unified methodology for bioinformatics analysis of the results obtained. As
the computing power develops dramatically, it is possible to implement new computing solutions.
One of them is the replacement of traditional 97% similarity clustering into so-called Operational
Taxonomic Units (OTUs), with exact Amplicon Sequence Variants (AVS) with up to one nucleotide
resolution to allow more precise identification to genus or species level. High-performance computers
and access to high-speed servers also enable the implementation of advanced taxonomy assignment
methods based on machine learning (Bayesian RDP classifier), replacing heuristic mechanisms such as
BLAST, which is much faster to operate but does not guarantee optimal matching. The currently
proposed solutions enable not only more precise analysis but also and most importantly, increase the
repeatability of analyses between samples and even laboratories.

37



11l OGOLNOPOLSKIE SYMPOZJUM MIKROBIOLOGICZNE »METAGENOMY ROZNYCH SRODOWISK"
Lublin, 28 — 29 czerwiec 2018

Znaczenie doustnego szczepienia lisow w zwalczaniu wscieklizny w Polsce

Anna Marzec, Marcin Smreczak, Anna Ortowska, Pawet Trebas

Panstwowy Instytut Weterynaryjny — Paristwowy Instytut Badawczy
Zaktad Wirusologii, anna.marzec@piwet.pulawy.pl

Wicieklizna jest grozng zoonozg rejestrowang oraz zwalczang z urzedu. Czynnikiem etiologicznym
choroby jest wirus wscieklizny nalezacy do rodzaju Lyssavirus. Transmisja wirusa nastepuje zazwyczaj
podczas pogryzienia, oslinienia, pokasania przez chore zwierze. Choroba ma zasieg globalny.
Bezposrednio po drugiej wojnie swiatowej pies byt gtdwnym rezerwuarem wirusa wscieklizny w
Polsce. Wprowadzenie corocznych, obowigzkowych, szczepien pséw przeciwko wsciekliznie
wyeliminowato chorobe u tego gatunku zwierzat. Role wektora i rezerwuaru wirusa wscieklizny przejat
lis rudy. Od 1993 prowadzone s3 doustne szczepienia lisow przeciwko wsciekliznie. Wyktadanie
doustnych szczepionek dla lisow spowodowato spadek liczby przypadkéw z 3084 (w 1993 roku) do
kilkunastu rocznie.Najmniejszg liczbe dodatnich przypadkéw wscieklizny w Polsce wykryto w 2009
roku (8 przypadkéw). Wybuch wscieklizny w 2010 roku w Matopolsce spowodowat wzrost liczby
przypadkéw choroby. Najwiekszg liczbe dodatnich przypadkéw w ostatnich latach odnotowano w
2012 roku (257 przypadkoéw) gtéwnie u zwierzat na terenie wojewoddztwa podkarpackiego i
matopolskiego. Wprowadzenie dodatkowych akcji wyktadania doustnych szczepionek dla lisow
zaowocowato spadkiem liczby przypadkéw wscieklizny w kolejnych latach.

Woyjazd na konferencje sfinansowany zostat ze sSrodkéw Konsorcjum Naukowego
"Zdrowe Zwierze - Bezpieczna Zywnos$¢".

The importance of oral vaccination of foxes for the control of rabies in Poland

Rabies is a serious zoonosis that is registered and ex officio eradicated. The etiological agent of
the disease is rabies virus of the genus Lyssavirus. Transmission of the virus usually occurs during
biting, spitting or stinging by an infected animal. The disease has a global range. Immediately after the
Second World War, the dog was the main reservoir of the rabies virus in Poland. The introduction of
annual obligatory vaccination of dogs against rabies has eliminated the disease in this species of
animal. The role of the vector and the reservoir of rabies virus was taken over by the red fox. Since
1993, oral vaccination of foxes against rabies has been carried out. The introduction of oral vaccines
for foxes resulted in a decrease in the number of cases from 3084 (in 1993) to several cases per year.
The lowest number of positive cases of rabies in Poland was detected in 2009 (8 cases). The outbreak
of rabies in 2010 in Matopolskie Voivodeship caused an increase in the number of cases of the disease.
The highest number of positive cases in recent years was recorded in 2012 (257 cases) mainly in
animals in Podkarpackie and Matopolskie Voivodeships. The introduction of additional oral vaccine
campaigns for foxes resulted in a decrease in the number of cases of rabies in the following years.
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Detekcja i identyfikacja molekularna zarodnikéw grzybéw chorobotwérczych wobec
roslin, przenoszonych w powietrzu

Joanna Kaczmarek?, Akinwunmi O. Latunde-Dada %3, Matgorzata Jedryczka?

Hnstytut Genetyki Roslin Polskiej Akademii Nauk, ul. Strzeszyriska 34, 60-479 Poznan
2Rothamsted Research, Harpenden AL5 2JQ, United Kingdom
3University of Hertfordshire, AL10 9AB, United Kingdom

Sucha zgnilizna kapustnych jest grozng chorobg roslin oleistych. Czynnikami sprawczymi sg grzyby
Leptosphaeria maculans i L. biglobosa. Porazenie roslin powodowane jest przez zarodniki workowe
(askospory) uwalniane z pseudotecjow, ktére powstajg na resztkach pozniwnych z poprzedniego
sezonu wegetacyjnego. Porazenie roslin nastepuje gtéwnie w okresie jesiennym. Zaréwno L.
maculans, jak i L. biglobosa rozprzestrzeniajg sie bezobjawowo z blaszki lisSciowej przez ogonek
lisciowy do todygi, powodujac zniszczenie tkanek. Wizualna metoda identyfikacji askospor obu
gatunkow Leptosphaeria jest pracochtonna i ograniczona z powodu podobienstwa zarodnikdw wielu
gatunkow patogendw. Askospory L. maculans i L. biglobosa sa morfologicznie podobne, mikroskopia
Swietlna nie moze by¢ stosowana do rozrdzniania zarodnikéw stadium ptciowego. Metody biologii
molekularnej umozliwiajg amplifikacje niewielkich ilosci DNA, ktére mozna wyodrebni¢ z zarodnikow
wychwytywanych z powietrza i unieruchamianych na tasmach typu Melinex. Mozliwa jest natenczas
detekcja na poziomie gatunkowym i ilosciowe oznaczanie obfitosci tych zarodnikéw. Te samg metode
mozna stosowac do wielu gatunkéw patogendéw pod warunkiem opracowania starterow gatunkowo-
specyficznych. Mozliwe jest takze wykrywanie chemotypow, typéw kojarzeniowych i okreslonych
wariantéw genetycznych danego patogena.podwdjnego zasiedlenia) w brodawkach soi z
wykorzystaniem pojedynczej reakcji gPCR-HRM.

Detection and molecular identification of airborne fungal spores pathogenic to plants

Blackleg or phoma stem canker is a damaging disease of oilseed crops. The causative agents are
the fungi Leptosphaeria maculans and L. biglobosa. The epidemics is initiated by airborne ascospores
released from pseudothecia which are formed on stubble from the previous season. These ascospores
initiate epidemics starting mainly in the autumn. Both L. maculans and L. biglobosa spread
asymptomatically from the leaf lamina through the petiole to the stem, where the pathogens invade
and kill host cell tissue, resulting in the formation of stem cankers or upper stem lesions. Visual
method of identification ascospores of both Leptosphaeria species is not only laborious but also has
limited species-discriminating usefulness. In addition, as L. maculans and L. biglobosa ascospores are
morphologically similar, light microscopy cannot be used to distinguish between these sexual spores.
Molecular biological methods enable the amplification of small amounts of DNA extractable from
airborne propagules that are trapped on Melinex tapes and permit both species-level discrimination
and quantification of the abundance of these spores. The same method can be used for many
pathogens, provided the species-specific primers have been elaborated. It is also possible to detect
the chemotypes, mating types or different genetic variants of the pathogen.
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Mikrobiom glebowy towarzyszacy Plasmodiophora brassicae

Witold Irzykowskil, Katarzyna Marzec-Schmidt?, Noor Ramzi', Matgorzata Jedryczka?

lInstytut Genetyki Roslin Polskiej Akademii Nauk, Strzeszyfiska 34, 60-479 Poznani
2Zaktad Biotechnologii, Wydziat Biologii, Uniwersytet im. A. Mickiewicza, Umultowska 89, 61-614 Poznan

Kita kapusty, powodowana przez pierwotniaki nalezgce do gatunku Plasmodiophora brassicae,
jest grozng chorobg roslin kapustowatych (Brassicaceae), w tym rzepaku, warzyw i chwastow. Z uwagi
na duze uproszczenia w uprawie rzepaku, zaniechanie wifasciwego ptodozmianu oraz uprawe na
glebach o niskim pH — sprzyjajacym rozwojowi choroby —w ostatnich latach obserwuje sie duze
nasilenie i znacznie rozprzestrzenienie czynnika sprawczego. Plony uzyskane z roélin rzepaku z
objawami kity kapusty sg znikome, a rozktadajace sie narosla na korzeniach stanowig zrédto choroby
w kolejnych latach uprawy. Tymczasem rzepak to najwazniejsza roslina oleista klimatu
umiarkowanego, a zatem sytuacja wymaga natychmiastowe] interwencji. Gtédwnym kierunkiem
zapobiegania rozprzestrzenianiu kity kapusty sa odmiany z genetyczng odpornoscig lub tolerancja
wzgledem tej groinej choroby. Nadzieje niesie takze ochrona biologiczna i zastosowanie
mikroorganizmow antagonistycznych. Celem badan byto oznaczenie bakterii i grzybdw stanowigcych
mikrobiom glebowy towarzyszacy pierwotniakowi P. brassicae. Znajomos¢ jego sktadu pozwoli na
wytypowanie mikroorganizmdéw o potencjalnym dziataniu hamujgcym badZ ograniczajagcym wzrost
tego patogena. W badaniach zastosowano metode ‘shotgun metagenomics’. DNA wyizolowane z préb
gleby dzielono na fragmenty wielkosci 100-300 pz, a nastepnie sekwencjonowano. Dzieki temu
zapobiegano btedom i limitom detekcji PCR obserwowanym w regularnych analizach opartych na
identyfikacji z zastosowaniem podjednostki 16S rDNA. Do identyfikacji mikroorganizmdéw stosowano
bazy danych NCBI i ENSMBL.

Soil microbiome accompanying Plasmodiophora brassicae

Clubroot, caused by the protest belonging to the species Plasmodiophora brassicae, is a damaging
disease of brassicas (Brassicaceae), including rapeseed, vegetables and weeds. Due to the
simplifications in the cultivation of oilseed rape, discontinuation of proper crop rotation and
cultivation on soils with low pH — conducive to the development of the disease —there has been a large
increase in the spread of the causative agent in recent years. The yield of rapeseed with the symptoms
of clubroot is negligible, and clubs on decaying roots are the source of the disease in the subsequent
years of its cultivation. Meanwhile, rapeseed is the most important oil plant in the temperate climate,
so the situation requires immediate intervention. Currently, the main direction of preventing the
spread of clubroot is the cultivation of varieties with genetic resistance or tolerance to this dangerous
disease. The future may also depend on the use of biological protection and antagonistic
microorganisms. The aim of the study was to determine (by NGS) the bacteria and fungi that
constitute soil microbiome accompanying protozoan P. brassicae. Knowledge of its composition will
help to select microorganisms with potential for inhibition or reduction of the growth of this
pathogen. The studies used ‘shotgun metagenomics’ approach. DNA obtained from soil samples was
fragmented into 100-300 bp fragments and then sequenced. This prevented PCR bias and detection
limits observed with regular 16S-based rDNA analyses. The results were studied using the NCBI or
ENSMBL databases.

40



11l OGOLNOPOLSKIE SYMPOZJUM MIKROBIOLOGICZNE ,, METAGENOMY ROZNYCH SRODOWISK"
Lublin, 28 — 29 czerwiec 2018

Réinorodnos$¢ genomowa mikrospotecznosci ryzosferowej i endofitycznej koniczyny
biatej zasiedlajgcej hatde Zn-Pb w Polsce

Ewa Olenska?, Jaco Vangronsveld?, Sofie Thijs?, Wanda Matek?

tUniversity of Bialystok, Institute of Biology, Department of Genetics end Evolution, Ciolkowskiego 1J,
15-245 Bialystok, Poland
2Hasselt University, Centre for Environmental Sciences, B-3590 Diepenbeek, Belgium
3Maria Curie Sklodowska University, Institute of Microbiology and Biotechnology,
Department of Genetics and Microbiology, Akademicka 19, Lublin, Poland

Zwatowiska pokopalniane rud cynku i otfowiu sg stanowiskami o wysokim stezeniu metali ciezkich,
ubogimi w wode i sktadniki odzywcze. Metale ciezkie obecne w glebie, moga dziata¢ jako czynnik
selekcji naturalnej, i w istotny sposéb przyczynia¢ sie do modyfikacji struktury taksonomicznej
mikrospotecznosci ryzosferowej. W rezultacie, moze to prowadzi¢ do utrwalenia genotypow
tolerujgcych metale, ktére moglyby wptyngé pozytywnie na wzrost roslinnych gospodarzy, o
wtasciwosciach remediacyjnych. ARISA (ang. automated ribosomal intergenic spacer analysis) jest
jedng z metagenomowych technik, niezaleznych hodowalnie, opartej na PCR, automatycznej analizy
zmiennosci genetycznej mikrospotecznosci srodowiskowych na podstawie elektroforezy kapilarnej
fragmentéw 16S-23S rRNA. Celem pracy jest ocena poziomu zmiennosci genetycznej bakteryjnej
mikrospotecznosci ryzosferowej, oraz endofitycznej (korzeni, brodawek i lisci) koniczyny biatej
(Trifolium repens), zasiedlajacej starg, okoto 100-letnig hatde Zn-Pb Bolestaw (Ptd. Polska), i
poréwnanie jej z poziomem zmiennosci genetycznej mikrospotecznosci bakteryjnej pochodzacej ze
stanowiska kontrolnego na podstawie analizy ARISA, przy wykorzystaniu starteréw: itsF i itsReub.

Genomic diversity of rhizospheric and endophytic microcommunities of white clover
inhabiting Zn-Pb waste-heap in Poland

Post-mining deposits of zinc and lead ores are highly heavy metal polluted areas, with deficiency
of water and nutrients as well. Heavy metals present in the soil may act as a factor of the natural
selection pressure, shaping the taxonomical structure of the microcommunities. As the result, the
genotypes of the high resistance to heavy metals may be fixed, which usually are able to improve the
growth of plants, and those with a remediative potential too. Automated ribosomal intergenic spacer
analysis is the one of metagenome tools, culture-independent, PCR-based and automated technique
used for detection of taxonomical genetic diversity of environmental microcommunities, based on the
capillary electrophoresis of 165-23S rRNA fragments. The aim of present study was to estimate the
metagenome polymorphism of bacterial rhizosphere and endophyte (roots, nodules and leaves)
communities of white clover (Trifolium repens), inhabiting the old, about 100-yrs-old Zn-Pb Bolestaw
waste heap (S. Poland), with compare to control microcommunities according the ARISA course, with
the usage of itsF and itsReub primers.
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Molekularna analiza populacji zasiedlajgcych brodawki korzeniowe soi

Krzysztof Pudetko, Dorota Narozna, Joanna Kréliczak, Cezary Madrzak
Uniwersytet Przyrodniczy w Poznaniu, Katedra Biochemii i Biotechnologii, ul. Dojazd 11, 60-632 Poznan

Soja [Glycine max (L.) Merr.] jest rosling uprawng o wciaz nieustabilizowanej pozycji w Polsce,
jednak obserwuje sie powolny, ale systematyczny wzrost jej produkcji. W glebach polskich nie
wystepujg rodzime szczepy Bradyrhizobium japonicum zdolne do brodawkowania soi. Brak naturalnie
wystepujgcych mikrosymbiontéw soi w polskich glebach stwarza wyjatkowe mozliwosci badania
trwatosci, stabilnosci i konkurencyjnosci wprowadzonych populacji bradyrizobiéw. Prezentowane
tutaj badania opieraja sie na wieloletnich doswiadczeniach polowych dotyczacych brodawkowania
soi, zatozonych wiosng 1994 r. w Gorzyniu, w RZD Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu. W
doswiadczeniu tym badano dynamike i wzajemng konkurencyjno$¢ populacji B. japonicum USDA 110
i USDA 123 wprowadzonych do gleby, w ktorej wczesniej nie wystepowaty mikrosymbionty soi. Po 22
latach od inokulacji, do gleby o juz dobrze ustalonej rownowadze dwdéch populacji B. japonicum (USDA
110 USDA 123), wprowadzono dodatkowe dwa szczepy zdolne do brodawkowania soi (B. japonicum
USDA 442 i B. elkanii USDA 472).W prezentowanej pracy podjeto prébe opracowania metody szybkiej
identyfikacji szczepow B. japonicum z brodawek soi z wykorzystaniem metody wysokorozdzielczej
analizy topnienia DNA (high-resolution melting; HRM). HRM polega na réznicowaniu alleli poprzez
analize temperatury topnienia produktéw amplifikacji uzyskanych metoda PCR w czasie rzeczywistym
(gPCR). W prezentowanej pracy analiza ukierunkowana byta na zmienng czes¢ powszechnie
wystepujgcego u bakterii genu dla rekombinazy A (recA), a jako matryce qPCR stosowano catkowite
bakteryjne (bakteroidalne) DNA z brodawek. Uzyskane wyniki wskazujg na mozliwos¢ szybkiej
identyfikacji co najmniej czterech réznych szczepéw bakteryjnych i ich mieszanin (w przypadku
podwdjnego zasiedlenia) w brodawkach soi z wykorzystaniem pojedynczej reakcji gPCR-HRM.

Molecular analysis of bacterial populations from soybean nodules.

Soybean [Glycine max (L.) Merr.] is still an emerging crop in Poland, however, there has been
systematic increase in its production. There are no indigenous Bradyrhizobium japonicum strains
forming nitrogen-fixing, root nodule symbioses with soybeans in arable lands in Poland. The lack of
naturally occurring microsymbionts of soybean in Polish soils provides unique opportunities to study
the persistence, stability and competitiveness of introduced Bradyrhizobia. The research presented
here is based on soybean nodulation field experiments, established in the spring of 1994 at the Poznan
University of Life Sciences Experimental Station in Gorzyn. Long-term studies were conducted in order
to study the relation between B. japonicum USDA 110 and USDA 123 where no soybean rhizobia were
earlier detected. After 22 years from the inoculation, the additional two strains (B. japonicum USDA
442 and B. elkanii USDA 472) of soybean microsymbionts were introduced into the soil with already
well established balance of two B. japonicum (USDA 110 and USDA 123) populations. In the presented
work, an attempt was made to develop a method for the rapid identification of B. japonicum strains
occupying root nodules of soybean by high-resolution melting (HRM) analysis. HRM is aimed at
discriminating DNA alleles through melting temperature analysis of real-time PCR amplification. The
analysis was targeted on the variable part of the common bacterial recombinase A (recA) gene and
the total bacterial (bacteroidal) DNA from nodules was used as qPCR matrix. The results show the
possibility of rapid identification of at least four different bacterial strains and their mixtures (in case
of double occupancy) in soybean nodules, with a single gqPCR-HRM reaction.
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Opornosc¢ wielolekowa grzybéw z rodzaju Candida na azole po stymulacji
metotreksatem — badania pilotazowe

Katarzyna Goralska, Ewa Brzeziariska-Lasota

Zaktad Biomedycyny i Genetyki, Katedra Biologii i Mikrobiologii Medycznej, Uniwersytet Medyczny w todzi

Jednym z istotnych mechanizméw nabywania opornosci przez grzyby z rodzaju Candida na leki
przeciwgrzybicze jest nadekspresja transporterow btonowych, ktére odpowiadaja za aktywne
wypompowywanie ksenobiotykéow, w tym lekdw, z komérki. Lekiem z wyboru przypadku kandydozy
jest najczesciej flukonazol, ktéry jest substratem dla transporteréw typu MDR (ang. multidrug
resistance). Transportery te majg powinowactwo do metotreksatu, stosowanego w leczeniu m. in.
reumatoidalnego zapalenia stawdéw. Celem badan byta ocena zdolnosci grzybéw z rodzaju Candida do
wytworzenia opornosci na azole w wyniku stymulacji metotreksatem. Do badan wykorzystano szczepy
wzorcowe nalezgce do trzech gatunkdw: Candida albicans (4 szczepy), Candida parapsilosis (2
szczepy) oraz Candida guilliermondii (obecna nazwa Myerozyma guilliermondii, 1 szczep). Ocene
wrazliwosci na trzy wybrane antymikotyki azolowe (flukonazol, worykonazol i itrakonazol)
przeprowadzono metodg mikrorozciericzen EUCAST, w interpretacji CLSI. Stymulacje opornosci
przeprowadzono metrotreksatem dwukrotnie w zakresie dawek 0,088-45 pg/ml. Wszystkie badane
szczepy wykazywaty wrazliwo$¢ na wybrane azole, na poziomie MIC 0,5-2ug/ml. Dwa szczepy C.
albicans wykazywaty catkowita opornos¢ na metotreksat. Dla pozostatych pieciu szczepow
wzorcowych ustalono wartos¢ MIC na poziomie 1,4-5,6 ug/ml. Po dwukrotnej ekspozycji na
metotrekstat wszystkie badane szczepy wykazaty opornos¢ na metotreksat na poziomie 245ug/mi
oraz flukonazol na poziomie 264 ug/ml. Na podstawie przeprowadzonych badan stwierdzono
wystepowanie opornosci krzyzowej u grzyboéw z rodzaju Candida pomiedzy metotreksatem a
flukonazolem. Wyniki badan sugerujg mozliwos¢ nabywania opornosci na flukonazol przez szczepy
wystepujace u pacjentow leczonych metrotrekastem, pomimo ze pacjent nigdy nie byt leczony
flukonazolem.

Multidrug resistance of Candida spp. on azoles after stimulation with methotrexate -
pilot studies

One of the important mechanisms of acquiring resistance by Candida spp. to antifungal drugs is
membrane transporters overexpression, which are responsible for actively pumping out xenobiotics,
including drugs, from the cell. The drug of choice for candidiasis is usually fluconazole, which is a
substrate for MDR (multidrug resistance) transporters. The same transporters have an affinity for
methotrexate, used in the rheumatoid arthritis treatment.The aim of the study was to assess the
ability of Candida spp. to create resistance to azoles as a result of methotrexate stimulation. Reference
strains belonging to three species: Candida albicans (4strains), Candida parapsilosis (2 strains) and
Candida guilliermondii (current name Myerozyma guilliermondii, 1 strain) were used. The evaluation
of sensitivity to the three selected azole antimycotics (fluconazole, voriconazole and itraconazole) was
carried out by the EUCAST microdilution method, in the CLSI interpretation. Stimulation of resistance
was performed with methotrexate twice in the range of 0.088-45 pg/ml. All tested strains showed
sensitivity to selected azoles, at the MIC level of 0.5-2 ug/ml. Two C. albicans strains showed complete
resistance to methotrexate. For the remaining five reference strains, a MIC value of 1.4-5.6 ug/ml was
determined. After two methotrexate exposures, all strains tested exposed resistance to methotrexate
and fluconazole at the level > 45ug/ml and at > 64ug/ml respectively. Based on the conducted studies,
cross-resistance was found in Candida spp. between methotrexate and fluconazole. The results
suggest the possibility of acquiring resistance to fluconazole by strains in patients treated with
methotrexate, excluding previous treatment with fluconazole.
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Analiza molekularna glebowych populacji mikrosymbiontéw tubinu

Dorota Narozna, Krzysztof Pudetko, Joanna Kréliczak, Cezary Madrzak
Uniwersytet Przyrodniczy , Katedra Biochemii i Biotechnologii, ul. Dojazd 11, 60-632 Poznan

Uktady symbiotyczne roslin bobowatych z bakteriami rodzaju Bradyrhizobium uwarunkowane sg
wystepowaniem w glebie rdzennych szczepéw bakterii zdolnych do brodawkowania rosliny
gospodarza oraz odpowiedniej liczebnosci tych populacji. Niektére mikrosymbionty roslin
bobowatych wystepujg w glebie zawsze, niezaleznie od jej rodzaju i zyznosci (mikrosymbionty
koniczyny, grochu, bobiku i tubinu), inne nie wystepujg we wszystkich glebach (mikrosymbionty
lucerny, soi). Liczebnos$¢ populacji bakterii symbiotycznych w glebach uprawnych jest wazna z
praktycznego punktu widzenia, poniewaz moze by¢ podstawg do racjonalnego stosowania
preparatéw szczepionkowych zawierajgcych mikrosymbiontéw uprawianych roslin bobowatych.
Metody biologii molekularnej i dostepnos¢ informacji o sekwencjach DNA pozwala na opracowanie
wiarygodnych metod badania liczebnosci i sktadu populacji mikroorganizméw glebowych w oparciu o
analizy DNA. W prezentowanej pracy opracowano metode identyfikacji rdzennych mikrosymbiontéow
tubinu w glebie w oparciu o geny symbiotyczne (nodA i nodZ) Bradyrhizobiu japonicum. Opracowana
metoda pozwala oceni¢ liczebnosci populacji bradyrizobiow wystepujacych w glebach uprawnych w
krétkim czasie w wielu probkach jednoczesnie.

Praca zostata w czesci sfinansowana ze srodkéw NCBIR, projekt nr PBS3/A8/28/2015 o akronimie
SEGENMAS.

Molecular analysis of soil populations of lupine microsimbionts

Symbiotic systems of fabaceae plants with Bradyrhizobium are conditioned by the presence in the
soil of indigenous bacteria capable of nodulating the host plant and the appropriate population size
of these populations. Some microsymbiontes of fabaceae plants occur in the soil always, regardless
of its type and fertility (microsymbionts of clover, pea, horse bean and lupine), others do not occur in
all soils (alfalfa, soy). The population size of symbiotic bacteria in cultivated soils is important from a
practical point of view, because it may be the basis for the rational use of vaccine preparations
containing microsymbiotes of cultivated legumes. Molecular biology methods and the availability of
information on DNA sequences allow the development of reliable methods for testing the number
and composition of soil microorganisms based on DNA analysis. In the presented work, a method for
the identification of lupine indigenous microsymbionts in the soil was developed based on symbiotic
genes (nodA and nodZ) Bradyrhizobiu japonicum. The developed method allows to assess the number
of Bradyrhizobium populations occurring in arable soils in a short time in many samples at the same
time.
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CPDb - nowa baza danych starteréw do PCR umozliwiajacych identyfikacje genéw
opornosci na antybiotyki w réznych srodowiskach

Adrian Goérecki, Przemystaw Decewicz, Mikotaj Dziurzynski, tukasz Dziewit
Zaktad Genetyki Bakterii, Instytut Mikrobiologii, Wydziat Biologii, Uniwersytet Warszawski

Obecnie, geny opornosci na antybiotyki (ARGs) sg znajdowane niemalze we wszystkich typach
Srodowisk, w tym tych uksztattowanych przez cztowieka jak i w pierwotnych, antropogenicznie
niezmienionych. Bakterie oporne na antybiotyki oraz ARGs zostaty uznane za tzw. nowo powstate
zanieczyszczenia biologiczne. Jest wiele metod detekcji ARGs w prébkach srodowiskowych, jednak te
najtansze i najszybsze zwykle bazujg na PCR. Celem tego projektu byto stworzenie bazy danych
starterow do PCR umozliwiajgcych identyfikacje gendw opornosci na antybiotyki w rdéznych
Srodowiskach. Taka baza, Curated Primers Database (CPDb), zostata stworzona w oparciu o dane
literaturowe i jest dostepna pod adresem cpdb.ddg.biol.uw.edu.pl. Obecnie baza zawiera 607 par
starteréw, ktére zostaty zaprojektowane przez réznych naukowcow do amplifikacji 169 rdézinych
gendw, warunkujgcych opornos¢ na antybiotyki nalezgce do réznych klas, w tym: (i) aminoglikozydy
(16 par), (ii) amfenikole (20), (iii) B-laktamy (171), (iv) glikopeptydy (33), (v) antybiotyki z grupy MLS
(80), (vi) polimyxyny (8), (vii) chinolony (34), (viii) sulfonamidy (59), (ix) tetracykliny (171) oraz (x) 15
par starteréw umozliwiajacych amplifikacje genéw kodujacych pompy usuwajace rézne antybiotyki.
Baza zostata wyposazona w wewnetrzny ranking par starteréw, ktéry jest oparty o 3 parametry, tj.
specyficznos¢ (S), skutecznos$¢ (E) oraz skutecznosé wzgledem grup taksonomicznych (TE). Te
parametry zapewniaja witasciwg walidacje i utatwiajg wybdr starterow witasciwych dla danego
zastosowania.

CPDb - novel database of PCR primers for identification of antibiotic resistance genes in
various environments

Currently, antibiotic resistance genes (ARGs) are being found in almost all kinds of environments,
including these anthropogenically-shaped, but also pristine ones. Antibiotic resistant bacteria and
ARGs are considered as emerging biological pollutants. There are several methods enabling detection
of ARGs, but the cheapest and fastest ones base on PCR. The aim of the study was to create the
Curated Primers Database (CPDb) of PCR primers useful for detection of various ARGs. Such database
was created based on the thorough scientific literature review and is available under the following
link: cpdb.ddg.biol.uw.edu.pl. Currently, this database contains 607 primer pairs which were designed
to be used for amplification of 169 different ARGs conferring resistance to various antibiotics classes
including: (i) aminoglycosides (16 primer pairs), (ii) amphenicols (20), (iii) B-lactams (171), (iv)
glycopeptides (33), (v) MLS-group (80), (vi) polymixins (8), (vii) quinolones (34), (viii) sulfonamides
(59), (ix) tetracyclines (171) and (x) 15 primers designed for amplification of sequences encoding
multidrug resistance pumps. The database contains an internal ranking of the PCR primers based on
3 parameters calculated for all tested primers, i.e. specificity (S), efficacy (E), and taxon efficacy (TE).
These parameters allow validation and selection of the most appropriate primers for particular
purposes.
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Charakterystyka rezystomu sciekéw miejskich

Nicoletta Makowska, Joanna Mokracka
Zaktad Mikrobiologii, Wydziat Biologii, Uniwersytet im. Adama Mickiewicza w Poznaniu

Wystepowanie integrondéw i gendw opornosci na antybiotyki w Srodowisku uwazane jest za
zanieczyszczenie biotyczne i problem ekologiczny. Celem badan byto okreslenie rodzaju i czestosci
wystepowania integrondw opornosci i gendéw warunkujgcych opornos¢ na antybiotyki B-laktamowe
w metagenomie $cieku Centralnej Oczyszczalni Sciekéw w Koziegtowach koto Poznania. W badaniach
wykorzystano catkowity DNA wyizolowany ze S$cieku surowego, osadu czynnego i Scieku
oczyszczonego. llosciowa analize gendw integrondw i gendw warunkujacych opornosé na antybiotyki
B-laktamowe, okreslano na podstawie amplifikacji genow integrazy intl1,blacrx-m, blatem, blasuy, blages,
blaoxa, blaoxa-as, blanom, blayim i blakec oraz genu 16S rRNA z wykorzystaniem metody real-time PCR
(qPCR) i droplet digital PCR (ddPCR). Obecnos¢ gendw intl1 i B-laktamaz odnotowano we wszystkich
prébach. Stwierdzono, ze czestos¢ wystepowania genow intl1, blacrx-m, blatem, blasny, blaces i blaoxa-as
wzrasta w scieku oczyszczonym w stosunku do czestosci wystepowania ww. gendw w $cieku surowym.
W Sciekach miejskich obecne sg integrony opornosci i geny stwarzajgce najwieksze zagrozenie dla
zdrowia publicznego. Ponadto, proces oczyszczania $ciekdw sprzyja zwiekszeniu czestosci
wystepowania niektérych genéw w Scieku oczyszczonym, co w konsekwencji zwieksza ich transmisje
do Srodowiska.

Praca sfinansowana ze srodkéw Narodowego Centrum Nauki przyznanych na podstawie decyzji nr
DEC-2015/17/N/NZ9/00954.

Characteristics of municipal wastewater resistome

The presence of integrons and antibiotic resistance genes (ARGs) in the environment is considered
biotic pollution and ecological problem. The aim of the study was to evaluate the occurrence and
abundance of resistance integrons and significant B-lactam resistance genes in the wastewater
metagenome of Central Wastewater Treatment Plant in Koziegtowy near Poznan. The total microbial
DNA isolated from the raw sewage, activated sludge and purified effluent was used in the study.
Integron integrase gene int/1 and genes conferring resistance to B-lactams: blacrx-m, blatem, blaswy,
blages, blaoxa, blaoxa-as, blanom, blaviv i blagec as well as 16S rRNA gene present in the metagenomic
DNA were quantified by real-time PCR (qPCR) and digital droplet PCR (ddPCR). The class 1 integron
integrase gene and B-lactam resistance genes were detected in all the samples. The abundance of
intl1 and blacrx-m, blatem, blasuy, blaces i blaoxa-as genes increased in the final effluent in comparison
with the raw sewage. Municipal sewage contains integrons and ARGs of the highest public health
concern. Moreover, the increase in abundance of int/1 and some ARGs in the final effluent indicates
that wastewater treatment process might favor their proliferating and enhance the transmission of
ARGs to the environment.

This work was funded by grant no. DEC-2015/17/N/NZ9/00954 from National Science Centre,
Poland.
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Mikrobiom ryzosferowy roslin transgenicznych w $wietle analizy metagenomicznej

Jacek Kozdrdgj
Zaktad Genetyki, Wydziat Biotechnologii, Uniwersytet Rzeszowski, ul. Pigonia 1, 35-310 Rzeszéw

Modyfikowanie genetyczne roslin, zwtaszcza uprawnych, wzbudza szereg kontrowersji i jest
przedmiotem burzliwej debaty odnosnie bezpieczeristwa produkowanych na ich bazie pasz oraz
zywnosci. Réwniez potencjalny wptyw roslin transgenicznych na funkcjonowanie ekosystemow
glebowych i ogdlnie bezpieczenstwo srodowiska jest przedmiotem intensywnych dyskusji oraz badan.
Jakiekolwiek zmiany w strukturalnej réznorodnosci spotecznosci mikroorganizmoéw i ich aktywnosci w
ryzosferze mogg by¢ uwazane za czuty bioindykator wptywu roslin transgenicznych na zyznos¢ i
zdrowie gleby oraz ogodlnie ekologie gleby. Jakkolwiek badania sugerowaty, ze ryzosferowe
spotecznosci mikroorganizméw s3g bardziej wrazliwe niz glebowe na oddziatywania genetycznie
modyfikowanych roélin uprawnych, to wptyw ten najczesciej jest niewielki i przejsciowy lub nie
obserwuje sie zadnych istotnych zmian. Natomiast istotne zmiany wywotujg czynniki Srodowiskowe,
stadium rozwojowe rosliny i jej rodzaj. Przyktadem niech bedzie transgeniczna soja o zwiekszonej
produkcji metioniny, w ktérej ryzosferze dominujg Acidobacteria, Proteobacteria, Actinobacteria,
Bacteroidetes, Verrucomicrobia, Planctomycetes oraz Firmicutes, podobnie jak w ryzosferze
niezmodyfikowanej soi. Poniewaz pewne zmiany moga by¢ obserwowane w funkcjonalnej
réznorodnosci ryzosferowych spotecznosci mikroorganizmoéw pod wptywem transgenicznej rosliny
(np. koniczyny z genem peroksydazy ligninowej), ryzyko ekologiczne tego typu upraw powinno by¢
kazdorazowo oszacowywane. Niewatpliwie, tego typu analizy muszg jednoznacznie wykazywac czy
modyfikacja genetyczna rosliny, a nie raczej rok uprawy, stadium rozwojowe czy inne czynniki
Srodowiskowe maja decydujace znaczenie w ksztattowaniu sktadu i fizjologicznej aktywnosci
spotecznosci mikroorganizmow w ryzosferze.

Rhizosphere microbiome of transgenic plants in the light of metagenomic analysis

Genetic modification of plants, especially crops, arouses a number of controversies and is the
subject of heated debate on the safety of feed and food produced on their basis. Also the potential
impact of transgenic plants on the functioning of soil ecosystems and environmental safety in general
is the subject of intense discussions and research. Any changes in the structural diversity of microbial
communities and their activity in the rhizosphere can be considered as a sensitive bioindicator of the
impact of transgenic plants on the fertility and health of the soil and, in general, soil ecology. Although
research suggested that rhizosphere communities of microorganisms are more sensitive than soil to
the effects of genetically modified crops, the impact is usually small and transient or no significant
changes are observed. However, significant changes are caused by environmental factors, the growth
stage of the plant and its type. An example is the transgenic soybean with increased methionine
production, in which the rhizosphere is dominated by Acidobacteria, Proteobacteria, Actinobacteria,
Bacteroidetes, Verrucomicrobia, Planctomycetes and Firmicutes, similar to the rhizosphere of
unmodified soy. Since some changes can be observed in the functional diversity of rhizosphere
communities of microorganisms under the influence of a transgenic plant (e.g., clover with the lignin
peroxidase gene), the ecological risk of this type of crop should be estimated each time. Undoubtedly,
this type of analysis must clearly show whether the genetic modification of the plant, rather than the
cultivation year, the growth stage or other environmental factors are decisive in shaping the
composition and physiological activity of the microbial community in the rhizospher.
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Biodegradacja wegla brunatnego w warunkach kwasnej fermentacji melasy

Anna Detman?, Michat Bucha?, Bernd R.T. Simoneit3, Damian Mielecki?, Cezary
Piwowarczyk?!, Aleksandra Chojnacka?, Mieczystaw K. Btaszczyk®, Mariusz O. Jedrysek®,
Leszek Marynowski?, Anna Sikora?

YInstytut Biochemii i Biofizyki PAN, ul. Pawiriskiego 5A, 02-106 Warszawa
2Uniwersytet Slaski w Katowicach, ul. Bedziriska 60, 41-200 Sosnowiec, e-mail:michal.bucha@gmail.com
30regon State University, 153 Gilbert Hall, Corvallis, OR 97331, U.S.A
4Szkota Gtéwna Gospodarstwa Wiejskiego, ul. Nowoursynowska 159, 02-776 Warszawa
SUniwersytet Wroctawski, pl. Maxa Borna 9, 50-204 Wroctaw

Biogazyfikacja wegla brunatnego wydaje sie by¢ jedng z najbardziej obiecujgcych metod jego
zagospodarowania. W ramach niniejszej pracy swiezo pobrany wegiel brunatny z odkrywki ,,J6zwin
IIB” umieszczono w bioreaktorze w celu stymulacji mikroflory autochtonicznej. Przez 124 dni w
sposdb ciggty dostarczano do bioreaktora sterylng pozywke mineralng zawierajgcg melase - produkt
uboczny przemystu cukrowniczego. W bioreaktorze obserwowano produkcje gazu bogatego w
biowoddr i ditlenek wegla, powstajagcego w wyniku kwasnej fermentacje melasy. Réwnoczesnie, w
czasie prowadzenia hodowli ciggtej nastgpit intensywny rozktad lignin, celulozy oraz wolnych
(niezwigzanych) zwigzkdéw organicznych na skutek dziatania bakterii lignocelulolitycznych. Podobnych
zmian nie zaobserwowano w eksperymencie kontrolnym, w ktérym wegiel inkubowano w roztworach
kwasow organicznych. Dominujgcymi grupami bakterii zidentyfikowanymi w bioreaktorze
pochodzacymi z wegla brunatnego wyselekcjonowanymi w warunkach opisywanego eksperymentu sg
Firmicutes, Actinobacteria, Proteobacteria i Bacteroidetes. Ponadto, zidentyfikowano przedstawicieli
16 innych typow oraz wszystkie poznane taksony bakterii lignocelulolitycznych. Rozktad wegla
brunatnego nastgpit w wyniku synergistycznej aktywnosci bakterii fermentujacych melase i bakterii
rozktadajacych wegiel brunatny.

Extensive lignite degradation under conditions of acidic molasses fermentation

Biogasification seems to be the most promising use for lignite among all the known utilization
methods. Here, a packed bed reactor, filled with lignite samples from the Konin region (central Poland)
was supplied continuously with M9 medium, supplemented with molasses (a by-product from the
sugar industry), for 124 days to stimulate the autochthonous lignite microflora. Acidic fermentation
of molasses and release of hydrogen-rich fermentation gas were observed in the bioreactor. Intensive
decomposition of lignin, cellulose and free (non-bound) organic compounds occurred during lignite
incubation due to the activity of lignocellulolytic bacteria. These changes resulted from microbial
activity since they were not observed in pure solutions of short-chain fatty acids. The 16SrRNA
profiling of the microbial community in the bioreactor revealed that the dominant bacteria belonged
to the Firmicutes, Actinobacteria, Proteobacteria and Bacteroidetes, furthermore representatives of
16 other phyla were also found. All the known taxa of lignocellulolytic bacteria were represented in
the microbial community. Synergistic relations between bacteria fermenting molasses and bacteria
degrading lignite are assumed.

Supported by: The National Centre for Research and Development,
BIOSTRATEG2/297310/13/NCBiR/2016
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Wykorzystanie wysokoprzepustowego sekwencjonowania w badaniach
metagenomicznych mikroorganizméw

Aleksandra Giza, Ewelina lwan, Arkadiusz Bomba, Dariusz Wasyl

Zaktad Analiz Omicznych
Panstwowy Instytut Weterynaryjny — Paristwowy Instytut Badawczy w Putawach

Wysokoprzepustowe sekwencjonowanie (HTS) wykorzystywane jest m.in. w badaniach
metagenomicznych bakterii i wiruséw. Metoda polega na izolacji catkowitego DNA z niejednorodnej
prébki (np. zywnosci, katu, wody, $ciekdw), ktdra nastepnie zostaje poddana sekwencjonowaniu typu
shotgun. Pozwala to na identyfikacje genomoéw wszystkich mikroorganizméw znajdujgcych sie w
materiale badanym. Jedng z najczesciej stosowanych aplikacji metagenomicznych jest
metataksonomiczne badanie mikrobiomu bakteryjnego. Zasada metody polega na analizie unikalnego
dla prokariontéw fragmentu genu 16S rRNA. Umozliwia to identyfikacje oraz klasyfikacje gatunkowg
bakterii oraz okreslenie ich procentowej dystrybucji w materiale badanym. Nie dostarcza ona
natomiast informacji na temat innych gendw znajdujacych sie w prébce. Przewagg tego typu analiz
nad petnym badaniem metagenomicznym jest znacznie mniejszy koszt i wieksza ilos¢ probek, ktére
mozna sekwencjonowaé jednoczesnie. Analiza metataksonomiczna ma szerokie zastosowanie w
badaniach weterynaryjnych m.in. do badania wptywu lekdw, pasz oraz suplementéw diety na
strukture flory bakteryjnej zwierzat, do diagnostyki mikroorganizmoéw chorobotworczych oraz badan
epidemiologicznych, a takze do kontroli jakosci i bezpieczenstwa zywnosci pochodzenia zwierzecego.
Tradycyjne metody mikrobiologiczne, oparte na hodowli i izolacji poszczegdlnych mikroorganizméw,
nadal stanowig ztoty standard, pomimo Zze nie dajg petnego wgladu w realny obraz populacji
bakteryjnej w badanej probce. Zaréwno technologia HTS, jak i metody tradycyjne cechuja sie réznymi
ograniczeniami, jednak ich potaczenie stwarza potezne narzedzie diagnostyczne w badaniach nad
bezpieczenstwem zywnosci i w diagnostyce weterynaryjne;j.

Application of High Throughput Sequencing (HTS) in the metagenomic analyses of
microorganisms

High Throughput Sequencing (HTS) is widely used for metagenomic surveys of bacteria and
viruses. This application is based on isolation of DNA from heterogeneous samples (e.g. food, faeces,
water, sewage), which are then sequenced with use of HTS. This type of shotgun sequencing allows
to investigate all microorganism genomes present in the sample. One of the most frequently used
metagenomic approach is bacterial metataxonomic - 16S rRNA. The 16S rRNA gene is present in all
prokaryotes and is routinely used for purpose of taxonomical identification of the bacteria.
Furthermore this application allows for determination of species composition of bacterial population
in tested material. This approach does not provide information about additional gens present in the
sample. The advantage of metataxonomics over shotgun metagenomics is cost effectiveness and
higher number of samples tested simultaneously. Metataxonomic analysis has got wide application in
veterinary researches e.g. for studies on the influence of medicines, feed and dietary supplementation
on the structure of bacterial flora of animals, diagnostics of bacterial pathogens and epidemiological
studies, as well as quality control and safety of food of animal origin. Traditional microbiological
methods based on culture and isolation of given microorganisms, are still the gold standard, although
they do not give full overview of microbiome of tested sample. Although both HTS and traditional
approach separately are imperfect but in combination they give powerful diagnostic tool for food
safety and veterinary diagnostics.
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Zwalczanie bakterii z rodz. Enterococcus preparatami zawierajagcymi nanoczastki srebra

Krystyna Cybulska, Anita Kokolus, Sanaa Oraibi

Zaktad Chemii, Mikrobiologii i Biotechnologii Srodowiska, Wydziat Ksztattowania Srodowiska i Rolnictwa,
Zachodniopomorski Uniwersytet Technologiczny w Szczecinie, ul. Stowackiego 17, 71-434 Szczecin
krystyna.cybulska@zut.edu.pl

Najwiekszym odkryciem ubiegtego wieku byto wprowadzenie do terapii i lecznictwa cztowieka
oraz zwierzat antybiotykéw. Miaty one na celu ratowanie zycia i ochrone zdrowia. Jednak z biegiem
Czasu zauwazono rozprzestrzenienie sie opornosci na rézne grupy antybiotykdw, bedgce wynikiem
m.in. zbyt czesto stosowania antybiotykow gtéwnie w medycynie i weterynarii. Nanosrebro jest to
Srodek powszechnie uzytkowany w réznego rodzaju technologiach, lecz swoje zastosowanie odnalazto
przede wszystkim w medycynie jako Srodki opatrunkowe na rany pooparzeniowe czy jako Srodek
grzybobojczy i bakteriobdjczy. Ze wzgledu na znaczng oporno$¢ bakterii z rodz. Enterococcus celem
pracy byta ocena bdjczego dziatania czastek nanosrebra. Na podstawie przeprowadzonych badan na
roznych szczepach bakterii Enterococcus dwdch gatunkdow to jest Enterococcus faecium oraz
Enterococcus faecalis stwierdzono, ze zastosowanie réznych preparatéw handlowych nanosrebra
miato zréznicowane dziatanie na ich wzrost i rozwdj zalezne od jego stezania i rodzaju produktu. Silnie
hamujace dziatanie wykazat preparat firmy Silveco.

Combating bacteria of the genus Enterococcus with preparations containing silver
nanoparticles

The greatest discovery of the last century was the introduction to therapy and treatment of
human and animal antibiotics. They were aimed at saving lives and protecting health. However, over
time, the spread of resistance to various groups of antibiotics was noted, being the result of, among
others, the use of antibiotics too often mainly in medicine and veterinary medicine. Nanosilver is a
medium commonly used in various types of technologies, but it has found its application primarily in
medicine as dressings or as a fungicide and bactericide. Due to the high resistance of bacteria from
the genus Enterococcus's goal was to assess the action of nanosilver particles.Based on the research
conducted on different strains of Enterococcus bacteria, two species is Enterococcus faecium and
Enterococcus faecalis, it was found that the use of various commercial preparations of nanosilver had
a different effect on their growth and development depending on its concentration and product type.
The Silveco preparation showed a strongly inhibitory effect.
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Wzmocnienie pozycji naukowej Paristwowego Instytutu Weterynaryjnego-Panstwowego
Instytutu Badawczego w dziedzinie zdrowia zwierzat oraz bezpieczenstwa zywnosci

Mirostaw Polak, Matgorzata Olejnik, Katarzyna Domarnska-Blicharz, Ewelina Iwan

Panstwowy Instytut Weterynaryjny — Paristwowy Instytut Badawczy w Putawach

Gtéwnym zatozeniem projektu VET-TWIN jest zwiekszenie potencjatu badawczego Paristwowego
Instytutu Badawczego—Parnstwowego Instytutu Badawczego (PIWet-PIB) poprzez wspotprace z
wiodacymi na $wiecie jednostkami z Niemiec (Federal Institute for Risk Assessment-BfR) i Danii
(Technical University of Denmark, National Veterinary Institute; DTU Vet) w celu wzmocnienia pozycji
miedzynarodowego osrodka wiodgcego w dziedzinie chordb zakaznych zwierzat, choréb
odzwierzecych i bezpieczenstwa zywnosci. Cel ten jest realizowany poprzez szereg dziatan, miedzy
innymi poprzez wdrazanie Strategii Wspdtpracy i Rozwoju, interakcje naukowcéw na poziomie
operacyjnym, a takze poprzez dziatania wspomagajgce wymiane wiedzy i doswiadczen pomiedzy
naukowcami. Projekt VET-TWIN w petni odpowiada celom programu "Horyzont 2020". Podnosi
poziom doskonatosci naukowe;j instytutu i jego personelu badawczego, w petni realizuje szczegétowe
wytyczne dotyczace upowszechnianie doskonatosci i szerzenia dostepnosci do wiedzy. Wdrozenie
projektu wpisuje sie bezposrednio w koncepcje wspotpracy w projektach blizniaczych. Budowa
partnerskiej wspotpracy miedzy wyzej wymienionymi podmiotami stwarza mozliwos¢ wymiana
wiedzy na poziomie $wiatowym. Zaangazowanie w projekt VET-TWIN dwdch osrodkéw naukowych o
doskonatej reputacji w miedzynarodowym Srodowisku badawczym, zapobiega zjawisku
marginalizowania instytucji z krajdow o nizszym wskazniku ztozonosci w zakresie doskonatosci
badawczej.

Strengthening of scientific excellence of the National Veterinary Research Institute in
animal health and food chain safety

The general objective of the VET-TWIN project is to increase the potential and research capacity
of the National Veterinary Research Institute (NVRI) by cooperation with internationally-leading
counterparts from Germany (Federal Institute for Risk Assessment-BfR) and Denmark (Technical
University of Denmark, National Veterinary Institute; DTU Vet) - to act in an international scientific
and research environment as a leading institute in the fields of animal infectious diseases, zoonoses
and food chain safety. The objective defined in such a way is accomplished through a number of
activities, in particular through the implementation of the Joint Strategy of Cooperation and
Development and by the interaction of scientists at the operational level, as well as through activities
helping in the exchange of knowledge and experiences among scientists. The VET-TWIN project fully
addresses the objectives of the Horizon 2020 programme. Through activities which increase the level
of scientific excellence of the institute and its research staff, the project fully implements the specific
objective Spreading Excellence and Widening Participation. The Implementation of the project fits
directly in with the specific challenge of Twinning. By creating a partnership between the
aforementioned entities, it is possible to cooperate and exchange knowledge on an international level.
Furthermore, the involvement of two scientific centers of excellent repute in the international
research community to the VET-TWIN project, prevent the crowding out effect for an institution from
a country with a lower Composite indicator of Research Excellence.

VET-TWIN is supported by the European Union’s Horizon 2020 research and innovation programme
under grant agreement No 692131.
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Praktyczne wykorzystanie metataksonomiki do analizy mikrobiomu zwierzat

Ewelina Iwan?, Aleksandra Giza?, Arkadiusz Bomba?, Magdalena Skarzyrska?, Dariusz
Wasyl*?

1Zaktad Analiz Omicznych, 2Zaktad Mikrobiologii, Paristwowy Instytut Weterynaryjny-Paristwowy Instytut
Badawczy, Putawy

Metagenomika dostarcza uniwersalne rozwigzanie dla mikrobiologii klinicznej, diagnostyki
patogendw w zywnosci i ochrony zdrowia publicznego. Jednym z czesto stosowanych podejsc¢
metagenomicznych jest analiza metataksonomiczna, opierajgca sie o amplifikacje genu kodujacego
podjednostke 16S bakteryjnego rRNA. Zmienne regiony 16S rRNA sg wykorzystywane do identyfikacji
i filogenetycznej klasyfikacji bakterii. Gen ten moze wystepowaé w réznych wariantach i réznej
liczebnosci w zaleznosci od sktadu taksonomicznego obecnej w prébce populacji bakterii. Celem pracy
byta ocena przydatnosci badania metatoksonomicznego do analizy mikrobiomu jelitowego zwierzat.
W badaniach wykorzystano prébki katu pobrane od $win, dzikéw oraz bydta. Biblioteke przygotowano
zgodnie z protokotem Illumina 16S Metagenomics. Sekwencjonowanie wykonano z wykorzystaniem
MiSeq, dane analizowano za pomocg platformy CosmosID. Wstepne wyniki wskazujg na istnienie
zaleznosci w obrebie badanych gatunkéw zwierzat. Mikrobiomy dzikdw, w poréwnaniu do zwierzat
hodowlanych byly bardziej zbalansowane i zréznicowane pod wzgledem sktadu gatunkowego, co
prawdopodobnie wynika z bardziej réinorodnej diety. Ponadto flora jelitowa dzikow
charakteryzowata sie znaczaco wiekszym odsetkiem bakterii z rodziny Lactobacillaceae i
Ruminococccaceae. Mikrobiomy bydta zawieraty duze ilosci bakterii Bifidobacteriaceae, natomiast
mikrobiomy swin charakteryzowaty sie duzym odsetkiem Clostridiaceae. Przeprowadzone badania
maja charakter wstepny i beda kontynuowane uwzgledniajac wiekszg liczbe badanych prébek. Jednak
juz na tym etapie wskazujg one na ogromny potencjat i przydatnos¢ analiz metataksonomicznych w
diagnostyce weterynaryjnej, szczegdlnie w potgczniu z metodami konwencjonalnymi.

Practical application of metataxonomics for analysis of animal microbiome

Metagenomics offers an universal solution for clinical diagnostics, foodborne pathogens
detection, and protection of public health. Commonly used metagenomic approach is
metataxonomics, based on targeted amplification of a gene encoding for 16S subunit of bacterial
rRNS. Variable regions of 16S rRNA are used for phylogenetic classifications of bacteria. Targeted
sequence may be present in different variation and copy number across taxa, depending on taxonomic
composition of bacterial population in a sample. The aim of this study was to evaluate usefulness of
metataxonomics assay for analysis of gut microbiome from different animal species. Faecal samples
collected from pigs, wild boars and cattle were used for purpose of this study. Libraries were
perpetrated according to Illumina 16S Metagenomics protocol. Sequencing was performed with
MiSeq. Results were analysed using CosmosID platform. Preliminary results show pattern in
composition of bacterial community across analysed animal species. Microbiomes of wild boars were
more balanced and diversified in comparison to those of farm animals, probably due to the more
varied diet. Additionally in microbiomes of wild boars higher percentage of Lactobacillaceae and
Ruminococcaceae were shown. Cattle microbiomes exhibited higher representation of
Bifidobacteriaceae, while swine elevated number of Clostridiaceae. The study has a preliminary
character and will be continued with a larger number of samples. Already, the study points to the
potential application of metataxonomics in veterinary diagnostics, especially in combination with
conventional methods.
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Analizy taksonomiczne i funkcjonalne metatranskryptomoéw konsorcjow
mikroorganizmdéw z reaktoréw metano- i wodorogennych.

Tomasz Walter, Anna Sikora, Urszula Zielenkiewicz
Instytut Biochemii i Biofizyki PAN, ul. Pawinskiego 5a, 02-106 Warszawa

Jedna z obiecujgcych technologii pozwalajacych na otrzymywanie energii ze zrédet odnawialnych
jest wykorzystanie beztlenowego rozktadu materii organicznej. Gtdwnymi produktami tych proceséw
sg metan lub wodér. Rozdzielenie etapdw prowadzacych do wydzielania wodoru i metanu pozwala na
optymalizacje produkcji obu tych zwigzkéw.W celu lepszego zrozumienia oraz optymalizacji proceséw
fermentacji istotne jest lepsze poznanie sktadu taksonomicznego konsorcjow mikrobiologicznych, a
takze procesdw metabolicznych zachodzacych w bioreaktorach. Jednym ze sposobdw osiggniecia tego
celu jest wykorzystanie wysokoprzepustowych technologii sekwencjonowania DNA i RNA.
Prezentowane dane pochodzg z sekwencjonowania metatranskryptoméw z wykorzystaniem
sekwenatora lon Torrent PGM. RNA otrzymano z uprzednio opracowanej instalacji w skali
laboratoryjnej w Cukrowni Dobrzelin. Analizie poddano 12 prébek reprezentujgcych dwa biologiczne
(dla reaktorow wytwarzajgcych metan i wodor) oraz trzy techniczne powtdérzenia dla kazdego reaktora
zgodnie z obecnie przyjetymi standardami. tgcznie uzyskano 14 207 113 surowych odczytow.
Bioreaktory wytwarzajagce metan charakteryzowaty sie okoto pieciokrotnie wiekszg liczbg
przypisanych taksondw i terminéw Gene Ontology, wyzsza bioréznorodnoscia i wiekszymi réznicami
miedzy préobkami w zakresie taksonomii.Wyniki daja wglad w procesy zachodzace w badanym
dwustopniowym systemie. Na chwile obecng okoto 2/3 kontigdw zostato przypisanych do taksondw,
ale tylko okoto 10% zostato przypisanych do ich funkcji. Dlatego potrzebne sg dalsze analizy danych w
celu zbadania profilu funkcjonalnego badanych konsorcjéw drobnoustrojéw. Istnieje réwniez
potrzeba zintegrowania uzyskanych wynikdw z innymi podejsciami omicznymi, takimi jak
metagenomika, metaproteomika i metabolomika.

Taxonomic and functional analysis of the methane- and hydrogen-yielding reactors RNA-Seq data.

One of the promising techniques in terms of methods for the production of energy from
renewable sources is anaerobic digestion of organic matter. It generates methane or hydrogen as the
main products. The separation of the hydrogen- and methane-yielding steps allows for optimization
of those compounds production from biomass.There is the need to investigate the taxonomic
composition of microbial consortia as well as the metabolic processes which take place in bioreactors.
This can lead to better comprehension and optimization of the fermentation processes. One of the
ways of achieving this goal is utilization of high-throughput next generation sequencing technologies.
Here, we report the metatranscriptome data generated by the lon Torrent PGM sequencer. The RNA
was obtained from the previously developed large laboratory scale installation in the Dobrzelin Sugar
Factory (Poland). In total, 14,207,113 raw reads representing 12 samples were obtained. Samples
represent two biological (for each methane- and hydrogen-yielding reactors) and three technical
repetitions in accordance with currently accepted standards.Methane-yielding bioreactors were
characterized by approximately five times higher number of assigned taxa and Gene Ontology therms,
higher biodiveristy and greater differences between samples in terms of taxonomic analysis.The
results provide an insight into the processes that takes place in the studied two-stage system. For
now, about 2/3 of contigs were assigned to taxa but only about 10% were assigned to its function.
Therefore, further analyses of the data are needed to investigate the functional profile of studied
microbial consortia. There is also the need to integrate obtained results with other omics approaches,
such as metagenomics, metaproteomics and metabolomics.
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Réinorodnos¢ genetyczna mikroorganizméw w glebach zdegradowanych, nawozonych
nawozami mineralnymi wzbogaconymi mikrobiologicznie — zatozenia i metodyka badan

Agata Gryta, Magdalena Frac, Karolina Oszust, Giorgia Pertile

Instytut Agrofizyki Polskiej Akademii Nauk w Lublinie, ul. Doswiadczalna 4, 20-290 Lublin

Réznorodnos¢ mikroorganizmow glebowych odpowiada za wtasciwe funkcjonowanie ekosystemu
glebowego, wptywajac na strukture oraz wtasciwosci gleby. Wystepujace w glebie mikroorganizmy
(bakterie, grzyby oraz archeony) uczestniczg w obiegu pierwiastkdw chemicznych, przyczyniaja sie do
rozktadu materii organicznej oraz sg odpowiedzialne za uwalnianie zwigzkéw odzywczych dla roslin
dostarczonych do gleby w postaci nawozéw. Mikroorganizmy niehodowalne (VBNC) mogg stanowié¢
nawet 95% drobnoustrojéw wystepujacych w s$rodowisku glebowym. Metody molekularne, w
przeciwienstwie do tradycyjnych technik mikrobiologicznych, umozliwiaja badanie tej grupy
mikroorganizmow poprzez analize ggnomowego DNA wyizolowanego z gleby. Jedng z powszechnie
stosowanych metod umozliwiajgcych okreslenie réznorodnosci genetycznej mikroorganizméw w
danym srodowisku jest analiza polimorfizmu dtugosci terminalnych fragmentéw restrykcyjnych (t-
RFLP). Jest to czuta, wiarygodna i powtarzalna metoda fingerprintingowa. Startery wykorzystywane w
reakcji PCR s3 znakowane fluorescencyjnie dzieki czemu mozliwy jest odczyt fragmentow
restrykcyjnych w sposéb automatyczny w analizatorze genetycznym. Podczas analizy rozpoznawane
sg jedynie fragmenty oznakowane fluorescencyjnie, widoczne w formie ,pikdw” na
elektroforogramie. Kazdy fragment, o okreslonej dtugosci (wyrazonej w parach zasad) reprezentuje
odrebng operacyjng jednostke taksonomiczng (operational taxonomic unit, OTU). Zastosowanie
metody t-RFLP w zaleznosci od specyficznosci wybranych starteréw umozliwia analize réznorodnosci
genetycznej zbiorowisk mikroorganizmoéow w glebach uprawianych rolniczo oraz obserwacje zmian
zachodzgcych pod wptywem stosowania nawozéw wzbogacanych mikrobiologicznie.

Genetic diversity of microorganisms in degraded soil amended with microbiologically
enriched mineral fertilizers — general concepts and methodology

The diveristy of soil microorganisms is responsible for proper functioning of the soil ecosystem.
Soil microorganisms (bacteria, fungi and archaea) participate in the circulation of chemical elements,
contribute to the decomposition of organic matter and are responsible for the release of nutrients for
plants from fertilizers applied into the soil. Microorganisms viable but non culturable can account for
up to 95% of soil microorganisms. Molecular methods, unlike traditional microbiological techniques,
allow the study of this group of microorganisms by analyzing the genomic DNA isolated from the soil.
One of the commonly used methods for determining the genetic diversity of microorganisms is the
terminal restriction fragment length polymorphism (t-RFLP) analysis. It is a sensitive, reliable and
repeatable fingerprinting method. The primers used in the PCR are fluorescently labeled therefore
the restriction fragments can be read automatically in the genetic analyzer. During the analysis only
fluorescently labeled fragments are recognized, visible in the pattern of peaks on the
electropherogram. Each fragment of a specific length (expressed in base pairs) represents a separate
operational taxonomic unit (OTU). Application of the t-RFLP method depending on the specificity of
selected primers enables analysis of the genetic diversity of microbial communities in agricultural soils
and observation of changes occurring under the influence of microbiologically enriched fertilizers.

This abstract was financed by The National Centre for Research and Development in frame of the
project BIOSTRATEG, contract number BIOSTRATEG3/347464/5/NCBR/2017.
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Polimery scianowe, wewnatrz- i zewnatrzkomérkowe endofitycznych szczepow
F. culmorum posiadajacych genetyczne determinanty (Tri5) syntezy trichotecenéw
chemotypu DON
Artur Nowak, Dariusz Lenart, Renata Tyskiewicz, Anna Stomka, Ewa Ozimek,
Matgorzata Majewska, Jolanta Jaroszuk-Sciset
Zaktad Mikrobiologii Srodowiskowe], Wydziat Biologii i Biotechnologii, Uniwersytet Marii Curie-Sktodowskiej, ul.
Akademicka 19, 20-033 Lublin

Patogeniczny szczep Fusarium culmorum FC37 jak i niepatogeniczne ryzosferowe szczepy FC2 i
FC5 (odpowiednio, promujacy i hamujacy wzrost roslin zbozowych) sg potencjalnie zdolne do syntezy
trichotecendw, gdyz wykryto u nich gen Tri5 kodujgcy syntaze trichodienu, natomiast nie posiadaja
genu Tri7, co Swiadczy o ich przynaleznosci do chemotypu deoksyniwalenolu (DON). Patogen silniej
kolonizowat tkanki pszenicy i zyta niz pozostate szczepy i tylko przy kolonizacji szczepem FC37
wykrywano w tych tkankach toksyne DON. Mozliwe, ze stopien kolonizacji, synteza DON oraz typ
oddziatywania szczepdw F. culmorum uzalezniony jest od stezenia i typu polimeréw wytwarzanych
przez te szczepy. Ze wzgledu na miejscu tworzenia i wystepowania w komérce wyrdznia sie polimery
Scianowe (WPS-wall), wewnatrz- (IPS-intra-) i zewnatrz-(EPS-extra-) komdrkowe. Poréwnano poziom
IPS, WPS i EPS wytwarzanych w 3-dniowych hodowlach szczepéw F. culmorum na podtozu
Czapek-Dox w temperaturze 20°C. EPS wytrgcano z ptynu pohodowlanego 96% etanolem, IPS
uzyskano poprzez gotowanie grzybni przez 6h i stracanie etanolem, a WPS przez 48h ekstrakcje 1M
NaOH. Zaobserwowano znaczace réznice w stezeniu polimeréw wytwarzanych przez poszczegdlne
szczepy sugerujgce znaczenie EPS i WPS w ksztattowaniu interakcji z rosling. Szczep FC2 wytwarzat
najmniej a FC37 najwiecej EPS, odpowiednio, 15, 29 i 40 mg g suchej masy grzybni. Stezenie WPS
szczepu FC2 byto zblizone, a szczepu FC5 i FC37 odpowiednio 2- i 3-krotnie nizsze niz stezenie EPS.
Natomiast stezenie IPS szczepu FC2 byto najwyzsze a stezenie IPS (FC37) patogena najnizsze.
Wall, intra and extracellular polymers in endophytic strains of F. culmorum with genetic

determinants (Tri5) of the synthesis of DON chemotype trichothecenes

The pathogenic strain Fusarium culmorum FC37 as well as non-pathogenic rhizosphere strains
FC2 and FC5 (respectively, promoting and inhibiting cereal plant growth) are potentially able to
synthesize trichothecenes, because they have the Tri5 gene encoding for trichodiene synthase but do
not have the Tri7 gene, which indicates that they belong to the deoxynivalenol (DON) chemotype. The
pathogen colonized wheat and rye tissues more strongly than the other strains, and the DON toxin
was detected in these tissues only in colonization with the FC37 strain. It is possible that the degree
of colonization, DON synthesis, and the type of interaction of F. culmorum strains depends on the
concentration and type of polymers produced by these strains. Due to the site of formation and
occurrence in the cell, wall (WPS), intra- (IPS), and extracellular (EPS) polymers are distinguished. The
levels of IPS, WPS, and EPS of F. culmorum strains were compared for 3-day-old cultures on
Czapek-Dox medium at 20°C. EPS was precipitated from the culture fluid with 96% ethanol, IPS was
obtained by boiling mycelia for 6h and ethanol precipitation, and WPS by 48h extraction with 1M
NaOH. There were significant differences in the concentration of polymers produced by individual
strains, indicating the particular importance of EPS and WPS in shaping the F. culmorum interaction
with the plant. The FC2 and FC37 strains produced the least and the most EPS, respectively, i.e. 15,
29, and 40 mg g! dry weight of mycelium. The concentration of WPS was similar in strain FC2 and
2- and 3-times lower in strains FC5 and FC37 than the concentration of EPS. In contrast, the
concentration of FC2 strain IPS was the highest and the concentration of pathogen’s (FC37 strain) IPS
was the lowest.

This study was financially supported by the project BS-P-11-010-18-2-07 (2018)
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Pordéwnanie profili fizjologicznych Biolog i tempa wzrostu fitopatologicznych szczepow
Fusarium i mykopasozytniczych szczepéw Trichoderma zakwalifikowanych do réznych
gatunkdéw na podstawie analiz morfologicznych i sekwencji rRNA

Renata Tyskiewicz?, Aleksandra Kopiriska®, Artur Nowak?, Grzegorz Janusz?, Anna Pawlik?,
Ewa Ozimek?, Matgorzata Majewska?, Jolanta Jaroszuk-Sciset!

17aktad Mikrobiologii Srodowiskowej, 2Zaktad Biochemii, Wydziat Biologii i Biotechnologii, Uniwersytet Marii
Curie Sktodowskiej, ul. Akademicka 19, 20-033 Lublin

Grzyby strzepkowe posiadajg unikalne szlaki metaboliczne, ktére pozwalaja im na przyswajanie
prostych jak réwniez ztozonych sktadnikéw odzywczych dostepnych w réznych niszach ekologicznych.
Unikalno$¢ morfologiczna i biochemiczna tych mikroorganizmow jest powszechnie wykorzystywana
w systemie Biolog-FF w celu ich szybkiej identyfikacji a takze charakterystyki metabolicznej na
podstawie wykorzystania zréznicowanych zrédet wegla. Celem przeprowadzonych badan byto
poréwnanie profili fizjologicznych uzyskanych za pomocg testu Biolog-FF MicroPlate™ oraz tempa
wzrostu fitopatogenicznego szczepu Fusarium culmorum FC37 i mykopasozytniczych szczepdw
Trichoderma: T. koningiopsis (TK3AgO, TKEPSK356) oraz T. velutinum (TVEPF48). Najwyzsza
aktywnos$¢é metaboliczng uzyskano w 144 godzinie inkubacji, przy czym zaobserwowano znaczne
réznice w intensywnosci oraz ilosci wykorzystanych substratéw weglowych przez badane szczepy.
Indeks aktywnosci metabolicznej AWCD (ang. Average Well Colour Development) fitopatogenicznego
szczepu FC37 wynosit 0,57 i byt niemal 2 razy wyzszy niz AWCD mykopasozytéw Trichoderma. Szczep
FC37 intensywniej wykorzystywat substraty weglowe z grupy kwaséw karboksylowych oraz
aminokwasy, natomiast szczepy niepatogeniczne weglowodany proste. Wartos¢ wspdtczynnika
tempa wzrostu grzybni (R) dla badanych szczepdw rosngcych na dwéch statych minimalnych
podtozach, w ktérych gtdéwne zrédto wegla stanowita glukoza lub sacharoza, byta kilkunastokrotnie
wyzsza dla mykopasozytéw Trichoderma (746-2103 jednostek R) w poréwnaniu ze szczepem FC37 (35-
188 jednostek R).

Comparison of Biolog physiological profiles and growth rates of phytopathological
profiles and growth rates of phytopatological Fusarium strains and mycoparasitic
Trichoderma strains classified to different species based on morphological analyses
and rRNA sequences

Filamentous fungi have unique metabolic pathways that allow them to assimilate simple as well
as complex nutrients available in various ecological niches. The morphological and biochemical
uniqueness of these microorganisms is widely used in the Biolog-FF system for their rapid
identification and metabolic characterization based on the use of diversified carbon sources. The aim
of the study was to compare the physiological profiles obtained with the Biolog-FF MicroPlateTM test
and the growth rate of phytopathogenic Fusarium culmorum FC37 and mycoparasitic Trichoderma
strains: T. koningiopsis (TK3Ag0, TKEPSK356) and T. velutinum (TVEPFA48). The highest metabolic
activity was obtained at 144 hours of incubation, with significant differences in the intensity and
amount of carbon substrates used by the tested strains. The index of the metabolic activity of AWCD
(Average Well Color Development) of the phytopathogenic strain FC37 was 0.57, which was almost 2
times higher than the AWCD of Trichoderma mycoparasites. The FC37 strain used carbon substrates
from the group of carboxylic acids and amino acids more intensively, while the non-pathogenic strains
utilized more carbohydrates. The value of the coefficient of mycelium growth rate (R) for the tested
strains growing on two solid minimal media, in which glucose or sucrose were the main carbon source,
was several times higher for Trichoderma mycoparasites (746-2103 R units) in comparison with the
FC37 strain (35-188 units R).

This study was financially supported by the project BS-P-11-010-18-2-07 (2018)
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Analiza metagenomiczna w ocenie bioréznorodnosci mikroflory zasiedlajacej aleucka
parke z kolekgcji syberyjskiej Muzeum Etnograficznego w Krakowie

Tomasz Lech?, Anna Otlewska?, Jacek Kukuczka3
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W Muzeum Etnograficznym w Krakowie, posréod ponad 9000 obiektéw z obszaréw
pozaeuropejskich, znajduje sie historyczna kolekcja syberyjska, ktéra tworzg w wiekszosci XIX-wieczne
przedmioty pochodzace z zapolarnych, pétnocnych obszaréw Rosji, Syberii i dalekich, pétnocno —
wschodnich regiondw tego kraju. Jednym z wyjgtkowych obiektow jest jedyna w Polsce aleucka parka,
ktéra jest rzadkosciag rowniez w Swiatowych kolekcjach etnograficznych. Parka to wielofunkcyjne,
ochronne okrycie wierzchnie wykonane ze skorek (skalpdw) ptasich. Wspotczesne, interdyscyplinarne
podejscie i nowa, antropologiczna perspektywa pozwalajg na opracowanie kolekcji syberyjskiej z
zastosowaniem wielu metodologii badawczych. W niniejszych badaniach wykorzystano metody
metagenomiczne w ocenie bioréznorodnosci mikroorganizmoéw kolonizujacych niniejszy unikatowy
obiekt. W badanej probce pobranej z parki aleuckiej, dominowaty bakterie nalezace do klasy
Firmicutes (70,3%), wsréd ktérych zidentyfikowano gtownie rodzaje Bacillus, Sporosarcina,
Lysinibacillus i Staphylococcus. Klasy Proteobacteria i Actinobacteria stanowity odpowiednio 17,4 i
11,9% catej puli OTU i byly reprezentowane przez rodzaje Acinetobacter i Roseomonas oraz
Micrococcus i Dermacoccus. Najwyzszy udziat procentowy wsrdd grzybow stwierdzono dla klasy
Eurotiomycetes (82,2%). Wsrod tej klasy dominowaty Penicillium sp., Aspergillus sp. i Bysochlamys sp.
Klasy Agaricomycetes i Dothideomycetes obejmowaty odpowiednio 8,3% i 6,5% OTU
zidentyfikowanych w tej prébce.

Metagenomic analysis in the assessment of microflora biodiversity of the Aleutian fur
from the collection of the Siberian Ethnographic Museum in Krakow

In the Ethnographic Museum in Krakow, among more than 9,000 objects from non-European
areas, there is a historical Siberian collection, which is composed mostly of nineteenth century objects
from the northern regions of Russia, Siberia and the far north-eastern regions of this country. One of
the most unique objects is the only in Poland Aleutian fur (parka), which is also a rarity in the world's
ethnographic collections. Parka is a multifunctional, protective outerwear made of bird skins (scalps).
A contemporary, interdisciplinary approach and a new, anthropological perspective allow for wide
investigation of Siberian collection using many research methodologies. In the present study,
metagenomic methods were used to assess the biodiversity of microbial contamination of this unique
object. The sample taken from Aleutian fur, was dominated by bacteria belonging to the class of
Firmicutes (70.3%) among of which have been identified mainly of Bacillus, Sporosarcina, Lysinibacillus
and Staphylococcus. The Proteobacteria and Actinobacteria classes accounted for 17.4 and 11.9% of
the OTUs pool, respectively, and were represented by genera: Acinetobacter and Roseomonas,
Micrococcus and Dermacoccus. The highest percentage of fungi contribution was found for the
Eurotiomycetes class (82.2%). Among this phylum Penicillium sp., Aspergillus sp. and Bysochlamys sp.
were predominant. Moreover, the class of Agaricomycetes and Dothideomycetes covered 8.3% and
6.5% OTUs identified in this sample.
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Identyfikacja bakterii glebowych z rodzaju Bacillus jako komponentéw biostymulatora
na bazie kwaséw humusowych

Anna Lisek, Pawet Trzcinski, Lidia Sas Paszt
Instytut Ogrodnictwa
ul. Konstytucji 3 Maja 1/3, 96-100 Skierniewice

Rozwdj i zastosowanie w praktyce rolniczej biostymulatoréw i bionawozéw zawierajgcych zywe
mikroorganizmy zyskuje ostatnio na znaczeniu z powodu stwierdzonego szkodliwego oddziatywania
na zdrowie konsumentéw i srodowisko chemicznych srodkéw produkcji roslin. Celem badan byta
identyfikacja szczepow rodzimych bakterii z rodzaju Bacillus, o dziataniu biostymulujacym,
przeznaczonych do mikrobiologicznego wzbogacania biostymulatora na bazie kwaséw humusowych.
Do identyfikacji szczepow bakterii zastosowano techniki PCR-RFLP, rep-PCR, analize sekwencji genéw
warunkujgcych podstawowe funkcje komorki: rpoB, gyrA, recA, tuf, purH oraz groEL oraz PCR z
uzyciem starteréw specyficznych dla 7 gatunkéw bakterii Bacillus. Identyfikacja biochemiczna
izolatéw bakterii z zastosowaniem systemu BIOLOG wskazuje na ich dziatanie biostymulujace i
ochronne dla roslin. Stwierdzono przynaleznos¢ testowanych izolatéw do gatunkéow Bacillus
velezensis oraz Bacillus amyloliquefaciens. Wykazano korzystny wptyw tych dwdch gatunkdw bakterii
z rodzaju Bacillus na wzrost i plonowanie roslin oraz ich adaptacje do niekorzystnych warunkéw suszy
i wysokich temperatur. Z powodu biostymulujgcego dziatania tych bakterii zastosowano je do
mikrobiologicznego wzbogacenia kwaséw humusowych. Nowo opracowany biostymulator na bazie
kwaséw humusowych wzbogacony mikrobiologicznie wdrozony bedzie w uprawach ekologicznych
oraz w produkcji integrowanej roslin ogrodniczych. Powszechne stosowanie biostymulatora na bazie
kwasow humusowych wptynie na poprawe jakosci produkowanych plonéw o walory prozdrowotne
oraz ograniczy lub wyeliminuje stosowanie chemicznych srodkéw produkcji roslin.

Identification of soil bacteria of the genus Bacillus as components of a biostimulant
based on humic acids

The development and application in agricultural practice of biostimulants and biofertilizers
containing live microorganisms has recently become more important because of the identified
harmful effects of chemical means of plant production on the health of consumers and the
environment. The aim of the research was to identify strains of native bacteria of the genus Bacillus,
with a biostimulating effect, intended for microbial enrichment of a biostimulant based on humic
acids. The techniques used to identify the bacterial strains included PCR-RFLP, rep-PCR, sequence
analysis of the genes encoding the basic cell functions: rpoB, gyrA, recA, tuf, purH and groEL, and PCR
using primers specific for the 7 bacterial Bacillus species. Biochemical identification of the bacterial
isolates by means of the BIOLOG system indicates their biostimulating and protective effects on
plants. The tested isolates were found to belong to the species Bacillus velezensis and Bacillus
amyloliquefaciens. The beneficial effect of these two bacterial species of the genus Bacillus on the
growth and yielding of plants and their adaptation to unfavourable drought conditions and high
temperatures had been demonstrated. Because of the biostimulating effect of these bacteria, they
were used for the microbial enrichment of humic acids. The newly developed microbially enriched
biostimulant based on humic acids will be implemented in organic crops and in the integrated
production of horticultural plants. Widespread use of the biostimulant based on humic acids will
improve the quality of crops with health-enhancing features and will reduce or eliminate the use of
chemical means of plant production.
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Molekularna taksonomia i filogeneza fruktofilnych bakterii mlekowych wyizolowanych z
przewodu pokarmowego pszczoty miodnej (Apis mellifera)

Artur Pachla®, Magdalena Wicha?, Aneta Agnieszka Ptaszyriska?, Grzegorz Borsuk?,
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Fruktofilne baterie mlekowe (FLAB) sa mikroorganizmami powszechnie wystepujacymi w winie,
kwiatach i przewodzie pokarmowym niektdrych owaddw wtaczajac pszczoty miodne (Apis mellifera).
W celu okreslenia filogenezy i pozycji taksonomicznej fruktofilnych bakterii mlekowych,
wyizolowanych z przewodu pokarmowego Apis mellifera, zostata przeprowadzona analiza sekwencji
gendw kodujacych 16S rRNA i recA. Na filogramie skonstruowanym w oparciu o sekwencje 16S rDNA,
85,7% szczepow badanych zgrupowato sie razem z referencyjnymi bakteriami Lactobacillus kunkeei
(identycznos¢ sekwencji nukleotydowych 99,6-100%), a 14,3% szczepdw wyizolowanych utworzyto
wspdlne grono ze szczepami nalezacymi do gatunku Fructobacillus fructosus (podobienstwo sekwencji
nukleotydowych 99,9%). Pokrewieristwo badanych bakterii z referencyjnymi bakteriami mlekowymi
oparte na analizie sekwencji 16S rDNA zostato potwierdzone poréwnawczg analizg sekwencji genu
recA badanych symbiontéw pszczoty miodnej. Na filogramie genu recA fruktofilne bakterie mlekowe
tworzace na drzewie 16S rDNA monofiletyczny klad z L. kunkeei szczepami, zgrupowalty sie takze z
bakteriami L. kunkeei (identycznos¢ sekwencji nukleotydowych 98,5-100%). Pozostate badane izolaty,
blisko spokrewnione ze szczepami F. fructosus (w oparciu o analize sekwencji 16S rDNA) utworzyty
rowniez na filogramie genu recA wspdlne grono z reprezentantami F. fructosus (99,3-100%
identycznych sekwencji nukleotydowych). W oparciu o uzyskane dane, badane fruktofilne bakterie
mlekowe bedace symbiontami Apis mellifera zostaty sklasyfikowane do dwdch gatunkdw, tj.
Lactobacillus kunkeei (12 szczepdw) i Fructobacillus fructosus (2 szczepy).

Molecular taxonomy and phylogeny of fructofilic lactic acid bacteria isolated from Apis
mellifera (honeybee) guts

Fructofilic lacic acid bacteria (FLAB) are microorganisms commonly found in wine, flowers, and
guts of several insects including honeybees, which diet is rich in fructose. For determination of
phylogeny and taxonomic position of fructofilic lactic acid bacteria, isolated from the intestinal tract
of Apis mellifera, 16S rRNA and recA genes sequence analysis was carried out. On the 16S rDNA
phylogram, 85,7% strains studied clustered together with Lactobacillus kunkeei reference bacteria
(99,6-100% nucleotide identity) and 14,3% strains isolated grouped with Fructobacillus fructosus
reference strains (99,9% identical nucleotides). The results based on 16S rRNA gene sequence analysis
were confirmed by comparative sequence analysis of recA gene. In the recA gene phylogram,
fructofilic lacic acid bacteria, forming in 16S rDNA tree monophyletic clade with L. kunkeei, clustered
also with L. kunkeei (98,5-100% invariant nucleotides), whereas remaining isolates studied, closely
related to F. fructosus bacteria by 16S rDNA sequence analysis, formed also in recA gene phylogram
robust cluster with F. fructosus strains (99,3-100% identical nucleotides). Presented data demonstrate
that studied honeybee gut residents belong to L. kunkeei (12 strains) and F. fructosus species (2
strains).
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Zbiorowiska grzybow i bakterii w glebie spod uprawy marchwi (Daucus carota L.)

Elzbieta Patkowska

Uniwersytet Przyrodniczy w Lublinie
Katedra Ochrony Roslin, Zaktad Fitopatologii i Mykologii

Sktad populacji mikroorganizmoéw glebowych zalezy od wielu czynnikéw, m.in. od gatunku
miedzyplonowych rosdlin okrywowych. Roséliny te petniag wazng role ochronng i konserwujaca w
uprawie warzyw korzeniowych. Do mulczowania gleby wykorzystuje sie owies, zyto, gorczyce biatg,
facelie btekitna, gryke, wyke siewna, rzodkiew oleistg, stonecznik i mieszanki roslin strgczkowych.
Miedzyplonowe rosliny okrywowe odpowiednio modyfikujg sktad zbiorowisk mikroorganizmoéw
glebowych i mogga przyczyni¢ sie do ograniczenia wystepowania grzybow chorobotwérczych. Celem
badan byto okreslenie sktadu populacji drobnoustrojéw glebowych w uprawie marchwi z
uwzglednieniem réznego sposobu uprawy roli oraz wykorzystaniem facelii btekitnej, wyki siewnej i
owsa jako miedzyplonowych roslin okrywowych. Ogdlna liczebnos$¢ bakterii wahata sie od 3,55 x 106
do 10,98 x 106 jtk. w 1g s.m. gleby. Wykorzystanie owsa i wyki siewnej, jako roslin okrywowych w
uprawie marchwi, wptyneto korzystnie na liczebno$¢ bakterii z rodzajow Bacillus i Pseudomonas w
glebie. Najwiecej bakterii ogdtem wystapito w 1g s.m. gleby pochodzacej z kombinacji doswiadczenia,
gdzie rosling okrywowa byt owies. Najwiecej grzybdw ogétem stwierdzono w 1g s.m. gleby kontrolnej,
tj. uprawianej bez rosliny okrywowej. System uprawy nie miat istotnego wptywu na liczebnos¢ bakterii
i grzybodw w glebie. Sktad gatunkowy grzybdw wyizolowanych z gleby poszczegdlnych kombinacji
doswiadczenia byt zréznicowany. Sposrdd grzybdéw uznawanych za patogeniczne izolowano gatunki z
rodzajéw Alternaria, Fusarium, Pythium, Rhizoctonia i Sclerotinia. Dominujacym okazat sie Fusarium
oxysporum. Najwiecej izolatéw wymienionych grzybdw wyosobniono z gleby uprawianej tradycyjnie
oraz po mulczu z roslin facelii btekitnej

Fungal and bacterial communities in the soil under the cultivation of carrot (Daucus
carota L.)

The composition of populations of soil microorganisms depends on a number of factors, for
example the species of intercrop ground cover plants. These plants play an important role in
protecting and preserving root vegetables. Oat, rye, white mustard, tansy phacelia, buckwheat, spring
vetch, oil radish, sunflower and mixtures of pulses are used in mulching the soil. Intercrop ground
cover plants properly modify the composition of soil microorganisms and can contribute to limited
occurrence of pathogenic fungi. The purpose of the studies was to establish the composition of the
populations of soil microorganisms in the cultivation of carrot considering different manners of soil
cultivation and with the use of tansy phacelia, spring vetch and oat as intercrop ground cover crops.
The total population of bacteria ranged from 3.55 x 106 to 10.98 x 10° cfu in 1g of soil d.w. The use of
oats and spring vetch as cover crops in the cultivation of carrot had a positive effect on the population
of bacteria from the genera of Bacillus and Pseudomonas in the soil. The greatest population of total
bacteria occurred in 1g of soil d.w. from the experimental combination where oats was the cover
crops. The system of cultivation had no significant effect on the population of bacteria and fungi in
the soil. The most total fungi was observed in 1g d.w. of the control soil, i.e. cultivated without any
cover plant. The species composition of fungi isolated from the soil of particular experimental
combinations was varied. Among the fungi considered to be pathogenic, species from the genera of
Alternaria, Fusarium, Pythium, Rhizoctonia and Sclerotinia were isolated. Fusarium oxysporum proved
to be the dominating one. The largest number of isolates of the enumerated fungi were isolated from
the conventionally cultivated soil and after the mulch of tansy phacelia plants.
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Zrdznicowanie genetyczne szczepow gatunku Fusarium oxysporum przy uzyciu metody
MP-PCR
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Ocene zrdéznicowania genetycznego izolatéw Fusarium oxysporum przeprowadzono w 2016 r.
Pieédziesigt szes¢ izolatow tego grzyba pochodzito z badan witasnych (izolaty z lisci, todyg, korzeni i
gleby ryzosferowej pomidora), a osiem izolatéw referencyjnych otrzymano z Banku Patogendw Roslin
IOR Poznan (izolaty z ziemniaka z Polski i pomidora z Francji, Izraela i Holandii). Badanie analizy
polimorfizmu DNA przeprowadzono metodg MP-PCR (Malting Profiles PCR). Genomowy DNA F.
oxysporum wyizolowano z kultur jednozarodnikowych hodowanych na agarze glukozowo-
ziemniaczanym (PDA Difco). Podobieristwo genetyczne pomiedzy izolatami oszacowano zgodnie ze
wzorem Dice. Na podstawie polimorfizmu produktéw DNA opracowano wskaznik podobienstwa (SI) i
dendrogram UPGMA. Wsréd badanych szczepdw F. oxysporum wydzielono osiem gtéwnych skupien.
Najliczniejsze dwie grupy obejmowaty po 11 izolatdw, a najmniej liczna 2 izolaty. Szczepy referencyjne
uzyskane z BPR grupowaty sie w zaleznosci od rodzaju rosliny zywicielskiej i roznity sie od izolatow
rodzimych. Izolat referencyjny 2026 pochodzacy z Francji (z pomidora), znajdowat sie poza obrebem
wszystkich innych grup, wykazujgc najmniejsze podobienstwo wzgledem pozostatych szczepow.
Sredni wskaznik podobieristwa dla wszystkich badanych izolatéw wynosit 0,780. W obrebie populacji
F. oxysporum stwierdzono wysoki stopienn zréznicowania genetycznego, a duza réznorodnosé
genetyczna badanych izolatéw nie zalezata od miejsca ich pochodzenia i rodzaju rosliny zywicielskiej.

Genetic diversity of Fusarium oxysporum strains using the MP-PCR method

The analysis of genetic diversity of Fusarium oxysporum species was made in 2016. Fifty-six
isolates of this fungus were obtained as a result of own research conducted in 2015-2016 (isolates
from leaves, stems, roots of tomato and rhizosphere), and eight reference isolates obtained from the
Plant Pathogens Bank of Institute of Plant Protection in Poznan (isolates from potato from Poland and
tomato plants from France, Israel and the Netherlands).The study was based on analysis of DNA
polymorphism using MP-PCR (Malting Profiles PCR). The genomic DNA of F. oxysporum was isolated
from one-spores cultures grown on potato glucose agar (PDA Difco). The genetic similarity between
allisolates was estimated according to the Dice formula. The resulting polymorphism of DNA products
has been used to create a similarity index (SI) and construction of the UPGMA dendrogram. Among
the studied strains of F. oxysporum, eight main clusters were isolated. The most numerous two groups
included 11 isolates each of them. The smallest cluster included only 2 strains. Reference strains
obtained from the BPP were grouped depending on the type of host plant from which they were
isolated and they differed from others own isolates. Reference isolate 2026 from France, isolated from
tomato plants, was outside all other groups and had the smallest similarity to other studied strains.

The average Sl for all tested isolates was 0.780. Within the F. oxysporum population, a high
degree of genetic diversity was found, and the large genetic diversity of the studied isolates did not
depend on the place of their origin and type of host plant..
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Zréznicowanie taksonomiczne grzybow endofitycznych roslin wrzosu zwyczajnego
Calluna vulgaris L. Hull

Lidia Sas Paszt, Anna Lisek, Edyta Derkowska, Beata Sumorok, Pawet Trzcinski

Instytut Ogrodnictwa
ul. Konstytucji 3 Maja 1/3, 96-100 Skierniewice

Opracowanie bioproduktéw wzbogaconych mikrobiologicznie, przeznaczonych do uprawy roslin z
rodziny wrzosowatych (Ericaceae Juss.) wymaga izolacji i identyfikacji pozytecznych mikroorganizméw
wptywajacych korzystnie na wzrost i plonowanie roslin. Celem badan byta identyfikacja 30
endofitycznych izolatéw grzybow pozyskanych z korzeni roslin wrzosu zwyczajnego (Calluna vulgaris
L. Hull). Identyfikacje przeprowadzono w oparciu o analize sekwencji regionu ITS genu
rybosomalnego. Zidentyfikowano izolaty grzybow endofitycznych roslin wrzosu zwyczajnego do
rodzajéw Phialocephala, Trichoderma, Mycena, Paraconiothyrium, Varicosporium, Mortierella,
Chaetomium, Cystodendron, Mucor, Penicillium, Byssochlamys oraz Fusarium. Okreslono
przynaleznos¢ wyizolowanych grzybéw do gatunkéw Phialocephala fortinii (6 izolatow), Mycena
galopus (1 izolat), Trichoderma sp., (1 izolat) oraz Paraconiothyrium sp. (4 izolaty). Wstepne testy
przeprowadzone na roslinach wrzosu zwyczajnego wskazujg na mozliwos¢ zastosowania w uprawie
roslin kwasolubnych 12 izolatéw grzybow endofitycznych z rodziny wrzosowatych zasiedlajgcych
korzenie wrzosu zwyczajnego (Calluna vulgaris L. Hull). W celu potwierdzenia przydatnosci tych
izolatdow grzybédw w uprawie roslin kwasolubnych niezbedne jest przeprowadzenie doswiadczen
polowych nad ich wptywem na wzrost i plonowanie kwasolubnych roslin ogrodniczych, takich jak
boréwka wysoka, zurawina wielkoowocowa, rézanecznik, wrzos oraz wrzosiec.

Taxonomic differentiation of endophytic fungi of common heather Calluna vulgaris L.
Hull

The development of microbially enriched bioproducts intended for the cultivation of plants of the
heather family (Ericaceae Juss.) requires the isolation and identification of beneficial microorganisms
that favourably affect the growth and yielding of plants. The aim of the study was to identify 30
endophytic fungal isolates obtained from the roots of heather plants (Calluna vulgaris L. Hull). The
identification was performed based on sequence analysis of the ITS region of the ribosomal gene. The
isolates of endophytic fungi of heather plants were identified to the genera Phialocephala,
Trichoderma, Mycena, Paraconiothyrium, Varicosporium, Mortierella, Chaetomium, Cystodendron,
Mucor, Penicillium, Byssochlamys and Fusarium. The isolated fungi were found to belong to the
species Phialocephala fortinii (6 isolates), Mycena galopus (1 isolate), Trichoderma sp. (1 isolate) and
Paraconiothyrium sp. (4 isolates). Preliminary tests performed on heather plants indicate the
possibility of using 12 isolates of endophytic fungi of the heather family inhabiting the roots of
common heather (Calluna vulgaris L. Hull) in the cultivation of acidophilic plants. In order to confirm
the usefulness of these fungal isolates in the cultivation of acidophilic plants, it is necessary to conduct
field experiments on their influence on the growth and yielding of acidophilic horticultural plants, such
as highbush blueberry, large cranberry, azalea, heather and briar.
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Charakterystyka zewnatrzkomérkowej proteazy halotolerancyjnej bakterii Bacillus
pseudofirmus

Urszula Jankiewicz!, Pawet Wierzchowski', Joanna Grubich?, Maria Swiontek Brzezinska?,
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Mikotaja Kopernika w Toruniu

Proteazy [EC 3.4] to enzymy, zdolne do hydrolitycznej degradacji wigzan peptydowych nalezg do
najliczniejszej grupy wsréd enzymoéw komercyjnych. Ze wzgledu na aspekt aplikacyjny szczegdlna
uwage poswieca sie alkalicznym proteazom o szerokim zakresie specyficznosci substratowej i wysokiej
optymalnej temperaturze dziatania, co stwarza praktyczne mozliwosci zastosowania tych enzyméw w
detergentach lub w przemysle spozywczym. Dlatego celem prezentowanych badan byto oznaczenie
wtasciwosci zewnatrzkomorkowej proteazy syntetyzowanej przez B. pseudofirmus. Nasze badania
przeprowadzono na, oczyszczonej metodami chromatograficznymi proteazie, uzyskanej z
halotolerancyjnej bakterii Bacillus pseudofirmus. Bakteria zostata wyizolowana z sktadowiska
odpadéw posodowych w Janikowie. Oznaczenie aktywnosci proteolitycznej proteazy prowadzono z
uzyciem azokazeiny jako substratu Na podstawie uzyskanych wynikéw ustalono optymalne warunki
dziatania badanego enzymu: pH 9,5 oraz temperatura 60°C. Ponadto enzym wykazywat duza
stabilnos¢ w obecnosci detergentéw: Tween, SDS oraz Triton X-100 jak rowniez 3M NaCl. Omawiana
proteaza byta wysoce aktywna jedynie w obecnosci chlorku sodu w prébie. Dalsze badania wykazaty
ze jest to wysoce termostabilna proteaza serynowa. Uzyskane wyniki wstepne wskazujg na duzy
potencjat aplikacyjny badanego enzymu.

Characterization of extracellular proteases from halotolerant bacteria Bacillus
pseudofirmus

Proteases [EC 3.4] are enzymes that are capable of hydrolytic degradation of peptide bonds and
belong to the largest group among commercial enzymes Due to the application aspect, particular
attention is paid to alkaline proteases with a wide range of substrate specificity and high optimal
operating temperature, which creates practical application options for these enzymes in detergents
or in the food industry Therefore, the aim of the presented studies was to determine the properties
of extracellular protease synthesized by B. pseudofirmus. Our research was carried out on purified by
chromatographic methods protease. Bacillus pseudofirmus was obtained from alkaline wastes in
Janikowo. Determination of the proteolytic activity of the protease was carried out using azocasein as
a substrate. The optimal conditions for the enzyme tested were found: pH 9.5 and temperature 60 °
C. In addition, the enzyme showed high stability in the presence of detergents: Tween, SDS and Triton
X-100 as well as 3M NaCl. This protease was highly active only in the presence of sodium chloride in
the sample. Further studies showed that it is a highly thermostable serine protease. the points indicate
a large application potential of the enzyme.

65






POSTERY
METAGENOMIKA SRODOWISK
EKSTREMALNYCH



11l OGOLNOPOLSKIE SYMPOZJUM MIKROBIOLOGICZNE »METAGENOMY ROZNYCH SRODOWISK"
Lublin, 28 — 29 czerwiec 2018

Réznorodnos¢ Proteobacteria w glebie zanieczyszczonej BP Ultimate Diesel z technologia
ACTIVE obsianej Elymus elongatus

Agata Borowik, Jadwiga Wyszkowska, Jan Kucharski

Katedra Mikrobiologii, Wydziat Ksztattowania Srodowiska i Rolnictwa,
Uniwersytet Warmirnisko Mazurski w Olsztynie

Zanieczyszczenie gleby produktami ropopochodnymi, w tym olejem napedowym, narusza jej
homeostaze. Fakt ten sktonit do przeprowadzono badan, ktérych celem byto okreslenie réznorodnosci
bakterii w glebie poddanej presji oleju napedowego, ze szczegdlnym uwzglednieniem Proteobacteria.
Badania realizowano w dwéch seriach: gleba niezanieczyszczona i zanieczyszczona BP Ultimate Diesel
z technologia ACTIVE (DO). Jako rosline doswiadczalng wykorzystano Elymus elongatus. Aby
zrealizowac powyzszy cel w glebie niezanieczyszczonej i zanieczyszczonej DO okreslono réznorodnosé
taksonomiczng Procaryota. Analize metagenomiczng wykonano na podstawie sekwencjonowania
nastepnej generacji (NGS) technikg MiSeq (lllumina) (GENOMED S.A.). W wyniku badan stwierdzono,
ze sktad biocenozy bakteryjnej w probkach gleby niezanieczyszczonej i zanieczyszczonej olejem
napedowym byt zréznicowany. Dominujagcym taksonem w randze Phylum w obu glebach byty
Proteobacteria. W glebie niezanieczyszczonej stanowity one 43% wszystkich bakterii, a w glebie z
olejem napedowym - 69%. W glebie niezanieczyszczonej dominowaty Alphaproteobacteria, natomiast
w glebie zanieczyszczonej DO - Gammaproteobacteria. Wykazano okoto 43% wspolnych OTU w
prébkach gleby poddanej i niepoddanej presji DO.

Badania zostaty sfinansowane przez Narodowe Centrum Nauki (Projekt MINIATURA1) oraz ze Srodkéw
Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego na dziatalnos¢ statutowa.

Diversity of Proteobacteria in soil contaminated with BP Ultimate Diesel with active
technology, sown with Elymus elongatus

Soil contamination with petroleum products, including diesel fuel, disturbs its homeostasis. This
fact has prompted the authors to conduct a study to determine the diversity of bacteria in soil
subjected to the pressure of diesel fuel, with particular reference to Proteobacteria. The study was
carried out in two series, i.e. in a non-contaminated soil and in soil contaminated with BP Ultimate
Diesel with active technology (DO). The experimental plant used in the study was Elymus elongatus.
In order to achieve the above aim, the taxonomic diversity of Procaryota was determined in the non-
contaminated soil and in the soil contaminated with DO. A metagenomic analysis was carried out
based on next-generation sequencing (NGS) using the Illumina MiSeq technique (GENOMED S.A.). The
study revealed that the composition of bacterial biocenosis in the samples of non-contaminated soil
and in soil contaminated with diesel fuel varied. The dominant taxon within the Phylum range in both
soils were Proteobacteria. In the non-contaminated soil, they accounted for 43% of all bacteria, while
in the soil with diesel fuel they accounted for 69%. In the non-contaminated soil, Alphaproteobacteria
dominated, while in the soil contaminated with DO, Gammaproteobacteria were dominant. Approx.
43% of common OTUs were demonstrated in the soil samples subjected and non-subjected to DO
pressure.

This study was financed by funds of the National Science Centre (MINIATURA1 Project) and of the
Ministry of Science and Higher Education.
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Réznorodnos¢ Proteobacteria w glebie obsianej Elymus elongatus poddanej presji
benzyny bezotowiowej 98 BP Ultimate z technologig ACTIVE

Agata Borowik

Katedra Mikrobiologii, Wydziat Ksztattowania Srodowiska i Rolnictwa, Uniwersytet Warmirisko Mazurski w
Olsztynie

Uwzgledniajac fakt, ze z reguty Proteobacteria dominuja w glebach, przeprowadzono badania,
ktérych celem byto okreslenie réznorodnosci tych bakterii w glebie poddanej presji benzyny
bezotowiowej 98 BP Ultimate z technologig Active. Badania wykonano w doswiadczeniu
wegetacyjnym wazonowym. O réznorodnosci Proteobacteria wnioskowano na podstawie analizy
metagenomicznej probek gleby postugujac sie sekwencjonowaniem nastepnej generacji (NGS)
technikg MiSeq (Illumina), ktérg wykonano w firmie GENOMED S.A. W wyniku badan stwierdzono, ze
w glebie zanieczyszczonej benzyng bezotowiowa 98 BP Ultimate z technologig Active (UP) dominowaty
Alphaproteobacteria, nastepnie Gammaproteobacteria, Betaproteobacteria, a najmniej byto
Deltaproteobacteria, natomiast w glebie niezanieczyszczonej - Alphaproteobacteria, nastepnie
Betaproteobacteria, Gammaproteobacteria, a najmniej - Deltaproteobacteria. Najwieksze rdznice
miedzy obydwoma glebami wystgpity w réznorodnosci Alphaproteobacteria i Gammaproteobacteria.
Wspdlnych OTU w glebie niezanieczyszczonej i zanieczyszczonej UP byto 71%. Zanieczyszczenie gleby
UP przyczynito sie do eliminacji nastepujacych rodzin: Methylobacteriaceae, Cystobacterineae,
Chromatiaceae, Ectothiorhodospiraceae, Crenotrichaceae i Methylococcaceae.

Badania zostaty sfinansowane przez Narodowe Centrum Nauki (Projekt MINIATURA1) oraz ze Srodkdéw
Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego na dziatalnos¢ statutowa.

The diversity of Proteobacteria in soil sown with Elymus elongatus and subjected to
pressure of BP Ultimate Unleaded 98 with active technology

Since Proteobacteria are generally dominant in soils, a study was conducted to determine the
diversity of these bacteria in soil subjected to the pressure of BP Ultimate Unleaded 98 with active
technology. The study involved a vegetative pot experiment and the diversity of Proteobacteria was
determined based on a metagenomic analysis of soil samples, using next-generation sequencing (NGS)
with the lllumina MiSeq technique conducted at the GENOMED S.A. company. The study revealed that
in the soil contaminated with BP Ultimate Unleaded 98 with active technology (UP),
Alphaproteobacteria were dominant, followed by Gammaproteobacteria and Betaproteobacteria,
and Deltaproteobacteria were at the lowest levels, while in the non-contaminated soil,
Alphaproteobacteria dominated, followed by Betaproteobacteria and Gammaproteobacteria, with
the lowest levels of Deltaproteobacteria. The greatest differences between both soils occurred in the
diversity of Alphaproteobacteria and Gammaproteobacteria. 71% of common OTUs were noted in the
non-contaminated soil and in the soil contaminated with UP. Contamination of the soil with UP
contributed to the elimination of the following families: Methylobacteriaceae, Cystobacterineae,
Chromatiaceae, Ectothiorhodospiraceae, Crenotrichaceae and Methylococcaceae.

This study was financed by funds of the National Science Centre (MINIATURA1 Project) and of the
Ministry of Science and Higher Education.
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Réznorodnos¢ bakterii w srodowiskach glebowych z okolic Polskiej Stacji Polarnej
Hornsund (Arktyka)

Przemystaw Decewicz?, Mikotaj Dziurzyriskil, Adrian Géreckil, Piotr Golec?, Dorota
Gorniak?, Krzysztof Poszytek?, tukasz Dziewit!
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Okoto 80% biosfery Ziemi jest uznane za obszar permanentnie zimny, ze $rednig temperaturg
ponizej 5°C i to wtasnie ten czynnik uznaje sie za najbardziej limitujacy zycie na naszej planecie. W
niniejszej pracy prezentujemy wyniki badan bioréznorodnosci bakterii glebowych okolic Polskiej Stacji
Polarnej im. Siedleckiego w Hornsundzie na potudniowo-zachodnim Spitsbergenie w Arktyce. Préby
gleby pobrano na 6 stanowiskach: (i) obszar stacji (gleba podlegajaca antropopresji), (ii) wybrzeze
(wptyw morski), (iii) cyklicznie zalewana tundra (wptyw wody stodkiej, zwierzat i roslin), (iv) ,,sucha”
tundra (wptyw zwierzat i roslin), (v) $wiezo odstonieta morena lodowcowa (gleby proglacjalne) oraz
(vi) kolonia alczykow (gleby ornitogenne). Do oceny zréznicowania bakterii glebowych zastosowano
wysokoprzepustowe sekwencjonowanie nowej generacji NGS fragmentu V3-V4 genu 16S rRNA.
Uzyskane wyniki wykazaty bardzo duze zrdinicowanie bakteriocenozy glebowej. W badanych
probkach w zaleznosci od stanowiska zidentyfikowano od 713 do 896 operacyjnych jednostek
taksonomicznych (OTU, na poziomie 97% identycznosci). Najwieksza rdéznorodnos¢ bakterii
wystepowata w cyklicznie zalewanej tundrze oraz w antropogenicznie zmienionej glebie na placu
manewrowym stacji polarnej. Najmniejsza bioréznorodnos¢ bakterii wykazano w zasolonej glebie z
wybrzeza oraz zasobnej w azot ornitogennej glebie z kolonii alczykéw. Na podkreslenie zastuguje
wysokie podobienstwo struktury bakteriocenozy oraz sktadu dominujgcych fylotypow w glebie z
wybrzeza i ,,suchej” tundry oraz ,mokrej” tundry i gleby z alczykowiska.

Bacterial diversity in soils samples from Polish Polar Station Hornsund (Arctica)

About 80% of Earth’s biosphere is permanently cold with temperature below 5°C, thus
temperature is thought to be the most life-limiting factor on the planet. In this work we present the
study of bacterial diversity of soil samples, collected from the surroundings of Polish Polar Station
Hornsund in Arctica, which include (i) station’s neighborhood (with anthropogenic influence), (ii)
coastal region (sea influence), (iii) regularly flooded tundra (influence of sweet water, animals and
plants), (iv) “dry” tundra (influence of animals and plants), (v) freshly uncovered glacial moraine
(proglacial soil) and (vi) little auk colony (ornithogenic soil). The samples were analyzed to discover
bacterial diversity through the sequencing analysis of V3 V4 region of 16S rRNA marker gene. As the
result, we observed high diversity of bacteria and identified 713 to 896 OTUs (based on 97% identity)
in each sample. The highest diversity has been observed in regularly flooded tundra and the
neighborhood of the station, while the lowest was in samples from the sea coast and little auk colony.
What is interesting, based on taxonomic and abundance information the samples from the coastal
region and “dry” tundra and analogously regularly flooded tundra and little auk colony were
reciprocally most similar.
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Plazmidy bakteryjne i ich ekologiczna rola w arktycznej wiecznej zmarzlinie
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Horyzontalny transfer gendw jest gtdwnym czynnikiem ksztattujgcym réznorodnosé i
wptywajacym na adaptacje bakterii do zmieniajgcych sie warunkéow srodowiska. Wieczna zmarzlina z
uwagi na unikatowe cechy, tzn. matg liczebnos¢ bakterii, mozaikowos¢ struktur glebowych, zmiennosé
czynnikéw srodowiskowych oraz naprzemienne cykle zamarzania i rozmarzania stanowi doskonaty
model badawczy do badan przystosowania mikroorganizmoéw do zmiennych warunkéw srodowiska.
Dotychczasowa wiedza na temat plazmidomu z rejonéw polarnych opiera sie na analizie plazmidéw
wyizolowanych z czystych kultur bakteryjnych lub prébek metagenomicznych. Niewiele wiadomo
natomiast o catkowitej informacji genetycznej zapisanej w metaplazmidomie srodowisk polarnych. W
celu zbadania metaplazmidomu wiecznej zmarzliny z Arktyki, wykonano hodowle wzbogacajace, a
nastepnie sekwencjonowanie NGS prébek pobranych z dwdéch stanowisk znajdujgcych sie na wyspie
Samylov, na Syberii. Nastepnie za pomocg programu MAISEN przeprowadzono adnotacje strukturalng
oraz funkcjonalng uzyskanych kontigdw. Analiza sekwencji plazmidowych wykazata ich najwieksze
podobienstwo do genomdw bakterii z rodzaju Acinetobacter, Pseudomonas, Serratia oraz
Janthinobacterium. Zsekwencjonowane plazmidy s3 prawdopodobnie zdolne do transferu
koniugacyjnego (obecnos¢ gendw tra). Ponadto zidentyfikowano w ich genomach geny gwarantujace
odpowiedz bakterii na czynniki stresowe w tym, antybiotyki (geny kodujace pompy wielolekowe [SMR,
RND]), jony metali ciezkich (np. geny CzcD, TerC) oraz promieniowanie UV (moduty umuCD).

Bacterial plasmids and their ecological role in Arctic permafrost environment

Horizontal gene transfer serves as a major force shaping bacterial diversity and adaptation.
Permafrost soil, with its low biomass, spatial heterogeneity, strong environmental fluctuations and
freezing/thawing cycles, makes it an interesting microbial environment when studying the response
of the microbial community to changing environmental conditions. Sequencing of plasmids and
genomes has provided insight into plasmid-mediated plasticity of soil bacteria. However knowledge
on the total environmental plasmid abundance and diversity in Arctic is scarce. Enrichment culturing,
DNA sequencing and subsequent structural and functional annotation using MAISEN was applied for
sequenced metaplasmidome from two sites of Samoylov Island, Siberia. Analysis of plasmid
sequences revealed the highest similarity with genomic sequences of bacteria of the genus
Acinetobacter, Pseudomonas, Serratia and Janthinobacterium. The analysed plasmid showed high
potential for mobilization (the presence of tra genes) and involvement in microbial stress tolerance
(multidrug efflux systems [SMR, RND], heavy metal resistance genes [e.g. CzcD, TerC], and UV
resistance systems (umuCD modules).
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Analiza mikroorganizméw tworzacych biofilmy w srodowiskach ekstremalnych
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Mikroorganizmy w $rodowisku mogg wystepowaé w postaci, pojedynczych komérek, jednakze
poprzez tendencje do adsorpcji na granicy faz moga tworzy¢ skupiska otoczone macierza
zewnatrzkomorkowa. Biofilmy odgrywaja istotng role w srodowisku naturalnym. Struktura biofilmu
jest zwigzana z czynnikami $srodowiskowymi, w jakich wzrasta, geochemia podfoza czy udziatem
poszczegblnych gatunkéw mikroorganizméw wchodzgcych w jego sktad. W celu przetrwania,
spotecznosé ta wytwarza pozakomorkowo biopolimery, EPS (extracellular polymeric substances).
Forma takiego wspotzycia chroni drobnoustroje przed niekorzystnymi warunkami Srodowiska —
szokiem osmotycznym, ekspozycjg na zwigzki toksyczne czy promieniowaniem UV. Ztozonosci
biofilméw wymaga kompleksowosci badan oraz implementacji najnowszych technik biologii
molekularnej (sekwencjonowanie nowej generacji), technik mikroskopowych (Cryo-SEM) oraz analiz
geochemicznych, opisujgcych teren, z jakiego prébki zostaty pobrane.

Analyses of microorganisms able to live as a biofilm in the extream environments

Bacteria that live in the environment are able to growth not only as planktonic cells, but they
prefer to live as a very complex structure, called biofilm. It is a consortium of microorganisms that is
protected through secretion of extracellular polymeric substances (EPS). Thus, they are being resistant
from low pH, UV radiation or toxic elements present in the environment. Complexity of such
community requires sophisticated analyses, such as: new generation sequencing, high resolution
microscopy techniques (Cryo-SEM) as well as geochemical analyses of the environment that biofilms
are able to growth.
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Profil taksonomiczny grzybow zasiedlajacych metal z XVI-XVIII wieku

Katarzyna Rajkowska?!, Anna Otlewska?, Patricia Guiamet??3, Beata Gutarowska?

!Instytut Technologii Fermentacji i Mikrobiologii, Wydziat Biotechnologii i Nauk o Zywnosci, Politechnika tédzka
2Instituto de Investigaciones Fisicas Quimicas Aplicadas (INIFTA), Departamento de Quimica, Facultad de Ciencias
Exactas, UNLP, CCT La Plata-CONICET, La Plata, Buenos Aires, Argentina
3Facultad de Ciencias Veterinarias, UNLP, La Plata, Buenos Aires, Argentina

Analiza bioréznorodnosci grzybow zostata przeprowadzona dla trzech prébek archeologicznego
metalu, przechowywanych w Depozycie 25 Muzeum Nauk Naturalnych w La Plata, Argentyna. Dwie
prébki metalu pochodza z okresu kolonialnego, ze stanowiska archeologicznego w prowingji
Catamarca w potnocnej czesci Argentyny. Trzecia prébka metalu datowana jest na XVI-XVII wiek i
stanowita prawdopodobnie element kregu, stuzacego do przygotowania potraw, bedgcego czescig
kuchni lub patio domu. Prébka pochodzita z prowincji Santiago del Estero "Monumento Imigrantes".
Celem badan byto zastosowanie analizy metagenomicznej na platformie Illumina
w ocenie roznorodnosci grzybéw kolonizujacych zabytkowy metal. DNA genomowe wyizolowano
bezposrednio z prébek metalu, a do konstrukcji bibliotek genéw zastosowano startery uniwersalne,
komplementarne do regionu ITS grzybéw. Dodatkowo prébki metalu analizowano przy uzyciu
skaningowego mikroskopu elektronowego z analizatorem EDX. W badanych prébkach metalu wykryto
od 22 do 28 rodzajow grzybdéw sklasyfikowanych do 12 klas. Dominowaty grzyby z klas
Dothideomycetes, Eurotiomycetes, Leotiomycetes i Saccharomycetes. We wszystkich badanych
prébkach stwierdzono takze obecnos$¢ Cryptococcus sp., reprezentujacego klase Tremellomycetes.
Analiza SEM-EDS wskazuje na wystepowanie zelaza (65,55 % wag.), tlenu (29,12 % wag.), wegla (1,82
% wag.) i krzemu (1,14 % wag.) w badanych prébkach metalu. Morfologia powierzchni metalu
Swiadczyta o jego korozji, a wykryte drobnoustroje wigzane sg z procesami biodeterioracji.

Taxonomic profile of fungi colonizing metal from the XVI-XVIII century

The analysis of fungi biodiversity was carried out for three archeological metal samples, stored in
Deposit 25 of the Museum of Natural Sciences of La Plata in Argentina. Two metal samples are from
the colonial period, and come from the archaeological site in the Catamarca province in the northern
part of Argentina. The third metal sample is dated to the XVI-XVII century and was probably a part of
the kitchen or the patio of a house and came from "Monumento Imigrantes", Santiago del Estero
Province in the northern part of Argentina.The research objective was to determine the diversity of
fungi inhabiting archeological metal. Genomic DNA was isolated directly from the metal samples.
Libraries were constructed using primer sets corresponding to ITS region of fungi. In addition, the
samples were analyzed with scanning electron microscopy and EDX. In the examined samples of
metal, 22 to 28 species of fungi which belonged to 12 classes were detected. The most abundant were
Dothideomycetes, Eurotiomycetes, Leotiomycetes and Saccharomycetes. In all tested samples the
presence of Cryptococcus sp. representing Tremellomycetes was also found. SEM-EDS analysis of
materials surfaces revealed the presence of iron (65.55 wt %), oxygen (29.12 wt %), carbon (1.82 wt
%) and silicon (1.14 wt %) in the tested metal samples. The morphology of the metal surface indicated
its corrosion, while detected microorganisms are known from their biodeterioration potential.

Acknowledgements. Sample 3 is being processed by Dr. A. Igareta CONICET Museum of Natural
Sciences of La Plata.
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Charakterystyka filogenetyczna szczepow Bradyrhizobium izolowanych z brodawek
korzeniowych Lotus corniculatus rosngcych na hatdach galmanowych

Marzena Sujkowska-Rybkowska?, Joanna Banasiewicz?, Tomasz Stepkowski?

Katedra Botaniki, Wydziat Rolnictwa i Biologii, Szkota Gtéwna Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie,
ul. Nowoursynowska 159, budynek 37, 02-776 Warszawa

2Samodzielny Zaktad Biologii Mikroorganizmoéw, Szkota Gtéwna Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie,
ul. Nowoursynowska 159, budynek 37, 02-776 Warszawa

Badane szczepy Bradyrhizobium pochodzity z brodawek korzeniowych Lotus corniculatus
(Fabaceae) wystepujacych na ponad 100-letniej Zn/Pb hatdzie galmanowej ,Bolestaw”. Po
przeprowadzeniu testu autentyzacji majacego na celu potwierdzenie ich zdolnosci symbiotycznych,
wyizolowane szczepy Bradyrhizobium zostaty poddane badaniom filogenetycznym. W tym celu
dokonano amplifikacji i sekwencjonowania fragmentu genu recA (kodujgcego rekombinaze A), ktory
jest powszechnie stosowanym markerem w badaniach filogenetycznych odnoszacych sie do
niesymbiotycznej czesci genomu ryzobium. Analiza sekwencji genu recA wykazata niski poziom
zréznicowania badanych izolatéw oraz wysokie podobienstwo do szczepdw zaliczanych do gatunku
Bradyrhizobium liaoningense. Gatunek ten nie zostat dotad opisany na obszarze Polski. Jak
przypuszczamy, obecnosc¢ tego gatunku moze by¢ wynikiem alkalicznego charakteru gleb, w ktdrych
badane szczepy Bradyrhizobium wystepuja. Amplifikacja i sekwencjonowanie fragmentu genu nifD
(kodujacego podjednostke alfa nitrogenazy) wykazato pokrewienstwo ze szczepami Bradyrhizobium
tworzacymi klad XVII, ktéry jest grupg obejmujaca szczepy wystepujgce gtéwnie na obszarach
tropikalnych. Najwieksze podobienstwo do badanych szczepéw wykazata sekwencja nifD szczepu
izolowanego z Acacia longifolia w Australii. Godnym podkreslenia jest fakt, iz do chwili obecnej, jedyna
grupy ktérej wystepowanie stwierdzono na obszarze Polski jest klad 1l, obejmujacy szczepy
Bradyrhizobium zakazajace przedstawicieli plemion Genisteae i Loteae. W odrdznieniu od kladu XVII,
klad Il wystepuje w Europie, Ameryce Pétnocnej i Potudniowej na obszarach charakteryzujgcych sie
klimatem umiarkowanym.

Phylogenetic properties of Bradyrhizobium strains isolated from Lotus corniculatus root
nodules growing on Zn/Pb tailings in Poland

Bradyrhizobium strains were isolated from nodules of Lotus corniculatus growing on Zn/Pb tailings
“Bolestaw” and subjected to phylogenetic analyses. Analysis of generated recA gene sequences
showed a low level of diversity among the Bradyrhizobium isolates and strains phylogenetic affinity
to Bradyrhizobium liaoningense species, which, what is worth mentioning, has not yet been described
in Poland. We suspect that the presence of this Bradyrhizobium species may result from the alkaline
character of the soil habitat to which this species seems to be adapted. Unexpectedly, the
amplification, sequencing and subsequent phylogenetic analysis of nifD gene fragment (encoding the
alpha-subunit of the nitrogenase) showed a relationship with Bradyrhizobium strains constituting
Clade XVII, a group that includes strains found mainly in tropical areas. The highest (97%) similarity of
Bradyrhizobium isolates showed to the nifD sequence of a strain isolated from Acacia longifolia in
Australia. It is worth emphasizing that until now, the only group which occurrence has been recorded
in Poland is Clade Il, a symbiotic gene group that comprises Bradyrhizobium strains infecting Fabaceae
species belonging to the Genisteae and Loteae tribes. Unlike Clade XVII, Clade Il occurs in Europe as
well as in temperate parts of North and South America.
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Charakterystyka konsorcjum metanotroficznego w warunkach zasolenia

Weronika Goraj, Zofia Stepniewska, lzabela Kieraga, Alicja Trzpil

Katolicki Uniwersytet Lubelski Jana Pawta I, Instytut Biotechnologii, Katedra Biochemii i Chemii Srodowiska,
ul. Konstantyndw 11, 20-708 Lublin, e-mail: weronikagoraj@kul.pl

Praca dotyczy konsorcjum metanotrofow i heterotroféw wyizolowanych z Kopalni Soli
»Wieliczka”. Metanotrofy stanowia podgrupe fizjologicznej grupy jakimi s3 metylotrofy.
Filogenetycznie, metanotrofy nalezg do a- lub y- Proteobacteria, ale sg tez przedstawiciele typéw
Verrucomicrobia i NC10. Halotolerancyjne i halofilne metanotrofy wyizolowano do tej pory z wody
morskiej, przybrzeznych lagun i kilku jezior sodowych. Celem badan byto rozpoznanie i
scharakteryzowanie spotecznosci metanotroféw i heterotroféw wystepujagcych w  skatach
otaczajacych ztoza soli w Wieliczce. Mikroorganizmy metanotroficzne wyizolowano z materiatu
skalnego i zidentyfikowano za pomocg sekwencjonowania nastepnej generacji (NGS) z
wykorzystaniem regionu V3-V4 genu 16S rRNA na platformie lllumina MiSeq (GENOMED S.A.).
Odpowiedz konsorcjum na rézne zasolenie (1-3% NaCl) zbadano w oparciu o zmiane profilu kwasow
ttuszczowych. Wyniki wykazaty, ze konsorcjum metanotroficzne byto zdominowane przez
metanotrofy zrodzajéw Methylomonas (48,848%), Methylomicrobium (15,6%) i Methylosinus
(0,194%) oraz heterotrofy nalezace do rodzajow: Niabella (9,375%), Xenophilus (2,379%), Opitutus
(1,744%) i Hyphomicrobium (1,290%). W wyniku stresu solnego odnotowano zmiane profilu kwaséw
ttuszczowych (C14:0; C15:0; C16:0; C16:1n7; C18:0; C18:1n9c+C18:1n9t; C18:2n6c) spotecznosci
metanotroféw co moze swiadczy¢ o zmianie proporcji w sktadzie konsorcjum.

Characterization of methanotrophs consortium in salinity conditions

This work concerns methanotrophs and heterotrophs consortium isolated from “Wieliczka” Salt
Mine. Methanotrophs are a subset of a physiological group of bacteria known as methylotrophs.
Phylogenetically, methanotrophs belong to a- or y- Proteobacteria, but there are also some
representatives affiliated as Verrucomicrobia and NC10 phylum. Halotolerant and halophilic
methanotrophs have been isolated from seawater, coastal lagoons, and several soda lakes. The aim
of this study was the recognition and characterization of methanotrophs and heterotrophs
community found in rocks surroundings Wieliczka salt deposits. Methanotrophic microorganisms
isolated from rocks material were identified by next generation sequencing (NGS) base on V3-V4
region of the 16S rRNA gene (GENOMED S. A.). The response of consortium to different salinity (1-3%
NaCl) was examined based on the change in the fatty acid profile. The results indicated that
methanotrophic consortium was dominated by methanotrophs from the genera Methylomonas
(48.848%), Methylomicrobium (15.636%) and Methylosinus (0.194%) and heterotrophs from the
genera: Niabella (9.375%), Xenophilus (2.379%), Opitutus (1.744%) and Hyphomicrobium (1.290%).
As a result of salt stress, a change in the acid profile C14:0; C15:0; C16:0; C16:1n7; C18:0;
C18:1n9c+C18:1n9t; C18:2n6¢c) of methanotrophs community was observed which can indicate a
change in the proportion of consortium composition.

Praca czesciowo powstata w wyniku realizacji projektu badawczego o nr DEC-2014/15/N/NZ8/00315
finansowanego ze srodkéw Narodowego Centrum Nauki.
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Analiza metagenomiczna biogazu produkowanego z kiszonki kukurydzianej i wywaru
zbozowego

Jacek Panek, Magdalena Frac, Agata Gryta, Nina Biliniska-Wielgus

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

Biogaz jest srodowiskiem, w ktérym na ogdt mikroorganizmy nie rozwijaja sie. Jednakze ze
wzgledu na uzdolnienia mikroorganizmoéw do tworzenia biofilméw podczas dtugotrwatego przeptywu
mozliwe jest ich wystepowanie w Srodowisku biogazu. Celem badan byto okreslenie sktadu
mikroorganizmow wystepujacych w biogazie. Eksperyment prowadzono w czterech seriach w
biogazowni rolniczej, przepuszczajac biogaz w ciggu 7 dni przez ptuczke wodng wypetniong solg
fizjologiczng. Mikroorganizmy wystepujace w biogazie w czasie przeptukiwania przez ptuczke wodna
osadzaty sie w soli fizjologicznej, z ktérej nastepnie przeprowadzono izolacje DNA. Analiza
metagenomiczna genu kodujgcego 16S rRNA zostata przeprowadzona na bazie hiperzmiennego
regionu V4 genu 16S rRNA. Analiza taksonomiczna wykazata, ze wiekszos¢ bakterii nalezata do
Proteobacteria (42,80-89,93%). Stwierdzono rdéwniez znaczny udziat bakterii, nalezacych do
Actinobacteria (24,15-25,35%). Wsrdd Proteobacteria znaczny udziat miaty Gammaproteobacteria
(37,53-81,30%), Betaproteobacteria (4,02-5,30%) i Clostridia (16,88%). Bakterie nalezgce do
Actinobacteria nalezaty do rodziny Propionibacteriaceae i rodzaju Propionibacterium.

Badania naukowe finansowane przez Narodowe Centrum Badan i Rozwoju w ramach Programu LIDER
2011-2014

Metagenomic analysis of biogas produced from corn silage and grain broth

In general biogas is an environment free of microorganisms. However due to the ability of
microorganisms to biofilms formation during long-term flow it is possible that microorganisms can
occur in a biogas environment. The aim of the study was to determine the composition of
microorganisms in biogas. The experiment was conducted in four replications in an agricultural biogas
treatment plant. Biogas flowed through a water scrubber with physiological saline during 7 days. The
microorganisms present in the biogas during flowing by the water scrubber settled in physiological
saline. Then DNA was isolated from the physiological saline. Metagenomic analysis of the 16S rRNA
gene was performed on the basis of the hypervariable region of the 16S rRNA gene. Taxonomic
analysis showed that most bacteria belonged to Proteobacteria (42.80-8.93%). Bacteria belonging to
Actinobacteria (24.15-25.35%) was also at high level in the samples. Among the Proteobacteria,
Gammaproteobacteria (37.53-81.30%), Betaproteobacteria (4.02-5.30%) and Clostridia (16.88%)
were dominant. Bacteria belonging to Actinobacteria represented Propionibacteriaceae family and
Propionibacterium genus.

Scientific work was funded from the budget for science by The National Centre for Research and
Development in Poland. LIDER Programme 2011-2014
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Promieniowce (Actinomycetes) gorskich ekosystemow trawiastych

Anna Pikulicka

Panstwowa Wyzsza Szkota Wschodnioeuropejska w Przemyslu

Celem pracy byto szczegétowe poznanie sktadu mikrobiocenotycznego populacji promieniowcéw
wystepujacych w  Srodowiskach glebowych gérskich ekosystemdw trawiastych na terenie
Bieszczadzkiego Parku Narodowego oraz ocena ich bioréznorodnosci. Badania wykazaty, ze
promieniowce wystepowaty w bardzo zréznicowanej liczebnosci, zaleznie od miejsca poboru préb tj.
rodzaju gleby i jej wtasciwosci, a takze od rodzaju szaty roslinnej i wysokosci n.p.m. Najwieksza
liczebno$¢ promieniowcdéw stwierdzano w glebach brunatnych wtasciwych i madach gérskich
wtasciwych w ekosystemach trawiastych tgk, Arrenatheretum elatioris i Lolio-Cynosuretum. Badania
ilosciowe nad wystepowaniem promieniowcéw w glebach tgk i potonin na terenie BAPN wskazujg, ze
ich ilosci s3 znacznie zréinicowane. Promieniowce w badanych ekosystemach trawiastych
wystepowaty w ilosciach od 15,57 — 135,80 jtk tys./g s.m. gleby. Najwieksze zréznicowanie gatunkowe
promieniowcéw sposrdéd badanych ekosystemdédw trawiastych stwierdzono w ekosystemach
Arrhenatharetum elatioris, a najmniejsze w ekosystemach Potentillo aureae-Festucetum airoides i
Tanaceto-Calamagrostietum arundinaceae. Z badanych gleb wyizolowano wiele szczepdéw
promieniowcéw, ktére zaliczono do 5 rodzajow, zidentyfikowano i oznaczono 36 gatunkdéw
promieniowcdw. Wykazano, ze badane srodowiska glebowe gorskich ekosystemoéw trawiastych BAPN
s duzym rezerwuarem promieniowcow, a ich wystepowanie jest powszechne. Praktycznie z kazdego
miejsc i z kazdej gleby na terenie BAPN wyizolowano promieniowce. Wyizolowane i oznaczone do
gatunku promieniowce poddano wielokierunkowej ocenie oznaczajac ich wtasciwosci fizjologiczne i
biochemiczne, uzywajac do tego celu wiele nowoczesnych testow i typowych standardowych badan
analitycznych wg Alef i Nannipieri [1995]. Badane gatunki promieniowcéw posiadaty szerokie
uzdolnienia biochemiczne i fizjologiczne do wykorzystywania, jako zrédto wegla i azotu réznych
zwigzkdw organicznych i nieorganicznych. Natomiast czynniki fizyko-chemiczne wptywaty w rézny
sposdb na badane gatunki promieniowcéw. Temperatura, odczyn i promieniowanie UV miaty
najwiekszy wptyw na ich wzrost i rozwéj. Reakcja promieniowcéw na pestycydy, metale ciezkie,
mykotoksyny, antybiotyki i substancje oleiste byta rdézna, zaleinie od gatunku. Z kolei ptyny
pohodowlane badanych gatunkéw promieniowcow stymulowaty wzrost roslin testowych. Nie
stwierdzono negatywnego oddziatywania ptynéw uzyskanych z hodowli wybranych promieniowcéw
na wzrost i rozwdj badanych roslin testowych. Te réznorodne wtasciwosci fizjologiczne i biochemiczne
promieniowcow oraz produkcja substancji biologicznie czynnych stwarza mozliwos¢ ich wykorzystania
w lecznictwie, rolnictwie, przemysle farmaceutycznym, spozywczym i biotechnologii.
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Actinomycetes (Actinomycetales) in mountain grassy ecosystems

The aim of the study was a detailed knowledge of the composition of the microbiocenotic
population of actinomycetes found in soil environments of mountain grassy ecosysyems in the
Bieszczady National Park and assess their biodiversity. Studies have shown that actinomycetes
occurred in a number of diverse, depending on the place of sampling, i.e. soil type and its properties,
as well as the type of vegetation and the height above the sea level. The greatest number of
actinomycetes was found in the brown soils proper and appropriate mountain alluvial soils in
ecosystems grassy meadows, Arrenatheretum elatioris and Lolio-Cynosuretum. Quantitative research
on the occurrence of actinomycetes in soils of meadows and pastures in the BNP indicate that the
amounts are considerably varied. Actinomycetes in the studied ecosystems grassy present in amounts
from 15.57 - 135.80 c.f.u thousand/g d.m. of soil. The greatest species diversity actinomycetes of the
respondents grassy ecosystems found in ecosystems Arrhenatharetum elatioris, and the smallest in
ecosystems Potentillo aureae-Festucetum airoides and Tanaceto-Calamagrostietum arundinaceae.
With investigated soils isolated many strains of actinomycetes, which included the 5 genera have been
identified and designated 36 species of actinomycetes. It has been shown that the tested soil
environment of mountain ecosystems, grasslands BNP is a large reservoir of actinomycetes, and their
occurrence is common. Practically from all places and in each of soil in the BNP were isolated
actinomycetes. Isolated and identified to the species actinomycetes were multi assessed by
determining their physiological and biochemical characteristics, using the modern test and the typical
standard analytical research by Alef and Nannipieri [1995]. The species of actinomycetes have broad
physiological and biochemical abilities to use as a carbon and nitrogen source various organic and
inorganic compounds. In contrast, physical and chemical factors influence in different ways the test
species of actinomycetes. Temperature, pH and UV radiation have the greatest impact on their growth
and development. Reaction actinomycetes on pesticides, heavy metals, mycotoxins, antibiotics and
oil substances varied, depending on the species. On the other hand, post-culture liquids species
studied actinomycetes stimulated the growth of the test plants. No negative impact fluid obtained
from a culture of actinomycetes selected on the growth and development of the examined test plants.
These various physiological and biochemical properties of actinomycetes and production of
biologically active substances creates the possibility of their use in medicine, agriculture,
pharmaceuticals, food and biotechnology.
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MALDI-TOF MS jako alternatywna metoda identyfikacji bakterii fermentacji mlekowej

Joanna Bucka-Kolendo?, Barbara Sokotowska?

lInstytut Biotechnologii Przemystu Rolno-Spozywczego im. Prof. Wactawa Dgbrowskiego w Warszawie,
Zaktad Mikrobiologii

Materiat biologiczny stanowito 12 szczepow bakterii fermentacji mlekowej (wyizolowanych z
produktéw spozywczych wykazujacych objawy zepsucia - soki, piwo, napoje i pieczywa. Przynaleznos¢
gatunkowa zostata okreslona przy uzyciu klasycznych metod mikrobiologicznych oraz na podstawie
amplifikacji genu 16S rDNA. Analize podobienistwa otrzymanych sekwencji 16S rDNA przeprowadzono
z wykorzystaniem programu GenBank. Typowanie metodg MALDI-TOF MS (Matrix Assisted Laser
Desorption lonization Time of Flight Mass Spectrometry), przeprowadzono z uzyciem systemu
identyfikacji drobnoustrojéow MALDI Biotyper. Na podstawie analizy widm biatek otrzymanych
mikroorganizmow, poréwnanych z biblioteka, zidentyfikowano otrzymane drobnoustroje do poziomu
gatunku. Identyfikacja LAB z wykorzystaniem analizy sekwencji odcinka 16S rDNA pozwolita przypisac
wszystkie badane szczepy na poziomie 99-100% identycznosci z baza danych GenBank. Poziom
identycznosci pozwolit na wiarygodng i jednoznaczng identyfikacje, odpowiednio: dwa szczepdw L.
plantarum, dwa L. rhamnosus, dwa L. backii, cztery L. brevis, 1 L. rossiae i 1 L. curvatus. Jednoczesnie
identyfikacja z wykorzystaniem techniki MALDI-TOF, w poréwnaniu do analizy 16S, pozwolita na
wiarygodng identyfikacje pieciu z dwunastu (5/12) badanych szczepdw: jedenl. plantarum, trzy L.
brevis i jeden L. rossiae. Rdéznicowanie szczepoéw metodg MALDI-TOF nie przyniosto oczekiwanych
rezultatéw (41,6% zgodnosci), moze to wynika¢ z zasobdéw bazy danych, w ktérej wyniki s3
poréwnywane. Aby zwiekszy¢ site identyfikacji metody MALDI-TOF MS nalezy rozszerzy¢ dostepng
liczbe widm biatek w bazie. Obecnie w celu wiarygodnego okreslania taksonomicznego badanych
bakterii fermentacji mlekowej, wydaje sie konieczne tgczenie techniki MALDI-TOF z metodami
genetycznymi.

MALDI-TOF MS as an alternative method for the identification of lactic acid bacteria

Biological material were 12 strains of lactic acid bacteria (isolated from food samples obtained
commercially from clients: juices, beverages, beers and bread).Species affiliation was define based on
the classical microbiological methods and 16S rDNA sequence analysis. Obtained sequences were
compared with sequences available from public database GenBank. To evaluate the alternative
method for identification of 16S rDNA sequence in LAB, the MALDI-TOF analysis was carried out with
the use of MALDI Biotyper system. Based on the analysis of the protein spectra, bacteria were
compared with the reference database and identified to the species level. With the comparative
analysis of 16S rDNA sequences, the taxonomic origin of the isolates were determined as 99-100%
identical with GenBank. The level of identity allowed to reliably identified strains as: two L. plantarum,
two L. rhamnosus, two L. backii, four L. brevis, one L. rossiae, one L. curvatus. The identification with
MALDI-TOF, in comparison to 16S, allowed to accurate identification only 5 of 12 strains: one L.
plantarum, three L. brevis and one L. rossiae. However the discriminatory power of MALDI-TOF
method was insufficient, only 41,6% of strains were correctly identify, what can be cause by the
present state of the database. To increase the discriminatory power of MALDI-TOF MS, the range of
available spectra in the database has to be sufficient. At this point the combination of MALDI-TOF MS
and genetic methods seems to be necessary for clarification of taxonomically problematic groups of
bacteria.
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Wptyw temperatury na wzrost bakterii z rodzaju Alicyclobacillus podczas
przednamnazania — metoda klasyczna i Real — Time PCR

Agnieszka Dekowska, Joanna Bucka-Kolendo, Barbara Sokotowska

Instytut Biotechnologii Przemystu Rolno-Spozywczego im. prof. Wactawa Dgbrowskiego, Zaktad Mikrobiologii

Wystepujace naturalnie w glebie i na owocach, termofilne, kwasolubnei przetrwalnikujace
bakterie z rodzaju Alicyclobacillus stanowig istotny problem w branzy sokowniczej. Przezywaja one w
standardowych warunkach pasteryzacji oraz niektére z nich wytwarzajg zwiazki, ktére wywotuja w
produktach niekorzystne zmiany sensoryczne, np. gwajakol. Zgodnie z Metodg IFU nr 12
przeznaczonej do wykrywania i identyfikacji Alicyclobacillus, bakterie te powinny by¢ inkubowane w
45 °C. Czas analizy tg metodg wynosi okotfo 15 dni, ze wzgledu na stosunkowo wolny wzrost bakterii.
Celem niniejszej pracy byta ocena wptywu temperatury na wzrost bakterii z rodzaju Alicyclobacillus,
za pomocg metod standardowych oraz Real-Time PCR. Materiat do badan stanowity probki sokéw
owocowych naturalnie zanieczyszczone bakteriami Alicyclobacillus, oraz soki kontaminowane
szczepami referencyjnymi. Badania przeprowadzono za pomocg klasycznych posiewdéw, oraz za
pomocy Foodproof Alicyclobacillus detection Kit (Biotecon) opartego o Real-Time PCR. Analize
dynamiki wzrostu szczepdw Alicyclobacillus przeprowadzono dla dwdéch temperatur, 45 °C i 50 °C.
Wyniki zebrane zaréwno za pomocg metod klasycznych, jaki Real-Time PCR, wskazaty, ze szybszy
wzrost bakterii z rodzaju Alicyclobacillus zachodzi w 50 °C. Dobranie bardziej optymalnej dla wzrostu
bakterii temperatury inkubacji, mogtoby skrdci¢ czas analizy, zaréwno w przypadku metod
klasycznych, jak i molekularnych.

Influence of temperature on the growth of Alicyclobacillus during the enrichment step -
classic method and Real - Time PCR

Naturally occurring in soil and on the fruits, thermophilic, acidophilic and sporeforming bacteria
of the genus Alicyclobacillus are a significant problem in the juice industry. They survive in the
standard pasteurization conditions and some of them produce compounds, such as guaiacol, that
cause adverse sensory changes in the products. According to the IFU Method No. 12 for the detection
and identification of Alicyclobacillus, these bacteria should be incubated at 45 ° C. The time of analysis
for this method is about 15 days, due to the relatively slow growth of the bacteria. The aim of this
study was to evaluate the influence of temperature on the growth of Alicyclobacillus, using standard
methods and Real-Time PCR. The testing material were the fruit juice samples naturally contaminated
with Alicyclobacillus, and juices contaminated with reference strains. The tests were performed by
classical methods, and by Real-Time PCR based Foodproof Alicyclobacillus detection Kit (Biotecon).

Analysis of the growth dynamics of Alicyclobacillus strains was carried out for two temperatures,
45 ° C and 50 ° C. The results collected both by classical methods and Real-Time PCR indicated that
the faster growth of bacteria from the genus Alicyclobacillus occurs at 50 °C. Choosing a more optimal
incubation temperature for bacterial growth could shorten the analysis time, both for classical and
molecular methods.
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Identyfikacja bakterii z rodzaju Alicyclobacillus za pomocg PCR-RFLP w oparciu o gen
gyrB

Agnieszka Dekowska, Barbara Sokotowska

Instytut Biotechnologii Przemystu Rolno-Spozywczego im. prof. Wactawa Dgbrowskiego, Zaktad Mikrobiologii

Bakterie z rodzaju Alicyclobacillus sa to Gram-dodatnie, przetrwalnikujace kwasolubne laseczki,
stanowigce naturalny sktadnik mikrobiomoéw glebowych. Przezywaja w standardowych warunkach
pasteryzacji, a niektére z nich sg przyczyna psucia sie sokow owocowych ze wzgledu na wytwarzane
przez nie zwigzki, np. gwajakol. Tradycyjne metody wykrywania i identyfikacji Alicyclobacillus zajmuja
kilkanascie dni i umozliwiajg wytgcznie rozréznienie pomiedzy gatunkami wytwarzajagcymi i nie
wytwarzajacymi gwajakol. Z tego powodu poszukuje sie szybszych i bardziej precyzyjnych metod. Gen
gyrB kodujacy podjednostke B gyrazy, jest jednym z gendw metabolizmu podstawowego i wystepuje
w genomie w jednej kopii. Celem pracy byta identyfikacja i charakterystyka szczepow Alicyclobacillus,
za pomoca metody PCR-RFLP w oparciu o gen gyrB. Materiatem badawczym byt genomowy DNA
szczepow Alicyclobacillus, wyizolowanych z krajowych sokéw owocowych oraz DNA szczepdw
referencyjnych. Profile RFLP uzyskane za pomocg dwéch z czterech stosowanych enzymoéw
restrykcyjnych (BsuRI i Hphl ) umozliwity rozréznienie wszystkich analizowanych gatunkéw w obrebie
rodzaju Alicyclobacillus oraz szczepéw referencyjnych. Okreslono réwniez, ze badane szczepy A.
acidoterrestris mozna podzieli¢ na 2 duze grupy. Analiza bakterii z rodzaju Alicyclobacillus za pomoca
PCR-RFLP w oparciu o gen gyrB okazata sie szybka i precyzyjng metodg, za pomoca ktorej mozliwa byta
identyfikacja i réznicowanie tych bakterii

Identification of Alicyclobacillus species using PCR-RFL, based on gyrB gene.

Alicyclobacilli are Gram-positive, sporeforming, acidophilic bacilli, which are a natural component
of soil microbiome. They survive in standard pasteurization conditions, and some of them cause
spoilage of fruit juices due to the compounds they produce, such as guaiacol. Detection and
identification of Alicyclobacillus by traditional methods takes about a dozen days and allows only to
distinguish between species producing and non producing guaiacol. Therefore, faster and more
precise methods are sought for. Encoding the gyrase subunit B, the gyrB gene is one of the
housekeeping genes and is present in the genome in one copy. The aim of the work was the
identification and characterization of Alicyclobacillus strains, using the PCR-RFLP method based on the
gyrB gene. The research material was genomic DNA of Alicyclobacillus strains, isolated from domestic
fruit juices, and DNA of reference strains. Profiles obtained using two of four tested restriction
enzymes (BsuRl and Hphl) enabled to distinguish between all analyzed species within the genus
Alicyclobacillus and reference strains. It was also determined that the strains of A. acidoterrestris can
be divided into two large groups. Analysis of bacteria from the genus Alicyclobacillus using PCR-RFLP
based on the gyrB gene proved to be a quick and precise method which enabled to identify and
differentiate these bacteria.
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Mikrobiom ektopasozytniczych roztoczy z rodziny Syringophilidae
(Acariformes: Prostigmata)

Eliza Gtowska®, Zuzanna Filutowska?, Kamila Romanowska?!, Mirostawa Dabert?

1Adam Mickiewicz University, Faculty of Biology, Department of Animal Morphology, 61-614 Poznan, Poland;
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2Adam Mickiewicz University, Faculty of Biology, Molecular Biology Techniques Laboratory, 61-614 Poznan,
Poland

Mikrobiom jest istotng czescig organizmu gospodarza. Bakterie zaopatrujg gospodarzy w sktadniki
odzywcze, warunkuja metabolizm, zapewniajg ochrone przed patogenami, manipulujg procesami
rozrodczymi, wptywajg na dobdr partnera i procesy ewolucyjne. Niektére grupy bakterii maja
znaczenie medyczne i/lub weterynaryjne. Jedng z grup stawonogdw, ktdre zastugujg na szczegdlng
uwage w kontekscie badan nad mikrobiomami, sg ektopasozyty ptakdw, roztocze dutkowe z rodziny
Syringophilidae (Prostigmata). Dutkowce sg interesujgce z kilku powoddw: (i) w wiekszosci populacji
obserwuje sie silnie zaburzong proporcje ptci (w kierunku ptci zenskiej), co sugeruje manipulacje
reprodukcyjng przy udziale bakterii endosymbiotycznych z rodzajéw Wolbachia i/lub Spiroplasma; (ii)
roztocze zywig sie limfa lub krwig i moga by¢ dodatkowo suplementowane przez bakterie; ponadto,
kontakt pasozytow z ptynami ustrojowymi zywiciela moze utatwiac transmisje bakterii; (iii) caty cykl
zycia roztoczy realizuje sie w obrebie izolowanej niszy (dutki), co umozliwia Sledzenie proceséw
kofilogenetycznych w uktadzie ptaki-roztocze-bakterie. Celem niniejszych badan byta analiza
mikrobiomdéw dutkowcow pasozytujgcych na ptakach wréblowych w Polsce. W oparciu o analize
sekwencji regionu V4 genu 16S rRNA dokonano detekcji bakterii endosymbiotycznych z rodzajéw
Wolbachia i Spiroplasma, jak réwniez wielu innych grup bakterii, a wsrdd nich taksonéw o
potencjalnym znaczeniu epidemiologicznym.

The microbiome of the ectoparasitic mites of the family Syringophilidae (Acariformes:
Prostigmata)

Microbiome is an essential component of the host organism. Bacterial communities provide
animals with numerous benefits, such as essential nutrients and defense against pathogens but also
affect mate choice and influence evolutionary features of their host. Some groups of bacteria have
medical and/or veterinary importance, i.e. pathogens using hosts as vectors for spreading of diseases.
In the light of the above, permanent bird parasites, such as quill mites (Prostigmata: Syringophilidae)
demand attention for several reasons: (i) strongly female-biased sex ratio, suggesting a potential
reproductive effect of Wolbachia or/and Spiroplasma; (ii) diet consisting of bird host subcutaneous
tissue (lymph, blood) that may require bacterial suplementation. Furthermore, bird host fluids may
facilitate bacterial transmission; (iii) tight associations with bird host enable investigating the spread
of the bacterium and co-phylogenetic patterns. Here, we sequenced the V4 region of the 16S rRNA
gene to investigate of microbiota of the quill mite species parasitizing passeriform birds in Poland. In
addition to Wolbachia, which we reported earlier, the quill mites harbor another reproductive
endosymbiont Spiroplasma as well as diverse and heterogeneous assemblage of bacterial
communities, including taxa of medical and veterinary importance.
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Charakterystyka molekularna i filogenetyczna szczepéw Bradyrhizobium izolowanych z
gleb laséw tropikalnych we wschodniej Nigerii

Agata Goryluk-Salmonowicz, Joanna Banasiewicz, Kamil Wachol, Tomasz Stepkowski

Samodzielny Zaktad Biologii Mikroorganizméw, Wydziat Rolnictwa i Biologii, Szkota Gtéwna Gospodarstwa
Wiejskiego w Warszawie

Bradyrhizobium jest dominujagcym rodzajem w obrebie bakterii brodawkowych,
charakteryzujacym sie najszerszym spektrum zakazanych grup Fabaceae oraz najwiekszym stopniem
zréznicowania, przede wszystkim na obszarach tropikalnych i subtropikalnych. Obszary te, a w
szczegblnosci potozone w poblizu réwnika w Afryce nalezg do najstabiej poznanych pod katem
wystepujacych tam grup ryzobium. W niniejszej pracy poddano analizie filogenetycznej 66 szczepdw
Bradyrhizobium pochodzacych z siedmiu probek gleby pobranych w gérskim-tropikalnym lesie
deszczowym we wschodniej czesci Nigerii. W tym celu uzyto siewek Macroptilium atropurpureum jako
putapek roslinnych. Wyizolowane i oczyszczone szczepy Bradyrhizobium poddano analizie
filogenetycznej z zastosowaniem metody MLSA (ang. multilocus sequence analysis). Jako pierwszy
marker genetyczny zastosowano gen metabolizmu podstawowego recA, a nastepnie analizowano gen
symbiotyczny nifD kodujgcy podjednostke alfa nitrogenazy. W oparciu o analize sekwencji genéw recA
skonstruowano drzewo obrazujgce filogenetyczne pokrewienstwo badanych szczepéw, stosujac
metode najwiekszej wiarygodnosci (ML ang. maximum likelihood). Na podstawie przeprowadzonych
analiz wyodrebniono 10 grup, z ktérych czes¢ wykazata pokrewienstwo do supergrupy Bradyrhizobium
japonicum (grupa |, I, 111§ 1V), a pozostate do supergrupy Bradyrhizobium elkanii.

Molecular and phylogenetic characterization of Bradyrhizobium strains isolated from
soil samples collected in tropical forest in eastern Nigeria

Bradyrhizobium is the dominant genus among root-nodule bacteria, characterized by the broadest
spectrum of infected Fabaceae groups and the highest level of diversity, primarily in tropical and
subtropical areas. These areas, in particular, those located near the equator in Africa, belong to the
least studied concerning the root-nodule bacteria. In this study, Bradyrhizobium strains originating
from root nodules of Macroptilium atropurpureum legume trap, grown in soils collected in mountain-
tropical rainforest areas in the eastern part of Nigeria were characterized. The isolated and purified
Bradyrhizobium cultures were subjected to phylogenetic analysis using the MLSA (multilocus
sequence analysis) method. As a first genetic marker, housekeeping recA gene was amplified and
sequenced. This step was followed by amplification and sequencing of the symbiotic nifD gene
encoding the alpha-subunit of nitrogenase. Based on partial sequences of recA gene, a maximum
likelihood method (ML) tree was inferred, illustrating the phylogenetic relationships among Nigerian
Bradyrhizobium isolates. These Nigerian isolates formed ten distinct groups, out of which four (groups
I, II, 1l and V) showed the affinity to Bradyrhizobium japonicum supergroup, whereas the remaining
six (V-X) clustered within Bradyrhizobium elkanii supergroup.
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Wptyw matrycy na identyfikacje bakterii z rodzaju Alicyclobacillus
metoda Real Time PCR
Joanna Bucka-Kolendo?, Agnieszka Dekowska?, Barbara Sokotowskat
Instytut Biotechnologii Przemystu Rolno-Spozywczego im. Prof. Wactawa Dgbrowskiego w Warszawie,
Zaktad Mikrobiologii

Bakterie z rodzaju Alicyclobacillus stwarzajg powazne problemy w przemysle sokowniczym. Ich
rozwoéj w duzej mierze zalezy od rodzaju soku-matrycy. Obserwowano wysoka inhibicje wzrostu tych
bakterii w sokach z czerwonych winogron, sliwek, zurawiny oraz koktajli i mieszanych sokach z
jabtek/winogron/wisni, jabtek/malin/winogron, jabtek/czerwonych winogron. Najpowszechniej
stosowanymi metodami do wykrywania i oznaczania Alicyclobacillus spp. jest metoda IFU No 12.
Jednakze ze wzgledu na jej czasochtonnos¢ (do 14 dni), producenci poszukujg nowych, szybszych
rozwigzan oznaczania bakterii z rodzaju Alicyclobacillus w produktach. Podjeto prébe oznaczenia
bakterii w réznych sokach przy réinych poziomach zanieczyszczenia metody RealTime PCR oraz
zestawem foodproof Alicyclobacillus Detection Kit (Biotecon Diagnostics). Wybrano 2 produkty (sok
bezposredni i zageszczony sok czarnej porzeczki) naturalnie zanieczyszczone bakteriami
Alicyclobacillus spp. (wstepnie inkubowane w dwdch temperaturach 45°C i 50°C) oraz 8 prébek
kontaminowanych, w celu zbadania hamujacego wptywu matrycy (bez wstepnej inkubacji). W soku i
zageszczonego soku z czarnej porzeczki, zaobserwowano hamowanie wzrostu bakterii, co
uniemozliwito ich identyfikacje. Sposrdd 8 kontaminowanych prébek (sok z granata, granat+czarna
porzeczka, granat+malina, malina, jarmuz, burak, nektar z czarnej porzeczki i zageszczony sok z aronii)
tylko zageszczony sok z aronii wykazywat wtasciwosci hamujace. Mozna zaobserwowaé wptyw
czynnikdw hamujgcych na wzrost drobnoustrojéw, co mogto by¢ przyczyng uzyskania wynikdow
fatszywie negatywnych w prébkach soku i zageszczonego soku z czarnej porzeczki oraz zageszczonego
soku z aronii. Jednak w przypadku soku z porzeczki, odnotowano znacznie szybszg mozliwos¢
identyfikacji bakterii (juz po 2 dniach) z wykorzystaniem techniki RealTime PCR i zestawu do
identyfikacji.
The effect of the matrix on the identification of bacteria from the Alicyclobacillus genus

with the use of Real Time PCR method

Bacteria of Alicyclobacillus species can cause serious trouble in juice industry. They growth largely
depends on the type of juice — the matrix. High growth inhibition of those bacteria has been observed
in juices from red grapes, plums, cranberries and cocktails and mix juices from apple/grapes/cherries,
apples/raspberry/grapes, apples/red grapes. The most often used method for identification purposes
is IFU No 12. However, based that it is time-consuming method (14 days), the producers are looking
for newer, faster ways to detect the Alicyclobacillus spp. bacteria in products. An attempt was made
to determinate the bacteria in various juices and contamination levels, with the use of RealTime PCR
method and a foodproof Alicyclobacillus Detection Kit (Biotecon Diagnostics). 2 products
(blackcurrant juice and concentrate) naturally contaminated with Alicyclobacillus spp. bacteria
(preincubated at two temperatures of 452C and 502C) and 8 samples contaminated, to investigate the
inhibitory effect of the matrix (without preincubation) were selected for analysis. In the case of
blackcurrant juice and concentrate, inhibitory effect of the matrix on the development and
identification of Alicyclobacillus spp. was observed. From among 8 contaminated samples
(pomegranate juice, pomegranate + black currant, pomegranate + raspberry, raspberry, kale,
beetroot, black currant nectar and concentrate from chokeberry) only concentrate of chokeberry
showed inhibitory properties. The influence of inhibitory factors on the growth of bacteria can be
observe, which could have resulted in false negative results in samples of blackcurrant juice and
concentrate and chokeberry concentrate. In the case of diluted currant juice, a significantly faster
identification of bacteria (already after 2 days) using the RealTime PCR technique and the
identification kit was observed.
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Identyfikacja zbiorowisk bakterii przenoszonych przez kleszcze za pomoca
sekwencjonowania metagenomu V4 16S rDNA

Justyna Liberska, Artur Trzebny, Mirostawa Dabert

Wydziatowa Pracownia Technik Biologii Molekularnej, Wydziat Biologii,
Uniwersytet im. Adama Mickiewicza w Poznaniu

Utrzymywanie sie patogendw odkleszczowych w habitatach miejskich moze wynika¢ ze
zréznicowania i fragmentacji Srodowiska i wystepowania duzej liczby matych zwierzat, ktére moga by¢
gospodarzami kleszczy. Celem pracy byta szybka identyfikacja réznorodnosci bakterii ze wskazaniem
na bakterie patogenne badZ potencjalnie chorobotwdrcze wystepujace w kleszczach zebranych z
terendw rekreacyjnych Poznania. W jednym podejsciu przeskanowano 375 kleszczy zebranych z
obszaréw rekreacyjnych. Osobniki doroste badane byly pojedynczo, a DNA form miodocianych
faczono po 3 osobniki. Bakterie wykrywano przy uzyciu uniwersalnych starteréw amplifikujgcych rejon
V4 16S rDNA i identyfikowano wykorzystujac system lon Torrent PGM oraz workflow V4 16S rRNA
dostepny w programie Geneious R10. Ogétem w kleszczach zidentyfikowano bakterie nalezace do 254
rodzin, w tym chorobotwdrczych nalezgcych do rodzajéw Anaplasma, Borrelia, Rickettsia oraz
Bartonella, a takze nienotowane dotad na terenie Poznania, Candidatus Neoehrlichia mikurensis oraz
Diplorickettsia massiliensis. Prezentowane wyniki wskazujg, ze zastosowana metoda identyfikacji
réznorodnosci  mikrobiologicznej umozliwia szerokie monitorowanie zoonoz bakteryjnych
wektorowanych przez kleszcze bez koniecznosci zmudnych prac laboratoryjnych.

Detection of microbial diversity in ticks using V4 16S rDNA metagenome sequencing

Urbanized areas even may increase opportunities for transmission of zoonotic diseases due to
higher temperatures and abundance of small and medium-sized mammals and birds participating in
maintenance of tick populations and serving as reservoirs of tick-borne pathogens. The present study
presents a rapid method for identification of potentially pathogenic bacterial species being members
of bacterial communities associated with ticks. In a single assay, we screened 375 ticks collected in
the city parks of Poznan; DNA samples extracted from adults were tested individually while larvae and
nymphs were pooled by three. Bacterial diversity were assessed using V4 16S rDNA metagenome
analysis. V4 regions were amplified using universal PCR primers and sequenced on lon Torrent PGM
system. Bacterial taxa were identified using a custom workflow in Geneious R10. In total, we found
bacterial DNA representing 254 bacterial families, including genera pathogenic for humans, as
Anaplasma, Borrelia, Rickettsia, and Bartonella, as well as unexpected bacterial pathogens in this area,
Candidatus Neoehrlichia mikurensis and Diplorickettsia massiliensis. Our method for screening of total
bacterial DNA by the use of V4 16S rDNA metagenome sequencing allows for easier and broader
monitoring of tick-borne pathogenic bacteria transmission risks.
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Bakteriobiota powietrza w pomieszczeniach gabinetu weterynaryjnego
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Ze wzgledu na charakter pracy (leczenie zwierzat oraz opieka nad zwierzetami), badane
srodowisko jakim s3 gabinety weterynaryjne, moze by¢ zanieczyszczone pod wzgledem
mikrobiologicznym. W zwigzku z tym gabinety weterynaryjne sg placéwkami, w ktérych weterynarze,
klienci i zwierzeta mogg by¢ narazeni na szkodliwe czynniki biologiczne. Celem badan byta ocena
bakteriologicznej jakosci powietrza w pomieszczeniach gabinetu weterynaryjnego, zlokalizowanego w
Krakowie. Pomiary bioaerozolu, wewnatrz pomieszczen oraz na zewnatrz budynku, wykonano w
sezonie letnim 2017 roku. Do badan uzyto 6-stopniowego impaktora Andersena. Najwyzsze stezenie
aerozolu bakteryjnego odnotowano w gabinecie zabiegowym. Odnotowano statystycznie istotne
roznice w stezeniu aerozolu bakteryjnego pomiedzy srodowiskiem wewnetrznym badanego gabinetu,
a ttem zewnetrznym. Na podstawie przeprowadzonej analizy stwierdzono istotne rdznice w
stezeniach aerozolu bakteryjnego pomiedzy poszczegdlnymi punktami pomiarowymi, w zaleznosci od
czasu poboru prébek powietrza. Na podstawie analizy krzywej rozktadu ziarnowego stwierdzono, ze
najwiekszy ,fadunek” bakterii moze dotrze¢ w uktadzie oddechowym cztowieka do rejonu jamy ustnej,
jamy nosowej, gardta, tchawicy i oskrzelikéw. W badanych pomieszczeniach dominujacymi grupami
mikroorganizmow byty laseczki z rodzaju Bacillus oraz Gram-dodatnie ziarenkowce z rodzaju
Micrococcus i Staphylococcus. Przeprowadzone badania potwierdzaja, ze gabinety weterynaryjne
moga by¢ miejscami pracy zwigzanymi z narazeniem na szkodliwe czynniki mikrobiologiczne.

Bacteriobiota of air at animal veterinary practice

Due to the nature of the work (animal treatment and care of animals) the environment of small
animal veterinary practice can be contaminated by microorganisms. Therefore, veterinary practices
are facilities, where veterinarians, clients and animals can be exposed to biological agents. The
objective of the study was to characterize the bacteriological quality of air in small animal veterinary
practice in Cracow. Bioaerosol measurements were performed during the summer season of 2017;
outdoor and indoor air in small animal veterinary practice were analyzed, using a 6-stage Andersen’s
air sampler. The highest concentration of bacterial aerosol was observed in the treatment room. There
were statistically significant differences in the concentrations of bacterial aerosol between indoor and
outdoor air. Also, the analysis showed that there were significantly higher airborne microbial loads in
different rooms at different measuring times of the day. Based on the analysis of bioaerosol particle
size distribution it was found that the largest "load" of bacteria, isolated form the air, can reach (in
the human respiratory system) to the region of the nasal and oral cavity, throat and trachea, as well
as bronchioles. In the indoor air, the predominant groups of microorganisms were rods of the Bacillus
genus and Gram-positive cocci from the Micrococcus and Staphylococcus genus. The study confirmed
that the small animal veterinary practice can be a workplace related to exposure to microbial agents.
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Gatunki Micromonospora wyizolowane z gleb pustyni Atakama
Magdalena Swiecimska®, Magdalena Wypij%, Lorena Carro?, Michael Goodfellow?,
Patrycja Goliriska?!

1Zaktad Mikrobiologii, Uniwersytet Mikotaja Kopernika w Toruniu
2School of Natural and Environmental Sciences, Newcastle University, Newcastle-upon-Tyne, UK

Nieliczne szczepy Micromonospora wyizolowano z gleb pobranych z dwdch lokalizacji w Cerro
Chajnantor w poblizu obserwatorium Atacama Large Millimeter Array (ALMA) na wschod od San
Pedro de Atacama w Chile. Szczepy 4G51, 4G53, 4G55 i 4G57 pozyskano z gleb pobranych z lokalizacji
ALMA 4, na wysokosci 4000 m n.p.m., a izolat 5R2A7 z gleby pobranej z lokalizacji ALMA 5, na
wysokosci 5046 m n.p.m. Szczepy promieniowcow wyizolowano wykonujac posiew zawiesiny
glebowej na podtozu Gauze 1 (szczepy z ALMA 4) i R2A (szczepy ALMA 5). Izolat 5R2A7 tworzyt kolonie
typowe dla Micromonospora, za$ szczepy pochodzgce z ALMA 4 rosty nietypowo, tworzac suche,
nitkowate kolonie, pokryte biatg grzybnig powietrzng. Analizy sekwencji genu 16S rRNA wykazaty, ze
izolaty 4G51, 4G53 and 4G57 tworzyty klad luzno zwigzany z Micromonospora costi, za$ pozostate
szczepy 4G55 i 5R2A7 byly najblizej spokrewnione z odpowiednio Micromonospora palomenae i
Micromonosora coriariae. Hybrydyzacja DNA/DNA oraz analizy wtasciwosci fenotypowych wykazaty,
ze szczepy 4G51 i 5R2A7 reprezentujg nowe gatunki Micromonospora, tym samym wskazujac, ze gleby
pustyni Atakama sg Zrédtem nieznanych promieniowcéw. Genomy nowych izolatdw zawieraty
potencjalnie nowe klastry genowe odpowiedzialne za synteze zwigzkow biologicznie czynnych,
wskazujac ze promieniowce rodzaju Micromonospora, pochodzace ze s$rodowisk ekstremalnych
powinny odgrywac wiekszg role w programach poszukiwania nowych, bioaktywnych metabolitéw.

Micromonospora species isolated from high altitude Atacama Desert soils

Small numbers of Micromonospora strains were isolated from two locations on Cerro Chajnantor
below the site of the Atacama Large Millimeter Array (ALMA) observatory east of San Pedro de
Atacama, Chile. The ALMA 4 strains (isolates 4G51, 4G53, 4G55 and 4G57) were collected at 4,000
metres and the ALMA 5 strain (isolate 5R2A7) from 5,046 metres by plating out soil suspensions onto
Gauze’s No 1 and R2A agar, respectively. The ALMA 4 strains were unusual as they formed dry,
filamentous colonies covered by white aerial hyphae while the ALMA 5 strain produced typical
micromonosporal - like colonies. 16S rRNA gene sequence analyses showed that isolates 4G51, 4G53
and 4G57 formed a clade that was loosely associated with the type strain of Micromonospora costi;
the remaining strains, isolates 4G55 and 5R2A7, were most closely related to Micromonospora
palomenae and Micromonosora coriariae, respectively. In silico digital DNA/DNA relatedness values
and extensive phenotypic data clearly showed that isolates 4G51 and 5R2A7 represent new species
of Micromonospora thereby showing that Atacama Desert soils are a rich source of novel filamentous
actinobacteria. The genomes of the novel isolates were found to contain putatively new biosynthetic
gene clusters adding to the view that micromonosporae from extreme habitats should feature more
prominently in bioprospecting campaigns.

Studies were supported by grant No. 2017/01/X/NZ8/00140 from the National Science Centre (NCN),
Poland
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Réinorodnos¢ grzybow w dtugoletnim doswiadczeniu mikropoletkowym

Jarostaw Grzadziel, Anna Gatazka

Instytut Uprawy Nawozenia i Gleboznawstwa — Paristwowy Instytut Badawczy, Zaktad Mikrobiologii Rolniczej,
ul. Czartoryskich 8, Putawy, jgrzadziel@iung.pulawy.pl

Zatozone w 1881 roku w Putawach doswiadczenie mikropoletkowe stanowi cenny obiekt
doswiadczalny dla wielu badan. W o$miu odseparowanych blokach zebrane sg rézne typy gleb,
charakterystyczne dla Polski, uprawiane w identyczny sposéb. Do niedawna prowadzone na nich
badania dotyczyty ogolnej liczebnosci bakterii i grzybéw, produktywnosci roslin, analiz
enzymatycznych czy wtasciwosci fizykochemicznych samych gleb. Od roku 2016 w Zaktadzie
Mikrobiologii Rolniczej prowadzone sg badania nad wptywem typu gleby na réznicowanie sie sktadu
mikrobiologicznego, z zastosowaniem nowoczesnych metod, takich jak sekwencjonowanie nastepnej
generacji, co pozwolito m.in. okresli¢ sktad bakterii tworzacych tzw. mikrobiom rdzeniowy,
charakterystyczny dla danego typu gleby. Kolejnym etapem badan byta analiza sktadu grzybow.
Dominujgcymi dla gleb kwasnych (rdzawe, brunatne dystroficzne) byty m.in. grzyby z rodzaju
Talaromyces, Fusarium i Cladophialophora, natomiast gleby dobre jakosciowo byty bogate w rodzaje
Plectosphaerella, Fusicolla i Tetracladium. Stwierdzono ze rodzaje takie jak Mortierella, Solicoccozyma
czy Mycosphaerella wystepujg we wszystkich glebach w podobnych ilosciach, niezaleznie od typu i
jakosci gleby.

Fungal biodiversity in long-term microplot experiment

The microplot experiment, established in 1881 in Putawy, is a valuable experimental facility for
many studies. In eight separated blocks different soil types, characteristic for Poland, are collected
and cultivated in the same way. To date, research was focused on the total number of bacteria and
fungi, plant productivity, enzymes activity and physicochemical properties of the soils themselves.
Since 2016, the Department of Agricultural Microbiology has been conducting research on the
influence of soil type on the differentiation of microbiological composition, using modern methods,
such as the next generation sequencing, which allowed, to determine the composition of bacteria
forming soil core biome, characteristic for a given soil type. The next stage of the study was the
analysis of fungi composition. Acidic soils (brunic arenosols, haplic cambisols) were dominated by
fungi of the genera Talaromyces, Fusarium and Cladophialophora, while good soils were rich in the
Plectosphaerella, Fusicolla and Tetracladium. Genera such as Mortierella, Solicoccozyma and
Mycosphaerella were found to be present in all soils in similar quantities, irrespective of soil type and
quality.

The research was conducted within the statutory activity of IUNG-PIB (1.20) and the frames of Task

1.4. Evaluation and formation of biodiversity of soil and microbial activity of soil with regard to habitat
conditions and management system. Multi — Annual Programme IUNG — PIB.
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Izolacja i identyfikacja rizobiowych i nie-rizobiowych szczepéw bakteryjnych
zasiedlajgcych brodawki korzeniowe zwyczajnego Laburnum mesenteroides

Monika Elzbieta Jach', Ewa Sajnaga®
IKatedra Biologii Molekularnej, Wydziat Biotechnologii i Nauk o Srodowisku, Katolicki Uniwersytet Lubelski Jana
Pawfa Il, ul. Konstantynéw 11, 20-708 Lublin
2Laboratorium Biokontroli, Produkcji i Aplikacji EPN, Interdyscyplinarne Centrum Badan Naukowych,
Katolicki Uniwersytet Lubelski Jana Pawta Il, ul. Konstantynéw 1J, 20-708 Lublin

Laburnum anagyroides Medik. ztotokap zwyczajny to popularny w Polsce krzew ozdobny nalezacy
do rodziny bobowatych. Wchodzgc w symbioze z bakteriami glebowymi nazywanymi rizobiami, roslina
ta ma zdolnos¢ tworzenia brodawek korzeniowych, w ktérych zachodzi wigzanie azotu
atmosferycznego przez bakterie. Z brodawek korzeniowych L. anagyroides rosngcych na terenie Polski
potudniowo-wschodniej wyizolowano 25 szczepdéw bakteryjnych, ktére poddano identyfikacji
molekularnej i charakterystyce fenotypowej. Analiza sekwencji genu 16S rRNA wykazata ze badane
izolaty nalezg w wiekszo$ci do rodzaju Bradyrhizobium (18 szczepdw), za$ pozostate do rodzajow
Tardiphaga, Paracoccus, Peanibacillus i Variovorax. Doktadng pozycje taksonomiczng
mikrosymbiontow ztotokapu zwyczajnego okreslono w oparciu o analize sekwencji czterech gendw:
atpD, recA, dnaK i ginll. Wykazata ona, ze badane bradyrizobia sg najblizej spokrewnione z
Bradyrhizobium icense, Bradyrhizobium paxllaeri, Bradyrhizobium jicamae, Bradyrhizobium lablabi,
Bradyrhizobium retamae i Bradyrhizobium valentinum, aczkolwiek tworzg oddzielng gataz na drzewie
filogenetycznym. Uzyskane wyniki $wiadczg o tym, ze bradyrizobia wraz ze szczepami nie bedgcymi
rizobiami zasiedlajg wspodlnie brodawki korzeniowe ztotokapu zwyczajnego, tworzac ztozony
fitomikrobiom, ktéory prawdopodobnie ma znaczny wptyw na zachowanie i kondycje rosliny
gospodarza.

Rhizobial and non-rhizobial bacteria residing within the common laburnum (Laburnum
mesenteroides) nodules

Laburnum anagyroides Medik, common laburnum, is a popular in Poland, decorative, shrub
belonging to the family Fabaceae. In symbiotic association with soil bacteria known as rhizobia, plant
of this species has an ability to form root nodules which allows bacteria to assimilate atmospheric
nitrogen. Twenty five bacterial strains were isolated from root nodules of L. anagyroides grown in
south-eastern Poland. These strains were molecularly identified and phenotypically characterised.
Sequence analysis of 16S rRNA gene showed that the isolates belong mostly to the genus
Bradyrhizobium (18 strains), while the others belong to the genus: Tardiphaga, Paracoccus,
Peanibacillus and Variovorax. Detailed taxonomic position of cammon laburnum microsymbionts was
assessed based on analyses of four loci: atpD, recA, dnaK i ginll. It showed that the tested
bradyrhizobia are phylogenetically closest to Bradyrhizobium icense, Bradyrhizobium paxllaeri,
Bradyrhizobium jicamae, Bradyrhizobium lablabi, Bradyrhizobium retamae, and Bradyrhizobium.
valentinum; however they constitute the distinct cluster on the phylogenetic tree. Our research
indicates that bradyrhiobia and other bacteria, which are not rhizobia are resident within root nodules
of laburnum, forming complex phytomicrobiome, which are likely to affect the behavior and fitness
of the host plant.
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Wystepowanie, identyfikacja gatunkowa i opornosc¢ na antybiotyki gronkowcow z
pomieszczen Rolniczego Centrum Ksztatcenia Ustawicznego w Czernichowie

Anna Lenart-Boron, Justyna Chrobak, Dagmara Drab, Iwona Hryniewicz

Katedra Mikrobiologii, Uniwersytet Rolniczy im. Hugona Kottataja w Krakowie

Stezenie bioaerozolu gronkowcowego zbadano w szesciu budynkach RCKU w Czernichowie, w
czterech porach roku, przy pomocy 6-stopniowego impaktora Andersena i podioza Chapmana.
Identyfikacje gatunkowa 35 izolatéw gronkowcow przeprowadzono technika MALDI-TOF, opornosé
na antybiotyki antybiogramu podstawowego i wybrane z rozszerzonego zbadano technika dyfuzyjno-
krazkowa. Najwyzisze stezenie bioaerozolu stwierdzano w cieletniku zimg, latem i jesienig oraz w
oborze zimg i jesienig. Najmniejsze stezenie gronkowcdéw obserwowano jesienig w stajni i na hali
sportowej. Najczesciej identyfikowanymi gatunkami gronkowcow byty Staphylococcus equorum
(34,3%) i S. succinus (25,7%). Nie stwierdzono obecnosci gronkowcdw chorobotwdrczych, jedynie S.
saprophyticus (n=1) jest patogenem oportunistycznym. Badanie lekoopornosci gronkowcéw
wykazato, ze jeden szczep (S. vitulinus) byt metycylinooporny. Najczesciej stwierdzano opornosé na
erytromycyne (36,4%), a nastepnie na klindamycyne (30,3%). Nie zaobserwowano szczepdw opornych
na trimetoprim/sulfametoksazol. Jeden z izolatéw (S. xylosus) pochodzacy z cieletnika byt oporny na
4 z siedmiu badanych antybiotykéw. Jednak najwiekszy udziat miaty szczepy wrazliwe na wszystkie
testowane antybiotyki (42,4%). Badania nie wykazaty ewidentnych zagrozen zdrowotnych dla oséb
przebywajgcych w badanych pomieszczeniach. Wysokie stezenia gronkowcéw w powietrzu
pomieszczen gospodarskich wynikajg ze specyfiki ich uzytkowania.

Occurrence, species identification and antibiotic resistance of staphylococci isolated
from the premises of the RCKU Agricultural Center of Continuous Learning in Czernichéw

The concentration of staphylococcal bioaerosol was analyzed in six buildings of the RCKU in
Czernichdw, in four seasons of the year, using a six-stage Andersen impactor and Chapman medium.
Species identification of 35 isolates of staphylococci was carried out using the MALDI-TOF mass
spectrometry and the resistance to antibiotics of basic antibiogram and the selected ones from
extended antibiogram was tested using a disk-diffusion technique. The highest concentrations of
bioaerosol were found in the calves-house in winter, summer and autumn. The smallest concentration
of airborne staphylococci was observed in autumn in the stable and sports hall. Staphylococcus
equorum and S. succinus (25.7%) were the most frequently isolated species. No pathogenic
staphylococci were found, except from S. saprophyticus (n=1) which is an opportunistic pathogen.
Antimicrobial resistance testing of staphylococci showed that only one strain (S. vitulinus) was
methicillin resistant. The resistance to erythromycin was most frequently detected (36.4%), followed
by clindamycin (30.3%). There were no strains resistant to trimethoprim/sulfamethoxazole. One of
the isolates (S. xylosus) derived from the calves-house was resistant to 4 of the seven antibiotics
tested. However, the highest share was observed for the strains susceptible to all tested
antimicrobials (42.4%). The conducted research did not show any obvious health risks for people
staying in the examined premises. High concentrations of airborne staphylococci in the farm premises
result from the specificity of their use.
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Synteza fitohormonow i aktywnos¢ deaminazy-ACC szczepdw z rodzaju Mortierella

Ewa Ozimek?, Jolanta Jaroszuk-Sciset!, Justyna Bohacz?, Teresa Kornittowicz-Kowalska?,
Agnieszka Hanaka®, Matgorzata Majewska?, Renata Tyskiewicz!, Artur Nowak!
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Uniwersytet Marii Curie Sktodowskiej, ul. Akademicka 19, 20-033 Lublin;
2Katedra Mikrobiologii Srodowiskowej, Pracownia Mikologiczna, Wydziat Agrobioinzynierii, Uniwersytet
Przyrodniczy, ul. Leszczyriskiego 7, 20-069 Lublin

Kwas indolilo-3-octowy (IAA), kwas giberelinowy (GA) oraz deaminaza-ACC degradujaca
bezposredni prekursor etylenu — ACC, naleza do regulatoréw wzrostu roslin syntetyzowanych przez
rosliny jak réwniez przez wiele mikroorganizmdw glebowych. Zbadano aktywnosci deaminazy-ACC
szczepodw Mortierella verticillata DEM 32 (MV DEM 32) i Mortierella antarctica DEM 7 (MA DEM 7), a
takze ich zdolno$¢ do syntezy fitohormondéw — IAA i GA. Hodowle szczepow Mortierella na
zmodyfikowanym podtozu ptynnym Czapek-Dox: (1) bez prekursora syntezy IAA tryptofanu -CDM; (2)
z 250pug Trp/mL -CDMyso oraz (3) z 500ug Trp/mL -CDMsgo inokulowano homogenatem grzybni o
liczebnosci (1#105jtk/mL) i inkubowano w 9°C, 15°C i 20°C. Pomiar stezenia fitohormondw i aktywnos¢
deaminazy-ACC okreslano w ptynach pohodowlanych po 1., 3., 5., 7.i 9. dniu inkubacji. Stezenie IAA
w hodowlach badanych szczepéw byto skorelowane z poczagtkowym stezeniem Trp i byty najwyzsze w
7.1 9. dniu inkubacji. Jedynie w hodowli szczepu MV DEM 32 na podtozu CDMsso w 15°C oznaczono
wyzsze stezenie IAA niz to oznaczone w hodowli na podtozu CDMsge. Natomiast zdolno$é do syntezy
GA stwierdzono juz po 24 godzinach w hodowlach obydwu badanych szczepédw Mortierella, a
najwyzsze stezenie fitohormonu oznaczono w 9-dniowych ptynach po hodowli szczepu MV DEM 32 w
209C i wynosito ono okoto 3 pug GA/mL. Aktywno$¢ deaminazy-ACC wykazywat jedynie szczep
MA DEM 7.

The synthesis of phytohormones and ACC-deaminase activity of Mortierella strains

The indolilo-3-acetic acid (1AA), gibberellic acid (GA) and ACC-deaminase degrading plant hormone
ethylene are plant growth regulators synthesized by plants as well as for many soil microorganisms.
The ability of Mortierella verticillata DEM 32 (MV DEM 32) and Mortierella antarctica DEM 7
(MA DEM 7) to synthesize ACC-deaminase and phytohormones was tested. The cultures of Mortierella
strains were grown on Chapek-Dox modified liquid media, (1) without tryptophan (Trp ethylene
precursor)-CDM; (2) with 250ugTrp/ml -CDM,so, and (3) with 500ug Trp/ml -CDMsqo inoculated with
homogenate of mycelia (about 110°cfu/mL) and incubated at 9°C, 15°C and 20°C. The
phytohormones concentration and ACC-deaminase activity were measured in 1., 3., 5., 7. and 9. days
filtrates of fungal cultures. It was found that the concentration of IAA in Mortierella cultures was
correlated with the initial concentration of Trp, and the highest amount of IAA was measured after 7.
and 9 day of incubation. Although MV DEM 32 strain incubated at 15°C on CDM;sp medium
synthesized higher amount of IAA than on the Chapek-Dox medium with higher initial dose of Trp
(CDMsgo). Both Mortierella strains started synthesizing GA after 24 hours of incubation with the
highest concentration of phytohormone in 9. days culture of MV DEM 32 in 20°C (about 3 ug GA/mL
1). Only MA DEM 7 strain has the ACC-deaminase activity.

Praca naukowa finansowana z projektu NCN Miniatura 1 - nr 2017/01/X/NZ9/00837

92



11l OGOLNOPOLSKIE SYMPOZJUM MIKROBIOLOGICZNE ,, METAGENOMY ROZNYCH SRODOWISK"
Lublin, 28 — 29 czerwiec 2018

Przynalezno$¢ gatunkowa i aktywnos¢ metaboliczna szczepédw Mortierella
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Identyfikacje gatunkowa dwdch izolatow pochodzacych z gleb Spitzbergenu przeprowadzono z
wykorzystaniem metod klasycznych okreslajgc cechy makroskopowe: wielko$¢, barwe (rewers, awers)
i strukture kolonii (w tym obecnos¢ koncentrycznych ptatéw lub paséw). Cechy mikroskopowe
oceniane w mikrokulturach to: ksztatt i wielko$¢ trzonkéw zarodnionosnych, zarodni i zarodnikow,
obecnosé¢ i morfologia chlamydospor. Tradycyjne metody identyfikacji oparte o cechy morfologiczne,
nie pozwalajg na jednoznaczne oznaczenie taksonomiczne szczepdw, ktdre nie zarodnikujag w
warunkach laboratoryjnych. ldentyfikacja gatunkowa na podstawie sekwencji ITS1, ITS4 rRNA
wykazata, ze otrzymane sekwencje nukleotydéw charakteryzowaty sie 100% podobienstwem i
pokryciem sekwencji do dwdch gatunkow: Mortierella antarctica i Mortierella verticillata. Do oceny
profilu metabolicznego szczepdw M. antarctica DEM 7 i M. verticillata DEM 32 wykorzystano system
Biolog FF MicroPlate. Po 7 dniach inkubacji w 20°C szczep MA DEM 7 wykazywat wysoki poziom
kataboliczny wiekszosci analizowanych zwigzkéw. Ponadto na podtozu PDA $rednice kolonii szczepow
MA DEM 7 i MV DEM 32, inkubowanych w: 4°C, 99C, 15°C jak i 20°C, w 7. dniu powiekszyty sie o ponad
60 mm, natomiast po tym samym czasie inkubacji w 28°C srednice kolonii szczepdw byty ponad 10-
krotnie mniejsze. Wykazano zdolnos¢ szczepow Mortierella do uruchamiania fosforu z jego
nieorganicznych form podczas wzrostu na podtozach z: fosforanem wapnia, fosforanem cynku i
hydroksyapatytem w 9°C, 15°C i 20°C, ponadto szczep MA DEM 7 syntezuje zwigzki kompleksujace
Fe*3.

The taxonomic classification and metabolic activity of Mortierella strains

The morphological identification of pure cultures of isolates from the Spitzbergen soils to the
genus and species level was accomplished using established procedures including macroscopic
characteristics, we determined: colony size; colony structure (the presence of concentric petals or
stipes). The microscopic observations were conducted in microcultures, we considered the
phenotypic traits: shape and size of sporangiophores, sporangia and sporangiospores, the presence
and morphology of chlamydospores. It is very difficult to identify the species, which fail to reproduce
under normal laboratory conditions, considering only morphological traits. Fungal species were
identified using ITS1, ITS4 region sequencing method. The ITS sequence of the isolates was 100%
identical to the Mortierella antarctica and Mortierella verticillata deposited in NCBI culture collection.
We used the Biolog FF MicroPlate for substrate utilization profile of Mortierella strains. The MA DEM 7
strain represented high catabolic level of most analyzed compounds at 7th day of inoculation in 20°C.
The diameters of fungal colonies growing on PDA medium at 4°C, 99C, 159C and 20°C after 7 days were
over 60 mm wider, at the same time of incubation at 28°C the diameters of fungal colonies were ten-
fold smaller. Mortierella strains: MA DEM 7 and MV DEM 32 are also able to solubilize calcium
phosphate, zinc phosphate and hydroxyapatite at 9°C, 15°C and 20°C. Mortierella antarctica DEM 7
strain synthetizing iron-chelating ligands.

Praca naukowa finansowana z projektu NCN Miniatura 1 - nr 2017/01/X/NZ9/00837
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Profil kwasow ttuszczowych mikrocyklicznych grzybéw rdzawnikowych
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Grzyby rdzawnikowe (Pucciniales) to wyspecjalizowane pasozyty roslin. Cechuje je skomplikowany
cykl Zzyciowy zwigzany czesto ze zmiang zywicieli i tworzeniem wielu (nawet pieciu) réznych rodzajéw
zarodnikdw. Dotad opisano siedem réznych typow cyklu zyciowego tych grzybow. Najprostszy majg
gatunki mikrocykliczne ktére produkuja zazwyczaj tylko teliospory i bazydiospory (bardzo rzadko
tworzg spermacja). Sprzyja to ich rozprzestrzenianiu sie (gatunki inwazyjne) i utatwia przetrwanie w
skrajnie niekorzystnych srodowiskach (gatunki arktyczno-alpejskie). Puccinia malvacearum to gatunek
inwazyjny, tworzacy na lisciach roslin z rodziny Malvaceae, brgzowoczarne telia. Celem badan byta
jakosciowa i ilosSciowa analiza sktadu kwaséw ttuszczowych teliospor P. malvacearum
przeprowadzona za pomocg chromatografii gazowo-cieczowej sprzezonej ze spektrometria mas
(GLC/MS). Zarodniki P. malvacearum zawieraty 25 rdéinych kwaséw ttuszczowych zaréwno
nienasyconych jak i nasyconych o prostym i rozgatezionym tancuchu, hydroksy kwasoéw,
dikarboksylowych oraz alkohol ttuszczowy. Wsréd nasyconych kwaséw dominowaty: C16:0 i 18:0,
ktére stanowity okoto potowy wszystkich zidentyfikowanych kwasdw. Teliospory charakteryzowaty sie
wysokg (30%) zawartoscig hydroksy (2-hydroksy, 9-hydroksy, 26-hydroksy) kwaséw, wsrdd ktdrych
dominowat 9-hydroxy 17:0 kwas ttuszczowy (13.9%). Na uwage zastuguje rowniez wystepowanie
dwéch rzadko spotykanych w przyrodzie dtugotaricuchowych kwasow: 1,24-24 dikarboksylowego i
1,26-26 dikarboksylowego. Mogg by¢é one wainymi chemotaksonomicznymi markerami P.
malvacearum.

Fatty acid profile of microcyclic rust fungi

Rust fungi (Pucciniales) are specialized parasites of plants. The have a complicated life cycle often
connected with changing the host and formation of many (even five) types of spores. Seven different
types of their life cycle have been described so far, with the simplest characteristic for microcyclic
species. They produce usually only teliospores and basidiospores (very rarely - spermatia). This
promotes their spread (invasive species) and facilitates survival in extremely unfavorable
environments (arctic-alpine species). Puccinia malvacearum is an invasive species that forms brown-
black telia on the leaves of plants from the Malvaceae family. The aim of the study was to carry out
qualitative and quantitative analysis of the fatty acid composition of P. malvacearum with the help of
gas-liquid chromatography coupled with mass spectrometry (GLC/MS). The spores of P. malvacearum
contained 25 different fatty acids both saturated and unsaturated with a straight and branched chain,
hydroxy acids, dicarboxylic acids, and fatty alcohol. C16:0 and 18:0, which accounted for
approximately half of all identified acids, dominated among saturated fatty acids. The teliospores
were characterized by high (30%) content of hydroxy (2-hydroxy, 9-hydroxy, 26-hydroxy) acids, among
which 9-hydroxy 17:0 fatty acid dominated (13.9%). Also noteworthy is the occurrence of two long-
chain acids rarely found in nature: 1.24-24 dicarboxylic and 1.26-26 dicarboxylic acids. They can be
important chemotaxonomic markers of P. malvacearum.
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Kwasy ttuszczowe jako markery diagnostyczne fitopatogennych grzybow
maczniakowych
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Grzyby maczniakowe nalezg do grupy mikroskopijnych fitopatogendw, ktére pokrywaja rosliny
biatym nalotem ztozonym ze strzepek grzybni, trzonkéw i zarodnikéw konidialnych oraz owocnikéw.
S3 obligatoryjnymi pasozytami — nie zabijaja swoich zywicieli, ale przy masowym porazeniu ostabiaja
rosliny i moga by¢ przyczyna powaznych strat w uprawach. Przy wykorzystaniu techniki chromatografii
gazowo-cieczowej sprzezonej ze spekrometrig mas analizowano jakosciowy i ilosciowy sktad kwasow
ttuszczowych grzybow tworzacych grzybnie zewnetrzng (Golovinomyces sordidus na Plantago major,
Erysiphe flexuosa, na Aesculus hippocastanum, Erysiphe convolvuli na Convolvulus arvensis) i
wewnetrzng (Phyllactinia guttata na Corylus avellana). Wszystkie gatunki cechuje duza heterogennos¢
profilu kwaséw ttuszczowych. Badane grzyby syntetyzowaty kwasy ttuszczowe o dtugosci taricucha od
8 do 32 atomdw wegla w czasteczce. Sposrod nasyconych kwasow ttuszczowych u grzybéw z rodzaju
Golovinomyces i Erysiphe dominowaty kwasy: C20:0, C18:0 i C16:0, natomiast u Phyllactinia guttata
C16:0, C18:0, C24:0i C22:0. Gatunki z rzedu Erysiphales, z wyjgtkiem G. sordidus charakteryzowaty sie
wysokg zawartoscia roznych alkoholi ttuszczowych (E. convolvuli 7,5%, E. flexuosa 6,4% i P. gutatta
5,8%). Kazdy z badanych grzybdw maczniakowych syntetyzowat charakterystyczny dla danego
gatunku alkohol ttuszczowy. Profil kwaséw ttuszczowych grzybéw maczniakowych moze zostaé
wykorzystany jako wazna cecha diagnostyczna nie tylko na poziomie rodzaju, ale réwniez i gatunku.

Fatty acids as diagnostic markers of phytopathogenic powdery mildew fungi

Powdery mildews belong to the group of microscopic phytopathogenic fungi which form white,
powdery coating consisting of mycelial hyphae, conidiophores, conidia, and ascocarps on infected
plants. They are obligatory parasites — they do not kill their hosts, but in severe infection can reduce
the growth and yield of plants. Using the gas-liquid chromatography technique coupled with mass
spectrometry, the qualitative and quantitative composition of fatty acids forming the outer
(Golovinomyces sordidus on Plantago major, Erysiphe flexuosa, Aesculus hippocastanum, Erysiphe
convolvuli on Convolvulus arvensis) and internal (Phyllactinia guttata on Corylus avellana) mycelium
was analyzed. All species are characterized by high heterogeneity of the fatty acid profile. The fungi
examined synthesized fatty acids with a chain length from 8 to 32 carbon atoms in the molecule. The
following saturated fatty acids dominated in the fungi of the genus Golovinomyces and Erysiphe: C20:
0, C18:0, and C16: 0, whereas C16: 0, C18: 0, C24: 0, and C22: 0 were dominant in Phyllactinia guttata.
Species from the order Erysiphales, with the exception of G. sordidus, were characterized by a high
content of various fatty alcohols (E. convolvuli 7.5%, E. flexuosa 6.4%, and P. gutatta 5.8%). Each of
the mildew fungi studied synthesized a fatty alcohol characteristic for the species. The fatty acid
profile of mildew fungi can be used as an important diagnostic feature not only at the level of the
genus, but also the species.
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Dynamika metaboliczna i charakterystyka Cerrena unicolor w warunkach hodowli SSF na
podtozu z trocin brzozowych
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Cerrena unicolor (gmatkowka szarawa) jest grzybem biatej zgnilizny drewna o duzym znaczeniu
ekologicznym i biotechnologicznym. Pomimo tego wiedza dotyczaca charakterystyki fenotypowej
tego grzyba oraz wptywu warunkéw srodowiska na metabolizm C. unicolor jest dos¢ niewielka. Celem
niniejszej pracy byta analiza profilu metabolicznego C. unicolor FCL139 w warunkach hodowli
stacjonarnej na podtozu z trocin brzozowych. Badania obejmowaty ocene aktywnosci metabolicznej
C. unicolor pod katem uzdolnienn do degradacji 190 réznych zrédet wegla i energii w oparciu o
wykorzystanie technologii Mikromacierzy Fenotypowych Biolog. Przeprowadzona analiza wykazata
duze zréznicowanie uzyskanych profili metabolicznych w obrebie badanych grup substratow. Analiza
proporcji pomiedzy poszczegdlnymi grupami zwigzkéw rozktadanych przez C. unicolor wykazuje
zdolno$¢ tego grzyba do metabolizowania poszczegdlnych grup w miare réwnych proporcjach.
Jednakze polimery okazaty sie by¢ grupa zwigzkdédw najchetniej rozktadanych przez C. unicolor.
Najwyzsze aktywnosci kataboliczne wykazano 7 dnia hodowli. Najwieksze tempo wzrostu grzyba
zaobserwowano gdy rafinoza, arbutyna, lakcitol (weglowodany), laminaryna, dekstryna, glikogen
(polimery), kwas sebacynowy i sukcynamowy (kwasy karboksylowe) stanowity jedyne zrédto wegla.

Projekt zostat sfinansowany ze srodkéw Narodowego Centrum Nauki przyznanych na podstawie
decyzji numer DEC-2013/09/B/NZ9/01829 oraz DEC-2014/15/B/NZ9/01990.

Metabolic dynamics and characteristics of Cerrena unicolor cultivated in SSF conditions
on birch sawdust substrate

Cerrena unicolor, commonly known as a mossy maze polypore, is a wood-degrading
basidiomycete with ecological and biotechnological importance. Although genomic and
transcriptomic analysis has provided new insights into C. unicolor ligninocellulose degradation, the
knowledge related to its phenotypic characterization and the effect of environmental conditions on
fungal metabolism has not been studied. Here we report analysis of the metabolic profile of C. unicolor
FCL139 cultivated in SSF (solid-state fermentation) conditions on a birch sawdust substrate. Biolog
Phenotype MicroArray (PM) technology was applied to obtain data on utilization of 190 carbon and
energy sources and mitochondrial activity of C. unicolor precultivated on a birch sawdust medium
during 10 days of incubation. The analysis revealed a broad variability of a substrate utilization profiles
within the studied groups of compounds. There was no clear correlation in metabolic preferences of
the fungus to a particular group of substrates. However, polymers constitute a group of the most
easily metabolized carbon sources. The highest catabolic activities were exhibited on the 7th day of
incubation. The highest growth rate of the fungus was observed when raffinose, arbutin, lactitol
(carbohydrates), laminarin, dextrin, glycogen (polymers), sebacic and succinamic acids (carboxylic
acids) were the sources of energy.

This work was supported by the National Science Centre (Poland) based on the decision number DEC-
2013/09/B/NZ9/01829 and DEC-2014/15/B/NZ9/01990.
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Molekularna identyfikacja szczepu Citrobacter wyizolowanego z jelita chrabaszcza
majowego o zdolnosciach antagonistycznych w stosunku do bakterii
entomopatogenicznych

Ewa Sajnaga, Marcin Skowronek, Waldemar Kazimierczak, Magdalena Lis

Laboratorium Biokontroli, Aplikacji i Produkcji EPN, Interdyscyplinarne Centrum Badan Naukowych,
Katolicki Uniwersytet Lubelski Jana Pawta Il

Bakterie entomopatogeniczne (EPB) Xenorhabdus spp. i Photorhabdus spp. wchodzace w
mutalistyczng symbioze z nicieniami z rodzajéw Steinernema i Heterorhabditis s letalnymi
parazytoidami owaddw zerujgcych w glebie. Nicienie, bakterie i porazany owad stanowig
skomplikowany uktad, bedacy przedmiotem licznych badan dotyczacych m.in. mechanizméw
patogenezy, odpornosci owaddw czy aspektow ekologicznych. Jednakze, interakcje miedzy EPB i
bakteriami jelitowymi owada nie zostalty do tej pory poznane. W pierwszym etapie badan
wyizolowano liczne czyste kultury bakteryjne z jelita srodkowego larwy chrabgszcza majowego
(Melolontha melolontha), a nastepnie zbadano je pod wzgledem hamowania wzrostu 5 gatunkéw EPB.
Sposrod kilku wyselekcjonowanych szczepow o silnych wiasciwosciach antagonistycznych wobec EPB,
jeden (MTA1) poddano identyfikacji molekularnej. Zastosowano metode MLSA (multilocus sequence
analysis). Analiza sekwencji pieciu gendw: 16S rDNA, fusA, pyrG, rpoB i leuS wykazata, ze badany izolat
jest najbardziej spokrewniony filogenetycznie z Citrobacter murliniae CIP 1045567 i prawdopodobnie
nalezy do tego samego gatunku. Przeprowadzone przez nas badania wskazujg, ze bakterie rodzaju
Citrobacter zasiedlajace jelito owada oddziatywujg antagonistycznie w stosunku do EPB, co wydaje sie
by¢ istotnym elementem obronnym owada przed infekcja.

Molecular identification of a Citrobacter strain isolated from cockchafer gut with
antagonistic action against enthomopathogenic bacteria

Entomopathogenic bacteria Xenorhabdus spp. and Photorhabdus spp. (EPB) entering mutualistic
symbiosis with nematodes from the genus Steinernema and Heterorhabiditis are lethal parasids of soil
dwelling insects. Nematodes, bacteria, and an infected insect constitute a complex, which is the
subject of intensive research, including the mechanisms of pathogenesis, insect immunity, and
ecological aspects. However, the interaction between the gut-associated bacteria of insects and EPB
remains unknown. In the first stage of the research, many bacterial cultures were isolated from the
midgut of the cockchafer (Melolontha melolontha) and examined for inhibition of the growth of five
EPB strains. Among the several strains exhibiting strong antimicrobial activity against EPB, one of them
(MTA1) was further identified molecularly with the MLSA method (multilocus sequence analysis).
Sequence analysis of five genes: 16S rDNA, fusA, pyrG, rpoB, and leuS showed that the analyses isolate
is phylogenetically closest to Citrobacter murliniae CIP 1045567 and probably belongs to the same
species. Our research indicates that bacteria from the genus Citrobacter exert antagonistic action
against EPB, which seems to be an important mechanism of defense against infection.
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Izolacja i identyfikacja molekularna szczepow z rodzaju Cercospora z prébek
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Grzyby z rodzaju Cercospora reprezentuja jedng z najwiekszych pod wzgledem liczby gatunkéow
grupe grzybow (grzyby cerkosporoidalne) nalezgcych do Mycosphaerellaceae (Capnodiales,
Ascomycota). Grzyby te s3 waznymi patogenami upraw rolnych powodujacymi powstawanie
nekrotycznych plam na lisciach, ktére przy silnym porazeniu prowadza czesto do obumierania catych
organdw. Powoduje to zmniejszenie intensywnosci fotosyntezy i niekorzystne zmiany w przemianie
materii roslin zywicielskich, co prowadzi do obnizenia plonéw. Tradycyjna identyfikacja fenotypowa
sprawia wcigz wiele trudnosci, dlatego korzystng alternatywa sa metody oparte na badaniach DNA.
Badania nad grzybami z rodzaju Cercospora obejmowaty hodowle gatunkéw pozyskanych
bezposrednio ze Srodowiska naturalnego na podtozach MEA i PDA, izolacje DNA z hodowli ptynnej na
podtozu Lindeberg i Holm oraz identyfikacje gatunkowg na podstawie analizy sekwencji
wewnetrznych regionéw niekodujgcych (ITS) w oparciu o dane zamieszczonymi w bazie GenBank.
Zoptymalizowano ponadto proces pozyskiwania prébek srodowiskowych bezposrednio z liscia rosliny
zywicielskiej oraz amplifikacji sekwencji ITS przy pomocy zestawu Terra PCR Direct Polymerase Mix
(Clontech, Mountain View, CA). Uzyskane wyniki pozwolity na potwierdzenie przynaleznosci
gatunkowej grzybow z rodzaju Cercospora oznaczonych wczesniej metody klasyczng zaréwno z
wyhodowanych szczepdw, jak rowniez szybsza metodg z uzyciem gotowych zestawdw. Opracowana
w ten sposéb metoda znacznie skraca czas identyfikacji molekularnej patogendw grzybowych roslin
istotnych w uprawach rolnych.

Isolation and molecular identification of strains from the genus Cercospora from
environmental samples

The genus Cercospora represents one of the most species-rich group of fungi (cercosporoid fungi)
belonging to Mycosphaerellaceae (Capnodiales, Ascomycota). They are important pathogens of major
agriculture crops causing necrotic spots on leaves, which frequently lead to the death of whole organs
at severe infection. This reduces the intensity of photosynthesis and induces adverse changes in the
metabolism of host plants, which results in lower yields. Traditional phenotypic identification still
causes many difficulties, while DNA-based methods are a good alternative. The investigations of fungi
from the genus Cercospora included cultivation of species obtained directly from the natural
environment on the culture media MEA and PDA, DNA isolation from liquid culture on the Lindeberg
and Holm medium, and species identification based on analysis of the internal transcribed spacer (ITS)
based on data available in the GenBank. Furthermore, the process of acquisition of environmental
samples directly from the host plant leaf and the ITS sequence amplification was optimized using the
Terra PCR Direct Polymerase Mix kit (Clontech, Mountain View, CA). The obtained results confirmed
the species affiliation to the fungi of the genus Cercospora, which were previously determined with
the classical method from cultured strains and with a faster method with the use of ready-made kits.
The method developed in this way significantly shortens the time of molecular identification of fungal
pathogens of important agricultural crop plants.
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Analiza filogenetyczna mikrosymbiontéw Ononis arvensis w oparciu o geny
metabolizmu podstawowego
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Badaniami objeto 8 szczepdw wyizolowanych z brodawek korzeniowych rosliny motylkowatej,
Ononis arvensis L. (wilzyny bezbronnej), pochodzacej z potudniowo -wschodniej czesci Polski. W celu
okreslenia relacji filogenetycznych mikrosymbiontéw Ononis arvensis z innymi bakteriami
brodawkowymi oraz ustalenia ich pozycji taksonomicznej, wykonano analize poréwnawczg sekwencji
pieciu gendw metabolizmu podstawowego (atpD, gInA, recA, gyrB, rpoB). Do analizy, wybrane zostaty
szczepy (OA4, OA118, OA121, OA129, OA303, OA191, OA 147 i OA178) reprezentujace dwie grupy
zidentyfikowane w oparciu o analize BOX-PCR. Analiza filogenetyczna sekwencji gendow metabolizmu
podstawowego mikrosymbiontdw wilzyny bezbronnej, wykazata zrdznicowanie filogenetycznej
badanych mikroorganizmoéw. Na filogramie potaczonych sekwencji gendw: atpD, dnaK, glnA, recA,
rpoB (3,030 pz) cztery symbionty O. arvensis (OA4, OA121, OA129 i OA303) zgrupowaty sie z
bakteriami rodzaju Mesorhizobium i utworzyty z nimi monofiletyczng grupe o podobienstwie
sekwencji 92-97%. lIzolaty z brodawek wilzyny bezbronnej zgrupowaty sie w dwdéch odrebnych
podgrupach, tj. cze$¢ utworzyta wspdlne grono z bakteriami gatunku M. huakuii wskazujac na ich
przynalezno$¢ do tego taksonu, a jeden z bakteriami M. amorphae i M. septentrionale. Trzy z
przebadanych szczepdéw, tj. OA118, OA191 i OA147 utworzyly wspdlne grono z bakteriami rodzaju
Rhizobium, natomiast szczep OA147 utworzyt wspdlne grono z gatunkiem Agrobacterium
tumefaciens. W oparciu o MLSA mozna stwierdzié, ze badane szczepy mogg reprezentowaé gatunki
rodzaju Mesorhizobium, Rhizobium oraz Agrobacterium. Okreslenie przynalezno$¢ gatunkowej
mikrosymbintédw O. arvensis wymaga jednak dalszych badan (oznaczenia stopnia hybrydyzacji DNA-
DNA).

Phylogenetic analysis of Ononis arvensis microsymbionts based on the sequences of

housekeeping genes

The study involved 8 strains isolated from the root nodules of the legume plant Ononis arvensis L.
(Field Restharrow) originating from the southeastern part of Poland. In order to determine the
phylogenetic relationships of Ononis arvensis microsymbionts with other nodule bacteria and to
establish their taxonomic position, a comparative analysis of the five housekeeping genes (atpD, ginA,
recA, gyrB, rpoB) was performed. Strains representing different BOX-PCR groups (OA4, 0A118, 0A121,
0A129, OA303, OA191, OA 147 and OA178) were used in MLSA analysis. Phylogenetic analysis of the
housekeeping genes of Field Restharrow microsymbiones showed a large phylogenetic diversity of the
studied strains. In the phylogram of the linked gene sequences: atpD, dnaK, ginA, recA, rpoB (3,030
bp), four microsymbiotes of O. arvensis (OA4, OA121, OA129 and OA303) clustered with bacteria of
the genus Mesorhizobium and formed a monophyletic groups with 92-97% sequence similarity.
Isolates from Field Restharrow were grouped in two separate subgroups, i.e. three strains formed a
common group with M. huakuii species, indicating that they belonged to this taxon, and one strain
formed a common group together with the M. amorphae and M. septentrionale strains. Three of the
tested strains, OA118, OA191 and OA147 were grouped with bacteria of the genus Rhizobium, while
the strain OA147 formed a common group with Agrobacterium tumefaciens. Based on MLSA analysis,
it can be concluded that the studied strains may represent species of the genera Mesorhizobium,
Rhizobium and Agrobacterium. However, the species position of O. arvensis microsymbionts should
be determined based on the DNA-DNA hybridization test.
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Ocena Srodowiskowych efektow stosowania réznego rodzaju srodkéw wapnujgcych w
uprawie zyta ozimego

Ryszard Winiarski
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W doswiadczeniu testowano dziatanie wybranych s$rodkéw wapnujacych (kreda, wapno
weglanowe, wapno tlenkowe (60% CaO), wapno weglanowe-magnezowe, wapno tlenkowe-
magnezowe, wapno posodowe, gips, wapno defekacyjne) stosowanych w dawce 0,5 i 1,0 dawki
optymalnej, odpowiednio: 1,75 i 3,5 t CaO/ ha, na tle obiektu kontrolnego (bez wapnowania ze
standardowym nawozeniem NPK. Liczebnos¢ bakterii i promieniowcdw na obiekcie kontrolnym byta
blisko 4 krotnie wyzsza niz na obiektach nawozowych. Najwyzszg liczebnos¢ bakterii i promieniowcéw
odnotowano dla wapna posodowego (28,24 i 17,14 jtk/g s.m. gleby). Zwiekszenie liczby bakterii i
promieniowcéw uzyskane pod wptywem wzrastajgcej dawki wapnia obserwowano w wiekszosci
przypadkdw, najwyzsze przy wapnie weglanowym. Wzrost dawki wapnia spowodowat 13% wzrost
liczebnosci bakterii i promieniowcow. Liczebnos¢ grzybéw na obiekcie kontrolnym byta 36% wyzsza
niz na obiektach nawozowych. Najwyzszg liczebnosé grzybéw odnotowano dla wapna tlenkowego-
magnezowego (25,52 i 35,61 jtk/g s.m. gleby). Zwiekszenie liczby grzybéw uzyskane pod wptywem
wzrastajacej dawki wapnia obserwowano w potowie przypadkow, najwyzsze przy wapnie tlenkowym-
magnezowym. Wzrost dawki wapnia spowodowat 9% wzrost liczebnosci grzybow.

Assessment of the environmental effects of the use of different types of liming agents in
winter rye cultivation

The experiment tested the effects of selected liming agents (chalk, carbonate lime, oxide lime of
60% CaO, carbonate magnesium lime, oxide magnesium lime, post-glacial lime, gypsum, defecation
lime) applied at the rates of 0.5 and 1.0 of the optimal dose, respectively: 1.75 and 3.5 t CaO/ha. The
results were compared against the control treatment (without liming with standard NPK fertilization).
The number of bacteria and radioactives in the control treatment was almost 4 times higher than in
the fertilizer facilities. The highest number of bacteria and radioactives was recorded for post-
fertilization lime (28.24 and 17.14 cfu/g d.m. of the soil). An increase in the number of bacteria and
radioactives obtained under the influence of an increasing dose of calcium was observed in most
cases, being the highest in the case of carbonate lime. The increase in calcium dose caused a 13%
increase in the number of bacteria and radioactives. The number of fungi in the control treatment was
36% higher than in the fertilizer treatments. The highest number of fungi was recorded for oxide-
magnesium lime (25.52 and 35.61 cfu/g d.m. of the soil). An increase in the number of fungi obtained
under the influence of an increasing dose of calcium was observed in half of the cases, being the
highest for oxide-magnesium lime. An increase in the calcium dose caused a 9% increase in the
number of fungi.
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Ocena srodowiskowych efektow stosowania réznego rodzaju srodkéw wapnujacych w
uprawie pszenzyta ozimego

Ryszard Winiarski

Instytut Uprawy Nawozenia i Gleboznawstwa — Paristwowy Instytut Badawczy w Putawach
ul. Czartoryskich 8, 24-100 Putawy, PolskaRyszard Winiarski: rwin@iung.pulawy.pl

W doswiadczeniu testowano dziatanie wybranych $rodkéw wapnujacych (kreda, wapno
weglanowe, wapno tlenkowe (60% CaO), wapno weglanowe-magnezowe, wapno tlenkowe-
magnezowe, wapno posodowe, gips, wapno defekacyjne) stosowanych w dawce 0,5 i 1,0 dawki
optymalnej, odpowiednio: 1,75 i 3,5 t CaO/ ha, na tle obiektu kontrolnego (bez wapnowania ze
standardowym nawozeniem NPK. Liczebnos¢ bakterii i promieniowcédw na obiekcie kontrolnym byta
62% nizsza niz na obiektach nawozowych. Najwyiszg liczebno$¢ bakterii i promieniowcéw
odnotowano dla wapna defekacyjnego przy wyzszej dawce wapnia (29,71 jtk/g s.m. gleby).
Zwiekszenie liczby bakterii i promieniowcéw uzyskane pod wptywem wzrastajgcej dawki wapnia
obserwowano w potowie przypadkéw, najwyzsze przy wapnie defekacyjnym. Wzrost dawki wapnia
spowodowat 53% wzrost liczebnosci bakterii i promieniowcéw. Liczebnosé grzybédw na obiekcie
kontrolnym byta przeszto 33% nizsza niz na obiektach nawozowych. Najwyzszg liczebnos$¢ grzybéw
odnotowano dla wapna tlenkowego przy wyzszej dawce wapnia (46,14 jtk/g s.m. gleby). Zwiekszenie
liczby grzybéw uzyskane pod wptywem wzrastajacej dawki wapnia obserwowano w wiekszosci
przypadkdéw, najwyzsze przy wapnie weglanowo-magnezowym. Wzrost dawki wapnia spowodowat
przeszto 63% wzrost liczebnosci grzybdéw.

Assessment of the environmental effects of the use of different types of liming agents in
winter triticale cultivation

The experiment tested the effects of selected liming agents (chalk, carbonate lime, oxide lime of
60% CaO, carbonate magnesium lime, oxide magnesium lime, post-glacial lime, gypsum, defecation
lime) applied at the rates of 0.5 and 1.0 of the optimal dose, respectively: 1.75 and 3.5 t CaO/ha. The
results were compared against the control treatments (without liming with standard NPK
fertilization). The number of bacteria and radioactives at the control treatment was by 62% lower than
at the fertilizer treatments. The highest number of bacteria and radiators was recorded for defecation
lime at a higher calcium rate (29.71 cfu/g d.m. of the soil). An increase in the number of bacteria and
radioactives obtained under the influence of an increasing dose of calcium was observed in half of the
cases, being the highest in defecation lime. An increase in calcium rate caused a 53% increase in the
number of bacteria and radioactives. The number of fungi on the control treatment was by over 33%
lower than in the fertilizer treatments. The highest number of fungi was recorded for oxide lime at a
higher calcium rate (46.14 cfu/g d.m. of the soil). An increase in the number of fungi obtained under
the influence of an increasing dose of calcium was observed in most cases, being the highest in the
case of carbonate and magnesium lime. The increase in calcium rate caused an over 63% increase in
the number of fungi.
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Endofity bakteryjne roslin uprawnych i chwastéw - izolacja i identyfikacja

Matgorzata Wozniak*, Anna Gatazka
Zaktad Mikrobiologii Rolniczej

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

Termin endofity odnosi sie do grupy mikroorganizméw, ktére zasiedlajg tkanki roslin nie
powodujgc przy tym objawéw chorobowych. Struktura spotecznosci bakterii endofitycznych wykazuje
duzg réznorodnos¢ w obrebie danego gatunku rosliny. Zréznicowanie i wystepowanie tych bakterii
uwarunkowane jest przez czynniki abiotyczne i biotyczne m.in. warunki glebowe, biogeografie,
gatunek rosliny, wzajemne interakcje pomiedzy drobnoustrojami, a takze interakcje drobnoustrojow
i roslin. Celem niniejszych badan jest genomowa charakterystyka bakterii endofitycznych w oparciu o
analize poréwnawczg sekwencji genu 16S rybosomalnego RNA. Do izolacji endofitéw wybrano wazne
ekonomicznie rosliny Zea mays L., Vicia faba L., Secale cereale L., Triticum aestivum L. Arctium lappa
L. i Equisetum arvense L. Rosliny pobrano w okresie letnim w 2014 roku z pdl doswiadczalnych
znajdujacych sie w Grabowie nad Wistg. Na podstawie analizy poréwnawczej sekwencji 16S rDNA,
wszystkie szczepy bakterii przypisano do 10 rodzajéw: Rhizobium (19 izolatéw), Delftia (11),
Agrobacterium (5), Stenotrophomonas (3), Brevundimonas (2), Novosphingobium (1), Variovorax (1)
Collimonas (1), Achromobacter (1) i Comamonas (1).

Badania sfinansowano z Tematu Badawczego 1.21, realizowanego w ramach dziatalnosci Statutowej
IUNG-PIB Putawy. Tytut: ,ldentyfikacja molekularna i biochemiczna bakterii endofitycznych i ich
zastosowanie w promowaniu wzrostu roslin”.

Bacterial endophytes of crop plants and weeds - isolation and identification

The term "endophytes" refers to a group of microorganisms that settle plant tissues without
causing disease symptoms. Endophyte community structure exhibits a high diversity of species within
the plant. The diversity and occurrence of these bacteria is determined by abiotic and biotic factors,
including soil conditions, biogeography, plant species, interactions between microorganisms, as well
as microbial and plant interactions. The aim of this research is to perform the genomic
characterization of endophytic bacteria based on the comparative analysis of the 16S ribosomal RNA
gene sequence. The economically important plants Zea mays L., Vicia faba L., Secale cereale L.,
Triticum aestivum L. Arctium lappa L. and Equisetum arvense L were selected for the isolation of
endophytes. The plants were collected in the summer in 2014 from experimental fields located in
Grabdéw on the Wista. Based on the comparative analysis of the 16S rDNA sequence, all bacterial
strains were assigned to 10 genera: Rhizobium (19 isolates), Delftia (11), Agrobacterium (5),
Stenotrophomonas (3), Brevundimonas (2), Novosphingobium (1), Variovorax (1 ) Collimonas (1),
Achromobacter (1) and Comamonas (1).

This research was supported by the project nr 1.21, the statutory activity of IUNG-PIB in Pulawy.
Title: "Molecular and biochemical identification of endophytic bacteria and their use in plant growth
promotion"
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Struktura i réznorodnos¢ mikrobiomu korzeni Paulownia elongata x Paulownia fortunei

Matgorzata Wozniak *!, Anna Gatazka?, Jarostaw Grzadziel®, Magdalena Frac?

1Zaktad Mikrobiologii Rolniczejlnstytut Uprawy Nawozenia i Gleboznawstwa — Paristwowy Instytut Badawczy,
ul. Czartoryskich 8, 24-100 Putawy, tel. (0-81) 4786950,
* autor korespondencyjny: e-mail: mlyszcz@iung.pulawy.pl
2Instytut Agrofizyki im. Bohdana Dobrzanskiego Polskiej Akademii Nauk,
ul. Doswiadczalna 4, 20-290 Lublin, tel. (0-81) 7445061

System korzeniowy jest kolonizowany przez wiele grup mikroorganizmoéw, ktdére stanowig
mikrobiom korzenia. Interakcje mikroorganizméw z korzeniami roslin mogg mieé znaczgcy wptyw na
wzrost i rozwdj roslin. Wspdtzaleznosci te majg rozny charakter od pasozytniczego do symbiozy
mutualistycznej. W literaturze odnotowano wiele przyktadéw badan wskazujgcych, ze genotyp
gospodarza roslinnego wptywa na ogodlny sktad spotecznosci mikroorganizmoéow. Wydzieliny
korzeniowe i rozktadajgce sie resztki roslinne, stanowigce gtowne zrddto wegla i energii, s3
odpowiedzialne za zmiany rdznorodnosci mikroorganizmow, ich liczebno$¢ oraz aktywnos¢ w
mikrosrodowisku ryzosfery. Celem badan byto scharakteryzowanie endofitdw korzenia hybrydy
Paulownia elongata i Paulownia fortunei. Cele szczegétowe dotyczg identyfikacji bakterii
wystepujagcych w korzeniu ze stosunkowo niewielkg liczbg korzeni bocznych oraz w petni
uksztattowanym korzeniu. Spotecznosci mikroorganizmoéw z endosfery korzenia zostaty ocenione
przez amplifikacje fragmentdéw genu 16S rRNA i ich zsekwencjonowane przy uzyciu platformy lllumina
MiSeq. Analiza zbiorowisk bakteryjnych w obu prébkach korzeni wykazata, ze dominujgcym typem
bakterii byt typ Proteobacteria.

Badania finansowano ze srodkéw projektu NCN-Preludium, nr projektu UMO-2016/23/N/NZ9/02157.

Structure and diversity of the root microbiome of Paulownia elongata x Paulownia
fortunei

The root system is colonized by many groups of microorganisms, as the root microbiome.
Interactions of microorganisms with plant roots can have a profound effect on the growth and
development of plants. These interactions have different character from parasitic to mutualistic
symbiosis. There are many examples of studies in the literature indicating that the plant host genotype
affects the overall composition of the microorganisms community. Roots and decomposing plant
residues, the main source of carbon and energy, are responsible for changes of microorganisms
diversity, their number and activity in the micro-environment of the rhizosphere. The aim of the
research was to characterize the root endophyte Paulownia elongata and Paulownia fortunei hybrid.
Specific objectives are related to the identification of bacteria present in the root with a relatively
small number of lateral roots and in the fully formed root. Microbial communities from the root
endosphere were evaluated by amplifying fragments of the 16S rRNA gene and sequencing with the
use of the lllumina MiSeq platform. An analysis of bacterial communities in both samples showed that
the most dominant phylum of bacteria was Proteobacteria.

This research funded by the NCN-Preludium project no UM0-2016/23/N/NZ9/02157.
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Struktura bakterii w glebie zanieczyszczonej fungicydami

Matgorzata Baémaga, Jadwiga Wyszkowska, Jan Kucharski

Katedra Mikrobiologii, Wydziat Ksztattowania Srodowiska i Rolnictwa,
Uniwersytet Warmirnisko Mazurski w Olsztynie

Zanieczyszczenie gleby fungicydami niesie za sobg wiele niepozgdanych skutkéw, ktére objawiajg
sie m. in. zmianami w strukturze i aktywnosci drobnoustrojéw. Aby temu zapobiec wazne jest ciggte
monitorowanie loséw tych chemikaliow w $rodowisku. Gtéwnym celem badan byto okreslenie
struktury mikroorganizmdéw w glebie zanieczyszczonej fungicydami (Amistar 250 SC, Falcon 460 EC,
Gwarant 500 SC i Helicur 250 EW). Analizy bioréznorodnosci strukturalnej wykonano w oparciu o
sekwencjonowanie nastepnej generacji (NGS). Ponadto w prébkach glebowych oznaczono aktywno$é
dehydrogenaz, katalazy, ureazy, fosfatazy kwasnej, fosfatazy alkalicznej, arylosulfatazy i B-
glukozydazy. Analiza sekwencji wykazata, ze w badanych prébkach glebowych wystepowaty zmiany
taksondéw juz na poziomie typu, przy czym najwieksze rdznice zaobserwowano w randze rodziny,
rodzaju i gatunku. Na poziomie typu we wszystkich prébkach dominowaty Proteobacteria, Firmicutes,
Actinobacteria i Verrucomicrobia. Arthrobacter psychrochitiniphilus byt charakterystyczny dla gleby
zanieczyszczonej fungicydem Amistar 250 SC, Gwarant 500 SC i Helicur 250 EW, a Bacillus simplex dla
gleby zanieczyszczonej Falcon 460 EC. W glebie kontrolnej dominowat Bacillus aryabhattai. Testowane
fungicydy okazaty sie silnymi inhibitorami aktywnosci enzymdw glebowych, z wyjatkiem fosfatazy
alkalicznej i B-glukozydazy.

Structure of bacteria in soil contaminated with fungicides

Contamination of soil with fungicides brings about a lot of unwanted effects, which manifest
themselves in changes in the structure and activity of microorganisms. In order to prevent it, it is
important to monitor the fate of these chemicals in the environment. The main aim of the study was
to determine the structure of microorganisms in soil contaminated with fungicides (Amistar 250 SC,
Falcon 460 EC, Gwarant 500 SC and Helicur 250 EW). Analyses of structural biodiversity were based
on next generation sequencing (NGS). Moreover, the activity of dehydrogenases, catalase, urease,
acid phosphatase, alkaline phosphatase, arylsulfatase and B-glucosidase in the soil was examined. The
sequence analysis has shown that changes of taxons in the soil samples under study took place at the
phylum level, with the greatest differences observed at the levels of families, genera and species. At
the phylum level, Proteobacteria, Firmicutes, Actinobacteria and Verrucomicrobia dominated in all
the samples. Arthrobacter psychrochitiniphilus was characteristic of soil contaminated with Amistar
250 SC, Gwarant 500 SC and Helicur 250 EW, and Bacillus simplex — of soil contaminated with Falcon
460 EC. Bacillus aryabhattai dominated in control samples. The tested fungicides proved to be strong
inhibitors of soil enzymes, except for alkaline phosphatase and B-glucosidase.
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Bakterie w powietrzu wewnetrznym zabytkowych obiektéw Krakowa

Maria J. Chmiel, Krzysztof Fraczek, Iwona Hryniewicz

Katedra Mikrobiologii, Wydziat Rolniczo-Ekonomiczny, Uniwersytet Rolniczy im. Hugona Kottgtaja w Krakowie

Zanieczyszczenie mikrobiologiczne powietrza obiektéw zabytkowych moze by¢ czynnikiem
decydujagcym o zachowaniu zbioréw, tym bardziej, ze istnieje zaleznos¢ pomiedzy zapyleniem, a
koncentracja drobnoustrojéw w powietrzu. Celem pracy byta ocena stopnia zanieczyszczenia
bakteriologicznego powietrza i potencjalnego zagrozenia wynikajgcego z obecnosci drobnoustrojow
w powietrzu dla badanych obiektéw zabytkowych Krakowa i ich pracownikéw. Do badan uzyto 6-
stopniowego impaktora Andersena. Dokonano takze pomiaréw temperatury, wilgotnosci wzglednej
powietrza oraz zapylenia. Badania wykonano w 10 obiektach (3 koscioty, 3 muzea, 2 biblioteki, 2
krypty) w 4 seriach pomiarowych (wiosna, lato, jesien, zima) dwukrotnie w ciggu dnia. Punkt kontrolny
(tto zewnetrzne) zlokalizowano na Rynku Gtéwnym. Udziat frakcji respirabilnej w catkowitym stezeniu
zanieczyszczen mikrobiologicznych we wszystkich badanych obiektach stanowit ponad 50%.
Najbardziej zanieczyszczonymi w catym okresie badawczym byty Kosciét Sw. Kazimierza ($rednia 848
jtk-m3) i Stara Synagoga (695 jtk-m=3), a najmniej Krypta Zastuzonych (129 jtk-m-3). Zastosowane w
Podziemiach Rynku S$rodki dezynfekcyjne spowodowaty krétkotrwatg istotng redukcje liczby
zanieczyszczenn mikrobiologicznych w powietrzu wewnetrznym. Stezenie catkowite aerozolu
bakteryjnego zalezato od lokalizacji obiektow i ich przeznaczenia. Liczba bakterii w powietrzu
badanych obiektéw na terenie Krakowa moze sygnalizowaé istnienie wewnetrznych zrodet
mikrobiologicznych zanieczyszczen, groznych z punktu widzenia stanu zachowania zbioréw, ale nie
stanowiacych zagrozenia z dla stanu zdrowia pracownikéw i os6b odwiedzajgcych zabytki.

Bacteria in the indoor air of the historic buildings of Krakow

Microbiological contamination of the indoor air of monumental objects can be a factor
determining the preservation of collections, the more that there is a relationship between dustiness
and the concentration of microorganisms in the air. The aim of the study was to assess the degree of
bacteriological contamination of the air and the potential hazard arising from the presence of
microorganisms in the air for the examined historical objects of Krakow and their employees. The 6-
step Andersen impactor was used for the study. During the air sampling temperature, relative
humidity and dustiness were measured. The study was carried out in 10 places (3 churches, 3
museums, 2 libraries, 2 crypts) in four measurement series (spring, summer, autumn, winter) twice a
day. The control point (external background) was located on the Main Market Square. The share of
the respirable fraction in the total concentration of microbiological contaminants in all examined
facilities accounted for over 50%. The most contaminated throughout the research period were the
Church of Saint Casimir (average 848 cfu-3) and the Old Synagogue (695 cfu-3), and the least Crypt for
the Honorable (129 cfm3). Disinfectants used in the Market Underground caused a short-term
significant reduction in the number of microbiological contaminants in the indoor air. The total
concentration of bacterial aerosol depended on the location of the objects and their purpose. The
number of bacteria in the air of the studied objects may signal the existence of internal sources of
microbiological contaminants, dangerous from the point of view of the conservation status of the
collections but do not constitute threats to the health of employees and visitors.
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Ocena zmian aktywnosci i réznorodnosci drobnoustrojow w glebie w réznych systemach
uprawy roli

Anna M. Gajda?l, Ewa A. Czyz2, Karolina Furtak!

1Zaktad Mikrobiologii Rolniczej, Instytut Uprawy Nawozenia i Gleboznawstwa Paristwowy Instytut Badawczy; ul.
Czartoryskich 8, 24-100 Putawy; tel. (0-81) 4786961; e-mail: ag@iung.pulawy.pl
2Uniwersytet Rzeszowski, Wydziat Biologiczno-Rolniczy, Katedra Gleboznawstwa, Chemii Srodowiska i Hydrologii,
ul. Zelwerowicza 8b, 35-601 Rzeszéw, e-mail: ewac@ur.edu.pl

Przeprowadzone badania koncentrowaty sie gtdwnie na okresleniu zmian w rdéznorodnosci

drobnoustrojow i aktywnosci enzymatycznej w glebie zwigzanych z oddziatywaniem bezorkowe;j
uprawy roli pod pszenicg ozimg w stosunku do systemu opartego na orce ptugiem.
Badania przeprowadzono w latach 2016-2017 w oparciu o doswiadczenia polowe zlokalizowane w
RZD IUNG-PIB w Grabowie (woj. mazowieckie), na ktérych od roku 2002 stosowane sg rézne systemy
uprawy roli. Analizy gleby zostaty wykonane przy zastosowaniu metod standardowych oraz
dostepnych technik molekularnych. Analizy statystyczne wykonano w programie ANOVA i Statistica
ver. 10.0. Istotnos¢ réznic przyjeto na poziomie P<0,05. Uzyskane wyniki wykazaty, ze uprawa
bezorkowa przyczyniata sie do korzystnych zmian w jakosci srodowiska glebowego, co znalazto
potwierdzenie w zrdznicowanych ilosciach wyizolowanego z gleby DNA, wyzszej aktywnosci
metabolicznej drobnoustrojow okreslonej przy pomocy techniki BIOLOG® EcoplatesTM oraz wyzszej
aktywnosci enzymatycznej gleby, w poréwnaniu do systemu ptuznego.

Badania sfinansowano czesciowo z Programu Badawczego Wieloletniego IUNG-PIB Zadanie 1.3 1.4
oraz Statutowego Programu Badawczego 2.26 i 2.38.

Evaluation of changes in the activity and diversity of microorganisms in soil under
different tillage systems

The studies focused mainly on assessment of changes in the diversity of microorganisms and
enzymatic activity in soil under winter wheat associated with the impact of no-tillage system in
comparison with the tillage system based on ploughing. Research was conducted in the years 2016-
2017 on experimental fields at the ES of IUNG-PIB in Grabdw (Mazovian voivodeship) under different
tillage practices started in 2002. Soil analyses were performed using both standard and molecular-
base methods. Statistical analyses were made using the ANOVA method and Statistica ver. 10.0
software. The differences were considered as significant at P<0.05. The no-till system enhanced
beneficial changes in soil environment what was reflected in varied quantities of soil DNA, higher
metabolic activity measured with BIOLOG® EcoplatesTM, and higher activity of soil enzymes as
compared to the tillage with mouldboard plough.

The research was supported partly by IUNG-PIB Research Programmes 1.3 and 1.4 and Research
Statute Program 2.26 and 2.38.
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Ocena zmian w mikrobiologicznej jakosci Srodowiska glebowego jako skutek
oddziatywania réznych systeméw produkcji roslinne;j

Anna M. Gajda?l, Ewa A. Czyz2, Karolina Furtak!

1Zaktad Mikrobiologii Rolniczej, Instytut Uprawy Nawozenia i Gleboznawstwa — Paristwowy Instytut Badawczy; ul.
Czartoryskich 8, 24-100 Putawy; tel. (0-81) 4786961; e-mail: ag@iung.pulawy.pl
2Uniwersytet Rzeszowski, Wydziat Biologiczno-Rolniczy, Katedra Gleboznawstwa, Chemii Srodowiska i Hydrologii,
ul. Zelwerowicza 8b, 35-601 Rzeszéw, e-mail: ewac@ur.edu.pl

Celem przeprowadzonych badan byta ocena zmian w populacji drobnoustrojéow i aktywnosci
enzymatycznej w glebie zwigzanych z oddziatywaniem organicznego i konwencjonalnego systemu
produkcji. Badania przeprowadzono w latach 2016-2017 na polach doswiadczalnych pod pszenicg
0zima uprawiang w systemach: ekologicznym (ORG) i konwencjonalnym (CON) w ES IUNG-PIB w
Osinach (wojewddztwo lubelskie). Oznaczono aktywnos$¢ enzymatyczng oraz réznorodnosé
metaboliczng drobnoustrojéw w glebie. Analizy statystyczne uzyskanych wynikdw wykonano stosujgc
metode ANOVA oraz program Statistica ver. 10.0. Istotnos$¢ rdznic przyjeto na poziomie P<0,05.
Uzyskane wyniki wykazaty, ze system ORG przyczyniat sie do korzystnych zmian w jakosci Srodowiska
glebowego, co znalazto potwierdzenie w wyzszej aktywnosci enzymatycznej gleby oraz wiekszym
zréznicowaniu populacji mikroorganizmow i wyzszej aktywnosci metabolicznej drobnoustrojow
okreslonej przy pomocy techniki BIOLOG® Ecoplates™ w poréwnaniu do systemu produkcji CON.

Badania sfinansowano czesciowo z Programu Badawczego Wieloletniego IUNG-PIB Zadanie 1.3 i 1.4
oraz Statutowego Programu Badawczego 2.26 i 2.38.

Assessment of changes in the microbial quality of soil environment as an effect of the
impact of different crop production systems

The aim of the study was to evaluate changes in microbial communities and enzymatic activity in
the soil related to the impact of the organic and conventional production systems. The research was
carried out in 2016-2017 on experimental fields under winter wheat grown in the ecological (ORG)
and conventional (CON) production systems in ES IUNG-PIB in Osiny (Lublin province). The enzymatic
activity and metabolic diversity of microorganisms in the soil were determined. Statistical analyses of
the obtained results were made using the ANOVA method and Statistica ver. 10.0 software.
Significance of differences was assumed at P<0.05. The obtained results showed that the ORG system
contributed to favorable changes in the quality of the soil environment, which was confirmed by
higher enzymatic activity and greater diversity of microbial populations and higher metabolic activity
of microorganisms determined by the BIOLOG® Ecoplates™ technique compared to the CON crop
production system.

The research was supported partly by IUNG-PIB Research Programmes 1.3 and 1.4 and Research
Statute Program 2.26 and 2.38.
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Dtugoletni wptyw naturalnej bioremediacji na zréznicowanie genetyczne i funkcjonalne
mikrobiomu bakteryjnego w glebach skazonych ropg naftowa

Anna Gatazka, Jarostaw Grzadziel, Karolina Gawryjotek, Karolina Furtak

Instytut Uprawy Nawozenia i Gleboznawstwa — Panistwowy Instytut Badawczy, ul. Czartoryskich 8, Putawy, Zaktad
Mikrobiologii Rolniczej, agalazka@iung.pulawy.pl

Celem pracy byta ocena réznorodnosci funkcjonalnej i strukturalnej mikroorganizmoéw w glebie
dtugoletnio skazonej ropg naftowg. Prébki gleb pobrano latem 2016 roku spod czterech czynnych
wyciggéw ropy naftowej w Kopalni Ropy Naftowej w Wegléwce koto Krosna. Prébki gleb pobrano z
dwéch odlegtosciach: bezposrednio spod wyciggu ropy naftowej (w promieniu 0,5 m od wyciggu) oraz
w odlegtosci 3 m od wyciagu ropy naftowej. Okreslono profil metaboliczny skazonej gleby w oparciu
o metode Biolog EcoPlates oraz zréznicowanie strukturalne na podstawie techniki sekwencjonowania
nastepnej generacji (NGS). Gleby pobrane bezposrednio spod szybdw naftowych charakteryzowaty sie
odmiennym sktadem bakterii w poréwnaniu do gleb pobranych w odlegtosci 3 m od szybu naftowego.
W glebach pobranych bezposrednio spod szybdéw naftowych stwierdzono statystycznie wyisze
aktywnosci w profilu metabolicznym oraz wyzsze wskazniki réznorodnosci biologicznej w poréwnaniu
do gleb kontrolnych. W glebie pobranej bezposrednio spod szybow naftowych w strukturze
genetycznej bakterii dominowaty rodziny: Bradyrhizobiaceae, Rhizobiaceae, Rhodobacteraceae,
Acetobacteraceae, Hyphomicrobiaceae i Sphingomonadaceae. Badanie wyraznie wykazato, ze
dtugoterminowe zanieczyszczenie gleby moze zmienic spotecznosci bakterii w glebie. Wskazniki oceny
bioréznorodnosci funkcjonalnej i strukturalnej skorelowano z zawartoscig £ 16WWA i wybranych
pierwiastkéw sladowych obecnych w prébkach glebowych.

Long-term effect of natural bioremediation on genetic and functional diversity of
bacterial microbiome in soils contaminated with crude oil

The aim of the study was to evaluate functional and structural diversity of bacterial communities
in soils with long term impacts from crude oil. Samples were taken in summer 2016 from four still
working oil wells. Soil samples were collected at two distances: within a radius of 0.5 m of the oil wells
and within a radius of 3 m from the oil wells The next generation sequencing technique (V3-V4 16S
rRNA) was accompanied with the community level physiological profiling (CLPP) method in order to
better understand knowledge of both genetic and functional structure of soils collected under several
oil wells. The significant differences of bacterial community structure between soils were obtained.
The soils taken directly from oil wells were characterized by different composition of bacteria. The
highest activity of carbon utilization patterns were observed in soils taken directly from oil wells. Also
the highest biodiversity indexes were observed in these soils. Also some family of Alphaproteobacteria
were dominant in soil taken directly from oil wells: Bradyrhizobiaceae, Rhizobiaceae,
Rhodobacteraceae, Acetobacteraceae, Hyphomicrobiaceae and Sphingomonadaceae. The study
clearly proved that the long term contamination of soil may change bacterial communities. Indicators
of functional and structural biodiversity assessment were correlated with the content of 216PAH and
selected trace elements present in soil samples.

Scientific work was funded from the budget for science by the statutory activity of IUNG-PIB (1.20)
and the frames of Tasks 1.3 and 1.4. Multi — Annual Programme IUNG — PIB (2016-2020).
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Wrazliwos¢ szczepow Rhizobium leguminosarum wyizolowanych z brodawek
korzeniowych koniczyny na wybrane czynniki stresu abiotycznego

Monika Janczarek?, Paulina Lipa?, Marta Koziet!, John Beck Jensen?, Piotr Koper?, Marina
Dubina?!

1Zaktad Genetyki i Mikrobiologii (Department of Genetics and Microbiology), Uniwersytet Marii Curie-
Sktodowskiej (M. Curie-Sktodowska University), Akademicka 19 St., 20-033 Lublin, Poland
2Zaktad Biologii Arktycznej i Morskiej (Department of Arctic and Marine Biology), Norweski Uniwersytet
Arktyczny (The Arctic University of Norway), Tromsg, Norway

Rhizobium leguminosarum nalezy do bakterii glebowych zdolnych do nawigzania interakcji

symbiotycznych z roslinami bobowatymi (motylkowatymi). Bakterie te indukujg tworzenie specjalnych
organow, zwanych brodawkami, na korzeniach gospodarzy roslinnych, wewnatrz ktérych zachodzi
redukcja azotu atmosferycznego do amoniaku, co uniezaleznia rosliny od nawozenia azotowego. Z
tych powoddéw symbioza rizobidw z roslinami bobowatymi jest waznym procesem, zaréwno pod
wzgledem ekologicznym, jak i ekonomicznym. Jednakze, w warunkach braku rosliny gospodarza,
rizobia musza egzystowad w glebie jako wolno zyjace mikroorganizmy. Wéwczas narazone sg one na
dziatanie réznych czynnikéw srodowiskowych, ktére maja negatywny wptyw na ich przezywalnosé, a
w konsekwencji na efektywnosé symbiozy.
W pracy tej zbadano zdolnosci adaptacyjne kilkunastu szczepow R. leguminosarum wyizolowanych z
brodawek korzeniowych koniczyn rosngcych w okolicach Lublina w stosunku do wybranych czynnikéw
abiotycznych: temperatury, zasolenia i niedoboru substancji odzywczych. Wykazano, ze wszystkie
izolaty koniczynowe posiadaty bardzo podobny profil wrazliwosci wzgledem badanych czynnikéw
stresowych. Szczepy te byly odporne na dziatanie niskich temperatur i efektywnie namnazaty sie w
temp. 16°C, natomiast byly wrazliwe na zasolenie podtoza (zahamowanie wzrostu obserwowano w
obecnosci 0,4% NacCl).

P. Koper jest stypendystg programu Start Fundacji na rzecz Nauki Polskiej.

Sensitivity of Rhizobium leguminosarum strains isolated from clover root nodules to
selected abiotic stress factors

Rhizobium leguminosarum is a species of soil bacteria capable of establishing symbiotic
interactions with legumes. These bacteria induce the formation of special organs, called nodules, on
host plant roots. Inside the nodules, atmospheric nitrogen is reduced to ammonia, thus making the
plants independent of external nitrogen input. Because of these reasons, symbiosis of rhizobia with
legumes is an important process from both an ecological and economic point of view. However, in the
absence of host plants, rhizobia have to exist in soil as free-living microorganisms. Under such
circumstances, they are exposed to the action of various environmental factors which can negatively
affect bacterial survival and, ultimately, symbiotic effectiveness. In this study, we characterized the
ability of several R. leguminosarum strains isolated from root nodules of clover plants grown around
Lublin to adapt to selected abiotic factors: temperature, salinity, and limited supply of nutrients. We
found that all the clover isolates had similar sensitivity profiles to the stress factors tested. These
strains were resistant to low temperatures and grew effectively even at 16 °C. On the other hand, they
were sensitive to salinity (inhibition of bacterial growth was observed in the presence of 0.4% NaCl).
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Zdolnos¢ szczepow Rhizobium leguminosarum do produkcji laktonéw

Monika Janczarek?!, Marta Koziet!, Paulina Lipa?, John Beck Jensen?, Piotr Koper?,
Kamila Rachwat?

1Zaktad Genetyki i Mikrobiologii (Department of Genetics and Microbiology), Uniwersytet Marii Curie-
Sktodowskiej (M. Curie-Sktodowska University), Akademicka 19 St., 20-033 Lublin, Poland
2Zaktad Biologii Arktycznej i Morskiej (Department of Arctic and Marine Biology), Norweski Uniwersytet
Arktyczny (The Arctic University of Norway), Tromsg, Norway

Rhizobium leguminosarum jest Gram-ujemng bakterig, ktdra moze egzystowac w glebie w stanie
wolno zyjacym lub nawigzywac¢ symbioze z koniczyng. W warunkach braku rosliny gospodarza,
komorki bakteryjne wykorzystujg rézne czasteczki sygnatowe do komunikowania sie miedzy soba. Do
takich sygnatéw nalezg laktony N-acylo-homoseryny, ktére wykorzystywane sg w zjawisku Quorum-
sensing. Dotychczas wykazano, ze szczepy R. leguminosarum s3g zdolne do syntezy kilku rodzajow
laktonéw N-acylo-homoseryny, ktére uczestniczg w regulacji réznych procesow biologicznych, takich
jak: transfer plazmidéw, ruchliwos¢ komodrek czy synteza polisacharydow. W tej pracy
scharakteryzowano populacje kilkudziesieciu szczepéw R. leguminosarum wyizolowanych z brodawek
korzeniowych koniczyn pod wzgledem zdolnosci do syntezy laktonéw N-acylo-homoseryny. W
doswiadczeniach wykorzystano Chromobacterium violaceum jako szczep wskaznikowy. Wykazano, ze
produkcja sygnatow laktonowych jest powszechng cechg wsréd szczepdow R. leguminosarum, gdyz
88% testowanych bakterii syntetyzowato te czasteczki, chociaz z r6zng wydajnoscia.

P. Koper jest stypendystg programu Start Fundacji na rzecz Nauki Polskie;j.
The ability of Rhizobium leguminosarum strains to produce lactones

Rhizobium leguminosarum is a Gram-negative bacterium which can exist in a free-living stage in
soil or establish a symbiosis with clover. In the absence of host plants, bacterial cells use various signals
to communicate with each other. One example of such signalling molecules are N-acyl homoserine
lactones, which are used in Quorum-sensing. So far, it has been found that R. leguminosarum strains
are able to synthesize a few types of N-acyl homoserine lactones, which participate in the regulation
of different biological processes, such as plasmid transfer, cell motility, and synthesis of
polysaccharides. In this work, we characterized a population of a few dozen R. leguminosarum strains
isolated from the nodules of clover roots in terms of their ability to produce N-acyl homoserine
lactones. In these experiments, Chromobacterium violaceum was used as a detector strain. It was
established that synthesis of lactone signals is a common feature among R. leguminosarum strains,
since 88% of the tested bacteria produced these molecules; however, they did so with varied
effectiveness.
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Podatnos¢ roslin Brassica na porazenie przez Plasmodiophora brassicae na podstawie
obserwacji mikro- i makroskopowych korzeni

Beata Kowalska, Urszula Smolinska, Agnieszka Czajka, Monika Markiewicz
Instytut Ogrodnictwa, Skierniewice

Przeprowadzono obserwacje mikro- i makroskopowe siedmiu, uwazanych za odporne, genotypéw
korzeni roslin Brassica pod katem oceny stopnia odpornosci na dwa patotypy Plasmodiophora
brassicae. Inokulum patogena o zageszczeniu zarodnikéw 1x108 spor/ml, uzyskano poprzez
homogenizacje zainfekowanych badanymi patotypami narosli korzeniowych. Przygotowanym
inokulum zakazono podtoze, do ktérego wysiano nasiona badanych genotypdw roslin. Doswiadczenie
prowadzono w ptytkach Phytotoxkit. Obserwacje mikroskopowe korzeni prowadzono od 4 do 20 dnia
od wysiewu nasion. W korzeniach okreslano liczebnos$¢ plazmodiéw zawierajgcych wyksztatcone,
kuliste zoosporangia. Na podstawie obserwacji mikroskopowych stwierdzono, ze termin pojawiania
sie pierwszych wyksztatconych plazmodiéow we wiosnikach zalezy od genotypu badanej rosliny i miesci
sie w granicach od 4 do 10 dnia od wysiewu nasion. Zauwazono, ze Srednia liczba plazmodiow w
obserwowanym fragmencie korzenia jest zalezna od genotypu badanej rosliny, a reakcje korzeni
badanych roslin na porazenie badanymi patotypami P. brassicae réznia sie miedzy sobga. W przypadku
patotypu nr 2 obserwowano wczesniejsze pojawianie sie dojrzatych plazmodidw zawierajacych kuliste
zarodnie ptywkowe niz w przypadku patotypu nr 9. Obserwacje makroskopowe korzeni prowadzono
po 10, 20 i 35 dniach od wysiewu nasion do kuwet z zakazonym podtozem. Objawy chorobowe
obserwowano we wszystkich badanych genotypach roslin rosngcych w podtozu z patotypem nr 9 oraz
w trzech genotypach z patotypem nr 2. Z badan wynika, ze badane genotypy Brassica nie sg odporne,
lecz charakteryzuja sie réznym poziomem tolerancyjnosci na patotypy nr 2 i nr 9 P. brassicae.

Prace finansowane przez Ministerstwo Rolnictwa i Rozwoju Wsi w ramach zadania nr 99 Badari podstawowych na
rzecz postepu biologicznego w produkcji roslinnej.
Susceptibility of Brassica plants to Plasmodiophora brassicae on the micro and
macroscopic observations of roots

Micro- and macroscopic observations of Brassica plants roots were conducted. Seven genotypes,
considered to be resistant, for assessment of the degree of resistance to two Plasmodiophora
brassicae pathotypes number 2 and 9 were studied. Inoculum density 1x108 spor/ml was obtained by
homogenization of pathogen infected root galls. The peat medium was inoculated by the pathogens
and seeds plant genotypes were sown. The experiment was carried out in Phytotoxkit plates.
Microscopic observations of roots were conducted from 4 to 20 days from sowing the seeds. In the
roots the number of plasmodia containing mature, spherical zoosporangia were estimated. Based on
the microscopic observation, it was found that the emergence of the first manure plasmodia in roots
depends on the genotype of the test plants. The plasmodia appeared within 4-10 days from sowing
the seeds. It was noted that the average number of plasmodia in the observed fragment of the root
is dependent on the plant genotype, and the plant tested roots reactions treatment with various
pathotypes P. brassicae differ from each other. In the case of pathotype 2 the appearance of ripe
plasmodia containing spherical sporangia was observed earlier than in the case of pathotype 9.
Macroscopic observations of roots were carried out 10, 20 and 35 days after sowing seeds for cuvettes
with an infected peat medium. Macroscopic symptoms were observed in all genotypes studied plants
growing in the ground with pathotype 9, and in the three genotypes with pathotype 2. The presented
research shows that the tested Brassica genotypes are not immune but they have different levels of
tolerance on P. brassicae pathotypes number 2 and 9.

This work was supported by the Ministry of Agriculture and Rural Development within ‘Basic research for the
biological progress in plant production — task 99’
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Zmiany mykobiomu gleby w wyniku inwazji rdestowca ostrokonczystego
(Reynoutria japonica)

Magdalena Fract, Karolina Oszust?!, Anna Stefanowicz?

Hnstytut Agrofizyki im. Bohdana Dobrzariskiego Polskiej Akademii Nauk, Doswiadczalna 4, 20-290 Lublin,
e-mail: m.frac@ipan.lublin.pl, koszust@ipan.lublin.pl
2W. Szafer Instytut Botaniki, Polska Akademia Nauk, Lubicz 46, 31-512 Krakéw, e-mail: a.stefanowicz@botany.pl

Rdestowiec ostrokonczysty (Reynoutria japonica) jest jednym z najbardziej ekspansywnych
obcych gatunkéw roslin, gdyz poprzez produkcje olbrzymiej biomasy, gwattownie wypiera rodzime
gatunki roslin. Doniesienia literaturowe sugeruja, ze R. japonica moze modyfikowaé wtasciwosci gleby,
jednak brak jest wiedzy o wptywie tego gatunku na mikroorganizmy glebowe. Celem
przeprowadzonych badan byto okreslenie sktadu taksonomicznego zespotéw grzybow glebowych pod
R. japonica oraz roslinnoscig rodzima. Badania mykobioty przeprowadzono w prébkach glebowych
pobranych z 5 stanowisk jesienig 2017 roku. Glebe do analiz pobierano z poziomu mineralnego (0-20
cm) spod rosliny inwazyjnej (IM) oraz rodzimej (CM). Analiza metagenomiczna zbiorowisk grzybdéw
zostata przeprowadzona na podstawie sekwencjonowania nastepnej generacji (NGS) regionu ITS1, z
wykorzystaniem platformy MiSeq lllumina. tacznie w glebie pochodzacej z badanych stanowisk
stwierdzono 552 242 grzybowych operacyjnych jednostek taksonomicznych (OTUs). Uzyskane wyniki
wskazujg na zmiany zespotéw grzybow glebowych w wyniku inwazji R. japonica. W oparciu o wyniki
NGS stwierdzono, ze wsrdod grzybdw w glebie pod rdestowcem dominowaty gatunki Aspergillus
tardus, Phoma schachtii, Lacrymaria lacrymabunda, Syncephalis sp., Melanophyllum
haematospermum, Phialocephala humicola.

Badania finansowane przez Narodowe Centrum Nauki (Polska), projekt: DEC-2016/23/B/NZ8/00564

Changes in the soil mycobiome as a result of the invasion of the japanese knotweed
(Reynoutria japonica)

Reynoutria japonica (Reynoutria japonica) is one of the most common and aggressive invasive
plants, which invades natural sites, forming dense near-monoculture stands, and producing huge
amounts of aboveground biomass. Although a few studies concerning the effects of R. japonica
invasion on the soil properties have been performed, there is lack of knowledge on its influence on
soil microorganisms. The aim of the study was to evaluate the taxonomic composition of fungal
community under R. japonica and native plants. The mycobiota study were performed in soil samples
taken from 5 sites in autumn 2017. The soil was collected from the mineral level (0-20 cm) under the
invasive (IM) and native (CM) plants. Metagenomic analysis of fungal communities was carried out on
the basis of the next generation sequencing (NGS) of the ITS1 region, using the MiSeq Illumin platform.
In total, 552 242 fungal operational taxonomic units (OTUs) were found in the soil from the sites. The
results indicate changes in the soil fungal community as a result of R. japonica invasion. Based on the
NGS results, it was found that among the fungi in the soil under the knotweed the following fungal
species were dominant: Aspergillus tardus, Phoma schachtii, Lacrymaria lacrymabunda, Syncephalis
sp., Melanophyllum haematospermum, Phialocephala humicola.

The research was funded by the National Science Centre (Poland), project: DEC-
2016/23/B/NZ8/00564
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Geny warunkujace opornosc na tetracykliny w metagenomie wody i osadu rzeki Warty

Ryszard Koczura, Matgorzata Klimek, Amanda Semkowska, Joanna Mokracka

Zaktad Mikrobiologii, Wydziat Biologii, Uniwersytet im. Adama Mickiewicza w Poznaniu

Wody powierzchniowe, zwitaszcza rzek, petnig role gtéwnych drég przeptywu genetycznych
determinant opornosci na antybiotyki. , Tradycyjne” podejscie, opierajace sie na analizie DNA
wyizolowanego z bakterii wyhodowanych z prébek wody, jest ograniczone do okreslonych grup
drobnoustrojéw i nie uwzglednia bakterii niehodowalnych, ktérych liczba moze stanowi¢ nawet 99%
wszystkich drobnoustrojéw obecnych w srodowisku. Celem badan byto okreslenie wystepowania
gendw opornosci na tetracykliny w metagenomie wody i osadu rzeki Warty. Préobki wody i osadu rzeki
Warty pobierano w Rogalinku, Poznaniu i Czerwonaku. Liczbe kopii gendw tet oraz w
metagenomowym DNA oznaczano metodg PCR w czasie rzeczywistym z zastosowaniem barwnika
SYBR Green. W wodzie rz. Warty stwierdzono obecnosé¢ trzech gendw warunkujgcych opornos¢ na
tetracykliny: tet(A), tet (B) i tet(C), z ktérych najczesciej wystepowat tet(A) — 0,27%, a najrzadziej tet(B)
— 0,02%. Wiekszg réznorodnos¢ zaobserwowano w przypadku metagenomu osadu rzecznego, w
ktorym wykryto geny tet(A), tet (B), tet(C), tet(D), tet(E), tet(G), tet(J), tet(K), tet(L), tet(M), tet(O),
tet(Q), tet(S), tet(X), tet(Y), tet30 i tet(AP), przy czym z wiekszg czestoscia wystepowaty geny
odpowiedzialne za mechanizm opornosci na tetracykliny zwigzany z ochrong rybosomu.

Praca sfinansowana ze srodkdw Narodowego Centrum Nauki przyznanych na podstawie decyzji nr
DEC-2011/03/B/NZ9/00070.

Tetracycline resistance genes in the metagenome of Warta River water and sediment

Surface waters, especially rivers, are major routes of dissemination of antimicrobial resistance genes
in the environment. Culture-based approach, relying on analysis of strains cultured from water
samples is limited to certain groups of microbes and does not take into account viable but non-
culturable bacteria that can make up to 99% of all microorganisms present in a given habitat. The aim
of this study was to evaluate the abundance of tetracycline genes in the metagenome of the water
and sediment of Warta River. Water and sediment of Warta River were sampled at three sites:
Rogalinek, Poznan, and Czerwonak. The copy numbers of tet genes was determined by real-time PCR
with SYBR Green. Three tetracycline resistance genes were detected in the Warta River water: tet(A),
tet (B), and tet(C). The most abundant was tet(A), whereas the least — tet(B). The sediment contained
greater diversity of the genes: tet(A), tet (B), tet(C), tet(D), tet(E), tet(G), tet(J), tet(K), tet(L), tet(M),
tet(0), tet(Q), tet(S), tet(X), tet(Y), tet30, and tet(AP). The most abundant genes were those encoding
ribosomal protection proteins.

This work was supported by grant no. DEC-2011/03/B/NZ/00070 from National Science Centre,
Poland.
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Bioréznorodnos¢ endofitow zasiedlajacych rézne gatunki pszenicy

Agnieszka Kuzniar!, Agnieszka Wolifiska?, Kacper Karczmarzyk?, Konrad Ktosok?,
Jarostaw Grzadziel?, Anna Gatazka?, Zofia Stepniewska ?

IKatolicki Uniwersytet Lubelski Jana Pawta Il, Instytut Biotechnologii, ul. Konstantynéw 11, 20-708 Lublin,
e-mail: agnieszka.kuzniar@kul.pl
2Instytut Uprawy, Nawozenia i Gleboznawstwa-Panstwowy Instytut Badawczy, Zaktad Mikrobiologii Rolniczej,
ul. Czartoryskich 8, 24-100 Putawy

Endofity sg organizmami zyjgcymi wewnatrz roslin, majac ogromny wptyw na jej wzrost, rozwoj i
witalnos¢. Celem pracy byta analiza metagenomiczna endofitdw, zasiedlajgcych réozne czesci rosliny:
korzen, liscie i koleoptyle dwdch gatunkdw pszenic: Tricticum avestivum L. (odmiana Hondia) oraz T.
spelta L. (odmiana Rokosz). Izolacje DNA prowadzono z uzyciem DNeasy Powerlyzer PowerSoil Kit
(QIAGEN). Sekwencjonowanie Nastepnej Generacji zostato wykonane z uzyciem technologii MiSeq
2000 (Genomed, Warszawa, lllumina Inc., San Diego, CA, USA). Stwierdzono duzg réznorodnos¢
mikrobiomu endofitycznego pod wzgledem gatunku pszenicy a takze organu gospodarza. Znaczace
réznice w ilosci operacyjnych jednostek taksonomicznych (OTU) odnotowano w obrebie
nastepujacych rodzajéw bakterii: Pseudomonas, Flavobacterium, Janthinobacterium oraz Pedobacter.
Wykazano ponadto, iz badane gatunki pszenicy posiadajg trzy wspdlne rodzaje mikroorganizmow
endofitycznych: Pseudomonas, Flavobacterium, Janthinobacterium. Analiza metagenomiczna
potwierdzita, ze specyficzny mikrobom endofityczny tworzony jest przez: Paenibacillus - T. avestivum
(odmiana Hondia) oraz Pedobacter i Duganella - T. spelta (odmiana Rokosz). Ustalenie struktury i
réznorodnosci spotecznosci endofitéw pszenicy moze przyczyni¢ sie do wykorzystania ich potencjatu
biotechnologicznego, szczegdlnie w aspekcie ich stosowania jako probiotykéw roslinnych.

Biodiversity of endophytes inhabiting the various wheat species

Endophytes are organisms living inside plants, having a huge impact on its growth, development
and vitality. The aim of the study was metagenomic analysis of endophytes inhabiting different parts
of the plant: root, leaves and coleoptiles among two varieties of wheat: Tricticum avestivum L. (cv.
Hondia) and T. spelta L. (cv. Rokosz). DNA contents were isolated with use of DNeasy PowerlLyzer
PowerSoil Kit (QIAGEN). Next Generation Sequencing was performed by Genomed S.A. (Warsaw) in
the MiSeq 2000 platform (lllumina Inc., San Diego, CA, USA). A wide variety of endophytic microbiome
was found in terms of wheat species and the host organism. Significant differences in the amount of
operational taxonomic units (OTU) were noted for the following bacterial genera: Pseudomonas,
Flavobacterium, Janthinobacterium and Pedobacter. It was also noted that the tested wheat species
have three common genera of endophytic microorganisms: Pseudomonas, Flavobacterium,
Janthinobacterium. Metagenomic analysis revealed that specific endophytic microbes are colonized
by: Paenibacillus sp. - T. avestivum (cv. Hondia) and Pedobacter sp., as well as Duganella sp. - T. spelt
(cv. Rokosz). Determination of the structure and diversity of endophytic community of wheat can
contribute to their potential use of biotechnology, especially in the aspect of use them as plant
probiotics.
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Rezystom miejskiego jeziora rekreacyjnego na przyktadzie Jeziora Kierskiego

Joanna Mokracka, Ryszard Koczura
Zaktad Mikrobiologii, Wydziat Biologii, Uniwersytet im. Adama Mickiewicza w Poznaniu

Intensywne i niekontrolowane stosowanie antybiotykdw w lecznictwie, rolnictwie i hodowli
zwierzat spowodowato pojawienie sie szczepdw bakterii opornych na antybiotyki i genéw opornosci
w Srodowisku. Jezioro Kierskie jest najwiekszym zbiornikiem wodnym Poznania i popularnym
miejscem rekreacji i uprawiania sportow wodnych. Celem badan byto okreslenie wystepowania
gendw opornosci na antybiotyki B-laktamowe (blacrx-m, blaces, blasuy, blatem, blaoxa), tetracykliny (tetA,
B i M) i genu integrazy klasy 1 (int/1) w genomach bakterii wyhodowanych z wody i osadu jeziora
Kierskiego i w catkowitym DNA izolowanym z ww. probek. Czestos¢ wystepowania szczepow intll
wsrdd bakterii hodowalnych wynosita 1,46% (woda) i 0,5% (osad), podczas gdy czestosé
wystepowania genu int/1 w metagenomie byta réwna 0,13% w wodzie i 0,31% w osadzie. W genomach
bakterii wytwarzajacych B-laktamazy typu ESBL najczesciej identyfikowanymi byty blacrx-m i blaoxa, z
kolei w metagenomie najliczniej i z najwiekszg czestoscig wystepowat gen blarem, a najmniej licznie
blasyy. Czestos¢ wystepowania genow tet w metagenomie wodnym miescita sie w przedziale 0,006%
(tetB) do 0,087% (tetA), natomiast w metagenomie osadu od 0,009% (tetA) do 0,076% (tetM).
Poréwnanie liczby kopii i czestosci gendw w wodzie i osadzie wykazato silng korelacje w przypadku
gendw blacrx-m, blatem, tet(A) i tet(B). Analizowane geny wystepowaly z wyzsza czestosScia w
metagenomie wody.

Praca sfinansowana ze S$rodkéw Narodowego Centrum Nauki w ramach grantu
2011/03/B/NZ9/00070.

Resistome of a municipal recreational lake - the case of Kierskie Lake

Intensive and uncontrolled use of antibiotics in medicine, agriculture and animal breeding has led
to the emergence of antibiotic-resistant bacteria and antibiotic resistance genes in the environment.
Kierskie Lake is the biggest water reservoir in Poznan and a popular place for recreation and water
sports. The aim of the study was to determine the occurrence of genes conferring resistance to B-
lactam antibiotics ((blacx-m, blaces, blasuy, blatem, and blaoxa), tetracyclines as well as class 1 integron
integrase gene (int/1) in the genomes of bacteria isolated from the water and sediment of Kierskie
Lake, and in total DNA isolated from those samples. The frequency of int/1 carriage among culturable
heterotropic bacteria was 1.46% in water and 0.5% in sediment. The abundance of int/1 in the
metagenome was lower and amounted to 0.13% in water and 0.31% in sediment. The blacrx-m and
blaoxa genes were most often identified in the genomes of ESBL-producing bacteria isolated from the
water and sediment. In the metagenome, the most abundant gene was blarem and the least — blaspy.
The abundance of tet genes ranged from 0.006% (tetB) to 0.087% (tetA) in the water metagenome
and from 0.009% (tetA) to 0.076% (tetM) in the sediment metagenome. Comparison of the copy
number and abundance of the genes in water and sediment showed strong correlation in the case of
blacrx-m, blatew, tet(A), and tet(B) genes. The abundance of the genes analyzed was higher in the case
of the water metagenome.

This work was supported by grant no. 2011/03/B/NZ/00070 from National Science Centre, Poland.
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Biotechnologiczny potencjat spotecznosci mikroorganizmoéw wyizolowanej z osadu
zbiornika zapadliskowego ,,Szczecin”

Anna Pytlak?, Anna Szafranek-Nakonieczna?!, Adam Kubaczynski?, Jarostaw Grzadziel?,
Anna Gatazka®, Magdalena Hunicz?!, Zofia Stepniewska?
IKatolicki Uniwersytet Lubelski Jana Pawta II, Katedra Biochemii i Chemii Srodowiska, ul. Konstantynéw 11, 20-708
Lublin, tel. (0-81) 4545460, e-mail:anna.szafranek@kul.pl
2Instytut Agrofizyki im. Bohdana Dobrzanskiego Polskiej Akademii Nauk, ul. Doswiadczalna 4, 20-290 Lublin
3Instytut Uprawy, Nawozenia i Gleboznawstwa-Parnistwowy Instytut Badawczy, Zaktad Mikrobiologii Rolniczej, ul.
Czartoryskich 8, 24-100 Putawy

Hodowla na sztucznym podtozu redukuje réznorodnos¢ biologiczng, a w konsekwencji moze
zmniejszy¢ takze zdolnosci metaboliczne spotecznosci mikrooganizméw. Z drugiej jednak strony,
ukierunkowana selekcja sktadnikow medium hodowlanego umozliwia przebudowe spotecznosci
poprzez zwiekszenie liczebnosci mikroorganizmdéw charakteryzujacych sie pozadanymi cechami przy
jednoczesnej eliminacji konkurencyjnych. Przedmiotem pracy byto okreslenie optymalnych warunkéw
hodowli metanogendw. Mikroorganizmy te charakteryzujg sie powolnym wzrostem i z tego wzgledu
ich liczba moze by¢ czynnikiem limitujgcym produkcje biogazu. Obiekt badan stanowita spotecznosé
mikroorganizmow wyizolowana z osadu dennego zbiornika zapadliskowego ,Szczecin”, ktdrej
potencjat metanogeniczny i sktad analizowano na 5 podtozach zréznicowanych pod wzgledem zrédta
wegla. Na kazdym z nich przeprowadzono serie 3 pasazy, zaszczepiajgc swiezg pozywke inokulatem w
proporcji 49:1. Wykazano, iz optymalng temperaturg dla stymulacji aktywnosci metanogenicznej
(MGA) jest 30°C. Przyrost MGA, wraz z zaawansowaniem hodowli stwierdzono jedynie w inkubacjach
prowadzonych w atmosferze H,/CO,, (4:1). Analiza metagenomiczna wykazata iz w warunkach tych
najliczniej reprezentowane sg metanogeny nalezgce do rodzaju Methanomicrobium. Odkrycia te daja
nam nowy wglad w ekofizjologie tych waznych dla przemystu mikroorganizmdéw i mogg poméc w
znalezieniu remedium na limitacje w produkcji biogazu poprzez bioaugmentacje metanogenami.

Biotechnological potential of microorganisms community isolated from bottom sediments of
artificial lake “Szczecin”

Cultivation reduces much of the initial biodiversity and as a consequence may impair metabolic
capabilities of the microbial community. On the other hand, the targeted selection of the components
of the breeding medium makes it possible to rebuild the community by increasing the number of
microorganisms characterized by desirable features while eliminating competitors. The subject of the
work was to determine the optimal conditions for methanogen cultivation. These microorganisms are
characterized by slow growth and therefore their number may be a limiting factor in the production
of biogas. The research object was a community of microorganisms isolated from the bottom
sediment of the “Szczecin” reservoir, whose methanogenic potential and composition was analyzed
in media diversified in terms of the carbon source. On each of them, a series of 3 passages was carried
out, inoculating fresh medium with inoculum in a ratio of 49:1. It has been shown that the optimal
temperature for stimulation of methanogenic activity (MGA) is 30°C. The MGA increase, along with
the advancement of the culture was found only in incubations carried out under H,/CO, atmosphere
(4:1). Metagenomic analysis showed that metanogens belonging to the genus Methanomicrobium are
the most represented in these conditions. These discoveries give us a new insight into the
ecophysiology of these important microorganisms and can help in finding a remedy for the reduction
of biogas production by bioaugmentation with methanogens.

Badania wspotfinansowane przez Narodowe Centrum Nauki (nr 2015/17/B/NZ9/01662)
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Rola wydzielin korzeniowych Festuca ovina w desorpcji kadmu unieruchomionego przez
organiczne i nieorganiczne sorbenty

Matgorzata Majewska, Karolina Krdl

Zaktad Mikrobiologii Srodowiskowej, Wydziat Biologii i Biotechnologii, Uniwersytet Marii Curie Sktodowskiej,
ul. Akademicka 19, 20-033 Lublin

Celem przeprowadzonych badan byto okreslenie wydajnosci desorpcji kadmu zimmobilizowanego
przez getyt (11,1 mg g1), montmorylonit (10,5 mg g!), kwasy huminowe (6,7 mg g), biomase
Chryseobacterium DEM Bc1 (9,4 mg g1) i Trichoderma koningiopsis (8,4 mg g) oraz korzenie Festuca
ovina (6,0 mg g1) przez roztwér zwigzkdw mineralnych (roztwdr Hoaglanda) oraz przez roztwor
Hoaglanda wzbogacony w wydzieliny korzeniowe, ktdéry zostat zebrany po zakorczeniu hodowli
hydroponicznej F. ovina. Mineralny roztwér Hoaglanda uruchamiat istotnie wieksze ilosci Cd
zwigzanego przez montmorylonit, getyt, kwasy huminowe oraz korzenie, natomiast istotnie mniejsze
z biomasy bakteryjnej i grzybowej, niz roztwoér Hoaglanda wzbogacony w wydzieliny korzeniowe.
Temperatura (4, 14 i 22°C) oraz czas trwania inkubacji (24 lub 96 godzin) rowniez byty czynnikami
istotnie kontrolujacymi desorpcje Cd a sita ich wptywu na ten proces byta rézna w zaleznosci od
rodzaju sorbentu i roztworu uruchamiajagcego metal. Na podstawie wydajnosci desorpcji Cd
testowane sorbenty mozna uszeregowa¢ w nastepujacy sposdb: biomasa mikrobiologiczna > kwasy
huminowe > getyt > montmorylonit > korzen. Wyniki przeprowadzonych badan wskazuja, ze Cd
zakumulowany w korzeniach F. ovina byt najmniej podatny na uruchamianie przez organiczne i
mineralne zwigzki obecne w roztworze a wydzieliny korzeniowe tej trawy ograniczyty mobilizacje
kadmu z innych sktadnikéw fazy statej gleby zwiekszajac tym samym jego stabilizacje.

The role of Festuca ovina root secretions in cadmium desorption immobilized by organic
and inorganic sorbents

The aim of the study was to determine the efficiency of cadmium desorption, which was
immobilized with goethite (11.1 mg g), montmorillonite (10.5 mg g), humic acids (6.7 mg g1),
biomass of Chryseobacterium DEM Bcl (9.4 mg g) and Trichoderma koningiopsis (8.4 mg g1), and
roots of Festuca ovina (6.0 mg g1), using a solution of mineral compounds (Hoagland's solution) and
Hoagland’s solution enriched in root secretions, which was collected after hydroponic growing of F.
ovina. Hoagland’s mineral solution mobilized significantly greater amounts of Cd from
montmorillonite, goethite, humic acids and roots, but significantly less from bacterial and fungal
biomass, than Hoagland's solution enriched with root secretions. The temperature (4, 14 and 22°C)
and the time of incubation (24 or 96 hours) were also factors that significantly controlled Cd
desorption and their impact on this process varied depending on the type of sorbent and solution
used to release this metal. On the basis of Cd desorption efficiency, the tested sorbents can be
arranged in the following way: microbial biomass > humic acids > goethite > montmorillonite > roots.
The results of the conducted research indicate that the Cd accumulated in the roots of F. ovina was
the least susceptible to mobilization by organic and mineral compounds present in the solution, and
the root secretions of this grass limited the mobilization of cadmium from other components of the
soil solid phase thereby increasing its stabilization.

119



11l OGOLNOPOLSKIE SYMPOZJUM MIKROBIOLOGICZNE »METAGENOMY ROZNYCH SRODOWISK"
Lublin, 28 — 29 czerwiec 2018

Charakterystyka i potencjat bioremediacyjny kadmoopornego szczepu Chryseobacterium
DEM Bcl

Matgorzata Majewska?, Sylwia Wdowiak-Wrdébel?, Monika Marek-Kozaczuk?,
Artur Nowak?, Jolanta Jaroszuk-Sciset!

17aktad Mikrobiologii Srodowiskowej, 2Zaktad Genetyki i Mikrobiologii Ogélnej,
Woydziat Biologii i Biotechnologii, Uniwersytet Marii Curie-Sktodowskiej, ul. Akademicka 19, 20-033 Lublin

Szczep DEM Bcl zostat wyizolowany z ryzosfery zyta (Secale cereale) uprawianego na glebie
lessowej nieskazonej metalami ciezkimi. Jest to szczep: (1) o wysokiej opornosci na Cd (100 pg mlt
ptynnego podtoza), (2) wydajnie immobilizujagcy Cd z wodnych roztworéw (od 10 do 42 mg g'ts.m.),
(3) istotnie stymulujacy przyrost swiezej i suchej masy czesci nadziemnych Festuca ovina, jednak bez
wptywu na mase korzeni (gleba nieskazona), (4) zwiekszajacy akumulacje metalu w korzeniach trawy,
bez translokacji Cd do czesci nadziemnych (hodowla hydroponiczna na podtozu uzupetnionym 5 pg Cd
ml1). Szczep DEM Bcl uruchamia fosfor z nierozpuszczalnych fosforanéw, produkuje siderofory
(zwigzki utatwiajgce pobieranie Fe*3), kwas 3-indolilooctowy (fitohormon) oraz wykazuje aktywnosé
proteolityczng, ureolityczng i amylolityczng. Sekwencja genu 16S rRNA szczepu DEM Bcl wykazata
wysoki stopien podobienistwa z sekwencjami bakterii rodzaju Chryseobacterium, przede wszystkim
szczepdw: C. joostei DSM16927 (97,2%), C. jejuense DSM19299 (97,0%), C. indologenes NBRC 14944
(97,0%) oraz C. culicis DSM 23031 (96,5%). Dla potwierdzenia pozycji taksonomicznej szczepu DEM
Bcl wykonano rowniez analize MLSA trzech gendw metabolizmu podstawowego, tzw. housekeeping
genes, recA, rpoB oraz gyrB. Przeanalizowana sekwencja o dtugosci ponad 3100 pz potwierdzita
najwyzsze podobienstwo sekwencji szczepu DEM Bcl do sekwencji C. culicis DSM 23031, C. jejuense
DSM 19299, C. indologenes NBRC 14944 oraz C. joostei DSM 16927 odpowiednio na poziomie 91,9%,
90,5%, 90,0% oraz 89,9%.

Characteristic and bioremediation potential of cadmium resistant strain of
Chryseobacterium DEM Bcl

The DEM Bc1 strain was isolated from the rhizosphere of the rye (Secale cereale) grown in loess
soil not contaminated with heavy metals. This strain is: (1) highly resistant to Cd (100 pug ml of ligiud
medium), (2) quickly and efficiently immobilizing Cd from aqueous solutions (from 10 to 42 mg g
s.m.), (3) significantly rising the fresh and dry biomass of Festuca ovina shoots, however, without
affecting the root biomass (unpolluted soil), (4) increasing the accumulation of Cd in grass roots,
without its translocation to the shoots (hydroponic culture supplemented with 5 ug Cd ml1). The
strain DEM Bc1 is capable to mobilize phosphorus from insoluble phosphates, produces siderophores
(compounds mediating of the iron uptake) and indole-3-acetic acid (phytohormone). It demonstrates
proteolytic, ureolytic and amylolytic actvities. The 16S rRNA gene sequence of the DEM Bcl strain
showed a high degree of similarity with the sequences of bacteria of the genus Chryseobacterium,
especially to C. joostei DSM16927 (97.2%), C. jejuense DSM19299 (97.0%), C. indologenes NBRC 14944
(97, 0%) and C. culicis DSM 23031 (96.5%). To confirm the taxonomic position of the DEM Bc1 strain,
MLSA analysis of three genes of basic metabolism, the so-called “housekeeping genes”, recA, rpoB
and gyrB were performed. The analyzed sequence, over 3100 bp in length, confirmed the highest
sequence similarity of the DEM Bc1 strain to the sequence C. culicis DSM 23031, C. jejuense DSM
19299, C. indologenes NBRC 14944 and C. joostei DSM 16927 at 91.9%, 90.5%, 90.0% and 89.9%,
respectively.
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Wptyw oksydacji na sktad i aktywnosc¢ konsorcjéow metanogenicznych

Anna Szafranek-Nakoniecznal, Anna Pytlak!, Agnieszka Kuzniarl, Paulina Onopiuk?,
Kinga Salwa?, Krystian Pawlak?, Jarostaw Grzadziel?, Anna Gatazka?, Andrzej Gorski?,
Zofia Stepniewska*

IKatolicki Uniwersytet Lubelski Jana Pawta Il, Katedra Biochemii i Chemii Srodowiska, ul.
Konstantynow 11, 20-708 Lublin, tel. (0-81) 4545460, e-mail:anna.szafranek@kul.pl
2Instytut Uprawy, Nawozenia i Gleboznawstwa-Panstwowy Instytut Badawczy, Zaktad Mikrobiologii
Rolniczej, ul. Czartoryskich 8, 24-100 Putawy

Ze wzgledu na wrazliwos$é na oksydacje enzymdéw warunkujacych aktywnos¢ Archaea, conditio
sine qua non zaistnienia metanogenezy jest beztlenowe srodowisko. Odpornos¢ konsorcjow
metanogenicznych na stres tlenowy, przejawiajacy sie m. in. zdolnoscig do redukcji Srodowiska jest
zatem bardzo wazng cechg przemawiajgcg za mozliwoscig ich biotechnologicznego zastosowania.
Celem prezentowanych badan byta ocena wptywu natlenienia na sktad oraz wydajnos¢ formowania
CH, przez konsorcja metanogeniczne pochodzace z osadéw dennych i wéd kopalnianych (Kopalnia
Betchatdw). Mikroorganizmy hodowano na podtozu ptynnym wzbogaconym w trypton i ekstrakt z
drozdzy, w atmosferze zawierajgcej CO,/H; (1:4). Preinkubowane hodowle poddano czasowemu
natlenieniu (od 0 do 24h) po czym odtworzono atmosfere anaerobowga. Zmiany aktywnosci
metanogenicznej w nastepstwie stresu oksydacyjnego kontrolowano chromatograficznie przez 7 dni
(GC 3800, Varian). Natlenienie podtoza badano przez pomiar potencjatu oksydoredukcyjnego i
stezenia tlenu rozpuszczonego. Analize metagenomiczng spotecznosci wykonano w oparciu o
sekwencjonowanie obszaréw V3-V4 genu 16S rRNA (lllumina, Genomed S.A). Przeprowadzone
badania wykazaty, iz stres oksydacyjny dziata hamujgco na mikroorganizmy beztlenowe jedynie w
pierwszych dniach natlenienia, obie badane spotecznosci mimo poczatkowej inhibicji odzyskiwaty
zdolnos¢ do formowaniu CH,4 osiggajac efektywnosci porownywalne lub wyzsze wydajnosci w dniu 7.

Badania wspétfinansowane przez Narodowe Centrum Nauki (nr 2015/17/B/NZ9/01662)
The effect of oxygenation on composition and activity of methanogenic consortia

Due to the sensitivity to the oxidation of enzymes determining Archaeal activity, conditio sine qua
non of metanogenesis is an anaerobic environment. Resistance of the methanogenic consortia to
oxygen stress, manifested, among others the ability to reduce the environment is therefore a very
important feature when considering their biotechnological application.The aim of the presented
research was to test the effect of oxygenation on compositiom and efficiency in CH4 formation by
methanogenic consortia originating from lake bottom sediments and waters accompanying lignite
seams (Betchatow coalmine) Consortia were grown on liquid medium enriched in yeast extract and
tryptone, under CO,/H; atmosphere (1:4). Preincubated cultures were temporarily oxygenated (from
0 to 24 h) after which an anaerobic conditions were re-established. Changes in methanogenic activity
being a consequence of stress were monitored chromatographically (GC 3800, Varian). The medium
aeration statuswas monitored by measuring the redox potential and dissolved oxygen. Metagenomic
analysis were performed based on V3-V4 fragment of the 16S rRNA gene (lllumina, Genomed). The
research showed that oxidative stress inhibits anaerobic microorganisms only in the first days of
oxygenation, both studied communities, despite initial inhibition, regained their ability to form CH,,
achieving comparable or higher efficiency on day 7.
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Sktad zbiorowisk mikroorganizmoéw zasiedlajacych substraty do fermentacji
metanowej oraz osady pofermentacyjne

Karolina Oszust, Magdalena Frac

lInstytut Agrofizyki im. Bohdana Dobrzanskiego Polskiej Akademii Nauk, Doswiadczalna 4, 20-290
Lublin, e-mail: koszust@ipan.lublin.pl, m.frac@ipan.lublin.pl

Majac na uwadze potrzebe zapewnienia optacalnych substratéw do procesu fermentacji
beztlenowej, badano cztery rdéine surowce: odpady owocowe, osad z oczyszczalni Sciekdw
mleczarskich, kiszonke z trawy oraz kiszonke z kukurydzy. Postawiono hipoteze, ze zbiorowiska
mikroorganizmow zasiedlajgcych te substraty rdéznig sie znaczaco. Okreslono w jaki sposdb
poczatkowy sktad zbiorowisk mikroorganizméw, w kontekscie wtasciwosci fizykochemicznych
substratéw, moze wptywa¢ na wydajnos¢ produkcji biogazu. Okreslono takze sktad zbiorowisk
metanogenow wystepujgcych w osadach pofermentacyjnych. Najwiekszy uzysk biogazu zanotowano
dla kiszonki z kukurydzy i mniejsze, kolejno dla kiszonki z trawy, odpadéw owocowych i osadu z
oczyszczalni sciekdw mleczarskich. Odnotowano, ze kiszonke z kukurydzy zasiedlaty przede wszystkim
przedstawiciele rodziny Acetobacteraceae i Lactobacillaceae, podczas gdy obecnos¢ Bacillaceae i
Planococcaceae stwierdzono w kiszonce z trawy. Osad S$ciekdw mleczarskich byt w wiekszosci
zasiedlany przez Xanthomonadaceae, Enterococcaceae i Nocardioidaceae. Przedstawicieli rodzin
Streptophyta i Rickettsiales wykryto w odpadach owocowych. Badane osady pofermentacyjne nie
réznity sie sktadem archeonéw metanogennych.

Microbial community composition of feedstock substrates and the resulting digestate
residues

Bearing in mind the need to find waste-based and profitable substrates for anaerobic digestion,
there were four different feedstocks investigated. These were as follows: fruit waste, dairy sewage
sludge, grass silage, corn silage. It has been hypothesized that the microbial community compositions
of these substrates differ significantly from each other. The focal points of our objectives were the
following: to evaluate the physicochemical properties of substrates that determine particular
microbial community composition; to determine how the initial substrates for microbial community
composition lead to biogas yield effectiveness; to determine the methanogens composition, which
occur in digestate residues, following biogas production. Thus, the biogas yield kinetic study of
substrates was linked to the physiochemical parameters and microbial community composition of
substrates and with their corresponding residues. The order of biogas production, graded from high
to low was as follows: corn silage, grass silage, fruit waste and dairy sewage sludge. The
Acetobacteraceae and Lactobacillaceae families occurred most commonly in corn silage, while
Bacillaceae and Planococcaceae were detected in the greatest numbers in grass silage. Dairy sewage
sludge was mostly inhabited by Xanthomonadaceae, Enterococcaceae and Nocardioidaceae, but
Streptophyta and Rickettsiales were detected in fruit waste. Aceticlastic and hydrogenotrophic
methanogens were quantified in comparative amounts in all residues tested.

Scientific work was funded from the budget for science by The National Centre for Research and
Development in Poland. LIDER 048/L-2/10. Programme 2011-2014.
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Zmiany mikrobiomu bakteryjnego w ryzosferze bobiku pod wptywem pentachlorofenolu

Anna Siczek !, Magdalena Frac !, Agata Gryta !, Karolina Oszust 1, Stanistaw Kalembasa?,
Dorota Kalembasa?

HInstytut Agrofizyki im. Bohdana Dobrzariskiego Polskiej Akademii Nauk
2Uniwersytet Przyrodniczo-Humanistyczny w Siedlcach

Pentachlorofenol (PCP) jest stosowany jako herbicyd i $rodek owadobdjczy oraz Srodek
konserwujgcy drewno. Ma szkodliwy wptyw na ekosystem, w tym na zdrowie ludzkie.

Celem przeprowadzonych badan polowych byto okreslenie wptywu pentachlorofenolu na sktad
mikrobiomu bakteryjnego w ryzosferze bobiku. Sktad bakterii analizowano przy uzyciu techniki
sekwencjonowania nowej generacji (NGS) na bazie hiperzmennego regionu V3-V4 genu 16S rRNA.
Sekwencjonowanie przeprowadzono w analizatorze genetycznym MiSeq (lllumina Inc., USA), w
technologii paired-end, 2x250 nt, z uzyciem kitu v2 MiSeq. Sekwencje zostaty pogrupowane w OTUs
(Operational Taxonomic Units) na podstawie 97% podobieristwa. W glebie kontrolnej otrzymano
57027 i 48854 OTUs odpowiednio w fazach 5-6 lisci (T1) i kwitnienia (T2), natomiast po zastosowaniu
PCP wartosci te wyniosty odpowiednio 53435 i 42456. Niezaleznie od terminu i skazenia PCP, w
ryzosferze bobiku dominowaty bakterie rzedu Actinomycetales. Ponadto, wsréd innych dominujgcych
bakterii wykazano u roslin kontrolnych obecnos$¢ bakterii rzedu Rhizobiales i Acidimicrobiales (T1) oraz
Rhizobiales i Burkholderiales (T2), zas w obecnosci PCP Gaiellales i Rhizobiales (T1) oraz
Pseudomonadales, Sphingobacteriales i Burkholderiales (T2). Otrzymane wyniki dostarczyty informacji
na temat zmian sktadu zbiorowiska bakteryjnego ryzosfery pod wptywem pentachlorofenolu w czasie
wzrostu bobiku.

Projekt zostat sfinansowany ze s$rodkéw Narodowego Centrum Nauki, projekt nr
2016/21/B/NZ9/03588

Changes in bacterial microbiome in faba bean rhizosphere under the influence of
pentachlorophenol

Pentachlorophenol (PCP) is used as a herbicide and insecticide as well as a wood preservative. It
has a detrimental effect on the ecosystem, including human health. This field experiment was
conducted to determine the effect of pentachlorophenol on the composition of bacterial microbiome
in faba bean rhizosphere. The bacterial microbiome was analyzed using the next generation
sequencing technique (NGS) based on the V3-V4 hypervariable region of the 16S rRNA gene.
Sequencing was performed using MiSeq platform (lllumina Inc., USA) in PE reads 2x250 bp with a v2
MiSeq regent kit. The sequences were clustered in OTUs (Operational Taxonomic Units) based on 97%
similarity. In the control soil 57027 and 48854 OTUs were obtained in the phases of 5-6 leaves (T1)
and flowering (T2), respectively, whereas after PCP application, these values amounted to 53435 and
42456, respectively. Regardless of the term and PCP contamination, the Actinomycetales dominated
in the faba bean rhizosphere. In addition, among other dominant bacteria, the presence of bacteria
of the order of Rhizobiales and Acidimicrobiales (T1) and Rhizobiales and Burkholderiales (T2) was
found in control plants, while in the presence of PCP Gaiellales and Rhizobiales (T1) and
Pseudomonadales, Sphingobacteriales and Burkholderiales (T2). The obtained results provided
information on changes in the composition of bacteria in the rhizosphere under the influence of
pentachlorophenol during faba bean development.

This work was funded by the National Science Centre in Poland, project no 2016/21/B/NZ9/03588
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Analiza zmiany skfadu mikrobiologicznego sktadowiska odpaddéw pohutniczych z
zastosowaniem metody elektroforezy w gradiencie srodka denaturujacego (DGGE)

Sylwia Siebielec?, Grzegorz Siebielec?, Jarostaw Grzadziel*

1Zaktad Mikrobiologii Rolniczej, Instytut Uprawy Nawozenia i Gleboznawstwa — Paristwowy Instytut Badawczy,
Czartoryskich 8, 24-100 Putawy; ssiebielec@iung.pulawy.pl
2Zaktad Gleboznawstwa Erozji i Ochrony Gruntdw, Instytut Uprawy Nawozenia i Gleboznawstwa — Paristwowy
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Sktadowiska odpadéw pohutniczych (zuzli i odpaddw poflotacyjnych) i gleby o ekstremalnie
wysokich zawartosciach cynku, otowiu, kadmu i arsenu stanowig powazny srodowiskowy problem w
obszarach o duzym zageszczeniu przemystu hutniczego, czego przyktadem jest obszar Gérnego Slaska.
Celem pracy byta analiza zmiany sktadu mikrobiologicznego sktadowiska odpaddéw pohutniczych
wobec wptywu zastosowanych dodatkéw doglebowych (osadu $ciekowego i wapna odpadowego).
Okreslono réwniez wptyw zrdznicowanego nawozenia, na dynamike wzrostu wybranych grup
drobnoustrojow oraz aktywnos¢ enzymatyczng badanych gleb, skorelowang z parametrami
fizykochemicznymi. Prébki glebowe przeznaczone do badan pobrano w roku 2016 z gtebokosci 0-20cm
w 3 powtdrzeniach spod traw w wieloletnim doswiadczeniu polowym (rekultywacja w 1997 r.) na
sktadowisku w Piekarach Slaskich. Analiza z zastosowaniem metody elektroforezy w gradiencie $rodka
denaturujgcego (DGGE) pozwolita zobrazowaé¢ réznorodno$¢ mikroorganizméw w zaleznosci od
zastosowanych dawek nawozenia.

Praca finansowana w ramach projektu ,,Rola mikroorganizméw w zasiedlaniu sktadowisk odpadéw
pohutniczych przez rosliny oraz ich wptyw na biodostepnos¢ pierwiastkdw sladowych”; Preludium 9,
UMO-2015/17/N/ST10/03182 oraz realizowana w ramach zadania PW. 1.4. ,Ocena i ksztattowanie
bioréznorodnosci Srodowiska glebowego oraz aktywnosci mikrobiologicznej gleb z uwzglednieniem
réznych warunkéw siedliskowych i systemdéw gospodarowania”.

Analysis of the change in the structure of microbial populations of the smelter
wasteland using the denaturing gradient gel electrophoresis (DGGE)

Smelter slag and post-flotation wastelands and soils with extremely high levels of zinc, lead,
cadmium and arsenic represent a serious environmental problem in areas of smelting industry, as
exemplified by the Upper Silesia region. The aim of the work was to analyze the changes in the
composition of microbiological populations of the smelter wasteland top layer as response to the soil
amendments tested (sewage sludge and waste lime). The influence of various treatments on the
growth dynamics of selected groups of microorganisms and the enzymatic activity was measured and
correlated with the physicochemical parameters of the constructed soil. Soil samples were collected
in 2016 in three replications from the depth of 0-20 cm from the long-term reclamation experiment
established in 1997 at the wasteland in Piekary Slaskie. Analysis using the denaturing gradient gel
electrophoresis (DGGE) enabled evaluation of the diversity of microorganisms as dependent on the
applied rates of soil amendments.

Research within the project "Role of microorganisms in colonization of smelter wastelands by plants
and their impact on bioavailability of trace elements"; Preludium 9, UM0-2015/17/N/ST10/03182 and
the long-term IUNG-PIB programme, task 1.4. "Assessment and development of soil biodiversity and
microbiological activity of soils taking into account various habitat conditions and agricultural
production systems".
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Identyfikacja bakterii wigzgcych azot pochodzacych ze sktadowiska odpadow
pohutniczych metodg sekwencjonowania 16S rDNA oraz genotypowanie szczepow
metoda PCR-MP
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Sktadowiska odpaddw pohutniczych o ekstremalnych zawartosciach cynku, otowiu, kadmu i

arsenu stanowig powazny problem na obszarze Gérnego Slaska. Zanieczyszczenie gleb metalami moze
powodowac toksycznosé dla roslin i mikroorganizmdéw glebowych ograniczajgc tym samym zdolnosé
gleby do petnienia podstawowych funkcji. Aktywnos¢ bakterii wigzgcych N jest niezwykle wazna dla
rozwoju pokrywy roslinnej na tych terenach. W roku 2016 pobrano z gtebokosci 0-20 cm w 3
powtdrzeniach prébki pochodzgce z wieloletniego doswiadczenia polowego (rekultywacja w 1997 r.)
na sktadowisku w Piekarach Slgskich. Materiat przeznaczony do badar pochodzit z terenu
podzielonego na 6 transektdéw, oznaczajgcych inng kombinacje dawek osadu $ciekowego i wapna
odpadowego. Metody rozcienczen glebowych okreslono ogdlng liczebnos¢é bakterii z rodzaju
Azotobacter, wyrazong jako liczba jednostek tworzacych kolonie (jtk) w 1 gramie powietrznie suchej
masy gleb. Nastepnie przeprowadzono identyfikacja gatunkowa bakterii poprzez sekwencjonowanie
uzyskanego produktu amplifikacji fragmentu genu 16S rDNA oraz genotypowanie szczepdw metoda
PCR MP. W wyniku genotypowania szczepow diazotroféow uzyskano 7 rdéznych profili
elektroforetycznych.
Praca finansowana w ramach projektu ,Rola mikroorganizmdéw w zasiedlaniu sktadowisk odpadéw pohutniczych
przez rosliny oraz ich wptyw na biodostepnosé pierwiastkow $ladowych”; Preludium 9, UMO-
2015/17/N/ST10/03182 oraz realizowana w ramach zadania PW. 1.4. ,Ocena i ksztattowanie bioréznorodnosci
Srodowiska glebowego oraz aktywnosci mikrobiologicznej gleb z uwzglednieniem réznych warunkéw siedliskowych
i systemow gospodarowania”.

Identification of nitrogen-fixing bacteria from the smelter wasteland using 16S rDNA
sequencing method and genotyping of strains using PCR-MP

Smelter wastelands with extreme contents of zinc, lead, cadmium and arsenic constitute a serious

problem in the area of Upper Silesia. Soil contamination with metals can cause toxicity to plants and
soil microorganisms, limiting the soil ability to perform basic functions. The activity of N-binding
bacteria is extremely important for the development of the plant cover in these areas. In 2016,
samples taken from a long-term field experiment (reclamation in 1997) at a waste heap in Piekary
Slgskie were collected from a depth of 0-20 cm in three replications. The material was collected from
6 transects representing different combinations of sewage sludge and by-product lime rates. The
method of plate dilutions was used to determine the total number of Azotobacter which was
expressed as the number of colonies (CFU) in 1 gram of air dried soil matter. Then bacterial species
identification was performed by 16S rDNA sequencing and PCR genotyping of strains. As a result of
the genotyping of the diazotroph strains, 7 different electrophoretic profiles were obtained.
Research within the project "Role of microorganisms in colonization of smelter wastelands by plants and their
impact on bioavailability of trace elements "; Preludium 9, UM0-2015/17/N/ST10/03182 and the long-term IUNG-
PIB programme, task 1.4. "Assessment and development of soil biodiversity and microbiological activity of soils
taking into account various habitat conditions and agricultural production systems".
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Synteza glukanaz i chitynaz indukowana sciang komérkowa fitopatogenicznego szczepu

Fusarium culmorum przez genetycznie zidentyfikowane szczepy Trichoderma spp.

(T. koningiopsis, T. velutinum)
Renata Tyskiewicz!, Artur Nowak?!, Grzegorz Janusz?, Anna Pawlik?, Matgorzata Majewska?,
Jolanta Jaroszuk-Sciset!
17aktad Mikrobiologii Srodowiskowej, 2Zaktad Biochemii, Wydziat Biologii i Biotechnologii,
Uniwersytet Marii Curie Sktodowskiej, ul. Akademicka 19, 20-033 Lublin

Liczne gatunki grzybéw nalezgce do rodzaju Trichoderma spp. postuguja sie mechanizmem
mykopasozytnictwa nekrotroficznego, na ktéry sktada sie bezposrednie fizyczne oddziatywanie
strzepek obu partneréw oraz posrednie dziatanie enzymow litycznych. Liza sktadnikéw grzybowych
$cian komarkowych (CWF) fitopatogendéw zachodzi za posrednictwem kompleksu enzyméw CWDE
(ang. Cell Wall Degrading Enzymes). Gtéwng role w degradacji CWF odgrywajg B-chitynazy oraz
1,3-B-glukanazy katalizujgce hydrolize wigzan glikozydowych podstawowych sktadnikow CWF:
glukanéw i chityny. Celem przeprowadzonych badan byta ocena zdolnosci trzech szczepow
Trichoderma spp. zakwalifikowanych na podstawie analizy sekwencji rRNA do dwdch gatunkow
T. koningiopsis (TK3Ag0, TKEPSK356) oraz T. velutinum (TVEPF48) do syntezy enzyméw
degradujacych CWF: glukanaz i chitynaz. Zdolnos¢ do syntezy tych enzymdw zbadano w dtugotrwatych
hodowlach ptynnych wytrzgsanych (150 rpm) szczepdw Trichoderma spp. na mineralnym podtozu RB
ze zliofilizowang CWF patogenicznego szczepu Fusarium culmorum FC37 wprowadzong jako jedyne
zrédto wegla w stezeniu 0,2%. Badane szczepy Trichoderma spp. wykazaty zdolnos$é do syntezy obu
enzymow, ktérych aktywnos¢ stwierdzono w ptynach uzyskanych w trzech terminach: po 5, 7 jak i 14
dniach hodowli, przy czym zaobserwowano tendencje wzrostu aktywnosci wraz z czasem hodowli. W
hodowlach trzech szczepdw zaobserwowano podobng aktywnos¢ B-1,3-glukanaz i byta ona ponad 4
razy wyzsza niz aktywnos$¢ chitynaz. Aktywnos$¢ chitynaz byta najwyisza w hodowli szczepu
T. koningiopsis TK3Ag0.

Synthesis of glucanases and chitinases induced by the cell wall of a phytopathogenic
strain Fusarium culmorum by genetically identified Trichoderma spp. Strains
(T. koningiopsis, T. velutinum)

Numerous species of fungi belonging to the genus Trichoderma spp. employ the necrotrophic
mycoparasitism mechanism, which consists of direct physical interaction of hyphae of both partners
and indirect action of lytic enzymes. Lysis of the fungal cell wall (CWF) of phytopathogens proceeds
through the CWDE (cell wall degrading enzymes) complex. The most important role in the degradation
of CWF is played by B-chitinases and 1,3-B-glucans, which catalyze the hydrolysis of glycosidic bonds
of the basic CWF components: glucans and chitin. The aim of the study was to assess the ability of
three strains of Trichoderma spp. classified on the basis of analysis of the rRNA sequence to two
species T. koningiopsis (TK3Ag0, TKEPSK356) and T. velutinum (TVEPFA8) to synthesize CWF
degrading enzymes: glucanases and chitinases. The ability to synthesize these enzymes was tested in
long-term liquid shaking cultures (150 rpm) of Trichoderma spp. on mineral RB medium with
lyophilized CWF of the pathogenic strain Fusarium culmorum FC37 introduced as the sole carbon
source at a concentration of 0.2%. The tested Trichoderma spp. strains demonstrated the ability
to synthesize both enzymes, whose activity was found in fluids obtained at three terms: after 5, 7 and
14 days of culture, with a tendency to increase the activity along with the culture time. In cultures of
three strains, the B-1,3-glucanase activity was similar, i.e. over 4 times higher than the activity of
chitinases. Chitinase activity was the highest in the T. koningiopsis TK3AgO0 culture.

This study was financially supported by the project BS-P-11-010-18-2-07 (2018)
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Aktywno$¢ enzymatyczna szlakéw odpornosci roslin stymulowana trzema
zidentyfikowanymi genetycznie szczepami Trichoderma
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Odpornosé roslin typu SAR (systemic acquired resistance) charakteryzujgca sie obecnoscig kwasu
salicylowego (SA) oraz biatek patogenezozaleznych (PR); ISR (induced systemic resistace) angazujaca
kwas jasmonowy (JA) i etylen (ET) oraz IR (induced resistance) moze by¢ indukowana elicytorami
abiotycznymi i biotycznymi. Markerami $wiadczacymi o indukcji odpornosci sa enzymy szlaku
fenylopropanoidowego: liaza fenyloalaninowa (PAL) i tyrozynowa (TAL), katalaza (CAT) oraz biatka PR
o aktywnosciach peroksydazy gwajakolowej (GPX), chitynazy (CHIT) i glukanazy (GLUK). Aktywnos¢
enzymow markerowych badano w korzeniach i todygach siewek pszenicy. Odpornos¢ indukowano
zawiesinami (1x10°> ml1) zarodnikéw trzech szczepdéw Trichoderma: T. koningiopsis EPSK356 i 3Ag0
oraz T. velutinum EPFA8 oraz elicytorami komercyjnymi laminaryng i chitozanem (kontrole dodatnie)
wprowadzonymi na sterylizowane powierzchniowo nasiona pszenicy, ktére inkubowano w ciemnosci
przez okres 5 dni. Enzymy ekstrahowano 50 mM buforem fosforanowym o pH 7.5 (ImM EDTA, 1mM
PMSF, 5mM askorbian sodu, 1% PVPP). W tkankach pszenicy indukowanej zarodnikami
zaobserwowano wzrost aktywnosci markeréw odpornosci zarédwno wobec kontroli wodnej jak i
kontroli pozytywnych. Aktywno$¢ GLUK i CHIT w tkankach indukowanych byta ok. 10-krotnie wyzsza
niz w kontroli wodnej. Aktywnos$¢é GLUK, PAL i GPX byta wyzsza w korzeniach niz todygach, a CHIT, TAL
i CAT wyzsza w todygach niz korzeniach. Aktywnos¢ poszczegdlnych markeréw w tkankach korzeni i
todyg siewek pszenicy indukowanych szczepami T. koningiopsis lub szczepem T. velutinum byta
nawet 2-krotnie wyzsza niz w odpowiednich tkankach kontroli pozytywnych indukowanych
chitozanem czy laminaryna.

Enzymatic activity of plant resistance pathways stimulated by three genetically
identified Trichoderma strains

Plant resistance SAR (systemic acquired resistance) characterized by the presence of salicylic acid
(SA) and pathogenesis-related proteins (PR); ISR (induced systemic resistance), resistance can be
induced by abiotic and biotic elicitors. Markers of resistance induction include enzymes of the
phenylpropanoid pathway: phenylalanine (PAL) and tyrosine lyase (TAL), catalase (CAT), and PR
proteins with guaiacol peroxidase (GPX), chitinase (CHIT) and glucanase (GLUK) activities.

The activity of marker enzymes was studied in the roots and stems of wheat seedlings. Resistance
was induced with suspensions (1x10°> ml?) of spores of three Trichoderma strains: T. koningiopsis
EPSK356 and 3Ag0 and T. velutinum EPFA8 as well as commercial elicitors with laminarin and chitosan
(positive controls) introduced onto surface-sterilized wheat seeds incubated in the dark for 5 days.
The enzymes were extracted with 50 mM phosphate buffer pH 7.5 (1ImM EDTA, 1mM PMSF, 5mM
sodium ascorbic, 1% PVPP). In the tissues of wheat induced with spores, an increase in the activity of
resistance markers was observed compared with both the water control and positive controls. GLUK
and CHIT activity in the induced tissues was about 10-times higher than in the water control. The
activity of GLUK, PAL, and GPX was higher in roots than in stems, while CHIT, TAL, and CAT were higher
in stems than in roots. The activity of individual markers in the tissues of the roots and stems of wheat
seedlings induced by the T. koningiopsis or T. velutinum strains was even 2-times higher than in the
respective tissues of the positive controls induced by chitosan or laminarin.

This study was financially supported by the project BS-P-11-010-18-2-07 (2018)
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Analiza plazmidowego DNA pochodzacego z prébek wody z rzeki Wisty
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Zjawisko narastania lekoopornosci bakterii jest obiektem intensywnych badan na catym swiecie.
Zasadniczg role w przenoszeniu gendw lekoopornosci miedzy komadrkami bakterii odgrywaja plazmidy
bakteryjne oraz inne ruchome elementy genetyczne. Istotnym elementem uczestniczacym w
rozprzestrzenianiu lekoopornosci sa plazmidy obecne w bakteriach bytujgcych w $rodowiskach
naturalnych. Zjawisko to jest jeszcze stabo poznane. Z prébek wody z rzeki Wisty pobranych ponizej
oczyszczalni Sciekdow Czajka (Warszawa) wyizolowano catkowity DNA, ktéry uzyto do transformacji
szczepOw laboratoryjnych Escherichia coli. Transformaty selekcjonowano na podtozach zawierajacych
ampicyline lub kanamycyne. Dla trzech z uzyskanych w ten sposéb plazmidéw oznaczono catkowitg
sekwencje nukleotydowa. Zostaty oznaczone pA2, pA5, pK1, majg wielkos¢ 6924, 8790 i 9948 pz.
Plazmid pA5 zawiera fragmenty DNA o wysokim podobienstwie sekwencji (84%) do genomu
Haemophilus ducreyi. Plazmid pA2 niesie geny blarem-1 i blacuy.4, fragment pozostatej sekwencji
wykazuje wysokie podobienstwo (99%) do plazmidéw izolowanych z klinicznych szczepéw E. coli i
Salmonella enterica. Plazmid pK1 wykazuje wysokie podobiefstwo (90%) do plazmidu pQ7
pochodzacego z klinicznego szczepu E. coli wyizolowanego w Szwajcarii. W plazmidzie znajduje sie
integron klasy 3, ktéry zawiera dodatkowg kasete kodujgcg opornosc na trimetoprim.

Analysis of plasmid DNA isolated from the Vistula river

The phenomenon of increase of bacterial drug-resistance is a research problem addressed
worldwide. The crucial role in drug-resistance genes transfer between bacterial cells is played by
bacterial plasmids as well as mobile genetic elements. Plasmids present in environmental bacteria are
very important for this phenomenon, which is still insufficiently known. From samples of water
collected from the Vistula river, downstream of sewage plant Czajka (Warsaw), complete DNA was
isolated and used for transformation of laboratory strains of Escherichia coli. The transformants were
selected on medium supplemented with ampicillin or kanamycin. Complete nucleotide sequence has
been obtained for three selected plasmids. The plasmids are marked as pA2, pA5, pK1 and are,
respectively, 6924, 8790 and 9948 bp long. The plasmid pA5 contains a sequence very similar (84%)
to genome of Haemophilus ducreyi. Plasmid pA2 contains genes blargy-; and blacyy-4, part of the rest
of the sequence shows very high similarity (99%) to plasmids isolated from clinical strains of E. coli
and Salmonella enterica. Plasmid pK1 expresses high similarity (90%) to plasmid pQ7 that was found
in clinical strain of E. coli isolated in Switzerland. The plasmid contains a class 3 integron with
additional cassette encoding resistance to trimethoprim.
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Metagenomy glebowe (rodziny i rodzaje) wskaznikiem degradacji bioréznorodnosci w
glebach Lubelszczyzny

Agnieszka Wolifiska?, Agnieszka Kuzniar!, Urszula Zielenkiewicz?, Artur Banach?,
Zofia Stepniewska?', Mieczystaw Btaszczyk3

IKatedra Biochemii i Chemii Srodowiska, Katolicki Uniwersytet Lubelski Jana Pawta II, Instytut Biotechnologii
ul. Konstantyndéw 1 1, 20-708 Lublin, e-mail: awolin@kul.pl
2Zaktad Biochemii Drobnoustrojéw, Instytut Biochemii i Biofizyki PAN, ul. Pawiriskiego 5a, 02-106 Warszawa,
3Samodzielny Zaktad Biologii Mikroorganizmdw,Szkota Gtéwna Gospodarstwa Wiejskiego, ul. Nowoursynowska
159, 02-776 Warszawa

Celem pracy byto wyznaczenie nowych wskaznikéw metagenomicznych swiadczacych o degradacji
bioréznorodnosci w glebach od wielu lat eksploatowanych rolniczo. Materiat badaczy stanowito 31
gleb (rolniczo uzytkowanych i nieuzytkébw - jako kontroli). Biordznorodnos$¢ okreslono z
zastosowaniem techniki sekwencjonowania nastepnej generacji (NGS) w technologii lonTorrent™ (lon
PGM™, Life Technologies). Bakteryjne sekwencje grupowano w operacyjne jednostki taksonomiczne
(OTU) na podstawie 99% podobieristwa. W badanych glebach zidentyfikowano 118 rodzin i 305
rodzajéw bakterii. Sposréd nich 10 rodzin zarekomendowano jako indykatory degradacji
bioréznorodnosci: Sphingomonadaceae > Chitinophagaceae > Flavobacteriaceae > Oxalobacteraceae
> Acetobacteraceae > Myxococcaceae > Comamonadaceae > Pseudomonadaceae > Burkholderiaceae
> Rhodanobacteraceae. Analizujgc za$ réznorodnos¢ bakterii glebowych na poziomie rodzaju
wytypowano 8 rodzajéw wrazliwych na rolnicze uzytkowanie gleb: Pelomonas > Ramlibacter >
Flavobacterium > Rhizobacter > Steroidobacter > Cellvibrio > Halliangium > Pseudomonas. Ich
wrazliwos¢ okreslono na podstawie istotnego spadku liczby OTU w glebach rolniczo uzytkowanych w
poréwnaniu do gleb kontrolnych (nieuzytkowanych rolniczo).

Soil metagenomes (families and genera) as indicators of biodiversity degradation in soils
from Lubelskie Region

The aim of the study was to determine new metagenomic indicators testifying about soil
biodiversity degradation as an effect of long-term agricultural use. Thirty-one soil samples
(agriculturally exploited soil and wastelands - serving as controls) were taken for the study. For
determination of biodiversity, next generation sequencing of the 16S rRNA metagenomic amplicons
were used with the lon Torrent™ technology. Bacterial sequences were clustered into operational
taxonomic units (OTUs) based on a 99% similarity threshold. In the studied soils, 118 families and 305
genera were identified. Among them, 10 families were recommended as indicators of biodiversity
degradation: Sphingomonadaceae > Chitinophagaceae > Flavobacteriaceae > Oxalobacteraceae >
Acetobacteraceae > Myxococcaceae > Comamonadaceae > Pseudomonadaceae > Burkholderiaceae >
Rhodanobacteraceae. By analyzing the diversity of bacterial genera, we found 8 genera that were
sensitive to agricultural practices: Pelomonas > Ramlibacter > Flavobacterium > Rhizobacter >
Steroidobacter > Cellvibrio > Halliangium > Pseudomonas. Their sensitivity was confirmed by a
significant decrease in the number of OTUs in the agricultural soils, in comparison to the wastelands,
treated as controls.

Projekt zostat sfinansowany ze Srodkéw Narodowego Centrum Nauki przyznanych na podstawie
decyzji numer DEC-2013/09/D/NZ9/02482.
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Molekularna i fenotypowa analiza lekoopornosci szczepow Escherichia coli izolowanych
z wod uzytku ekologicznego ,,Staw przy Kaczericowej” w Nowej Hucie

Katarzyna Wolny-Kotadka
Katedra Mikrobiologii, Uniwersytet Rolniczy im. Hugona Kottataja w Krakowie

Badania miaty na celu okreslenie, czy w stawie wystepujg lekooporne szczepy E. coli. Prébki wod
pobierane byty 4 razy w roku (wiosna, lato, jesien, zima) w 5 punktach na terenie zbiornika. Bakterie
E. coliizolowano z wéd ,,Stawu przy Kaczencowej” z uzyciem filtracji membranowej i podtoza TBX agar.
Przy pomocy metody dyfuzyjno-krazkowej okreslono wrazliwos$é szczepow E. coli na powszechnie
stosowane antybiotyki. Wyizolowano 60 szczepdw zidentyfikowanych jako E. coli, ktére najczesciej
posiadaty opornos¢ na tikarcyline i ampicyline. Mimo, iz stwierdzono obecnos$¢ szczepdw
wielolekoopornych, mechanizmu ESBL nie wykryto. Natomiast dzieki zastosowaniu techniki PCR
wykryto obecnosé 3 gendw lekoopornosci tj. blaTEM, blaOXA i blaSHV.

Molecular and phenotypic analysis of drug resistance of Escherichia coli strains isolated
from ecological area waters of "Staw przy Kaczerncowej" in Nowa Huta

This study was aimed to assess the occurrence of drug-resistant E. coli strains in pond waters.
Water samples were collected 4 times per year (spring, summer, autumn, winter) at 5 points within
the area of the reservoir. Using the membrane filtration and TBX agar E. coli strains were isolated from
the water of "Staw przy Kaczericowej" in Nowa Huta. Disc diffusion method was used to determine
the sensitivity of E. coli strains to commonly used antibiotics. In total, 60 strains identified as E. coli
were isolated, which most commonly had resistance to ticarcillin and ampicillin. Although, multidrug
resistant strains have been identified, ESBL mechanism has not been detected. However, using the
PCR technique, the occurrence of 3 drug resistance genes were detected, i.e. blaTEM, blaOXA and
blaSHV
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Koagulazo-ujemne gronkowce izolowane z osrodkéw jazdy konnej jako rezerwuar
opornosci na antybiotyki

Katarzyna Wolny-Kotadka
Katedra Mikrobiologii, Uniwersytet Rolniczy im. Hugona Kottataja w Krakowie

Celem badan byta identyfikacja gatunkowa, okreslenie profilu lekoopornosci i ocena
wystepowania genéw odpowiedzialnych za powstawanie metycylinoopornosci u koagulazo-ujemnych
gronkowcdéw izolowanych z osrodkéw jazdy konnej. Gronkowce izolowano z powietrza, obornika oraz
nozdrzy koni znajdujacych sie w trzech osrodkach jazdy konnej. Opornos¢ na antybiotyki okreslono
przy pomocy metody dyfuzyjno-krazkowej oraz techniki PCR w celu wykrycia genéw mecA
warunkujgcych metycylinooopornos¢. Ogétem zgromadzono 375 szczepdw, nalezgcych do 19
gatunkow, wsrdd ktorych dominowat S. vitulinus. Stwierdzono najwyzszg opornosé na gentamycyne i
tetracykline. Wsréd zgromadzonych bakterii najczesciej wystepowata opornos¢ na 1,2 lub 3
antybiotyki jednoczesnie, maksymalnie na 6. Wykryto takze izolaty wielolekooporne (MDR).
Metycylinoopornosé za pomoca testu dyfuzyjno-krazkowego stwierdzono u 23 szczepdw, natomiast
gen mecA wykryto u 137 izolatéw. Coagulase-negative staphylococci isolated from horse riding
centers as a reservoir of drug resistant

Coagulase-negative staphylococci isolated from horse riding centers as a reservoir of
drug resistant

The purpose of the study was to identify species, determine the drug resistance profile and
evaluate the occurrence of genes responsible for the development of methicillin resistance in
coagulase-negative staphylococciisolated from horse riding centers. Staphylococci were isolated from
air, manure and nostrils of horses located in three horse riding centres. Resistance to antibiotics was
determined by means of disc diffusion method and PCR technique to detect mecA genes responsible
for methicillin resistance. In total, 375 strains were collected, belonging to 19 species, the dominant
species was S. vitulinus. The highest resistance was found to gentamicin and tetracycline. Among the
collected bacteria, most frequent was the resistance to 1,2 or 3 antibiotics at the same time, maximum
of 6. Multidrug-resistant (MDR) strains were also detected. Methicillin resistance determined by disk
diffusion assay was found in 23 strains, while the mecA gene was detected in 137 isolates.
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Prezentacja International Society for Microbial Ecology (ISME)
Katarzyna Piwosz

Centre ALGATECH, Institute of Microbiology Czech Academy of Sciences
Novohradska 237 — Optaovicky Mlyn, 37901 Ttebori, Czech Republic
Department of Fisheries Oceanography and Marine Ecology
National Marine Fisheries Research Institute
Kottataja 1, 81-332 Gdynia, Poland

Miedzynarodowe Towarzystwo Ekologii Mikroorganizmoéw (International Society for Microbial
Ecology: ISME) jest stowarzyszeniem non-profit. Celem towarzystwa jest wpieranie naukowczyn i
naukowcow oraz inne osoby zajmujgce sie i zainteresowane tematyka ekologii mikroorganizmoéow
poprzez organizowanie i finansowanie badan, dziatan edukacyjnych, spotkan i konferencji naukowych
oraz innych platform wymiany informacji. Towarzystwo wydaje réwniez prestizowe wydawnictwo
naukowe The ISME Journal (IF: 9.664, 3/153 w dziedzinie ekologii, 7/124 w dziedzinie mikrobiologii).
Szczegdty i mozliwo$¢ zostania cztonkinig lub cztonkiem na stronie internetowej: www.isme-
microbes.org.

International Society for Microbial Ecology (ISME)

The International Society for Microbial Ecology (ISME) is a non-profit association in the field of
Microbial Ecology. We connect, sponsor, provide platforms and information, organize events, and are
proud owner of the ISME Journal (IF: 9.664, 3/153 in ecology, 7/124 in microbiology). Our goal is to
serve microbial ecologists and the wider community by supporting research and education. Find out
more at www.isme-microbes.org, and become a member.
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MAXIMA

BioMaxima S.A. jest notowanym na NewConnect polskim producentem podtozy
mikrobiologicznych, a takze szerokiej gamy odczynnikéw oraz sprzetu do diagnostyki in vitro. Spétka
jest rowniez dystrybutorem produktéw uznanych swiatowych firm diagnostycznych takich jak m.in.
Nova Biomedical, Mitsubishi Chemical, Biolog. Spotka posiada Certyfikaty Systemu Zarzadzania
Jakoscig 1ISO 9001:2008 oraz ISO 13485:2003. Produkty Spdtki sg znakowane CE i spetniaja wymagania
Dyrektywy Europejskiej 98/79/WE. Dzieki szerokiej ofercie produktéw jestesmy znaczagcym partnerem
dla wielu klientéw z rynku diagnostyki klinicznej, weterynaryjnej oraz przemystowej zaréwno w Polsce
(gdzie zaopatrujemy ponad 1800 laboratoriow ) jak i na rynkach miedzynarodowych, gdzie
obstugujemy ponad 60 dystrybutoréw na czterech kontynentach.

Oferta BioMaxima obejmuje nastepujace gtéwne grupy produktow:

podtoza mikrobiologiczne

testy do kontroli czystosci mikrobiologicznej

systemy biotechnologiczne

systemy do oznaczania lekoopornosci mikroorganizmow (AST)

odczynniki diagnostyczne do badania parametréow biochemicznych krwi i innych ptynow
ustrojowych wraz z analizatorami

szybkie testy diagnostyczne do wykrywania choréb infekcyjnych, markerow
nowotworowych, markeréw zawatu serca, srodkéw uzalezniajgcych wraz z czytnikami

systemy do analizy moczu

odczynniki hematologiczne wraz z analizatorami

analizatory jonoselektywne wraz z odczynnikami

analizator immunologiczny markeréw kardiologicznych wraz z odczynnikami
glukometry do uzytku profesjonalnego

analizatory do badan gazometrycznych i parametréw krytycznych krwi
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®
MOLECULAR
BIOLOGY
PRODUCTS

EURX Sp. z 0. 0. jest polska prywatng firmg biotechnologiczna o profilu produkcyjno-badawczym, z
siedzibg w Gdansku. Od ponad 20 lat uczestniczcymy w rozwoju polskiego sektora
biotechnologicznego. Dostarczamy wysokiej jakosci odczynniki dla spotecznosci naukowej. Nasza
grupa badawczo-rozwojowa wywodzi sie z kregéw akademickich, wiekszo$¢ ma za soba dtugoletnie
doswiadczenie w branzy biotechnologicznej. EURx rygorystycznie przestrzega kontroli jakosci i
standardow produkcji aby zapewni¢ wysoka jakos¢ i powtarzalnos¢ produktow. Rdwnoczesnie stale
udoskonalamy i rozwijamy naszg oferte, wychodzgc naprzeciw oczekiwaniom naszych klientow.
Mamy bogate doswiadczenie w fermentacji, klonowaniu i inzynierii biatkowej, oczyszczaniu biatek i
DNA, a takze w amplifikacji DNA.

EURx produkuje szerokg game zestawow do izolacji i oczyszczania kwaséw nukleinowych i biatek, a
takze polimerazy termostabilne, unikalne polimerazy ludzkie, odwrotne transkryptazy, odczynniki do
gPCR, wzorce wielkosci DNA i biatek oraz réznego typu nukleazy, biatka modyfikujgce DNA, enzymy
restrykcyjne i wiele innych odczynnikéw niezbednych w biologii molekularnej, jak agarozy, bufory,
barwniki obcigzajace i surowice ptodowa do hodowli.

Chcemy, aby nasze produkty pomagaty Panstwu realizowaé wifasne cele naukowe. Swojg misje
realizujemy w oparciu o nasz gtéwny obszar dziatalnosci jakim jest tworzenie i sprzedaz preparatéw i
odczynnikéw biotechnologicznych. Prowadzimy intensywne badania z wykorzystaniem tradycyjnych,
jak réwniez najnowszych technologii, co pozwala nam wytwarza¢ najwyiszej jakosci produkty.
Zadowolenie naszych Klientdw oraz jako$¢ naszych produktéw to podstawa naszego dziatania.

Jestesmy dumni, ze przyczyniamy sie do sukcesu wielu naszych Klientow.
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A&A Biotechnology jest polska firma biotechnologiczng, ktéra opracowuje i wytwarza innowacyjne
produkty dla branzy life science. Zostata zatozona w 1993 roku przez obecnego dyrektora naczelnego
dr Adama Burkiewicza. Firma posiada wtasne laboratoria badawcze i zaktady produkcyjne.

Oferta A&A Biotechnology obejmuje zestawy do izolacji DNA i RNA, PCR i odczynniki do odwrotnej
transkrypcji, odczynniki do klonowania i transformacji oraz odczynniki i ustugi do biologii
molekularnej. Firma posiada rowniez urzgdzenia umozliwiajgce produkcje duzych ilosci enzymdéw
stosowanych w biologii molekularnej.

Produkty i ustugi A&A Biotechnology sg wykorzystywane przez laboratoria naukowe i diagnostyczne
na uniwersytetach i w instytutach badawczych, laboratoria weterynaryjne, w stuzbie zdrowia,
laboratoriach analiz srodowiskowych, laboratoriach kryminalistycznych i innych firmach z branzy life
science.

Ponadto, dysponujac wtasnym dziatem badawczo-rozwojowym i produkcyjnym, jesteSmy w stanie
dostosowac nasze produkty i rozwigzania do indywidualnych potrzeb klienta
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(3] INTERMAG

SKUTECZNOSC DZIEKI WIEDZY

INTERMAG od 30 lat wspiera polskich rolnikow i ogrodnikéw w uzyskiwaniu coraz wyzszej
efektywnosci w produkcji roslinnej oraz hodowli zwierzat. Firma zaliczana jest do najwiekszych
producentéw nawozéw i biostymulatoréow, a takie produktéw prozdrowotnych dla zwierzat w
Europie. Rozwija dziatalno$¢ w ponad 30 krajach na catym $wiecie, a nawozy tutaj produkowane
stosowane sg obecnie na ponad 5 min hektaréw upraw.Naszg ambicjg jest sta¢ sie zapleczem
najnowoczesniejszych rozwigzan dla rolnikow i pomac im zwiekszac plony zgodnie z naszym firmowym
motto: ,SKUTECZNOSC DZIEKI WIEDZY”. Misjg firmy jest dostarczanie innowacyjnych technologii,
pozwalajacych produkowad zdrowg zywnos¢ w ramach zréwnowazonego rolnictwa. W tym celu firma
wspotpracuje z uznanymi instytucjami naukowo-badawczymi, a ponadto zbudowata wtasne zaplecze
badawczo-doswiadczalne, ktére pozwala na prowadzenie zaawansowanych badan i prac
rozwojowych. Wprowadzenie na rynek nowych produktéw zawsze poprzedzone jest rzetelnymi
badaniami biologicznymi, ktére potwierdzajg ich efektywnos¢ w praktyce rolniczej i ogrodnicze;j.
INTERMAG konsekwentnie inwestuje w rozwoj nowych technologii, czerpigc inspiracje z rozwigzan,
ktore wymyslita sama natura miliony lat temu. Celem firmy jest dtugoterminowy rozwdj, dlatego tak
wazna dla nas jest inwestycja w badania i rozwdj produktéw. Nowoczesne urzadzenia i aparatura w
laboratorium oraz zespdt doswiadczonych, wyksztatconych profesjonalistow, petnych zaangazowania
i pasji w poszukiwaniu i odkrywaniu nowych rozwigzan, przynoszg efekty w postaci innowacyjnych
produktéw wprowadzanych na rynek. Nieustannie wzrasta tez potencjat produkcyjny firmy —
rozbudowywana i modernizowana fabryka jest obecnie jedng z najnowoczesniejszych w Europie
wsrdd producentéow nawozéw dolistnych i biostymulatoréw. Wartosciag nadrzedng firmy jest
satysfakcja Klientéw, a ich rosngce wymagania, opinie i sugestie sg inspiracja do ciagtego
udoskonalania oferty oraz wprowadzania kolejnych innowacyjnych rozwigzan, przyczyniajgcych sie do
zwiekszenia ilosci i jakosci plonéw. Produkty INTERMAG charakteryzuje wysoka jakos¢, ktéra jest
osiggane dzieki miedzy innymi stabilnoscig i gwarancjg sktadu oraz zgodnos$¢ z deklarowang
zawartoscia, wykorzystanie najnowszych technologii w produkcji, rygorystyczne przestrzeganie
procedur produkcyjnych (produkcja oparta o System Zarzadzania Jakoscig i Srodowiskiem oraz
Bezpieczeristwem Zywnosci 1SO 9001 i 14001 oraz 22000:2006). Do produkcji uzywa sie wytgcznie
wysokiej jakosci komponentdw, ktdére najpierw przechodzg procedure kwalifikujgcg dostawcow,
zgodng z I1SO 9001 i 14001 oraz 22000. INTERMAG jest liderem innowacyjnosci wsréd europejskich
firm branzy agro, a preparaty tu powstajgce cechuje najwyzsza skutecznos$¢ w uzyskiwaniu znacznych
wzrostdw i poprawy jakosci plonéw oraz poprawy zdrowotnosci zwierzat. Powyisze rezultaty
potwierdzone sg wynikami badan, doswiadczen i wdrozen prowadzonych w kraju i za granica oraz
pozytywnymi opiniami uzytkownikéw. Ostatnie kilka lat rozwoju firmy INTERMAG koncentruje sie
wokot zagadniers zwigzanych z Integrowang Produkcjg Roslinng, a co za tym idzie ukierunkowaniu
badan nad preparatami biodegradowalnymi i przyjaznymi dla sSrodowiska naturalnego. Jedng z tych
gatezi jest opracowywanie preparatow opartych o mikroorganizmy, w ktérych wykorzystywane sa
cechy funkcjonalne bakterii, grzybow, promieniowcéw i drozdzy do stymulowania wzrostu, ochrony
przed patogenami i tagodzenia skutkdéw streséw biotycznych i abiotycznych roslin uprawnych.
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