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Prelegenci

prof. dr hab. Adam Jaworski

Z wyksztatcenia biochemik, z zawodu biolog, genetyk molekularny
i naukowiec, ale przede wszystkim nauczyciel akademicki
i wychowawca kadr naukowych (ponad 50 magistrow genetyki, 21
doktorow, sposréd ktérych 11 oséb uzyskato stopnie dr
habilitowanego i profesora nadzwyczajnego, a 1 osoba tytut
profesora nauk biologicznych). 53 lata pracy naukowej
i dydaktycznej w Uniwersytecie tddzkim, Polskiej Akademii Nauk
oraz Uniwersytetach w USA i Japonii, a od 4 lat w najwiekszej
w Polsce, najstarszej, niepublicznej Uczelni - Spotecznej Akademii
Nauk w todzi.

Dorobek naukowy: okoto 86 oryginalnych prac twoérczych, w tym
opublikowane w Science, Nature Genetics, Journal of Biological
Chemistry, Gene, Journal of Molecular Biology, Nucleic Acids
Research.

dr hab. inz. Stawomir Ciesielski, prof. UWM

Pracownik Katedry Biotechnologii w Ochronie Srodowiska
Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie. W latach
2012-2016 Prodziekan ds. Nauki na Wydziale Nauk o Srodowisku
UWM w Olsztynie. Zainteresowania naukowe to mikrobiologiczna
produkcja biopolimerdw, badanie proceséw regulacji ekspresji
gendw z wykorzystaniem podejscia transkryptomicznego,
mikrobiologiczne przemiany zwigzkdw azotowych, zastosowanie
metod metagenomicznych i bioinformatycznych w badaniach
mikrobiomdéw $rodowisk naturalnych i antropogenicznych.
Dorobek naukowy: ponad 50 recenzowanych artykutdw
naukowych, kierownik lub gtéwny wykonawca 13 projektéw
naukowych, promotor 2 doktoréw, 21 magistréw oraz 16
inzynierdw.

dr Julia Pawtowska

Adiunkt w Zaktadzie Filogenetyki Molekularnej i Ewolucji, Wydziatu
Biologii, Centrum Nauk Biologiczno-Chemicznych, Uniwersytetu
Warszawskiego. Jedna z dwéch Kierowniczek Pracowni
Mykologicznej w CNBCh UW. Sekretarz Polskiego Towarzystwa
Mykologicznego. Jej pasjg sg grzyby. Choc gtdwne zainteresowania
dotyczg ewolucji i roznorodnosci biologicznej grzybdéw, zwtaszcza
tych najbardziej pierwotnych grzybéw lgdowych, chetnie angazuje
sie w projekty dotyczace grzybéw wielkoowocnikowych, badanie
interakgji grzybdw z innymi grupami organizmow oraz identyfikacje
molekularng grzybéw. Ostatnio eksploruje tez mozliwosci
zastosowania technik NGS do badania réznorodnosci grzybdéw
glebowych. Wspdlnie ze swoim zespotem opisata 7 nowych dla
nauki gatunkéw grzybow oraz jest wspédtautorka ponad
30 publikacji o tematyce mykologicznej.



dr Katarzyna Zaremba-Niedzwiedzka

Pracownik naukowy w Program of Molecular Evolution,
Department of Cell and Molecular Biology, Biomedical Centre,
Uppsala University.

Absolwentka Wydziatu Matematyki oraz Wydziatu Biologii
Uniwersytetu Warszawskiego i Wydziatu Biologii Uniwersytetu
w Uppsali. Doktorat zatytutowany 'Microbial Metagenomics: A Tale
of the Dead and the Living' obronita w 2013 roku na Uniwersytecie
w Uppsali. Obecnie pracuje jako postdoc w grupie Thijsa Ettemy
zajmujac sie gteboka filogeneza, metagenomikg i bioinformatyka
w zagadnieniach powstania eukariotow.

dr Grzegorz Koczyk

Bioinformatyk, specjalizujgcy sie w bioinformatyce ewolucyjnej
i ewolucji wtérnego metabolizmu u mikroorganizméw
eukariotycznych. Wspodtzatozyciel i kierownik Zespotu Ewolucji
Funkcji Systeméw Biologicznych (Zaktad Biometrii i Bioinformatyki,
Instytut Genetyki Roslin PAN). Razem z Zespotem zajmuje sie m.in.
problematyka rekoncyliacji drzew filogenetycznych,
charakteryzacjag danych z sekwencjonowania nowej generacji
w kontekécie gendéw metabolizmu wtérnego oraz filogeneza
i ewolucjg mechanizméw biosyntezy i adaptacji do (toksycznych)
metabolitéw w komérkach roslin i grzybow. Laureat pierwszej
edycji Programu LIDER (NCBiR) oraz SONATA i OPUS (NCN).
Wspétautor prac wynikowych w m.in. Genome Biology and
Evolution, Nucleic Acids Research, Theoretical and Applied
Genetics.

dr Marcin Pierechod

Biochemik. Absolwent Wydziatu Biologii Uniwersytetu Gdanskiego
oraz Miedzyuczelnianego Wydziatu Biotechnologii Uniwersytetu
Gdanskiego i Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego. Staz
podoktorski odbywat na Uniwersytecie w Tromsg, w Norweskim
Narodowym Centrum Biologii Strukturalnej (NorStruct), gdzie
kontynuuje prace naukowg. Poprzednie projekty, w ktérych
uczestniczyt, dotyczyty charakteryzacji strukturalnej inhibitoréw
roslinnych kinaz stresowych SnRK oraz poszukiwania enzymoéw
o potencjale komercyjnym w organizmach psychrofilnych i ich
biochemicznej charakterystyce. Jego obecna praca koncentruje sie
na strukturalnej charakteryzacji biatek wigzgcych jednoniciowe
DNA oraz badaniach nad ich wykorzystaniem w m.in. nowych
metodach sekwencjonowania wysokoprzepustowego.



dr hab. Aleksandra Ziembinska-Buczyrska

Mikrobiolog, zajmuje sie badaniami zbiorowisk bakteryjnych
uktadéw technologicznych metodami biologii molekularnej oraz
wykorzystaniem mikroorganizmoéw srodowiskowych w procesach
produkcji biotechnologicznej i bioremediacji. Adiunkt w Katedrze
Biotechnologii Srodowiskowej Wydziatu Inzynierii Srodowiska
i Energetyki Politechniki Slaskiej. Dyrektor Centrum Popularyzacji
Nauki Politechniki Slaskiej. Laureatka konkursu Famelab 2015.
Prowadzgca program ,Wynalazcy przysztosci” w stacji Canal+
Discovery.

dr hab. Urszula Zielenkiewicz

Adiunkt w Zakfadzie Biochemii Drobnoustrojow Instytutu Biochemii i Biofizyki PAN.
Absolwentka Wydziatu Biologii Uniwerytetu Warszawskiego, w specjalnosci Mikrobiologia.
Prace magisterska pt. “Mutanty auksotroficzne szczepu Thiobacillus A2” wykonata pod opieka
prof. W. Kunickiego-Goldfingera. Dwuletni staz naukowy odbyta w Universidad Auténoma de
Barcelona w Hiszpanii. Stopien doktora nauk biologicznych w zakresie biochemii uzyskata
w Instytucie Biochemii i Biofizyki Polskiej Akademii Nauk w Warszawie na podstawie rozprawy
pt. ,Role of genes epsilon and zeta of pPSM19035 plasmid in its stable maintenance in bacterial
cells” pod kierunkiem dr. hab. Piotra Ceglowskiego. Stopiern doktora habilitowanego
w dziedzinie nauk biologicznych, nadany przez Rade Naukowg Wydziatu Biologii Uniwersytetu
Warszawskiego, uzyskata na podstawie osiggniecia naukowego pt. ,Kaseta genowa &€-C
plazmidu pSM19035 jako model systemdw toksyna-antytoksyna bakterii Gram-dodatnich”.
Obecnie kieruje wtasnym tematem badawczym w Zaktadzie Biochemii Drobnoustrojéw IBB
PAN.






Program

29.06.2017 (czwartek)

8:15-9:00 Rejestracja uczestnikow konferencji (IA PAN, Budynek A)
Otwarcie Sympozjum
Sala Konferencyjna IA PAN w Lublinie
(dr hab. Magdalena Frac, dr Anna Gatgzka, dr Agnieszka Wolinska, dr hab. Tomasz
Stepkowski)
prof. dr hab. Cezary Stawinski (Dyrektor IA PAN w
Lublinie)
prof. dr hab. Wiestaw Oleszek (Dyrektor IUNG-PIB w
9:00-9:30 Putawach)
prof. dr hab. Zofia Stepniewska (Kierownik Katedry Biochemii i Chemii Srodowiska,
KUL)
prof. dr hab. Mieczystaw Btaszczyk (Zaktad Biologii Mikroorganizméw, SGGW)
prof. dr hab. Adam Jaworski (Spoteczna Akademia Nauk w todzi)
9:30-10:00 Geny opornosci na antybiotyki stanowig cze$¢ naturalnego metagenomu
hodowalnych i niehodowalnych bakterii Srodowiskowych
dr hab. inz. Stawomir Ciesielski (Uniwersytet Warmirnsko-Mazurski w Olsztynie)
10:00-10:30 Metagenomika, metatranskryptomika i metaproteomika w  badaniach
srodowiskowych
dr Julia Pawtowska (Uniwersytet Warszawski)
10:30-11:00 Réznorodnos¢ grzybdw glebowych wybranych obszaréw zieleni miejskiej w
Swietle analiz metagenomicznych
dr Katarzyna Zaremba-Niedzwiedzka (Uniwersytet w Uppsali, Szwecja)
11:00-11:30 Rozwdj metagenomiki i nowe odkrycia jakich dostarcza w dziedzinie
eukariogenezy
11:30-11:40 Dyskusja
11:40-12:00 Przerwa kawowa (IA PAN, Budynek D)
12:00-13:40 Sesja I.— narzedzia metagenomiczne .
(prof. dr hab. Maria Rudawska, prof. dr hab. Adam Jaworski)
dr Grzegorz Koczyk (Instytut Genetyki Roslin Polskiej Akademii Nauk, Poznan)
12:00-12:30 Metagenomowym palcem po (filogenomicznej) mapie - bezposrednia
charakteryzacja genow biosyntezy poliketyddéw w prébkach srodowiskowych
Adam Kuzdraliiski, Hubert Szczerba, Anna Kot, Agnieszka Ostrowska, Marta
12:30-12:45 Muszynska, Michat Nowa!<.(U.P,. Lubll.n) o , .
Testy molekularne umozliwiajgce identyfikacje kluczowych patogendéw pszenicy
zwyczajnej (Triticum aestivum L.)
Stawomir Sutowicz, Kinga Bondarczuk, Dariusz Ignatiuk, Zofia Piotrowska-Seget (US,
Katowice)
12:45-13:00 Wykorzystanie sekwencjonowania nowej generacji (NGS) regiondw zmiennych genu

16S rDNA do oceny struktury zespotéw mikroorganizmoéw z nalodzi na przedpolu
lodowca Werenskiolda, Spitsbergen




Joanna Banasiewicz, Tomasz Stepkowski (SGGW, Warszawa)

13:00-13:15 Badania populacyjne bakterii z rodzaju Bradyrhizobium z wykorzystaniem metod
mikrobiologii klasycznej oraz podejs¢ metagenomicznych
13:15-13:30 Dominika Salamon (Collegium Medicum UJ — OpenExome, Krakdw — Warszawa)
) ) Zastosowanie metody NGS w ocenie mikrobioty jelita grubego u pacjentéw z cukrzyca
13:30-13:40 Dyskusja
13:40-14:40 Obiad (IA PAN, Budynek D)
14:00-16:20 Sesja Il - metagenomika aplikacyjna
(prof. dr hab. Wanda Matek, prof. dr hab. Wiestaw Barabasz)
dr Marcin Pierechod (Uniwersytet w Tromsg, Norwegia)
14:40-15:10 Projekt MarZymes: nowe aktywnosci enzymatyczne ukryte w metagenomach Morza
Arktycznego
Justyna Adamiak, Justyna Szulc, Anna Otlewska, Tomasz Ruman, Katarzyna Kubiak,
15:10-15:25 Beata Gutarowska (Ut, £6dz)
Metagenomika i metabolomika w diagnostyce foxingu
Maria Rudawska, Tomasz Leski, Leszek Karlinski, Marcin Pietras (Instytut
15:25-15:40 Dendrologii PAN, Poznan) Metagenomy grzybow glebowych w szkétkach lesnych i
odnowieniu naturalnym
Justyna Liberska, Artur Trzebny, Sylwia Bialik, Jerzy Michalik, Mirostawa Dabert
AM, P A
15:40-15:55 (UAM, Poznari) . .y S
Detekcja patogennych mikroorganizmdéw we krwi zywiciela przez
sekwencjonowanie metagenoméw rDNA
Ewa Oleriska, Wanda Matek (Uniwersytet w Biatymstoku)
15:55-16:10 Genomowe zrdznicowanie populacji endofitdw koniczyny biatej z okoto 100-letniej
hatdy cynkowo-otowiowej Bolestaw
16:10-16:20 Dyskusja
16:30-18:30 Spacer z przewodnikiem po Starym Miescie w Lublinie
20:00-.... Uroczysta kolacja (Hotel Victoria, ul. Prezydenta Gabriela Narutowicza 58/60,

Lublin)
Wystep Formacji Tarica Towarzyskiego Politechniki Lubelskiej GAMZA

30.06.2017 (piatek)

9:00-9:30 Sesja posterowa (IA PAN, Budynek A, Korytarz | pietro i Il pietro)
9:30-11:10 Sesja Ill - metagenomika srodowiskowa
’ ’ (prof. dr hab. Zofia Piotrowska-Seget, prof. dr hab. Jan Kucharski)
9:30 - 10:00 dr hab. Aleksandra Ziembiriska-Buczyriska (Politechnika Slaska, Gliwice)
) ) Metagenomika zbiorowisk bakteryjnych érodowisk technologicznych
Agnieszka Woliniska, Agnieszka Kuzniar, Urszula Zielenkiewicz, Dariusz lzak, Zofia
10:00-10:15 Stepniewska, Mieczystaw Btaszczyk (KUL, Lublin)
Metagenomiczna analiza Bacteroidetes w glebach Lubelszczyzny
10:15-10:30 Leszek Karlinski, Maria Rudawska (Instytut Dendrologii PAN, Poznan)
) ’ Zbiorowiska mikroorganizmow glebowych a genotyp drzew
10:30-10:45 Krzysztof Pudetko, Dorota Narozna, Joanna Kréliczak, Cezary Madrzak (UP, Poznan)




Analiza molekularna potencjatu symbiotycznego gleb na przyktadzie
mikrosymbiontéw tubinu

Anna Wasowska (Genomed, Warszawa) Wykorzystanie sekwencjonowania nowe;j

10:45-11:00 . . .
generacji w badaniach metagenoméw
11:00-11:10 Dyskusja
11:10-11:30 Przerwa kawowa (IA PAN, Budynek D)
11:30-13:25 Sesja IV — czynniki wptywajgce na jakos¢ sSrodowiska
’ ’ (prof. dr hab. Jadwiga Wyszkowska, prof. dr hab. Stefan Martyniuk)
dr hab. Urszula Zielenkiewicz (Instytut Biochemii i Biofizyki Polskiej Akademii Nauk,
11:30-12:00 Warszawa)
Mikrobiologia uranu
Marta Wrzosek, Alicja Okrasinska, tukasz Istel, Julia Pawtowska (UW, Warszawa)
12:00-12:15 . L, .
Grzyby jako wskaznik jakosci Srodowiska
Sonia Szymarniska, Luigimaria Borruso, Lorenzo Brusetti, Piotr Hulisz, Katarzyna
12:15-12:30 H'ryn’klleW|cz (UI}/'IK, Torun) . N . . .
Bioréznorodnos¢ taksonomiczna endofitéw korzeniowych Salicornia europaea L.
pochodzgcych z dwdch zasolonych stanowisk badawczych
Tomasz Oszako, Dzmitry Voitka, Katarzyna Anna Kubiak, Mitosz Tkaczyk, Matgorzata
Gorzkowska, Anna Tereba, Lassaad Belbahri, Justyna Anna Nowakowska (Instytut
13:30-12:45 Badawczy Lesnictwa, Sekocin)
Relacje pomiedzy strukturg genetyczng a zdrowotnoscig na przykfadzie
drzewostanéw debowych na Ptycie Krotoszynskiej
Grzegorz Kaszynski (LABNATEK, Warszawa) Zastosowania holotomografii w
12:45-12:55 obrazowaniu komoérek
12:55-13:05 tukasz Zarodkiewicz (MSA System, Warszawa) A Closer Look At nanoTechnology
13:05-13:20 Dyskusja
13:20-13:35 Podsumowanie i zakonczenie konferencji, wreczenie nagréd
13:35-14:35 Obiad (IA PAN, Budynek D)
14:40-15:50 Zwiedzanie Laboratoriéw Instytutu Agrofizyki PAN w Lublinie
Zwiedzanie odbedzie sie w 5 grupach (A-E), kazda z grup zobaczy kazde
laboratorium.
14:40-14:50 Laboratorium Mikrobiologii Molekularnej i Srodowiskowej (Magdalena Frac)
14:55-15:05 Laboratorium Chromatografii Gazowej (Andrzej Bieganowski)
15:10-15:20 Laboratorium Mikroskopii (Artur Zdunek)
Laboratorium Nowych Technologii Pozyskiwania Energii Odnawialnej oraz Biomasy
15:25-15:35 L,
(Izabela Krzemiriska)
L . . sw Zbo3 A .
15:40-15:50 aboratorium Oceny Jakosci Surowcow Zbozowych i Oleistych (Agnieszka

Nawrocka)
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Metagenomika, metatranskryptomika i metaproteomika w badaniach srodowiskowych
Metagenomics, metatranscriptomics and metaproteomics in environmental studies

Stawomir Ciesielski
Katedra Biotechnologii w Ochronie Srodowiska, Uniwersytet Warmifisko-Mazurski w Olsztynie

Ztozone zbiorowiska mikroorganizméw sa podstawowym skladnikiem wszystkich

ekosysteméw wystepujacych na Ziemi. Ich struktura 1 funkcje sg badane od dziesigcioleci,
natomiast przetom w tej dziedzinie nastgpit w ciggu ostatniej dekady. Bylo to wynikiem
rozwoju technologii masowego sekwencjonowania DNA. Tego rodzaju technologia
wykorzystywana jest do badania zr6znicowania mikroorganizmdw na poziomie szczepow i do
analizy zmiennos$ci zbiorowisk mikroorganizmow w czasie poprzez podejscie okreslane jako
metagenomika oraz do definiowania aktywnos$ci funkcjonalnej tych zbiorowisk poprzez inne
podejscie, okreslane jako metatranskryptomika. Aktywnos$¢ funkcjonalna zbiorowisk
mikroorganizméw moze by¢ roéwniez definiowana na poziomie bialek poprzez
metaproteomike. Integracja danych metagenomicznych z danymi metatranskryptomicznymi i
metaproteomicznymi pozwala na lepsze zrozumienie reakcji zbiorowisk mikroorganizmow na
nagle zmiany $rodowiskowe. Poniewaz wzrasta tempo gromadzenia tego rodzaju danych,
coraz bardziej niezbedny staje si¢ dostep do narzedzi bioinformatycznych oraz baz danych
umozliwiajacych zarzadzanie danymi biologicznymi. Dlatego tez programy bioinformatyczne
oraz bazy danych dostgpne on-line s3 podstawowymi elementami projektow "meta-
omicznych". Roézne formaty danych, ich wielowymiarowo$¢ oraz potrzeba normalizacji staja
si¢ podstawowym wyzwaniem dzisiejszej bioinformatyki.
Wszystkie "meta-omiczne" technologie rewolucjonizujag mikrobiologi¢ s$rodowiskowg w
zakresie ujawniania potencjatu genetycznego 1 aktywnos$ci funkcjonalnej zbiorowisk
mikroorganizméw. Poprzez badania metagenomiczne odkrywane sg nowe biokatalizatory oraz
szlaki biosyntezy w tempie niemozliwym do osiggnigcia z wykorzystaniem tradycyjnych
narzedzi biologii molekularnej. Dlatego tez "meta-omiczne" podejscia sg coraz czescie]
stosowane nie tylko w badaniach $rodowiskowych, ale roéwniez w biotechnologii
przemystowej, bioremediacji gleb, oczyszczaniu Sciekdw, zywieniu 1 medycynie.

Complex microbial communities are a core component of every ecosystem on the earth.
Their structure and functions are analyzed for decades but a real breakthrough on this field was
achieved during last ten years. This was the result of high-throughput DNA sequencing
technologies development. This type of analysis is used to identify strain-level microbial
variation and community temporal dynamics by approach called metagenomics and to reveal
community functional activity by other approach called metatranscriptomics. The functional
activity of microbial communities could be also determined on the level of proteins through
metaproteomics. Integrating metagenomic data of microorganisms with metatranscriptomic
and metaproteomic information provides a better understanding of the microbial response to
perturbations in the environment. As the speed of data accumulation is accelerating,
bioinformatics tools and associated databases for handling those biodata have become more
urgent and necessary. Therefore, bioinformatic softwares and online databases are essential
parts of meta-omics projects. Different data formats, high data dimensionality and need for
these data normalization, may be considered as one of the key challenges of present-day
bioinformatics.

All of these new meta-omics technologies are revolutionizing the field of environmental
microbiology in revealing the genetic potentials and functional activities of microbial
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communities. Through metagenomic studies, novel biocatalysts and biosynthetic pathways are
being discovered at a rate not possible previously using traditional molecular biology
techniques. Therefore, meta-omics approaches are more and more often applied not only in
microbiological studies but also in industrial biotechnology, soil bioremediation, wastewater
treatment, nutrition and medicine.
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Geny opornosci na antybiotyki stanowig cze$¢ naturalnego metagenomu
hodowlanych i niehodowlanych bakterii sSrodowiskowych

Antibiotic resistance genes are part of the natural metagenome
of culturable and unculturable environmental bacteria.

Adam Jaworski, Ireneusz Jurczak, Katarzyna Dudek

Instytut Nauk o Zdrowiu , Spoteczna Akademia Nauk, £.0dz, Gdanska 121

W czasie wyktadu zostang przedstawione dane literatury §wiatowej na temat obecnosci
genow  lekoopornosci  w  $srodowiskowych populacjach bakterii. Uwaga zostanie
skoncentrowana nie tylko na znanych szczepach i gatunkach bakterii hodowalnych, ale takze
na $wiecie bakterii dotagd niehodowalnych, identyfikowanych metodami genomicznymi.
Gromadzone od lat 90-tych ubiegtego wiecku dane w bazie ROAR (ang. Reservoirs of
Antibiotoc Resistance) dowodzg, ze rozne gatunki bakterii rodowiskowych, w tymproducenci
antybiotykdw stanowig ogromny, aczkolwiek wcigz malo poznany rezerwuar genow
lekooporno$ci. Rodzg si¢ wigc wazne pytania: jak wiele r6znych determinant lekoopornos$ci
krazy w $wiecie hodowalnych i niechodowalnych bakterii, jakie jest ich pochodzenie, jaka
funkcje biologiczng spetniaja w srodowiskach naturalnych? Narasta wiedza na temat znanych
1 nowo odkrywanych gendw lekoopornosci preegzystujacych w komoérkach producentow
antybiotykow oraz w populacjach innych drobnoustrojow srodowiskowych. Okazalo si¢, ze w
przyrodzie istniejag ogromne rezerwuary genow lekoopornosci na antybiotyki, zwanych w
jezyku angielskim (ang. a ntibiotics resistomes ), ktore egzystujg i krazg wsérdd bakterii
zasiedlajacych gleby, wody, przewody pokarmowe ludzi 1 zwierzat. Geny te tacznie z genami
i elementami odpowiedzialnymi za horyzontalny transfer informacji genetycznej stanowia
funkcjonalny, efektywny system naturalnych s$rodowisk, zwany a ntibiotics extendend
resistome. Nowe $wiatto na drobnoustroje glebowe jak ogromny rezerwuar genéw opornosci
na antybiotyki rzucity wyniki badn dowodzace, ze bakterie glebowe zdolne do wykorzystanie
antybiotykow jako zrodta wegla i energii sg rownoczesnie ekstremalnie oporne sg ekstremalnie
oporne na wszystkie obecnie stosowane klasy antybiotykdw. Mamy obecnie niezaprzeczalne
dowody, ze geny opornosci na antybiotyki byty obecne w genomach r6znych gatunkoéw bakterii
prawdopodobnie od milionow lat. Wiele gendw opornosci na antybiotyki jest obecnych w
bakteriach zliofilizowanych przed rokiem 1946, to jest przed erg antybiotykow. Dla przyktadu
w kolekcji Murraya, wsrod 433 szczepow z rodzaju Enterobacteriaceae zgromadzonych w
latach 1917-1952 , liczne szczepy oporne na ampicyling i tetracykling. ,,Narzedzia” genomiki i
metegenomiki pozwalajg na szczegdtowa analiz¢ rezerwuar6w gendw opornosci na antybiotyki
w roznych naturalnych S$rodowiskach, w tym takze w $rodowiskach ekstremalnych.
Publikowane wyniki takich badan, realizowanych z powodzeniem takze w laboratoriach w
Polsce, rozszerzaja nasza wiedze¢ na temat zrddet gendw opornosci, ich zrdéznicowania
genetycznego, ewolucji, spelnianych funkcji biologicznych oraz drég 1 mechanizméw
horyzontalnej transmisji w okre§lonych srodowiskach naturalnych. W §wietle gromadzonych
wynikoéw bardziej zrozumiatym staje si¢ obecnie znaczenie srodowiskowego procesu selekcji
szczepOw opornych na antybiotyki, ktory jest wzmagany dzialalno$cig cztowieka poprzez
nadmierne i nieuzasadnione wzgledami medycznymi stosowanie antybiotykdéw nie tylko w
ochronie zdrowia, ale takze w hodowli zwierzat 1 w produkcji Zywnosci.

During this lecture we will present data from the world literature concerning the

presence of drug resistant genes in environmental bacterial populations. Our attention will be
focused not only on well-known culturable bacterial strains and species but also on bacteria
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which haven’t been yet cultivated and have been identified thanks to genomic methods. Data
which has been collected since the beginning of nineties and gathered in Reservoirs of
Antibiotic Resistance proves that different environmental bacteria including antibiotics
producers form a large yet little known reservoir of drug resistant genes. Important questions
arise as to how many various determinants of drug resistance exist in culturable and
unculturable bacteria, what is their origin and what biological function they play in the natural
conditions. We are learning more and more about the well-known and the newly discovered
drug resistance genes present in antibiotics’ producers and other environmental
microorganisms. It turns out that in nature exists an enormous reservoir of antibiotic resistomes,
which circulate among soil bacteria, water bacteria as well as those which inhabit digestive tract
of humans and animals. These genes together with the genes and elements responsible for
horizontal transmission of genetic information constitute a functional and effective system
known as antibiotic extended resistome. The new research results, which have shown that soil
bacteria capable of using antibiotics as a source of carbon and energy are at the same time
extremely resistant to all presently used antibiotics, have shed a new light on soil
microorganisms as a potential huge reservoir of antibiotics resistomes. At present time we have
unquestionable proves that antibiotics resistomes have existed in genomes of various bacterial
species probably for million of years. Many determinants of antibiotic resistance can be found
in bacteria lyophylized before the year 1946, which is before the era of antibiotics. As an
example can serve Murray’s collection. Among 433 strains of Enterpbacteriaceae gathered
between 1917 and 1952 many of them show resistance to ampicillin and tetracycline.

Tools of genomics and metagenomics allow an accurate analysis of reservoirs of
antibiotics resistomes in diverse natural conditions including extreme ones. The publications
which present results of research successfully conducted also in Poland, expand our knowledge
on sources of drug resistant genes, their genetic diversity, evolution, biological functions, ways
and methods of horizontal transmission in defined specific natural conditions.

In the light of all the gathered research results we have now more understanding of the
importance of natural selection processes of antibiotics resistomes, which are being enforced
by medically unjustified and excessive use of antibiotics both in humans treatment as well as
in animals production.
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Metagenomowym palcem po (filogenomicznej) mapie - bezposrednia charakteryzacja
genow biosyntezy poliketydow w probkach srodowiskowych

Tracing metagenomic routes on a (phylogenomic) roadmap — direct characterisation of
polyketide biosynthetic genes in environmental samples

Grzegorz Koczyk, Adam Dawidziuk, Delfina Popiel, Katarzyna Wyrwa
Instytut Genetyki Roslin Polskiej Akademii Nauk, Strzeszynska 34, 60-479, Poznan

Modelowy eksperyment metagenomiczny zaklada charakteryzacje roznorodnosci
taksonomicznej mikroorganizméw  (bakterii  lub  grzybow) poprzez klasyfikacje
zakonserwowanych sekwencji markerow (np. rDNA). Jednakze, analogiczne podejscie
koncepcyjne mozna zastosowac dla charakteryzacji chemotypdw (zdolnosci mikroorganizmow
do produkcji réznych klas metabolitow wtornych, dzigki niezwykle réznorodnym genom
biosyntetycznym). Niezbednym warunkiem wstepnym dalszej klasyfikacji i opisu nowych
sekwencji jest, w tym przypadku, spdjny opis ewolucyjnych zrédet obecnej zmiennosci gendw
zaangazowanych w proces biosyntezy.

W naszych poprzednich pracach (Koczyk i in. 2015) zaprezentowaliSmy prototypowy
zasob ,,mapy drogowej” - duzej rekonstrukcji i rekoncyliacji filogenetycznej, opisujacej zrodta
zmiennos$ci genow gldwnych biosyntezy poliketydow aromatycznych (specjacja, duplikacja,
transfer horyzontalny i/lub utrata genow) oraz ich zwiazek z mechanizmami biosyntezy.
Obecnie prezentujemy rezultaty, bazujacych na zrekonstruowanej ,,mapie”, eksperymentow
majacych na celu specyficzne wzbogacanie probek srodowiskowych we fragmenty genow
glownych (nieredukujacych syntaz poliketydowych, NR-PKS), ich sekwencjonowanie i
automatyczng analize. W koncowym rezultacie — wodzenie metagenomowym ,,palcem” (w
formie odczytow NGS Iub przetworzonych amplikonéw) po filogenomicznej ,,mapie
drogowej” — umozliwia interpretacje wyniku w kontekscie typowych produktéw, jak rowniez
mozliwych gatunkdéw-producentow.

Badania sfinansowane w ramach grantu Narodowego Centrum Nauki SONATA/UMO-2011/03/D/NZ2/01435.

Exemplary applications of high-throughput sequencing in metagenomics focus on
efficient characterisation of taxonomic diversity (bacterial or fungal) via proxy of classifying
conserved barcode sequences (e.g. rDNA). However, an analogous conceptual approach can be
used to sample underlying chemotypes (biosynthesis of different secondary metabolites due to
activities of diverse core and accessory genes). For this purpose, the evolutionary relationships
leading to the extant diversity need to be described, as a basis of further classification and
annotation of novel, divergent sequences.

Previously (Koczyk et al. 2015) we have presented a proof-of-concept ,,roadmap”
resource — a large scale phylogenetic reconstruction and reconciliation, explaining the origins
of diversity (speciation, duplication, horizontal transfer, loss) and mechanistic innovations in
aromatic polyketide biosynthesis. Now, we show the results of experiments aimed at
enrichment and sequencing of non-reducing polyketide synthase (NR-PKS) gene fragments,
followed by automated processing and phylogenetic placement of NR-PKS sequences from
environmental samples. The end result — tracing the metagenomic ,,finger” (sequencing reads
or assembled amplicons) through the above-mentioned ,,roadmap” — allows interpretation of
likely end products and probable producer taxa.

Research funded under the National Science Centre research grant SONATA/UMO-2011/03/D/NZ2/01435.
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Roznorodnosé¢ grzybow glebowych wybranych obszarow zieleni miejskiej w Swietle
analiz metagenomicznych

Fungal diversity of two different urban green spaces in the light of metagenomic analyses

Julia Pawlowska!, Alicja Okrasinska?, Lukasz Istel!, Przemystaw Decewicz?, Lukasz Dziewit?,
Marta Wrzosek!

17Zaktad Filogenetyki Molekularnej i Ewolucji, Wydziat Biologii, Centrum Nauk Biologiczno-Chemicznych,
Uniwersytet Warszawski, ul. Zwirki i Wigury 101, 02-089 Warszawa
2Zaklad Genetyki Bakterii, Wydziat Biologii, Uniwersytet Warszawski, ul. I. Miecznikowa 1, 02-096 Warszawa

Ostatnio coraz wigcej uwagi poswigca si¢ znaczeniu miejskich terendw zielonych.
Doceniane sg nie tylko ich walory rekreacyjne, ale réwniez ich znaczenie w usuwaniu
zanieczyszczen (Escobedoi wsp., 2011; Kabisch, 2015). Cho¢ ro6znorodno$¢ grzybow
glebowych ma istotne znaczenie dla funkcjonowania ekosystemu, to wcigz jest stabo poznana
(Hui i wsp., 2017). Dziatalno$¢ cztowieka jest jednym z czynnikow mogacych istotnie wptywac
na r6znorodnos¢ grzybow glebowych. Gléwnym celem projektu byto zatem poréwnanie ich
réznorodno$ci w dwoch obszarach zieleni miejskiej, réznigcych si¢ stopniem antropopres;ji.
Przeprowadzone analizy metagenomowe pozwolity stwierdzi¢ duza réoznorodno$¢ grzybow w
obydwu badanych obszarach. W analizie sumarycznie wyr6zniono 1310 operacyjnych
jednostek taksonomicznych (ang. OTU; przy 99% poziomie identycznosci), ktorych
klasyfikacja taksonomiczna pozwolita na identyfikacje 7 réznych typow i1 29 klas w obrebie
krolestwa Fungi. W 100-letnim parku miejskim wykryto wigcej OTU (973) niz w rezerwacie
przyrody Las Bielanski (881). Przedstawiciele typow Ascomycota i Basidiomycota stanowili
najliczniejsza grupe grzybow w obydwu lokalizacjach. W parku miejskim obserwowano
wigksza liczbe przedstawicieli Chytrydiomycota i Glomeromycota, podczas gdy w Lesie
Bielanskim cze$ciej wystepowali przedstawiciele typow Rozellomycota i Zygomycota.

Recently, more and more attention is paid to importance of urban green spaces. They are
appreciated not only due to their recreational values but also by their role in pollutants
utilization (Escobedo et al., 2011; Kabisch, 2015). Although soil fungal community is crucial
for ecosystem functioning, it still remains poorly described (Hui et al., 2017). Anthropogenic
activity is supposed to be one of the factors influencing diversity of soil fungi. The main goal
of our project was to compare fungal diversity of two urban green spaces differing in
anthropogenic influence. Metabarcoding analyses revealed a rich soil fungal community with
total of 1310 different OTUs (99% identity cut-off) that represented 7 phyla and 29 classes.
More OTUs (973) were detected in 100 years old urban park than in Bielany Forest nature
reserve (881) which is also located within the Warsaw boarders. The Ascomycota and
Basidiomycota were the most abundant phyla in both localities. Higher number of
Chytrydiomycota and Glomeromycota representatives were observed in urban park, while
Rozellomycota and Zygomycota abundances were higher in forest soil.
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Projekt “MarZymes”: nowe aktywnoS$ci enzymatyczne ukryte w metagenomach
Morza Arktycznego

The “MarZymes” project: novel enzyme activities hidden in the metagenomes of the
Arctic Ocean

Marcin Pierechod
Department of Chemistry, The Arctic University of Norway (Tromse, Norway)

Prezentacja przybliza projekt MarZymes realizowany w latach 2009-2015 jako czgsé¢

wspolpracy norwesko-szwedzkiej w ramach konsorcjum “Molecule for the future”. W
projekcie realizowanym przez dwa norweskie uniwerystety: Arctic University of Norway
(Tromse) oraz Norwegian University of Science and Technology (Trondheim) skupiono si¢ na
poszukiwaniu nowych biokatalizatorow ze szczegdlnym naciskiem na ich wysoka aktywno$¢
w niskich temperaturach. Strona szwedzka, reprezentowana przez Umed University (Umed),
realizowala wysokoprzepustowe badania przesiewowe ekstraktow bakteryjnych dostarczonych
przez stron¢ norweska, w celu znalezienia nowych, drobno- czasteczkowych zwigzkow
zapobiegajacych infekcjom bakteryjnym i wirusowym.
W czasie trwania projektu udalo nam si¢ stworzy¢ kolekcje ok. 1400 izolatow bakteryjnych,
zsekwencjonowac genomy 60-ciu z nich oraz skolonowac 3 biblioteki metagenomowe z DNA
wyizolowanego z sedymentéw dennych pobranych z glebokosci ok. 800m. Zaré6wno izolaty
bakteryjne jak i biblioteki genowe zostaty sprawdzone w testach plytkowych pod katem
aktywnosci enzymoéw takich jak: proteazy, esterazy/lipazy, chitynazy, amylazy, ksylanazy,
zelatynazy, celulazy, DNazy/RNazy. Z pozyskanych zasobow  genetycznych
wyselekcjonowano 75 genow kodujacych enzymy o interesujacych z punktu widzenia
komercyjnego, aktywno$ciach. Enzymy te zostaly sklonowane, eksprymowane oraz
oczyszczone w celu ich pelnej charakteryzacji biochemicznej oraz w przypadku czgsci z nich,
charakteryzacji strukturalnej. Pierwsze enzymy projektu sa juz dostgpne komercyjnie.

The presentation outlines the part of the Norway-Sweden bilateral project ,, Molecules
for the future” where we targeted the Arctic marine metagenomes and bacterial isolates as the
source of novel enzymes and molecules. The Norwegian part (MarZymes) with the Arctic
University of Norway (UiT) and Norwegian University of Science and Technology (NTNU)
involved, focused on new applicable biocatalysts active in low low temperatures, while the
Swedish partners (Umed University) screened for anti-infectious compounds. In the course of
the project we have created a bacterial collection of approx. 1400 isolates, genome-sequenced
and annotated 60 bacterial genomes. Both bacterial isolates and metagenomics libraries were
functionally screened for the activities of enzymes such as: proteases, lipases/esterases,
chitinases, amylases, xylanases, gelatinases, cellulase, DNase and Rnases. From the vast
genetic resources generated in the course of the project, 75 enzyme targets were selected for
cloning, expression, purification and full biochemical characterization. The selected enzymes
were characterised structurally. First enzymes originating from the project are already available,
commercial products.
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Rozw6j metagenomiki i nowe odkrycia jakich dostarcza w dziedzinie eukariogenezy
Development of metagenomics and new insights it gives into eukaryogenesis

Katarzyna Zaremba-Niedzwiedzka, Eva F. Caceres, Anja Spang, Thijs J.G. Ettema

Department of Cell and Molecular Biology, Science for Life Laboratory, Uppsala University, SE-75123
Uppsala, Sweden

Metagenomika rozwingta jako odpowiedz na ograniczenia laboratoryjnej hodowli w
badaniach réznorodnosci mikrobiologicznej $rodowiska. W minionym dziesigcioleciu
metodologia bardzo si¢ rozwingta dzieki postgpom technologii sekwencjonowania i znacznym
wysitkom w opracowywaniu narzedzi bioinformatycznych stuzacych do efektywnej analizy
danych, jak na przyktad binning. Obecnie pozwala na niemal rutynowe uzyskiwanie danych
genomowych poszczegdlnych organizméw lub mieszaniny pokrewnych szczepdw z probek
srodowiskowych. Podczas gdy inne podejs$cia s3 wcigz nieocenione, metagenomika okazuje
si¢ by¢ czesto pierwszym zroédlem danych z organizmoéw, ktére byty wezesniej nieznane lub
nieosiggalne, prowadzac do nowych ekscytujacych odkry¢, tak jak w przypadku
eukariogenezy. Pochodzenie ztozonego zycia jest jednym z najwazniejszych pytan w ewolucji.
Wszystkie podreczniki biologii pokazuja prosta komodrke prokariotyczng oraz zitozong
komoérke eukariotyczna, zadajac pytanie w jaki sposob nastgpilo ewolucyjne przejscie
pomiedzy nimi. Archeony stanowig kluczowy element wyjasnienia. Wigkszo$¢ hipotez uznaje
endosymbioze bakterii przez archeonowego gospodarza jako poczatek powstania eukariotow.
Wielu szczego6tow ciagle jednak nie znamy. Metagenomika pozwolila na uzyskanie nowych
danych, ktére rzucajg swiatto na eukariogenezg. W roku 2015 archeon o nazwie Loki zostat
odkryty w osadach oceanicznych i1 okazat si¢ by¢ najblizszym krewnym eukariotoéw. Genom
archeona Loki zawierat zaskakujaco duzo typowych biatek eukariotycznych. Kontynuacja tych
badan wykazata wystgpowanie krewnych Lokiego: Tora, Odyna i Heimdalla, ktére razem
tworza grupe archeonéw Asgard, w probkach z réznych §rodowisk w kilku miejscach na
Swiecie. Badania filogenomiczne wykazuja duze poparcie dla pozycji eukariotow wewnatrz
archeonow, najblizej spokrewnionych z archeonami Asgard. Archaecony Asgard zawierajg tez
homologi licznych biatek znanych wczesniej tylko z genomow eukariotycznych, jak biatka
cytoszkieletu, zwigzane z powstawaniem 1 transportem pecherzykow, transportem przez btony
1 inne, wskazujac na to, ze archeonowy gospodarz byt duzo bardziej ztozong komorka niz
poprzednio sagdzono. Daleko nam do catkowitego wyjasnienia zagadki powstania eukariotow,
a metagenowe odkrycia stawiajg wiele kolejnych pytan badawczych.

Metagenomics developed to overcome limitations of the culturing approaches to studying
environmental microbial diversity. In the past decade the methodology has matured, thanks to
both advances in sequencing technologies and substantial effort to develop bioinformatic tools
to analyze the data efficiently, such as binning. It now allows almost rutinely to obtain genomic
data of individual organisms or mixture of related strains from environmental samples. While
other approaches are still invaluable, metagenomics can often be the first data from organisms
that were otherwise unknown or inaccesible and give exciting new insights, as is the case for
eukaryogenesis. Origin of complex life is one of the most important questions in evolution. All
biology textbooks constrast simple prokaryotic cell with the complexity of a eukaryotic one
and pose the question of how did the transition happen. Archaea are a central piece of the
explanation. It is generally accepted that an archaeal host took up a bacterium in an
endosymbiotic event and such a fusion gave rise to eukaryotes. Many of the details however,
are still missing. Metagenomics allowed obtaining novel archaeal data that shed light on
eukaryogenesis. In 2015 an archaeon called Loki was discovered in oceanic sediments, and it
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turned out to be the closest relative to eukarytoes. Loki contained a suprising number of
typically eukaryotic proteins. Continuation of this study found Loki-relatives: Thor-, Odin-
and Heimdallarchaea, constituting the Asgard superphylum, in samples from different
environments from several places around the world. Phylogenomic analyses show high support
for the placement of the eukaryotes within archaea and most closely related to the Asgard
archaea. Asgard archaea contain homologs of numerous proteins previously only known in
eukaryotes, from cytoskeleton, vesicle formation, membrane trafficking and others, indicating
that the archaeal host was much more complex than previously expected. The picture however,
is still far from being clear, and these metagenomics discoveries open numerous follow-up
research questions.
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Metagenomika zbiorowisk bakteryjnych srodowisk technologicznych
Metagenomics of technological microbial communities

Aleksandra Ziembinska-Buczynska®, Anna Banach?!, Ciesielski Stawomir?, Piotr Gutwinski*

Ipolitechnika Slaska, Katedra Biotechnologii Srodowiskowej, ul. Akademicka 2, 44-100 Gliwice
2Uniwersytet Warminsko-Mazurski, Katedra Biotechnologii w Ochronie Srodowiska, ul. Stoneczna 45G, 10-
719, Olsztyn

Mikroorganizmy peilnig wazng role w biotechnologii 1 inzynierii $rodowiska. Ich
plastyczny metabolizm i wyjatkowo wysoka odpornos¢ na niekorzystane warunki srodowiska
pozwalajg wykorzystywaé je szeroko, w zaré6wno w procesach produkcji uzytecznych
metabolitow, jaki i utylizacji zanieczyszczen. Biocenozy srodowisk technologicznych, takie jak
osad czynny, btona biologiczna, czy wypeklienie komor fermentacyjnych, pomimo ich
technologicznego charakteru, sa zbiorowiskami bakteryjnymi funkcjonujagcymi wg zasad
charakteryzujacych ekosystemy naturalne. Sa one jednoczesnie niezmiernie bogate
genotypowo, jednak wigkszo$¢ tych mikroorganizméw jest nichodowalna w warunkach
laboratoryjnych. Ta cecha znacznie utrudnia poznanie skladu takich zbiorowisk oraz badania
ich przydatnosci biotechnologicznej i inzynieryjnej. Narzedzia biologii molekularnej, w tym
sekwencjonowanie nowej generacji (ang. Next Generation Sequencing), pozwalajg
identyfikowa¢ mikroorganizmy ekosystemow technologicznych, poznawa¢ sktad jakosciowo-
iloSciowy tworzonych przez nie biocenoz, ich potencjal metaboliczny i zmiennos$¢ gatunkowa
zalezng od wielu czynnikéw, w tym od parametrow technologicznych prowadzonego procesu.
W prezentacji przedstawione zostang biocenozy technologiczne, interesujace z punktu
widzenia inzynierii srodowiska: osad czynny, ztoze biologiczne z biofilmem bakteryjnym oraz
wypehienie komor fermentacji metanowe;.

Prezentowane badania finansowane przez NCN: UMO-2013/09/D/NZ9/02438 i MNiSW: N N523 562138

Microorganisms are extremely useful in biotechnology and environmental engineering.
Their flexible metabolism and high resistance towards unfavorable environmental conditions
caused that they are used widely in both biotechnological production and pollutants removal.
Technological systems biocenoses, such as activated sludge, bacterial biofilm in rotatory
biological contractors or fermenting chambers biomass, despite their technological character,
function according to the ecological rules as natural environment. Such communities are
extremely rich and diverse but large part of these bacteria are uncultivable under laboratory
condition. This feature causes difficulties in their biotechnological and engineering usefulness
research. Molecular biology tools, including, next generation sequencing, enables to identify
microorganisms living in such environments, to investigate community’s qualitative and
quantitative composition, metabolic potential and species changeability linked with
technological factors variability. In this presentation microbial communities of technological
systems: activated sludge, bacterial biofilm and fermentation chambers will be presented.

Research supported by NCN: UMO-2013/09/D/NZ9/02438 and MNiSW: N N523 562138
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Mikrobiologia uranu

Insights into uranium microbiology

dr hab. Urszula Zielenkiewicz
Instytut Biochemii | Biofizyki PAN
Institute of Biochemistry and Biophysics PAS

Mikroorganizmy autochtoniczne moga by¢ uzyteczne w procesach biolugowania i
bioremediacji uranu. Za pomoca podej$¢ metagenomicznych jak i metod hodowlanych zbadano
roznorodno$¢ oraz potencjat funkcjonalny mikroorganizmow w srodowiskach o zréznicowane;j
iloéci mineralizacji uranowych powstatych w wyniku kopalnictwa uranu na Dolnym Slasku.
Przeprowadzono analizy metagenomiczne wybranych genow (amplikony 16S rRNA, cbbL, rus)
kilkudziesigciu prob ziem i wod zawierajacych zwigzki uranowe. Wykazano iz srodowiska te
sg bardzo r6znorodne 1 zawierajg liczne mikroorganizmy zdolne do przeprowadzania procesow
autotroficznego utleniania mineratow. Z hald zawierajacych najwyzsze ilosci uranu
wyselekcjonowano na podlozach mineralnych (Beijerincka 1 Silvermana) konsorcja
mikroorganizméw zdolnych do biolugowania rud uranu. Poglebiona analiza meta-genomow
tych konsorcjow pokazata dominacje organizmow charakterystycznych dla tego typu
srodowisk: a-Proteobacteria (Acidithiobacillus, Acidiphilium, Leptospirillum) lub o-
Proteobacteria i Actinobacteria (Halothiobacillus i Thiomonas) oraz podobnie urozmaicony
potencjal metaboliczny. Dokonano poréwnania metabolizmu autotroficznego wyizolowanych
konsorcjow biolugujacych z potencjalem mikroorganizmoéw bytujacych w miejscach, z ktérych
konsorcja zostaly wyprowadzone, poprzez analiz¢ sekwencji genow cbbL karboksydysmutazy
RuBisCo obecnych w meta-genomowym DNA.

Wsrdéd hodowalnych bakterii producentow sideroforow najliczniej reprezentowane byty
szczepy Psudomonas i Bacillus.

Autochtonous microorganisms can be used in uranium bioleaching and bioremediation.
Different culture-dependent and independent strategies were applied to analyze microbial
diversity and functional potential of uranium contaminated environments — remnants of former
uranium mines in Lower Silesia.

Metagenomic analyses of several dozen samples of uranium contaminated soil wastes and
waters based on pyrosequencing of specific genes (amplicons of 16S rRNA, cbbL, rus) have
shown that these environments are greatly diversificated and contain numerous microorganisms
active in autotrophic oxidation of minerals.

Microbial consortia capable of metals leaching were isolated from the waste heaps containing
significant amounts of uranium using Beijerinck and Silverman mineral media. In-depth
analyses of meta-genome sequences revealed a relatively high diversity within studied consortia
with the domination of organisms characteristic for such kind environments: a-Proteobacteria
(Acidithiobacillus, Acidiphilium, Leptospirillum) or oJ-Proteobacteria and Actinobacteria
(Halothiobacillus and Thiomonas). The fair similarity of functional genes was noticed in both
consortia types. Detailed comparative analysis of cbbL genes (large subunit of RuBisCo
enzyme) present in consortia metagenomes and their starting soils was performed.

The group of cultivable bacteria producing the highest number of siderophores
predominating in uranium mine wastes were Pseudomonas and Bacillus.
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Metagenomika i metabolomika w diagnostyce foxingu
Metagenomics and metabolomics in foxing diagnosis

Justyna Adamiak?, Justyna Szulc?, Anna Otlewska!, Tomasz Ruman?, Katarzyna Kubiak?,
Beata Gutarowska!

! Instytut Technologii Fermentacji i Mikrobiologii, Politechnika L.odzka
2 Pracownia Chemii Bioorganicznej, Politechnika Rzeszowska, Rzeszow
3 Bionanopark sp. z 0.0., £.6dZ

Foxing to rdzawobrazowe przebarwienia, wystepujace najczesciej na papierze z XIX i
XX wieku, odpowiedzialne za obnizenie walorow estetycznych oraz ostabienie papieru. Jak
dotad mechanizm foxingu nie zostal w pelni poznany, ale jego przyczyny upatruje si¢ w
zjawiskach chemicznych lub mikrobiologicznych zachodzacych w papierze.

Celem badan bylo wskazanie zaleznos$ci pomiedzy wystepowaniem mikroorganizmow
oraz zwigzkow chemicznych, a powstawaniem plam foxingowych na XIX-wiecznym papierze
z zastosowaniem sekwencjonowania nowej generacji na platformie lllumina oraz obrazowania
AUNPET SALDI-ToF-MS (wysokiej rozdzielczo$ci laserowa desorpcja/jonizacja ze
spektrometrig mas oparta o nanoczastki zlota).

W oparciu o wyniki sekwencjonowania nowej generacji stwierdzono, ze wsrod
mikroorganizméw wystepujacych na papierze z objawami foxingu dominowaty bakterie
nalezagce do rodzajéw Ralstonia, Pseudomonas, Bacillus, Brevibacillus, natomiast wsrod
grzybow zidentyfikowano Cladonia, Pyrenochaeta i Phoma. Wymienione mikroorganizmy
byty charakterystyczne wytacznie dla probek papieru z objawami foxingu, co moze wskazywac
na ich zwigzek z powstawaniem rdzawobragzowych przebarwien. Wéréd mas réznicujacych
widma wygenerowanych dla probek papieru z foxingiem i bez stwierdzono wystepowanie m/z
441, ktorej wedlug baz danych metabolomowych odpowiada zwigzek o wzorze CzoH420 (8'-
apo-beta-carotenol) i/lub C27H4602 (24-hydroxycholesterol). Na uwage zastuguje fakt, iz oba te
zwiazki moga mie¢ kolor z6tto-pomaranczowy podobny do zabarwienia plam foxingowych.

The term foxing was applied to reddish-brown spots that were most commonly found on
paper from the 19th and 20th centuries, responsible for reducing aesthetic qualities and strength
of the paper. The mechanisms of foxing formation have not yet been fully understood, but it is
believed to be the cause of chemical or microbiological phenomena occurring in the paper.

The aim of the research was to give an insight into the relationship between
microorganisms, chemical compounds and foxing stains occurring on the 19™ century paper.
For this reason, two methods were combined, i.e. high-throughput sequencing on the Illumina
platform and metabolome analysis using high-resolution laser desorption/ionization time-of-
flight mass spectrometry based on gold nanoparticle-enhanced target (AUNPET SALDI-ToF-
MS) imaging.

DNA high-throughput sequencing data revealed the presence of bacterial genera
belonging to Ralstonia, Pseudomonas, Bacillus, Brevibacillus and fungi represented mainly by
Cladonia, Pyrenochaeta and Phoma. Above mentioned microorganisms occurred only on paper
samples with the signs of foxing. It may indicate, therefore, their effect on the formation of
foxing stains. What is interesting, the biggest positive, non-method related, difference in spectra
A and C, that contains information about foxing, is m/z 441. According to the database, the
chemical formulas for 441 peak are C3oH420 and/or C27H4602. Both formulas, in particular the
first one, indicate that these compounds are unsaturated and/or aromatic based (8'-apo-beta-
Carotenol, 24-Hydroxycholesterol). It may be assumed that they are meaningful in terms of
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foxing formation, as their color varies between yellow and orange, similarly to the color of
foxing stains.
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Badania populacyjne bakterii z rodzaju Bradyrhizobium z wykorzystaniem metod
mikrobiologii klasycznej oraz podejs¢ metagenomicznych

Classical microbiology and metagenomics in the population study of the genus
Bradyrhizobium

Joanna Banasiewicz, Tomasz Stepkowski

Samodzielny Zaktad Biologii Mikroorganizmow
Szkota Gtéwna Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie
ul. Nowoursynowska 159, 02-776 Warszawa
joanna_banasiewicz@sggw.pl

Celem prezentowanych badan jest poznanie mechanizmow ksztaltujacych strukture
spotecznos$ci bakterii nalezacych do rodzaju Bradyrhizobium w glebie. Prowadzone do tej pory
analizy wskazuja na znaczny udziat w tym procesie roslinnego gospodarza, ktéry dokonujac
swoistej selekcji wlasciwych szczepow ryzobium, ma tym samym wptyw na sktad gatunkowy
ich spotecznosci. Struktura populacji bradyryzobiéw ksztattowana jest ponadto przez warunki
glebowe 1 klimatyczne, a takze czynniki geograficzne, przede wszystkim przez izolacje
geograficzng, ktora wptywa na rozprzestrzenianie si¢ Fabaceae 1 co z tym si¢ wigze, rOwniez
ich symbiontéw bakteryjnych. Cho¢ do niedawna postrzegano te grupe mikroorganizmow
glownie poprzez pryzmat ich symbiozy z bobowatymi, prowadzone w ostatnim czasie badania
metagenomiczne wykazaty, ze ryzobia te sg jednym z najczesciej wystepujacych rodzajow
bakterii glebowych, niezaleznie od obecnosci w danym miejscu ich potencjalnych gospodarzy
ros$linnych. W niniejszym projekcie proponujemy poszerzenie zakresu analiz bazujacych na
metodach mikrobiologii klasycznej o podejScia metagenomiczne, oparte na amplifikacji
zardwno genow metabolizmu podstawowego, jak rowniez genéw symbiotycznych na matrycy
DNA izolowanego bezposrednio z probek gleby pochodzacych z ryzosfery badanych roslin. W
realizowanych projektach, podstawowy marker symbiotyczny stanowi gen nifD kodujacy
podjednostke alfa nitrogenazy, ktéry jest powszechnie wykorzystywany w badaniach
filogenetycznych Bradyrhizobium.

The objective of this study is to elucidate the mechanisms shaping the structure of
Bradyrhizobium communities in their soil environments. The current knowledge indicates that
legume host may play a pivotal role in this process. This is because legumes select appropriate
rhizobial strains, thus having an influence on the composition of bradyrhizobial communities.
The structure of bradyrhizobial communities is further shaped by soil and climatic conditions,
as well as by geographical factors, first of all, by geographic isolation that impedes the dispersal
of the Fabaceae, and thus may have an impact on the dissemination of their bacterial symbionts.
Although until recently this rhizobium group was perceived solely as symbiotic
microorganisms, recent metagenomic studies have shown that they belong to most common
groups of soil bacteria, regardless of the presence of potential plant hosts. In this project, we
propose to broaden the scope of the analyses by incorporating a metagenomic approach based
on the amplification of housekeeping and symbiotic genes on the DNA templates isolated
directly from soil samples, collected from the rhizosphere of the selected legume plants. In this
case, the symbiotic marker used is the nifD gene coding for the alpha subunit of nitrogenase, a
phylogenetic marker which is commonly used in Bradyrhizobium studies.
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Odprowadzanie oczyszczonych sciekow do jeziora, a rozprzestrzenianie opornosci na
antybiotyki w Srodowisku - analiza metagenomiczna

Treated sewage release versus antibiotic resistance spread in the environment —
a metagenomic approach

Kinga Bondarczuk, Zofia Piotrowska-Seget

Uniwersytet Slaski w Katowicach, Wydziat Biologii i Ochrony Srodowiska, Katedra Mikrobiologii,
ul. Jagiellonska 28, 40-032 Katowice

Wyniki badan ostatniej dekady wykazaly istotny udziat sSrodowiskowych mikrobiomow
w ewolucji i rozprzestrzenianiu opornos$ci na antybiotyki wsrdd patogenow. Co wigcej
wskazano na oczyszczalnie $cieckoOw jako na miejsca sprzyjajace horyzontalnemu transferowi
gen6éw warunkujacych antybiotykooporno$¢. Ponad wszelka watpliwos¢ antybiotykooporne
bakterie 1 geny warunkujace antybiotykooporno$¢ wraz z oczyszczonymi §ciekami dostajg si¢
do $rodowiska. Dotychczasowe badania nie dostarczajg jednak jednoznacznej odpowiedzi na
temat utrzymywania si¢ lub proliferacji tych bakterii i genéw w odbiornikach oczyszczonych
sciekow.
W ramach projektu badano wplyw uwalniania oczyszczonych $ciekoOw na rozprzestrzenienie
genéw warunkujacych antybiotykoopornoéé w Jeziorze Zywieckim. W tym celu za pomoca
platformy Illumina® HiSeq zsekwencjonowano trzy metagenomy z (1) uwalnianych do jeziora
oczyszczonych $ciekow, (2) wod jeziora, a takze (3) wod rzeki Soly powyzej miejsca
utworzenia jeziora (kontrola). Pomimo znacznego udziatu oraz duzej réznorodnosci gendw
warunkujacych antybiotykooporno$¢ w oczyszczonych $ciekach, te parametry w wodach
jeziora osiggaty wartosci nizsze niz w rzece. To §wiadczy o ochronnej roli oczyszczalni §ciekow
w Zywecu dla badanego ekosystemu.

The studies of last decade has revealed an important role of the environmental
microbiome in the evolution and dissemination of antibiotic resistance trait among pathogenic
bacteria. Moreover wastewater treatment plants (WWTPs) has been recognised as specific
compartments potentially enabling the horizontal spread of antibiotic resistance genes. The
presence of the genes and antibiotic-resistant bacteria in final effluents of WWTPs is no longer
a matter of doubt. However, due to confusing results, studying the fate of the genes and the
bacteria in final effluent receiving water ecosystems remains too complicated for simple
assessments.

The aim of the project was to evaluate the fate of antibiotic resistance genes in final
effluent receiving Zywieckie Lake (Poland). For this purpose shotgun sequencing approach
(Illumina® HiSeq) of three metagenomes was performed. We sequenced metagenomes of: the
lake, the final effluent from the nearby WWTP in Zywiec and The Sota River upstream the lake
(control site). Even though considerable amounts of antibiotic resistance genes were released
together with the final effluent to the lake, the lake exhibited the lowest proportion and diversity
of the genes when compared to control site. Therefore results suggested rather protective role
of the WWTP in the studied ecosystem.

Badania byty finansowane przez Narodowe Centrum Nauki w ramach grantu Preludium numer 2014/13/N/NZ9/03915.
The research was supported by National Science Centre grant 2014/13/N/NZ9/03915.
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Zbiorowiska mikroorganizmow glebowych a genotyp drzew
Soil microbial communities and genotype of trees

Leszek Karlinski, Maria Rudawska

Instytut Dendrologii Polskiej Akademii Nauk, ul. Parkowa 5, 62-035 Kornik, Polska

Zbiorowiska mikroorganizmow glebowych odgrywaja niezwykle istotng role w regulacji
zdrowotnos$ci 1 odpornosci drzewostanéw na czynniki biotyczne i abiotyczne. Sktad i biomasa
mikroorganizméw stanowig czuly wskaznik zmian jakosciowych gleby, jej skazenia, zmian
klimatycznych, a takze odzwierciedlajg wptyw sktadu gatunkowego roslin na danym terenie.
Celem badan bylo przeanalizowanie wptywu genotypu drzew na zbiorowiska
mikroorganizmow glebowych towarzyszacych korzeniom topoli w $Srodowisku skazonym
metalami cigzkimi (stanowisko koto huty miedzi Glogdéw) oraz na terenach wolnych od
bezposrednich zanieczyszczen (2 stanowiska w okolicach Koérnika). Obiekt badawczy
stanowily probki gleby (warstwa 0-30 cm) pobierane spod czterech klonéw topoli,
wysadzonych w potowie lat 90-tych. Wykorzystujac specyficzne biowskazniki (kwasy
thuszczowe, ergosterol) oraz metody chromatograficzne (GC, HPLC) okre$lono biomas¢ i
udziat w zbiorowiskach bakterii Gram-dodatnich i Gram-ujemnych, promieniowcow,
pierwotniakow, grzybow arbuskularnych oraz pozostatych grzybow, a takze okreslono biomase
grzybni ekstramatrykalnej grzybow ektomykoryzowych metoda putapek grzybniowych.
Wiyniki naszych badan wykazaly, ze na biomas¢ mikroorganizmoéw glebowych oraz ich udziat
w zbiorowisku istotnie rzutuja dwa czynniki — Srodowisko glebowe oraz genotyp drzew,
chociaz kazda z wyszczeg6lnionych grup mikroorganizmoéw w r6znym stopniu warunkowana
byta przez te czynniki. Dominujacy wplyw na mikrobiom topoli (poza promieniowcami) miato
srodowisko glebowe, podczas gdy genotyp drzew odgrywat drugorzedna role. W warunkach
skazenia gleby metalami ci¢zkimi (Cu, Zn, Pb) wplyw genotypu topoli na zbiorowiska
mikroorganizméow glebowych byt wyzszy, niz na terenach wolnych od zanieczyszczen. Wraz
ze wzrastajaca glebokoscia gleby, spadata biomasa mikroorganizméw w glebie. Udziat r6znych
grup organizméw w profilu glebowym byt modyfikowany zar6wno przez warunki glebowe
danego stanowiska oraz genotyp gospodarza (topoli).

Microbial communities settled in the vicinity of poplar roots influence physical and
chemical aspects of the soil and responds to different biotic and abiotic factors. The aim of our
studies was to analyze the impact of tree genotype on biomass and community composition of
microbiome of four poplar clones. Of the three study sites established in mid-90-thies, one was
located in the vicinity of a copper smelter, where soil was contaminated with copper, zinc and
lead and two other sites considered as a control was situated in the region free of acute
environmental pollution. The biomass and the contribution in the whole community of Gram-
positive and Gram-negative bacteria, arbuscular fungi, the rest of soil fungi, actinomycetes,
protozoa was assesed. Additionally biomass of extramatrical mycelium (mesh bags method) of
ectomycorrhizal fungi were estimated by analyzing specific biomarkers (fatty acids and
ergosterol - GC and HPLC methods). Our results showed that biomass of soil microorganisms
and their contribution in the community of organisms settled in soil close to poplar roots was
the resultant of two main factors - the soil environment and the tree host genotype. However,
each of distinguished groups of soil microorganisms was influenced by these factors in a
different degree. In overall view, site effect played the main role in shaping the microbial
community (excluding actinomycetes), whereas the influence of tree genotype had minor effect.
At polluted soil the impact of tree genotype on microbiome of poplars was more evident than
at unpolluted sites. With increasing of soil depth, decrease of biomass of all groups of
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microorganisms was observed, however contribution of different representatives of microbial
community across the soil profile, was modified by site and poplar genotype factor.
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Testy molekularne umozliwiajace identyfikacje¢ kluczowych patogenéw pszenicy
zwyczajnej (Triticum aestivum L.)

Molecular tests to identify key common wheat (Triticum aestivum L.) pathogens

Adam Kuzdralinski !, Hubert Szczerba !, Anna Kot!, Agnieszka Ostrowska!, Marta
Muszynska *, Michal Nowak 2

Uniwersytet Przyrodniczy w Lublinie, Wydziat Nauk o Zywnosci i Biotechnologii, Katedra Biotechnologii,
Zywienia Cztowieka i Towaroznawstwa Zywnosci, ul. Skromna 8, 20-704, Lublin
2 Uniwersytet Przyrodniczy w Lublinie, Wydzial Agrobioinzynierii, Instytut Genetyki, Hodowli i Biotechnologii
Ro$lin, ul. Akademicka 13, 20-950, Lublin

Patogeny grzybowe stanowig duzy problem w uprawach pszenicy zwyczajnej. Kazdego
roku straty powodowane przez te mikroorganizmy istotnie wptywaja na wielko$¢ plonoéw, ich
jakos¢ oraz zanieczyszczenie mikotoksynami. Stosowane dotychczas metody molekularne do
identyfikacji wybranych patogendéw zb6z wykazuja zmienng specyficzno$¢ oraz czuto$é.
Istniejg przestanki w kierunku uznania czg¢sci z metod dostepnych w literaturze jako mato
specyficzne. Przyktadem takiej metody jest opracowana w latach 90-tych technika identyfikacji
grzyba Mycosphaerella graminicola, ktora niespecyficznie identyfikowata izolaty nalezace do
innych gatunkow (Guo et al. 20006).

Celem badan jest zaprojektowanie oraz walidacja nowych testow PCR w kierunku

identyfikacji kluczowych patogendw pszenicy wystepujacych w Polsce.
Zaprojektowane zostang metody molekularne do identyfikacji minimum 9 gatunkow sposrod
wymienionych patogendéw: Blumeria graminis (maczniak prawdziwy), Stagonospora nodorum
(czynnik sprawczy septoriozy plew), Mycosphaerella graminicola (czynnik sprawczy
septoriozy paskowanej lisci), Pyrenophora tritici-repentis (czynnik sprawczy brunatnej
plamistosci lisci), Puccinia spp., w tym m.in. P. recondita, P. striiformis (czynnik sprawczy
rdzy zb6z), Fusarium spp., w tym Fusarium graminearum, Fusarium avenaceum, Fusarium
culmorum, Fusarium poae oraz Fusarium sporotrichioides (czynnik sprawczy fuzariozy zb6z,
w tym FHB, CR, FR), Rhizoctonia cerealis (czynnik sprawczy ostrej plamistosci oczkowej),
Pseudocercosporella herpotrichoides (czynnik sprawczy famliwosci podstawy zdzbta).

Fungal pathogens are a serious problem in the cultivation of common wheat. The losses
caused by these microorganisms every year, significantly affect crop yields quality and
mycotoxin contamination. The molecular methods used hitherto to identify specific pathogens
of cereals have shown a variable sensitivity and specificity. There are prerequisites to consider
some of the methods available in the literature as methods of low specificity. An example of
such a method is a technique developed in the 90s identifying the fungus Mycosphaerella
graminicola that non-specifically identified isolates belonging to other species (Guo et al.
2006).

The objective of this research was to design and evaluate a novel PCR assay for the
identification of key fungal pathogens of common wheat occurring in Poland.

Molecular methods are currently being designed to identify a minimum of 9 species of the
following pathogens: Blumeria graminis (powdery mildew), Stagonospora nodorum (the
causative agent of septoria glume blotch), Mycosphaerella graminicola (the causative agent of
septoria tritici blotch), Pyrenophora tritici-repentis (the causative agent of tan spot), Puccinia
spp., including P. recondita, P. striiformis (the causative agent of cereal rust), Fusarium spp.,
including Fusarium graminearum, Fusarium avenaceum, Fusarium culmorum, Fusarium poae
and Fusarium sporotrichioides (the causative agent of cereal fusariosis, including FHB, CR and
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FR), Rhizoctonia cerealis (the causative agent of sharp eyespot), Pseudocercosporella
herpotrichoides (the causative agent of eyespot).

Guo J.R., Schneider F., Verreet J.A., 2006. Presymptomatic and quantitative detection of Mycosphaerella
graminicola development in wheat using a real-time PCR assay. FEMS Microbiology Letters 262(2): 223-229.

This study was financially supported by the National Center for Research and Development, V LIDER Program
(LIDER/014/263/L-5/13/NCBR/2014), Poland.

34



Detekcja patogennych mikroorganizméw we krwi zywiciela przez sekwencjonowanie
metagenomow rDNA

Detection of pathogenic microorganisms in the host blood by rDNA metagenome sequencing

Justyna Liberska!, Artur Trzebny?, Sylwia Bialik?, Jerzy Michalik?, Mirostawa Dabert!
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Klasyczne metody detekcji mikroorganizmoéw patogennych opieraja si¢ o swoistg
amplifikacje fragmentéw okreslonych gendw i ich sekwencjonowanie metodg Sangera i/lub
metody oparte 0 qPCR z wykorzystaniem swoistych sond. Obie metody sg bardzo czule, ale
moga prowadzi¢ do falszywie negatywnych prob w przypadku pojawienia si¢ nowych
genotypow, ktore zawieratyby mutacje w rejonach hybrydyzacji starteréw lub sond, oraz do
pomijania gatunkéw, jesli ich wystgpowanie jest wykluczane a priori. Celem pracy bylo
zastosowanie sekwencjonowania metagenomoéw regionow V4 16S i D1 28S rDNA do
rownolegtej detekcji patogendw bakteryjnych i eukariotycznych w izolatach DNA z krwi. Jako
model wykorzystano izolaty DNA pochodzace od 100 jezy, ktore wezesniej zostaly przebadane
metodami konwencjonalnymi na obecnos¢ Anaplasma (Bacteria, Rickettsiales) i Babesia
(Eukaryota, Apicomplexa). Rejony V4 i D1 byly amplifikowane w osobnych reakcjach z
wykorzystaniem indeksowanych starterow fuzyjnych. Amplikony byly sekwencjonowane z
wykorzystaniem systemu lonTorrent PGM. Analiz¢ sekwencji przeprowadzono za pomocg
narzedzi w programach Geneious R10 i QIIME i baz danych GenBank i Greengenes. Ogdotem
w wyniku sekwencjonowania uzyskano ok. 2,64 mln odczytow w zakresie od ok. 100 do 114
tys. na probe; mediana = 14 684. W izolatach zidentyfikowano DNA bakterii nalezacych do
Anaplasma, Bartonella i Borrelia, ktore wczesniej byly notowane u jezy, ale rowniez
nienotowane dotagd Coxiella, Franciscella, Rickettsia i Rickettsiella. Anaplasma i Babesia
zostaty wykryte w wigkszej liczbie prob niz w przypadku zastosowania metod
konwencjonalnych.

Most conventional methods for the detection of pathogenic microorganisms relay on
target-specific PCR involving specific PCR primers or probes (qPCR). Although these methods
have proven to be sensitive, they could result in false negatives when new genotypes appear
that have mutation in the priming/probe site or when the occurrence of a given pathogen is a
priori excluded. To resolve this problem, we propose the NGS sequencing of hypervariable V4
16S and D1 28S rDNA regions for parallel detection of pathogenic bacteria and protists,
respectively. One hundred hedgehogs' blood samples, that have been screened for Anaplasma
(Bacteria, Rickettsiales) and Babesia (Eukaryota, Apicomplexa) using conventional methods,
were subjected for two separate PCR reactions each using indexed universal primers allowing
rDNA amplification in bacteria and eukaryotes. The amplicons were sequenced with lon
Torrent PGM System. Sequences were analyzed using tools implemented in Geneious R10 and
QIIME and OTU were compared to GenBank and Greengenes databases. In total, 2,639,878
reads were analyzed, ranging from ca. 100 to 114,000 for each sample (median=14,684). Using
this approach, we have identified positive samples for Anaplasma, Bartonella and Borrelia —
pathogenic bacteria that have been already noted in hedgehogs. Moreover, additional
pathogenic taxa that have not been reported in hedgehogs so far, i.e. Coxiella, Franciscella,
Rickettsia and Rickettsiella, also were detected. The new approach appears to be more sensitive
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than conventional methods because we found more positive samples for Anaplasma and
Babesia than were detected by PCR and gPCR, respectively.
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Genomowe zréznicowanie populacji endofitow koniczyny bialej z okolo 100-letniej haldy
cynkowo-otowiowej Bolestaw

Genomic diversity of white clover endophytes population from 100-yrs old zinc-lead
Bolestaw waste heap

Ewa Olenska?, Wanda Matek?
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Zwatowiska (hatdy) cynkowo-otowiowe stanowia skrajnie niekorzystne siedlisko dla
organizméw z powodu deficytu wody, niedoboru sktadnikow mineralnych oraz wysokiego
stezenia jonow metali ci¢zkich, gldéwnie cynku 1 otlowiu. Hatdy jako siedliska antropogeniczne,
sg zroznicowane pod wzgledem wiasciwosci fizyko-chemicznych oraz czasu powstania. Stara,
70-100-letnia hatda Zn-Pb Bolestaw jest naturalnym stanowiskiem koniczyny biatej (Trifolium
repens) i jej endofitow, a metale cigzkie obecne w industrioziemie hatdy moga by¢ czynnikiem
selekcji organizmow, ograniczajacym ich zmienno$¢ genetyczng. Celem pracy bylo okreslenie
poziomu polimorfizmu populacji R. leguminosarum bv. trifolii pochodzacej z brodawek
korzeniowych T. repens, rosngcej na hatdzie Bolestaw w odniesieniu do populacji kontrolnej
(taka w Bolestraszycach) na podstawie profili DNA uzyskanych metodami ERIC- i REP-PCR.
W oparciu o polimorfizm genomowy badanych bakterii metodg ERIC-PCR stwierdzono nizsza
zmienno$¢ ryzobidw z hatdy Bolestaw (h=0,889) w poroéwnaniu z kontrolng populacja bakterii
(h=0,992), i statystycznie istotne zr6znicowanie pomi¢dzy badanymi populacjami (Fst=0,162;
p=0,008). Wsrdd 73 szczepow (39 pochodzacych ze stanowiska kontrolnego i 34 z hatdowego)
wyodrebniono 47 genomotypoéw. 34 genomotypy byly reprezentowane przez szczepy
kontrolne, natomiast 13 przez szczepy pochodzace ze stanowiska hatdowego. Na podstawie
analizy polimorfizmu genomowego endofitow koniczyny biatej metoda REP-PCR poziom
zmienno$ci genomowej populacji hatdowej byl nizszy (h=0,89) w poréwnaniu z populacja
kontrolng (h=0,99), 1 obie populacje byly istotnie statystycznie zréznicowane (Fst=0,180;
p=0,000). W obu populacjach w oparciu o marker REP wyodrgbniono 46 genomotypow; 26 w
populacji kontrolnej, za§ 20 w populacji haldowej. Nie stwierdzono genomotypdéw wspdlnych
dla obu badanym populacjom przy uzyciu obu markeréw genomowych.

Southern Poland calamine waste-heaps are highly disadvantageous areas because of water
and nutrient deficites and high heavy metal content, mainly zinc and lead. Waste-heaps as
anthropogenic transformed areas are highly heterogeneous according to physico-chemical
conditions and the time of their origin. 70-100-yrs old Zn-Pb Bolestaw waste-heap is inhabited
by a natural origin white clover (T. repens) and its microsymbionts, and present there heavy
metals may act as a selection factor, diminishing the genomic diversity of organisms. The aim
of this study was to determine the level of the genomic diversity of R. leguminosarum bv. trifolii
population derived from root nodules of T. repens growing in Bolestaw waste-heap in
comparison to control population derived from Bolestraszyce grassland using the ERIC- and
REP-PCR techniques. The ERIC-PCR DNA fingerprinting method indicated the lower
genomic diversity of bacterial waste-heap population (h=0.889) in comparison to control
population (h=0.992) as well as a genomic dissimilarity of both analyzed populations
(Fst=0.162; p=0.008). Among 73 analyzed rhizobium strains (39 derived from control area and
34 from polluted one) 47 various genomotypes were determined; 34 of them were represented
by strains from control area, and 13 ones by strains derived from waste-heap. REP-PCR
fingerprinting method showed a lower genomic polymorphism within Bolestaw rhizobium
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population (h=0.89) in relation to control one (h=0.99) as well as a significant genomic
differences between the studied populations (Fst=0,180; p=0,000). Forty six genomotypes were
founded in both rhizobium populations, 20 in Bolestaw and 26 in Bolestraszyce one. By two
DNA fingerprinting techniques, i.e. ERIC- and REP-PCR no common genotypes for both
studied populations were detected.
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Relacje pomiedzy struktura genetyczna a zdrowotnoscia na przykladzie drzewostanow
debowych na Plycie Krotoszynskiej

Relationships between genetic structure and healthiness — case study of oak stands in
Krotoszyn Plateau
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Monitorowanie zdrowotno$ci debow przeprowadzono w latach 2013-2016 w 3
nadles$nictwach: Krotoszyn, Piaski i Karczma Borowa (RDLP Poznan). Wykazano korelacje
pomiegdzy syntetycznym wskaznikiem uszkodzenia (SYN), odzwierciedlajacym defoliacje i
zywotnos¢, a liczbg alleli (catkowitg i obserwowang). W latach 2013-2016, zaobserwowano
spadek liczby gatunkéw Phytophthora w ryzosferze gleby (na podstawie metody NGS). Po 8
zabiegach lotniczych (opryski koron fosforynami) wykazano poprawe 7 z 8 badanych
parametréw drobnych korzeni. Struktura genetyczna badanych drzewostanow debowych,
oszacowana za pomoca markerow chloroplastowych DNA wykazata, Zze zdrowotno$¢
drzewostandw poprawia si¢ wraz ze wzrostem ich réznorodno$ci genetycznej. Zaleca si¢
stosowanie fosforynow w drzewostanach dgbowych zagrozonych patogenicznymi gatunkami
Phytophthora.

The monitoring of oak healthiness was conducted in central-western Poland from the
ground in years 2013 - 2016. Generally, the statistically positive significant correlations was
found between synthetic index of damage (SYN), reflecting defoliation and vitality, and the
number of alleles (total and observed ones). The number of Phytophthora species in soil
rhizosphere (evaluated with NGS method) showed a constant decrease within the years 2013 -
2016. Trials with phosphites showed that 7 of 8 fine root parameters were improved after aerial
treatments. The genetic structure of 3 investigated oak stands assessed with chloroplast DNA
markers revealed that healthiness of oaks is growing with the increase of genetic diversity. The
use of phosphites in oak stands endangered by Phytophthora genus is recommended.
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Analiza molekularna potencjalu symbiotycznego gleb na przykladzie mikrosymbiontow
lubinu
Molecular analysis of soil symbiotic potential on the example of lupine microsimbionts.

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

Lubiny wytwarzaja efektywne brodawki korzeniowe w symbiozie z bakteriami rodzaju
Bradyrhizobium, mogg by¢ takze brodawkowane przez stabo dotad scharakteryzowane szybko
rosngce rizobia. Powstanie efektywnych ukladow symbiotycznych roslin bobowatych z
rizobiami uwarunkowane jest wystepowaniem w glebie rdzennych szczepow bakterii zdolnych
do brodawkowania rosliny gospodarza oraz odpowiedniej liczebnosci populacji tych bakterii.
Informacje o wystepowaniu i strukturze populacji bakterii w glebach uprawnych sa wazne z
praktycznego punktu widzenia, poniewaz moga by¢ podstawa do racjonalnego stosowania
preparatow szczepionkowych zawierajacych mikrosymbionty uprawianych roslin. Obecnie
najpowszechniej stosowanym sposobem okre$lania obecno$ci 1 liczebnosci populacji
mikrosymbiontow bobowatych w glebie jest metoda biotestow. Podejscie to, jakkolwiek dajace
wiarygodne i powtarzalne rezultaty, jest bardzo praco- i czasochtonne (wymaga ok. 4
tygodniowej uprawy roslin w warunkach szklarniowych).

Rozw6j metod biologii molekularnej i zwigkszajaca si¢ dostgpno$¢ informacji o
sekwencjach DNA pozwala na opracowanie szybkich i stosunkowo tanich metod badania
liczebnosci 1 sktadu populacji mikroorganizméw glebowych w oparciu o analizy DNA
izolowanych bezposrednio z roztworow glebowych. W prezentowanej pracy podjeto probe
opracowania metody szybkiej identyfikacji mikrosymbiontow tubinu = w glebie z
wykorzystaniem sekwencji nukleotydowych genow symbiotycznych (nodA, nodC, nodD i
nodZ) ponad czterdziestu wtasnych izolatow bradyrizobiéw uzyskanych z brodawek tubinow,
a takze ponad 2000 innych sekwencji zdeponowanych w bazach danych. Uzyskane wyniki
wskazuja na mozliwo$¢ przeprowadzenia pelnej analizy (od pobrania probek gleby do oceny
liczebnos$ci obecnych w nich populacji bradyrizobiow zdolnych do brodawkowania tubinow)
w czasie 1-2 dni. Zastosowanie opracowanej metody pozwala takze na réwnolegly analizg
nawet kilkudziesigciu probek gleby.

Lupines can produce effective root nodules in symbiosis with bacteria of the genus
Bradyrhizobium and can also be nodulated by poorly characterized fast growing rhizobia. The
emergence of effective symbiotic systems of legume plants is conditioned by the presence of
indigenous bacterial species in the soil capable of nodulating the host plant and the appropriate
population size of these bacteria. Information on the occurrence and structure of bacterial
populations in cultivated soils is important from a practical point of view as it may be the basis
for the rational use of microbial inoculants containing microsymbions of cultivated plants. At
present, the most commonly used method of determining the presence and abundance of
microsymbiont populations in soil are the biotests based on bacterial most probable number
(MPN) determination. This method, although giving reliable and reproducible results, is very
laborious and time consuming (requires about 4 weeks of greenhouse cultivation).

The development of molecular biology methods and the increasing availability of DNA
sequence information allow for the development of fast and relatively inexpensive methods for
studying the abundance and composition of soil microbial populations based on DNA analysis
directly isolated from soil solutions. In the presented work, an attempt was made to develop a
method for the rapid identification of lupine microsimbionts in soil using the nucleotide
sequences of symbiotic genes (nodA, nodC, nodD, and nodZ) of more than forty own
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Bradyrizobium isolates obtained from lupine nodules and more than 2000 other sequences
deposited in databases. The results show the possibility of the full analysis (from soil sampling
to assessment the abundance of Bradyrizobium populations capable of lupins nodulation present
in the field) within 1-2 days. The use of the developed method allows also simultaneous analysis
of up to several dozen soil samples.

Praca zostata w czgsci sfinansowana ze srodkoéw NCBIR, projekt nr PBS3/A8/28/2015
0 akronimie SEGENMAS.
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Metagenomy grzybéw glebowych towarzyszacych siewkom sosny (Pinus sylvestris L.) w
szkolkach leSnych i odnowieniu naturalnym

Metagenomic analysis of fungal communities associated with roots of Scots pine (Pinus
sylvestris L.) seedlings from bare-root forest nurseries and natural regeneration stands

Maria Rudawska, Tomasz Leski, Leszek Karlinski, Marcin Pietras

Instytut Dendrologii Polskiej Akademii Nauk, Pracownia Badania Zwigzkow Symbiotycznych, ul. Parkowa 5,
62-035 Kornik, Polska

Materiat sadzeniowy przeznaczony do odnowien i zalesien pochodzi w Polsce przede
wszystkim z gruntowych szkétek lesnych, produkujacych sadzonki drzew i1 krzewow z
odkrytym systemem korzeniowym. Dobrze rozwini¢ta symbioza mykoryzowa na etapie szkotki
le$nej jest waznym warunkiem wysokiej udatno$ci przysztych odnowien i zalesien. Mykoryzy
zwigkszaja bowiem w znacznym stopniu zaopatrzenie sadzonek w wodg i sktadniki odzywcze,
jak rowniez stanowig naturalng barier¢ ochronng przed patogenami systemu korzeniowego.

Panuje przekonanie, ze wieloletnie uzytkowanie szkotki lesnej moze negatywnie
oddziatywaé na zbiorowisko grzybow mykoryzowych i sprzyja¢ rozwojowi organizmoOw
patogenicznych. Aby zweryfikowaé t¢ teze wykonane zostaly badania zbiorowisk grzybow
glebowych wystepujacych na kwaterach sosnowych w szkotkach le§nych uzytkowanych od 20,
40 1 60 Ilat. Dzigki wykorzystaniu masowego sekwencjonowania metoda 454
(pirosekwencjonowanie) mozliwe bylo okre$lenie nie tylko zbiorowisk grzybow
mykoryzowych, ale réwniez saprobiontycznych oraz patogenicznych. Material badawczy
stanowilo DNA wyizolowane z préb korzeniowych jednorocznych siewek sosny oraz z prob
glebowych. Punktem odniesienia byty siewki i1 gleba z naturalnego odnowienia sosny. Lacznie
w szkotkach lesnych i odnowieniu naturalnym stwierdzono obecnos$¢ 917 grzybowych
operacyjnych jednostek taksonomicznych (tzw. OTUs). Ogoélna liczba OTUs grzybowych w
szkotkach o réznym wieku byta zblizona i wynosita odpowiednio: 294 w szkotce 20-letniej,
293 w szkotce 40-letniej i 317 w szkotce 60-letniej. Czas uzytkowania szkotki nie wplywat
rowniez na liczbe OTUs grzybow ektomykoryzowych oraz saprobiontycznych w nich
wystepujacych. Lacznie we wszystkich szkotkach odnotowano obecno$¢ 91 OTUs grzybow
mykoryzowych oraz 184 OTUs grzybow saprobiontycznych (odpowiednio: 471 101 w szkolce
20-letniej, 52 1 98 w szkotce 40-letniej oraz 47 1 99 w szkolce 60 letniej). Tylko bogactwo
gatunkowe grzybow patogenicznych bylo zwigzane z czasem uzytkowania szkotki. Najwyzsza
liczbe OTUs grzybow patogenicznych (34) stwierdzono w szkolce najstarszej a najnizsza w
szkolce uzytkowanej najkrocej (24). W trakcie badan wykazano takze, ze niezaleznie od wieku
szkotki proby glebowe zawsze odznaczaty si¢ wyzszym bogactwem gatunkowym grzybow niz
proby korzeniowe. Porownanie szkétek lesnych i odnowienia naturalnego wykazato, ze liczba
OTUs grzybowych wystepujacych w tych dwoch srodowiskach byta podobna (580 vs 585), ale
tylko 248 z nich bylo wspolnych dla obu srodowisk.

Przeprowadzone badania pozwolilty na negatywne zweryfikowanie powszechnie
panujacego pogladu, ze dhugotrwate uzytkownie szkotki lesnej moze w sposob zasadniczy
prowadzi¢ do zubozenia zbiorowisk grzybéw mykoryzowych, niezwykle istotnego elementu
produkcji szkotkarskie;.
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Scots pine seedlings used in standard reforestation and afforestation programs are in
Poland predominantly produced in bare-root forest nurseries. Nursery managers have long
recognized the importance of well-developed mycorrhizas for healthy seedling growth in the
nursery and desired performance after outplanting.

However, it is still unclear if intensive and long lasting nursery practices (fertilization,
irrigation, mechanical and chemical weed, and pest control) influence the diversity of root
associated fungal communities. The objective, therefore was to evaluate the composition of
fungal communities inhabiting Scots pine seedling roots and surrounding bulk soil in bare-root
forest nurseries in Poland being under cultivation for 20, 40 and 60 years. Naturally regenerated
pine seedlings originating from clear-cuts of nearby forests has been used as a reference. We
used next-generation sequencing (454 pyrosequencing) to determine whether the composition
of fungal communities (saprotrophic, pathogenic, mycorrhizal) differed among three forest
bare-root nurseries. A special emphasis in our studies has been done to ectomycorrhizal (ECM)
fungi. In total 917 operational taxonomic units (OTUs) of fungi has been obtained from all roots
and soil samples. The number of OTUs from nursery samples (580) was very similar to that
from the clear cuts (585). Among those, 46 and 52 OTUs of ECM fungi were found exclusively
from nursery or clear cut samples, respectively, and 45 were common to both sample types.
Unexpectedly the number of overall fungal (293-317) and ECM OTUs (47-52) appeared very
comparable between nurseries of different age. The most abundant OTUs detected in forest
nurseries belonged to russula-lactarius, amanita, inocybe, tomentella-thelephora,
meliniomyces, wilcoxina and terfezia-peziza lineages. Suillus-rhizpogon OTUs were found
exclusively in nurseries and elaphomyces OTUs in clear-cuts. In conclusion, this study
highlights for the first time, through 454 pyrosequencing, the richness and diversity of the
fungal communities in forest nurseries and demonstrate that even long lasting silvicultural
practices in the nursery does not lead to the impoverishment of ECM community.
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Zastosowanie metody NGS w ocenie mikrobioty jelita grubego u pacjentow z cukrzyca
Use of the NGS method in evaluation of the colon microbiota in patients with diabetes

Dominika Salamon, Agnieszka Sroka — Oleksiak, Malgorzata Bulanda, Tomasz Gosiewski.
Katedra Mikrobiologii, Wydzial Lekarski, Uniwersytet Jagiellonski Collegium Medicum, Krakoéw

Dzigki analizie sekwencji 16S rRNA zidentyfikowano juz kilkaset gatunkow bakterii
ekosystemu jelitowego, z ktorych wigekszos¢ nie daje si¢ hodowaé. Celem badania byty: 1)
ocena sktadu jakosciowego i ilosciowego mikrobiota jelita grubego pacjentdow z cukrzyca typu
1 (TIDM, n = 22) i typu 2 (T2DM, n = 23) hospitalizowanych w Klinice Chorob
Metabolicznych UJ CM w Krakowie oraz os6b z grupy kontrolnej (K, n=22) z wykorzystaniem
jednej z metod NGS - SBS (sequencing by sythesis), 2) proba ustalenia zwigzku danych
uzyskanych z badania mikrobiologicznego z danymi klinicznymi oséb chorych. Materiat: Badaniu
poddano DNA izolowane z probek katu. NGS przeprowadzono na platformie MiSeq (Illumina)
w Osrodku Genomiki Medycznej OMICRON UJCM. Wyniki: Na poziomie phylum we
wszystkich grupach dominujg bakterie nalezace do Firmicutes (> 77%). Tylko odsetek bakterii
nalezacych do Bacteroidetes roznit si¢ statystycznie istotnie w grupie T2DM w stosunku do
grupy K oraz do T1IDM ( p = 0,006), a na poziomie genus - bakterii m.in. nalezagcych do
Roseburia (p=0,006). Réznica istotnie statystyczna miedzy T2DM a K oraz TIDM a T2DM
dotyczyta m.in. bakterii nalezacych do rodzaju Bacteroides (p=0,01). Stwierdzono zwiazek
bakterii nalezacych do rodzaju: Faecalibacterium, Collinsella, Parvimonas, Bulleidia z
odsetkiem hemoglobiny glikowanej u 0séb z grupy T2DM (korelacja ujemna, 0,5 <R <0,7), a
takze zwigzek bakterii nalezacych do rodzaju Bifidobacterium ze stezeniem cholesterolu HDL
zarbwno w grupie T1DM jak i T2DM (korelacja dodatnia, 0,3 < R < 0,5). Whnioski: 1)
statystycznie istotne roznice w odsetku bakterii stwierdzono glownie miedzy grupami T2DM i
K oraz na nizszych poziomach taksonomicznych, 2) metoda NGS z wykorzystaniem regionu
V3 1 V4 genu kodujacego 16S rRNA pozwolita na identyfikacje 125 rodzajow bakterii
nalezacych do mikrobiota jelita grubego, z czego wigkszo$¢ nie poddaje si¢ hodowli, 3)
powyzsze wyniki stanowig przestanke do poszerzenia badan w tym zakresie, celem
opracowania w przysziosci zindywidualizowanej terapii dla chorych z cukrzyca, opartej na
modyfikacji sktadu mikrobiota jelitowej, jako nowego sposobu kontrolowania glikemii.

Badanie finansowane ze srodkdow NCN w ramach grantu naukowego SONATA, nr DEC-
2011/03/D/NZ5/0055.

More and more scientific data indicate that the gastrointestinal flora plays a vital role in
the course of numerous diseases, including metabolic disorders. Through analysis of 16S rRNA
sequence, several hundred species of intestinal ecosystem bacteria have already been identified,
the majority of which cannot be cultured. The objective of the study is: 1) to evaluate the
qualitative and quantitative composition of the colon microbiota in patients with type 1 (T1DM,
n = 22) and type 2 (T2DM, n = 23) diabetes, hospitalized at the Department of Metabolic
Diseases, Jagiellonian University Medical College, Krakow and people from the control group
(C, n=22) using one of the NGS methods - sequencing by synthesis, 2) an attempt to establish
a link between data obtained from microbiological testing of the clinical data of patients. The
material examined was DNA isolated from fecal samples NGS was performed on the MiSeq
platform (Illumina) at the Centre for Medical Genomics OMICRON JU MC. Results: On the
phylum level, in all groups, bacteria belonging to Firmicutes (>77%) definitely prevail.
Whereas only the percentage of bacteria belonging to Bacteroidetes statistically significantly
differed in T2DM as compared to C and to T1DM (p=0.006). On the genus level: bacteria
belonging to, among others, Roseburia (p=0.006). The statistically significant difference
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between T2DM and C as well as TIDM and T2DM concerned, among others, bacteria
belonging to the genus Bacteroides (p=0.01).A relationship was found between bacteria
belonging to the genera Faecalibacterium, Collinsella, Parvimonas, and Bulleidia and the
proportion of glycated hemoglobin in people with T2DM (negative correlation, 0.5< R< 0.7),
as well as a relationship between bacteria belonging to the genus Bifidobacterium with the
concentration of HDL cholesterol in both TIDM and T2DM groups (positive correlation,
0.3<R<0.5). Conclusions: 1) Statistically significant differences in the percentage of bacteria
were found mainly between the T2DM and C groups and on the lower taxonomic levels, 2)
NGS using regions V3 and V4 of the gene encoding 16S rRNA allowed to identify 125 bacterial
types making up the colon microbiota, the majority of which is not subjected to culture, 3) The
above results are a good reason to expand research in this field in order to the develop future
individualized therapy for patients with diabetes based on modifying the intestinal microbiota

composition, as a new method for controlling the blood glucose level.
The study was supported by National Science Centre in Poland in the framework of research grant, no.
DEC-2011/03/D/NZ5/00551.
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Wykorzystanie sekwencjonowania nowej generacji (NGS) region6w zmiennych genu
16S rDNA do oceny struktury zespolow mikroorganizmow z nalodzi na przedpolu
lodowca Werenskiolda, Spitsbergen

Application of next-generation sequencing of 16S rDNA gene for evaluation of microbial
community structure from water of glacier naled ice form on Werenskioldbreen, Svalbard

Stawomir Sutowicz!, Kinga Bondarczuk?, Dariusz Ignatiuk?, Zofia Piotrowska-Seget?

Uniwersytet Slaski, Wydziat Biologii i Ochrony Srodowiska, Katedra Mikrobiologii, ul Jagiellonska 28,
' 40-032 Katowice
2Uniwersytet Slaski, Wydziat Nauk o Ziemi, Katedra Geomorfologii, ul. Bedzinska 60, 41-200 Sosnowiec

Nalodzia to struktury lodowe w ksztatcie kopuly czy stozka formowane przed czotem
lodowca powstajace w trakcie sezonu akumulacyjnego w wyniku szybkiego zamarzania wody
wyplywajacej spod lodowca. Niektére z lodowcdw, jak lodowiec Werenskiolda na
Spitsbergenie, posiadaja wewnatrz rozwinigty system kanalow, ktoére odprowadzaja wode
powstata z topnienia lodowca. Kanaly te moga funkcjonowaé jako niezalezne elementy
systemu, co stwarza mozliwo$¢ badan zespoldw mikroorganizméw zasiedlajacych wody
podlodowcowe w zaleznosci od lokalizacji kanatu czy wtasciwos$ci fizykochemicznych wody
przez nie transportowane.

Do badan wykorzystano wod¢ pobrang z nalodzi zlokalizowanych w trzech réznych
zlewniach na przedpolu lodowca Werenskiolda. Czg$¢ prowadzonych badan obejmowata oceng
struktury zespoldw mikroorganizméw z wody podlodowcowej przy uzyciu techniki
sekwencjonowania nowej generacji (NGS) regionow zmiennych genu 16S rDNA. Uzyskane
wyniki wskazuja, ze zespoty mikroorganizméw réznily si¢ w zaleznosci od miejsca poboru
probek, a wysoka czulo$¢ przeprowadzonych analiz pozwolita wskaza¢, ktore z badanych
kanatow funkcjonujg jako niezalezne elementy systemu odprowadzania wody spod lodowca.
Badania byly prowadzone w ramach polskiej wyprawy naukowej organizowanej przez
Uniwersytet Slaski i Centrum Studiéw Polarnych oraz wspieranej przez Polska Stacje Polarng
Hornsund na Spitsbergenie.

Glacier naled ice are dome- or cone-shaped ice bodies formed in front of glaciers during

the accumulation season. They form as a consequence of the rapid refreezing of subglacial
meltwater seepage. Some glaciers, like Werenskioldbreen in Svalbard, have well-developed
subglacial drainage systems. Moreover, their channels may not be connected to each other and
transport subglacial water independently with various content of minerals. It provides an unique
opportunity to study the microbial community of subglacial water dependent on their
physicochemical properties and/or channel origin.
Studied water samples were collected from three different catchments located in
Werenskioldbreen forefield. A part of our study involved determination of the structure of
microbial communities from water of glacier naled ice using next-generation sequencing of 16S
rDNA gene. Obtained data revealed that microbial community differed dependent on channels
and indicated which channels function as an independent part of the glacier drainage system.
This activity was a part of polish scientific expedition organized by The University of Silesia
and Center for Polar Studies with support from Polish Polar Station in Hornsund, Svalbard.
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Bioréznorodnos¢ taksonomiczna endofitow korzeniowych Salicornia europaea L.
pochodzacych z dwoch zasolonych stanowisk badawczych

Taxonomic diversity of Salicornia europaea L. root endophytes isolated from two
saline test sites

Sonia Szymanska?®, Luigimaria Borruso?, Lorenzo Brusetti2, Piotr Hulisz?,
Katarzyna Hrynkiewicz*

1Zaktad Mikrobiologii, Wydziat Biologii i Ochrony Srodowiska, Uniwersytet Mikotaja Kopernika,
ul. Lwowska 1, 87-100 Torun, email: hrynk@umk.pl
ZFaculty of Science and Technology, Free University of Bozen/Bolzano, Piazza Universita 5,
39100 Bolzano, Italy
3Katedra Gleboznawstwa i Ksztattowania Krajobrazu, Wydziat Biologii i Ochrony Srodowiska,
Uniwersytet Mikotaja Kopernika, ul. Lwowska 1, 87-100 Torun

Bior6znorodno$¢ bakterii endofitycznych ksztattowana jest przez liczne czynniki np.
genotyp rosliny, stadium jej rozwoju lub warunki §rodowiska. Zasolenie gleb uznawane jest za
istotny czynnik negatywnie wplywajacy na liczebno$¢ 1 bioréznorodnos¢ bakterii
wystepujacych w srodowisku.

W przeprowadzonym do§wiadczeniu zalozono, ze halotolerancyjne i halofilne endofity
kolonizujace tkanki Salicornia europaea wyksztalcity mechanizmy adaptacyjne, ktore
umozliwiajg im bytowanie w tak wymagajacym srodowisku.

Celem przeprowadzonych badan bylo oznaczenie réznorodnosci taksonomicznej
endofitow korzeniowych S. europaea na dwoch stanowiskach badawczych réznigcych sie
poziomem zasolenia z wykorzystaniem analizy metagenomowej wykonanej w oparciu o region
V3-V4 16S rDNA.

Wykazano, ze endofity dominujace na obu stanowiskach nalezaly do typow:
Proteobacteria, Bacteriodetes, Firmicutes, Planctomycetes, Actinobacteria, Chloroflexi,
Acidobacteria, Verrucomicrobia, ODI1, Chlamydiae, TM7 i Fibrobacteres. Roznorodnos¢
taksonomiczng endofitow S. europaea w najwickszym stopniu determinowal genotyp rosliny,
za$ parametry fizyko-chemiczne gleby ryzosferowej (przede wszystkim zasolenie) wptywaty
na frekwencje¢ identyfikowanych rodzajow bakterii.

Biodiversity of endophytic bacteria is determined by numerous factors such as plant
genotype, development stage of plant or environmental conditions. Soil salinity is considered
as an important factor which negatively affects the abundance and biodiversity of bacteria
occurring in the environment.

In the experiment were assumed that halotolerant and halophilic endophytes colonizing
Salicornia europaea tissues developed adaptive mechanisms that allow them to live in such
demanding environment.

The aim of the study was to determine the taxonomic diversity of S. europaea root
endophytes isolated from the two research sites with different salinity level based on
metagenomic analysis of the V3-V4 16S rDNA gene region.

The dominant endophytes at both sites belonged to the following phylum: Proteobacteria,
Bacteriodetes, Firmicutes, Planctomycetes, Actinobacteria, Chloroflexi Acidobacteria,
Verrucomicrobia, OD1, Chlamydiae, TM7 and Fibrobacteres. The taxonomic diversity of S.
europaea endophytes was mainly determined by genotype of plant, while physicochemical
parameters of the rhizosphere soil (primarily salinity) influenced the frequency of identified
bacterial phylum.
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Metagenomiczna analiza Bacteroidetes w glebach Lubelszczyzny
Metagenomic analysis of Bacteroidetes in soils from Lubelskie Province
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Celem pracy byla analiza metagenomiczna bakterii nalezacych do Bacteroidetes
zasiedlajacych gleby rolnicze na tle nieuzytkow rolnych (gleby kontrolne), dzigki ktorej
wyznaczono wrazliwos¢ tej grupy bakterii na rolnicze uzytkowanie gleb. Przeanalizowano
dwanascie gleb rolniczych (A) i taka sama liczb¢ gleb nieuzytkowanych rolniczo, stanowigcych
kontrole (C). Biorac pod uwage geneze powstawania gleb przypisano je do trzech grup: (1)
autogenicznych — uksztattowanych na podlozu lessowym (FAO: Albic Luvisols, Haplic
Luvisols, Brunic Arenosols), (2) hydrogenicznych — wyksztatconych pod wptywem stagnujacej
wody (Haplic Chernozem, Mollic Gleysol, Gleyic Umbrisol) oraz litogenicznych — powstatych
na podtozu wapiennym (Calcaric Cambisols).

Sktad bakterii nalezacych do typu Bacteroidetes analizowano z zastosowaniem techniki
sekwencjonowania nowej generacji (NGS) lonTorrent™ (Ion PGM™, Life Technologies).
Sekwencje grupowano w operacyjne jednostki taksonomiczne (OTU) na podstawie 99%
podobienstwa. Otrzymano S$rednio 2516 OTU nalezacych do Bacteroidetes w glebach
kontrolnych i 1568 OTUs w glebach rolniczo uzytkowanych. Wykazano, ze zarowno na
stanowiskach rolniczych jak i kontrolnych dominuja bakterie z rodzaju Flavobacterium, zas
subdominantami  si¢  przedstawiciele rodzajow: Pedobacter i Mucilaginibacter.
Przeprowadzone badania wykazaly, ze poza praktykami rolniczymi, takze geneza gleby
stanowi istotny czynnik warunkujgcy liczebnos¢ Bacteroidetes.

The aim of the study was to determine the Bacteroidetes community structure in arable
soils versus wastelands in order to assess their sensitivity to agricultural soil usage. Twelve
arable soils (A) and the same number of wastelands, serving as controls (C), were grouped on
the basis of the soil origin as: (1) autogenic (AG) — formed from loess material (FAO: Albic
Luvisols, Haplic Luvisols, Brunic Arenosols), (2) hydrogenic (HG) — formed under the
influence of stagnant water (Haplic Chernozem, Mollic Gleysol, Gleyic Umbrisol) and (3)
lithogenic (LG) — formed from limestone (Calcaric Cambisols).

The composition of Bacteroidetes was analysed with the next generation sequencing lon
Torrent™ technology. The sequences were clustered into OTUs based on a 99% similarity
threshold. An average of 2516 OTUs belonging to Bacteroidetes per C soil and 1568 OTUs per
A soils were evidenced. It was found that Flavobacterium was the dominant genus in both C
and A soils; however, its numbers significantly decreased in A soils, which proves its sensitivity
to agricultural practices. Pedobacter and Mucilaginibacter were subdominants. Our results
emphasised that, besides agricultural practices, soil genesis is an essential factor for the
abundance of Bacteroidetes.

Projekt zostat sfinansowany ze $§rodkéw Narodowego Centrum Nauki przyznanych na podstawie decyzji numer
DEC-2013/09/D/NZ9/02482.
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Grzyby jako wskaznik jakosci Srodowiska
Fungi as bioindicators of environmental quality

Marta Wrzosek, Alicja Okrasinska, Lukasz Istel, Julia Pawlowska
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Zdanie, ze miasto jest generalnie ubozszym siedliskiem niz tereny wiejskie nalezy do
znanych stereotypéw. Poréwnania przyrodnicze terenéw wiejskich oraz miejskich terenow
zielonych nie pozwalajg na tak jednoznaczne stwierdzenia. Wiadomo, ze pszczoty na terenach
miejskich radzg sobie z reguty lepiej niz w wielu obszarach uzytkowanych rolniczo, ze wzgledu
na brak opryskéw pestycydami (Werner 2016). Tereny miejskie sa czgsto srodowiskowo
znacznie bardziej urozmaicone, co przektada si¢ na ilo$¢ nisz ekologicznych dostepnych dla
bezkrggowcodw 1 grzyboéw. Monitoring zanieczyszczeh powietrza przez skale porostowg jest
wykorzystywany od ponad 25 lat, wiec grzyby maja juz swoj wkiad w wyznaczanie standardow
czysto$ci powietrza. Wydawa¢ by sie¢ moglo, ze tereny miejskie powinny na niekorzys¢
odstawaé¢ w tej kategorii od srodowisk wiejskich, jednak przeczy temu praca poswigcona
porostom miejskiego rezerwatu jakim jest Las Bielanski w Warszawie (Kubiak 1 wsp. 2010).
Warto wyraznie podkresli¢, ze to nie liczba taksondéw w danym siedlisku jest cechg §wiadczaca
o0 jego jakosci, ale dobor taksonow czy tez ich wzgledna rzadkos¢. Jak twierdzi Gams (2007),
przynajmniej 400 grzybow glebowych mozna uzna¢ za kosmopolityczne, a ich brak w
srodowisku uznaje wylacznie za pochodng szczegdlnych ekologicznych preferencji, ktore
jeszcze nie zostaly przez naukowcow wyjasnione. Marfenina (1999) postuluje by uznad
obecnos¢ Umbelopis rammaniana za wskaznik obszarow o znikomej antropopresji. Teza
niniejszej prezentacji jest nastgpujaca — za wskazniki wartosci przyrodniczej obszarow nalezy
uznac te grzyby, ktore sa powiazane ekologicznymi zwigzkami z rzadkimi, czgsto trudnymi do
obserwacji, organizmami oraz te grzyby, ktérych obecnos¢ wskazuje na specyficzne cechy
mikrosiedliska.

The stereotype that city environment is generally poorer in comparison to rural area is
well known. The biological comparison of green spaces located in countryside and in urban
area do not justify these theories. It is known that bees are often more successful in cities than
in countryside due to the lack of pesticides (Werner 2016). There are more ecological niches
for invertebrates and fungi as the environment in the city may be more complex. Further, the
lichens are used as bioindicators for more than 25 years. The observations of fruticulose species
are used as standard indicating unpolluted air. The work by Kubiak et al. (2010) shows that
even in a big European capital, the green space could be extremely rich in lichen species and
that air pollution is not the main factor influencing quality of environment. It is worth to
underline, that it is not the abundance of species, but their rarity and mycocenosis composition
that could be a good measure of high quality environment. Gams (2007) stated that more than
400 species of soil microfungi are cosmopolitan, and their distribution is driven by some
obscure factors. Marfenina (1999) indicated Umbelopsis rammaniana as a species typically
present in undisturbed areas. Concluding, bioindictators of environment quality should be either fungi
which are associated with rare species or fungi that are indicators of unusual ecological niche.
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Charakterystyka metagenomu bakteryjnego komory fermentacyjnej w zmiennych
warunkach termicznych

Characteristic of bacterial metagenome in fermentation chamber during
temperature shift

Anna Banach!, Stawomir Ciesielski?, Aleksandra Ziembinska-Buczynska'

'Politechnika Slaska, Wydziat Inzynierii Srodowiska i Energetyki, Katedra Biotechnologii
Srodowiskowej Akademicka 2, 44-100 Gliwice
2Uniwersytet Warminsko — Mazurski w Olsztynie, Katedra Biotechnologii w Ochronie
Srodowiska, Stoneczna 45G, 10-719 Olsztyn

Fermentacja metanowa jest procesem stosowanym na szerokg skalg podczas stabilizacji
odpadow oraz osadow S$ciekowych. Proces ten wymaga koegzystencji i wspolpracy grup
réznych gatunkow mikroorganizmow beztlenowych, ktére biorg udziat w szeregu przemian
biochemicznych, ktérych koncowym produktem jest biogaz. Wiedza na temat zwigzku
pomiegdzy parametrami fizykochemicznymi procesu oraz sktadem jego biomasy jest niezb¢dna
dla optymalizacji pracy reaktora oraz lepszego poznania samego procesu. Celem badan byta
charakterystyka metagenomiczna zbiorowiska bakteryjnego podczas zmiany warunkow
termicznych z mezofilowych (38 °C) na termofilowe (55 °C) w komorze fermentacji
metanowej. Analiza skladu biocenozy bakteryjnej byta mozliwa dzigki zastosowaniu
sekwencjonowania metagenomowego opartego o gen kodujacy 16S rRNA. Pomimo tego, ze
temperatura jest jednym z kluczowych parametrow wplywajacych na proces fermentacji
metanowej, wyniki wskazuja na brak statystycznie istotnych réznic pomiedzy sktadem
biocenozy bakteryjnej procesu mezofilowego a termofilowego. Dominujagcymi gromadami
w przypadku kazdej z badanych temperatur byly Proteobacteria, Firmicutes, Actinobacteria
oraz Bacteroidetes. Temperatura miata najsilniejszy wplyw na proces fermentacji zaraz po
rozpoczeciu okresu termofilowego. Dodatkowo, proces termofilowy charakteryzowal sie
wieksza produkcja biogazu, jak 1 wigksza $rednig zawarto$ciag metanu w produkowanym
biogazie.

Methane fermentation is a method that is widely used for excessive sludge stabilisation
and organic waste disposal during wastewater treatment. The process is carried out by a variety
of anaerobic microorganisms. More information about the connection between anaerobic
digestion parameters and composition of the microbial community involved in the anaerobic
digestion process is required to gain a better understanding bioreactor functions. The aim of
this study was to analyse the composition of microbial community during the shift from
mesophilic (38 °C) to thermophilic (55 °C) conditions during biogas production. The total
microbial composition was examined via the metagenomic approach based on 16S rRNA gene
sequencing. Even though temperature is one of the crucial parameters affecting microorganisms
involved in the anaerobic digestion process, the results revealed that there were no statistically
significant differences in microbial community composition between the mesophilic and
thermophilic phases of the process. The most abundant phyla were found to be Proteobacteria,
Firmicutes, Actinobacteria and Bacteroidetes. The temperature had the strongest impact on the
methanogens in the fermentation chamber directly after implementing the temperature shift.
A relatively higher biogas yield and average content of CH4 in the produced biogas were
observed under thermophilic conditions.
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Analiza metagenomiczna zbiorowiska bakteryjnego prowadzacego proces anammox W
sekwencyjnym reaktorze biologicznym

Metagenomics of microbial community performed anammox process in the sequencing batch
reactor

Anna Banach, Mariusz Tomaszewski, Grzegorz Cema, Aleksandra Ziembinska-Buczynska

Politechnika Slaska, Wydziat Inzynierii Srodowiska i Energetyki, Katedra Biotechnologii Srodowiskowej
Akademicka 2, 44-100 Gliwice

Proces anammox (ang. anaerobic ammonium oxidation) jest procesem konwersji azotu
amonowego oraz azotynowego do azotu czasteczkowego, przeprowadzanym przez bakterie
anammox nalezace do typu Planctomycetes. Obecnie stosowany jest on w wielu
oczyszczalniach $ciekow na $wiecie, z uwagi na efektywnos$¢ deamonifikacji sciekéw oraz
nizsze koszty prowadzenia procesu w poréwnaniu do tradycyjnych technik biologicznego
usuwania zwigzkow azotu. Celem przedstawionych badan byla analiza struktury
metagenomowej zbiorowiska bakteryjnego prowadzaego proces anammox w sekwencyjnym
reaktorze biologicznym. Zastosowanie sekwencjonowania metagenomowego opartego o gen
kodujacy 16S rRNA pozwolito na okreslenie doktadnego sktadu badanej biocenozy w probkach
pobranych z czterech roéznych okresow badawczych: poczatku pracy reaktora, okresu
wpracowania procesu w reaktorze, okresu stabilnej pracy reaktora oraz okresu po zaburzeniach
odczynu w reaktorze. Wiedza na temat sktadu oraz bior6znorodnosci biocenozy
mikroorganizméw uczestniczagcych w procesie anammox jest niezb¢dna dla lepszego
zrozumienia samego procesu, a takze pomocna w optymalizacji prowadzenia procesu
w systemach oczyszczania §ciekow w bardziej optacalnych warunkach.

Prezentowane badania finansowane przez NCN, grant nr; UMO-2013/09/D/NZ9/02438.

Biological anaerobic ammonium oxidation (anammox) is a process of ammonium and
nitrite conversion into dinitrogen gas. Process is performed by anammox bacteria belonging to
the phylum Planctomycetes. Anammox process has been widely applied in the many
wastewater treatment plants as a cost-effective and sustainable process of ammonium removal.
The aim of this study was to analyse the composition of the microbial community performing
anammox process carried out in the sequencing batch reactor. Metagenomic approach
application with 16S rRNA coding gene allowed to examine microbial composition in the
samples taken at four different experimental phases: beginning of the reactor start-up, end of
the reactor start — up, stable reactor operation and the phase after pH drop in the reactor. The
characteristics of the microorganisms involved in anammox process and knowledge about their
composition and biodiversity are required for better understanding of bioreactor functioning.
Moreover, may be helpful in optimizing the process in wastewater treatment systems in more
cost effective conditions.

Studies were founded by NCN, grant no.: UMO-2013/09/D/NZ9/02438.
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Analiza populacyjna bakterii z rodzaju Bradyrhizobium wystepujacych w glebach na
obszarze poludniowo-wschodniej Brazylii

Population analysis of bacteria of the Bradyrhizobium genus inhabiting the soils of south-
eastern Brazil

Joanna Banasiewicz, Tomasz Stepkowski

Samodzielny Zaktad Biologii Mikroorganizmow
Szkota Gtéwna Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie
ul. Nowoursynowska 159, 02-776 Warszawa
iapetus1989@gmail.com

Badania prowadzone w ostatnim czasie wykazaty znaczenie izolacji geograficznej w skali
catego kontynentu jako czynnika grupujacego izolaty Bradyrhizobium w obrebie drzew
filogenetycznych gendéw symbiotycznych. Biorac pod uwage trwajaca przez ponad 120
milionow izolacje geograficzng Ameryki Potudniowej oraz fakt, iz kraina neotropikalna jest
miejscem wystgpowania najbardziej zréznicowanej na $wiecie flory Fabaceae, to wlasnie
bariery geograficzne wptywajace na rozprzestrzenianie si¢ Fabaceae oraz radiacja adaptacyjna
w obrgbie tej rodziny, zdaja si¢ mie¢ decydujacy wptyw na ewolucj¢ rodzaju Bradyrhizobium
na tym obszarze. Oba te czynniki przyczynity si¢ do powstania wysoce zrdéznicowanych
spotecznosci Bradyrhizobium, o strukturze ktérych wiemy nadal stosunkowo niewiele. Biorac
pod uwage ograniczenia metod klasycznej mikrobiologii, ktéore w przypadku badan nad
ryzobiami oparte sa wylacznie na charakterystyce molekularnej i filogenetycznej szczepow
pochodzacych z brodawek korzeniowych, zdecydowaliSmy si¢ na zastosowanie metod
metagenomicznych polegajacych na amplifikacji genu nifD na matrycy DNA izolowanego
bezposrednio z probek gleby pobranych w potudniowo-wschodniej Brazylii. W tym przypadku,
badania metagenomiczne stanowia uzupelnienie metod klasycznych opartych o technike
MLSA (z ang. multilocus sequence analysis).

Recent studies revealed the importance of geographic isolation on a continental scale as
a factor defining the grouping pattern in Bradyrhizobium symbiotic gene phylogenetic trees.
Given that South America has remained in an almost complete geographical isolation for over
120 million years and the fact that the Neotropics is inhabited by the most diverse Fabaceae
flora, these two factors — the geographical isolation and the diversity of Fabaceae flora may
have played the pivotal role in the evolution of Bradyrhizobium genus in this area. Taking into
account the limitations that are inherent to classical microbiology methods, which are restricted
to the molecular and phylogenetic characterization of pure cultures of the root-nodule isolates,
we have decided to use a metagenomic approach centred on amplification of nifD symbiotic
gene on DNA templates isolated directly from soil samples that had been brought from south-
eastern Brazil. In this case, metagenomic studies should be regarded as complementary to the
classical methods based on MLSA (multilocus sequence analysis).
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Wiasciwosci promieniowcow wyizolowanych z gleb Bieszczadzkiego Parku
Narodowego

Properties of actinomycetes isolated from the soils of the Bieszczady National Park

Wiestaw Barabasz!, Anna Pikulicka?

tUniwersytet Rolniczy w Krakowie
ZPafistwowa Wyzsza Szkota Wschodnioeuropejska w Przemyslu

Promieniowce to jedna z najwazniejszych grup drobnoustrojéw glebowych uczestni-
czacych w wigkszosci procesOw przebiegajacych w tym skomplikowanym s$rodowisku. Z
wybranych gleb dominujgcych ekosystemow trawiastych Bieszczadzkiego Parku Narodo-wego
wyizolowano 725 szczepow promieniowcOw i oznaczono ich przynalezno$é syste-matyczng
oraz oceniono wilasciwosci fizjologiczne, biochemiczne 1 powigzania genetyczne. Badania
taksonomiczne pozwolily zaszeregowa¢ je do 6 rodzajow i 36 gatunkow. Najliczniej
reprezentowanymi gatunkami promieniowcow glebowych (az 70%) byly gatunki nalezace do
rodzaju Streptomyces i inne nalezace do rodzajow Nocardia, Micromonospora, Actinomy-cetes,
Actinoplanes i Streptosporangium. Wyizolowane gatunki promieniowcow posiadaty szerokie
uzdolnienia biochemiczne i fizjologiczne do wykorzystywania, jako zrodto wegla i azotu rozne
zwigzki organiczne i nieorganiczne. Czynniki fizyko-chemiczne wplywaty w rézny sposob na
badane gatunki promieniowcow. Temperatura, odczyn i promieniowanie UV miaty najwickszy
wpltyw na ich wzrost i rozwdj. Reakcja promieniowcoOw na pestycydy, metale cigzkie,
mykotoksyny, antybiotyki i substancje oleiste byta rozna, w zalezno$ci od gatunku. Badane
promieniowce posiadaly uzdolnienia do wytwarzania enzymow, ktorych aktywnos$¢ byta duza
i zalezata od rodzaju substratu. Ocena uzdolnien fizjologicznych i biochemicznych wykazata,
ze wyizolowane gatunki promieniowcéw, charakteryzuja si¢ wieloma cennymi
wlasciwosciami, ktore moga by¢é wykorzystane do réznych celow. Na uwage zastuguja ich
zdolnos$ci do produkcji substancji antybiotycznych i mozliwosci wytwarzania licznych
enzymow, a takze uzdolnienia do degradacji pestycydoéw 1 zycia w Srodowisku zawierajagcym
duze stezenia metali cigzkich, soli, mykotoksyn, antybiotykow 1 olei. R6znorodne wtasciwosci
fizjologiczne i biochemiczne oraz produkcja substancji biologicznie czynnych stwarza
mozliwo$¢ ich wykorzystania w lecznictwie, rolnictwie, przemys$le farmaceutycznym,
spozywczym 1 biotechnologii.

Actinomycetes is one of the most important groups of soil microorganisms that participate
in most processes in this complex environment. Of the selected soils of the dominant grass
ecosystems of the Bieszczady National Park, 725 strains of actinomycetes were isolated and
their systemic status was determined and their physiological, biochemical and genetic
relationships were assessed. Taxonomic research allowed them to classify them into 6 genera
and 36 species. The most representative species of actinomycetes (up to 70%) were species
belonging to the genus Streptomyces and others belonging to the genus Nocardia,
Micromonospora, Actinomyces, Actinoplanes and Streptosporangium. Isolated species of
actinomycetes have broad biochemical and physiological capacities to use as a source of carbon
and nitrogen various organic and inorganic compounds. Physico-chemical factors influenced
the investigated species of actinomyecetes in different ways. Temperature, reaction and UV
radiation have had the greatest impact on their growth and development. The response of
actinomycetes to pesticides, heavy metals, mycotoxins, antibiotics and oily substances was
different, depending on the species. The investigated actinomycetes were capable of producing
enzymes whose activity was high and depended on the type of substrate. Evaluation of
physiological and biochemical abilities has shown that isolated species of actinomycetes are
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characterized by many valuable properties that can be used for different purposes. Their ability
to produce antibiotic substances and the ability to produce numerous enzymes, as well as the
ability to degrade pesticides and living in high concentrations of heavy metals, salts,
mycotoxins, antibiotics and oils, deserve attention. The diverse physiological and biochemical
properties and the production of biologically active substances make it possible to use them in
medicine, agriculture, pharmaceuticals, food and biotechnology
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Monitoring of patulin, trace elements and micronutrients in dried fruits and
inflorescences of hawthorn (Crataegus spp.) harvested in varius areas of Poland
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Jan Grajewski?, Anna Gryn-Rynko?, Anna Przybylska!, Marcin Siepak®
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3Adam Mickiewicz University, Faculty of Geographical & Geological Sciences, Department of Hydrogeology &
Water Protection, Makéw Polnych 16, PL — 61-066 Poznan, Poland

BACKGROUND AND AIM: Hawthorns commonly grothing on the whole area of Poland are
characterized by high species polymorphism causing that this shrubby plant is not easy to
recognize and difficult in systematics [1]. Similarly, data on the microbial contamination and
mycotoxins content in dried hawthorn inflorescences (HI) and fruits/berries (HF) harvested in
Poland are still limited [2]. MATERIALS AND METHODS: Thus, representative samples of
the HI and HF obtained from western, central ane nort-easter regions of Poland were examined
for numbers of aerobic mesophilic bacteria (APC), total moulds (NTM) and yeast (NTY), count
of Escherichia coli and Bacillus cereus bacteria along with determination of 20 macro- and
trace-elements, 5 inorganic anions, 5 organic acids, total polyphenols (TPC), total flavonoids
(TFC), total antioxidant capacity (TAC) and patulin (PAT) content with SPE-UPLC-MS
method. RESULTS: PAT was confirmed in the 100 % of analysed HF samples with mean
content of 10.45 + 6.32 pg/kg (range 6.62 + 25.9 ng/kg). The highest mean PAT content (13.02
pg/kg) was determined in the HF originated from western regions of Poland. Significantly lower
mean amount of PAT as 7.38 and 8.37 pg/kg was observed in these products supplied,
respectively, from central and north-eastern regions of Poland. No statistically significant
(p>0.05) correlations were observed between PAT content in the studied set of HF samples and
their microbiological quality parameters APC (max 6.3 x 106 cfu/g), NTM (max 1.9 x 104
cfu/g) , NTY (max 3.4 x 103 cfu/g) as well as polyphenols TPC (range 6.92 + 1301.81 mg
CAE/100g), flavonoids TFC (9.56 + 548.41 mg CAE/100g), antioxidant capacity TAC (IC50
range 0.526 + 4.838 mg Trolox/mg HF-DS), malic acid (113.53 + 400.85 mg/100g), chloride
anions (1.85 +2.91 mg/kg), sulphate anions (12.3 + 19.7 mg/kg), and microelements as Al (16.0
+ 38.6 mg/kg), V (0.066 + 0.248 mg/kg), Co (0.135 + 0.245 mg/kg), Fe (20.1 + 47.9 mg/kg),
Ni (0.677 = 1.353 mg/kg), Cu (11.2 + 25.7 mg/kg), Cd (0.002 + 0.015 mg/kg), Ba (8.1 ~42.4
mg/kg), As (0.027 + 0.052 mg/kg) and Sr (10.4 +~ 25.2 mg/kg). CONCLUSIONS: The highest
concentration of PAT revealed for some analyzed here HF samples (25.9 mg/kg) exceed near
2.5-fold the maximum level of 10 pg/kg acceptable for this mycotoxin in fruits and fruit-based
foodstaffs which could be used for children, infants and reconvalescent people in UE countries.
The 90% contamination prevalence of PAT in the HF samples in Poland reached alarming level
as compared to the range of 7.7 to 32.0% reported earlier for similar fruits in China [3-5]. Thus,
the further surveillance study should be recommended as the occurrence of PAT in HF samples
could be dependent on many still not fully recognized physical factors and chemical
characteristics intrinsic for variety of hawthorn species. REFERENCES: [1] Soltys-Lelek A.,
Gruszka W., Biodiv. Res. Conserv., 2016, 43, 27-40; [2] Przybylska A., Bazylak G., Post.
Mikrobiol., 2013, 52 (Supl.1), 116; [3] Zhou Y. et al., J. Sep. Sci., 2012, 35, 641-649; [4] Xiang
L. et al., World Mycotoxin J., 2012, 5, 31-36; [5] Li F. et al., J. AOAC Int., 2007, 90, 167-172.
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Charakterystyka profilu metabolicznego grzybow cieplo-opornych z rodzaju
Neosartorya
The metabolic characterization of heat-resistant Neosartorya fungi
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Grzyby Neosartorya zaliczane sa do grzybow termoopornych, ktore moga stanowic
zagrozenie dla produktow przetwarzanych termicznie w przetworstwie rolno-spozywczym.
Zastosowanie specjalistycznych ptytek Biolog FF w celu charakterystyki profilu
metabolicznego moze przyczyni¢ si¢ do opracowania metod zapobiegajgcych rozwojowi tych
mikroorganizmow.

Celem podjetych badan byta ocena profilu katabolicznego 42 szczepdéw Neosartorya
wyizolowanych z gleby oraz z truskawek pochodzacych z plantacji zlokalizowanych
w  wojewodztwach lubelskim 1 mazowieckim (kolekcja Laboratorium Mikrobiologii
Molekularnej i Srodowiskowej, IA PAN) oraz dwoch szczepéw wzorcowych zakupionych
z kolekcji NBRC (Biological Resource Center, National Institute of Technology and
Evaluation). Badania miaty na celu poréwnanie wykorzystywania poszczegdlnych zrodet
wegla przez badane szczepy oraz znalezienie zalezno$ci pomigdzy nimi. Opracowanie
statystyczne obejmowalo przeprowadzenie analizy skupien opierajacej si¢ na ocenie
podobienstw i réznic w katabolizmie poszczegdlnych substratow weglowych przez badane
szczepy grzybow.

Wiyniki analizy skupien w zakresie uzdolnien do zuzywania poszczego6lnych substratow
pozwolity okresli¢ najbardziej i najmniej intensywnie wykorzystywane zwiazki przez
poszczegolne szczepy grzybow. Najaktywniej zuzywanymi zrodtami wegla byty: D-trehaloza,
sacharoza, = D-mannoza, D-fruktoza, gentiobioza, a-D-glukoza, @ D-melezytoza,
B-metylo-D-glukozyd oraz turanoza. Natomiast najstabiej wykorzystywane byty: L-fruktoza,
a-cyklodestyna, kwas fumarowy, kwas acetamidooctowy, alaninamid oraz kwas B-hydroksy-
mastowy. Najbardziej aktywnymi szczepami byly szczepy wzorcowe oraz dziewigé szczepow
z kolekcji LMMiS. Najchetniej zuzywanym substratem byta D-trehaloza, ktora jest
magazynowana w zarodnikach workowych powstajacych na drodze rozmnazania plciowego
(askosporach). Trehaloza jest magazynowana zarowno u grzybow, jak 1 roslin w celu ochrony
przed wysoka temperaturg oraz innymi niesprzyjajacymi czynnikami $rodowiska.

Neosartorya fungi are classified as thermo-resistance fungi, which can pose a threat to products
processed thermally. Biolog System was used to investigate ways to prevent the development
of these microorganisms.

The aim of the study was to evaluate the catabolic profile of 42 Neosartorya strains
isolated from soil and strawberries from plantations located in Lublin and Mazowieckie
voivodships and two references strains purchased from NBRC.

The most active carbon sources were D-Trehalose, Sucrose, D-Mannose, D-Fructose,
Gentobiose, a-D-Glucose, D-Melezitose, 3-Methyl-D-Glucoside and Turanose. L-Fructose, a-
Cyclodextrin, Fumaric Acid, Acetamidacetic Acid, Alaninamide and B-Hydroxybutyrate were
the least used. The most active strains were two reference strains and nine strains from the
LMEM collection. The most commonly consumed substance was D-Trehalose, which is stored
in the spores produced by sexual states (ascospores). Trehalose is stored as well as protected
against high temperatures and other environmental factors.

Badania finansowane przez Narodowe Centrum Nauki (Polska), projekt: DEC-2012/07/D/NZ9/03357
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Roéznorodnos¢ funkcjonalna zbiorowisk grzybow w glebie zanieczyszczonej
olejem napedowym

Functional diversity of fungi communities in soil contaminated with diesel oil
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Zanieczyszczenie gleby produktami ropopochodnymi, w tym olejem napedowym, moze
zmienia¢ wlasciwosci mikrobiologiczne gleby. W celu przeanalizowania wplywu oleju
napedowego na réznorodnos¢ funkcjonalng grzybow wykonano badania modelowe trwajace
260 dni. Wyizolowano z gleby i zidentyfikowano grzyby oraz oznaczono réznorodno$é
funkcjonalng ich zbiorowisk. Grzyby identyfikowano metodag MALDI-TOF, a r6znorodno$¢
funkcjonalng okreslono wykorzystujac ptytki FF PLATE® firmy Biolog z 95 zrédtami wegla.
Ponadto oznaczono dynamike degradacji oleju napedowego.

Stwierdzono, ze olej napgdowy zmienia mikrobiom gleby. W glebie zanieczyszczonej
dominowaty grzyby z rodzaju Penicillium, Aspergillus, Rhizopus, Talaromyces, Microsporum,
Fusarium, Aureobasidium, Candida i Trichosporon. Nastapilo przyspieszenie namnazania
grzybow i zmniejszenie ich réznorodnosci. Najwigksza roznorodnos$é grzyboéw, na podstawie
wskaznikow bioréznorodnosci: Average Well Color Development (AWCD) oraz Richness (R)
wystgpita w 60. dniu trwania badan, — a najmniejsza w 270. dniu. Sposrod wszystkich zrodet
wegla zbiorowiska grzybow najlepiej wykorzystywaty: Tween 80, dekstryng, glikogen, a-
cyklodestryng, B-cyklodestryng, a najstabiej: glukuronamid, kwas acetamidooctowy,
alaninamid, 2-amino etanol oraz putrescyne. Olej napgdowy ulegat sukcesywnej degradacji, ale
jego pozostatosci wykrywano jeszcze w 270 dniu od momentu zanieczyszczenia gleby.

Soil contamination with petroleum products, including diesel oil, can change the
microbiological properties of soil. To analyse the effect of diesel oil on functional diversity of
fungi, a 260-day study was carried out. Fungi was isolated from the soil and identified, and the
functional diversity of their communities was determined. Fungi were identified by the MALDI-
Tor method and the functional diversity was established using FF PLATE ® microplates
manufactured by Biolog with 95 carbon sources. Additionally, the dynamics of diesel oil
degradation was determined.

It was found that diesel oil changes the soil microbiome. In the contaminated soil, fungi
of the Penicillium, Aspergillus, Rhizopus, Talaromyces, Microsporum, Fusarium,
Aureobasidium, Candida and Trichosporon genera were prevalent. The fungi proliferation rate
was increased and their diversity was lowered. The highest fungal diversity, measured by
Average Well Color Development (AWCD) and Richness (R) biodiversity indices, was
recorded on day 60 of the study and the lowest was on day 270. Out of all carbon sources,
fungal communities used to the highest degree the following sources: Tween 80, Dextrin,
Glycogen, a-Cyclodextrin and B-Cyclodextrin, and to the lowest degree: Glucuronamide,
Succinamic Acid, Alaninamide, 2-Amino Ethanol and Putrescine. Diesel oil was subject to
gradual degradation, but its residues were detected even on day 270 after soil contamination.
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Sklad mikrobiomu aerozolu biologicznego w powietrzu wokot obiektow gospodarki
komunalnej

Microbiome composition of biological aerosol in the air around municipal facilities

Barbara Breza-Boruta', Magdalena Kroplewska!, Agata Bartkowiak?

Katedra Mikrobiologii i Technologii Zywnosci, > Katedra Gleboznawstwa i Ochrony Gleb,
Wydziat Rolnictwa i Biotechnologii, Uniwersytet Technologiczno-Przyrodniczy w Bydgoszczy

Celem pracy byto okreslenie poziomu st¢zenia i sktadu mikrobiologicznego bioareozolu
wokol wybranych kompostowni w woj. mazowieckim 1 kujawsko-pomorskim. Probki
powietrza do analiz mikrobiologicznych pobierano przy uzyciu impaktora typu MAS — 100
Eco™. Diagnostyke bakterii dokonano za pomoca systemu VITEK® 2 oraz metodami
molekularnymi przy uzyciu real-time PCR, natomiast grzybow z wykorzystaniem kluczy
mykologicznych. Z badan wynika, ze w badanym bioaerozolu wystepowaly potencjalnie
patogeniczne bakterie Staphylococcus aureus, S. auricularis, S. epidermidis, S. quorum,
Enterococcus faecalis, E. faecium, E. hirae, Pseudomonas fluorescens, Gardnerella vaginalis,
Kocuria rosea i inne. Wsrdd aerozolu bakteryjnego najwigkszy procentowy udzial stanowity
ziarniaki gram dodanie, a nastgpnie paleczki G+1 G-. Analizy mykologiczne wykazaty obecno$¢
grzybow o wiasciwosciach alergizujacych i mykotoksynotworczych takich jak: Aspergillus
fumigatus, A. niger, A. terreus, Cladosporium herbarum, Penicillium chrysogenum, P.
expansum and P. notatum. Mimo, Ze poziom stgzenia mikroorganizméw w powietrzu wokot
monitorowanych obiektéw nie byt wysoki to oznaczone gatunki stanowi¢ moga zagrozenie dla
srodowiska oraz zdrowia okolicznych mieszkancow.

The aim of this study was to estimate the concentration level and microbiological composition
of bioaerosol around some chosen composting plants in the Mazovian and Kuyavian-Pomeranian
voivodeships. Air samples for microbiological analyses were collected with the compaction
method using the Merck MAS — 100 Eco™ type impactor. Diagnostics of bacteria was made
with the BioMerieux VITEK® 2 system and with the use of real-time PCR technique, whereas
fungi were identified using mycological keys. The study indicates that the bioaerosol contained
potentially pathogenic bacteria Staphylococcus aureus, S. auricularis, S. epidermidis,
S. quorum, Enterococcus faecalis, E. faecium, E. hirae, Pseudomonas fluorescens, Gardnerella
vaginalis, Kocuria rosea and others. The highest percentage of bacterial aerosol comprised
Gram-positive cocci, and then G+ and G- bacilli. Mycological analyses confirmed the presence
in the studied air of fungi with potentially allergic and mycotoxinogenic properties, such as:
Aspergillus fumigatus, A. niger, A. terreus, Cladosporium herbarum, Penicillium chrysogenum,
P. expansum and P. notatum. Although the level of microorganism concentration in the air
around the monitored facilities was not high, determined species may pose a threat to the
environment and health of the local residents.
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Aktywnos¢ proteasomow 26S Trametes versicolor w warunkach dzialania zwiazkow
tiolowych i stresu oksydacyjnego

Activity of the 26S proteasomes from Trametes versicolor exposed to thiol compounds and
oxidative stress

Aleksandra Bukalska, Anita Swatek, Magdalena Staszczak
Zaktad Biochemii, Wydziat Biologii i Biotechnologii, Uniwersytet Marii Curie-Sktodowskiej w Lublinie

Trametes versicolor nalezy do grzybow bialej zgnilizny drewna (Basidiomycetes),
produkujacych enzymy ligninolityczne o istotnym potencjale biotechnologicznym.
Weczesniejsze badania wskazywaly na znaczaca rolg szlaku proteasomalnej degradacji biatek
wewnatrzkomoérkowych w regulacji aktywnosci enzymow ligninolitycznych T. versicolor.
Celem pracy byto zbadanie wptywu wybranych zwigzkéw tiolowych (zredukowanej formy
glutationu, cysteiny i ditiotreitolu) oraz stresu oksydacyjnego (nadtlenku wodoru) na
aktywnos$ci kompleksow proteasomowych 26S, izolowanych z T. versicolor. Multikatalityczne
kompleksy proteolityczne - proteasomy 26S izolowano stosujac metode wielokrotnej
ultrafiltracji, z uzyciem membrany polieterosulfonowej BioMax PBVK (NMWL 500 kDa).
Aktywnosci proteasomow badano stosujac: analize spektrofluorymetryczng, umozliwiajaca
ocen¢ stopnia rozktadu fluorogennych substratow peptydowych - odpowiednich dla kazdej
aktywnos$ci  peptydazowej proteasoméw  26S  (Suc-LLVY-AMC dla aktywnosci
chymotrypsynopodobnej, Z-GGR-AMC dla aktywnosci trypsynopodobnej i Z-LLE-AMC dla
aktywnosci kaspazopodobnej) oraz analiz¢ elektroforetyczng (SDS-PAGE), pozwalajaca na
obserwacje¢ procesu degradacji przez protesomy 26S modelowego bialka substratowego (B-
kazeiny). Analiza spektrofluorymetryczna wykazata zahamowanie peptydazowych aktywnosci
kompleksow proteasomowych 26S pod wplywem badanych zwiazkéw tiolowych.
Najsilniejszy efekt inhibicji obserwowano w przypadku ditiotreitolu. Aktywnosci
chymotrypsynopodobna i trypsynopodobna byty bardziej wrazliwe na dziatanie tych zwiazkow
niz aktywnos$¢ kaspazopodobna. Nie stwierdzono istotnego wptywu H202 na aktywnosci
peptydazowe proteasomow 26S, w przeciwienstwie do efektu dziatania zwiazkow tiolowych.
Wyniki analiz elektroforetycznych tempa degradacji modelowego substratu biatkowego byty
spojne z danymi uzyskanymi w odniesieniu do aktywnosci peptydazowych, oznaczanych przy
wykorzystaniu analizy spektrofluorymetrycznej.

Trametes versicolor belongs to white rot fungi (Basidiomycetes) and is an efficient lignin
degrader. This group of fungi has been studied mainly because of potential biotechnological
applications of ligninolytic enzymes. Proteasome-mediated pathway responsible for
degradation of intracellular proteins has been previously found to be involved in the regulation
of ligninolytic activities of T. versicolor. The study presents the effect of thiol compounds
(reduced glutathione, cysteine and dithiothreitol) and oxidative stress (hydrogen peroxide) on
activity of 26S proteasome complexes isolated from T. versicolor. Multicatalytic 26S
proteasome complexes were isolated using BioMax PBVK polyethersulfone ultrafiltration
membranes (NMWL 500 kDa). Proteasome activities were analyzed both as the ability to
hydrolyze fluorogenic peptide substrates (Suc-LLVY-AMC, Z-GGR-AMC and Z-LLE-AMC,
for all three peptidase activities of proteasomes: chymotrypsin-like, trypsin-like, and caspase-
like activity, respectively) and by SDS-PAGE. Electrophoretic analyses were performed with
[-casein as a model protein substrate. Spectrofluorometric analyses revealed inhibitory effects
of tested thiol compounds on peptidase activities of the 26S proteasomes, with the strongest
inhibition by dithiothreitol. The chymotrypsin-like and trypsin-like activities were much more
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affected by all of these compounds than the caspase-like activity. In contrast to the thiol
compounds, hydrogen peroxide had not a significant influence on the peptidase activities.
Electrophoretic analyses of effect of thiol compounds and oxidative stress on full-length protein

(B-casein) degradation by the 26S proteasomes isolated from T. versicolor confirmed results
obtained for peptidase activities.
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Ocena wplywu wybranych herbicydow w badaniach in vitro na promieniowce z rodzaju
Streptomyces izolowane ze Srodowiska glebowego

Evaluation of the influence of selected herbicides in in vitro studies on actinomycetes
belonging to genus Streptomyces isolated from the soil environment

Maria J. Chmiel, Dobrostawa Zachara
Katedra Mikrobiologii, Uniwersytet Rolniczy im. H. Kottataja w Krakowie

Celem przeprowadzonych badan byta ocena wplywu herbicydéw Stomp 330EC, Orkan
350SL oraz Roundup ultra 170SL na wzrost promieniowcéw z rodzaju Streptomyces w
warunkach in vitro.

Analizy mikrobiologiczne gleb uprawnych, gkowych, lesnych i zdegradowanych
wykonano metoda seryjnych rozcienczen oznaczajac w nich $rednig liczebno$¢
promieniowcoéw. Testy wrazliwosci wybranych losowo promieniowcOw na herbicydy
wykonano metoda dyfuzyjno-studzienkowsg stosujac preparaty w dawkach odpowiadajacych
stezeniom roboczym oraz potowie stezenia zalecanego przez producenta. Analizy wykonano w
trzech powtorzeniach.

Na podstawie uzyskanych wynikow stwierdzono, ze wszystkie promieniowce byty
wrazliwe na Stomp i Orkan w dawce roboczej a w dawce 50% odpowiednio 94,4 i 97,2%
szczepow. Wrazliwo$¢ na Roundup stwierdzono u 22,2 oraz 13,9% promieniowcow przy czym
$rednia strefa zahamowania wzrostu byta kilkukrotnie mniejsza w pordwnaniu do pozostatych
herbicydow. Izolaty pochodzace z gleb uprawnych i tgkowych statystycznie istotnie byly
wrazliwsze na dziatanie preparatéw Stomp 1 Orkan od szczepow izolowanych z gleb lesnych i
zdegradowanych. Najmniej wrazliwe na dziatanie badanych pestycydow byty Streptomyces sp.
wyizolowane z gleb zdegradowanych, co moze sugerowac selekcj¢ szczepéw odpornych na
herbicydy w §rodowisku glebowym.

The aim of the study was to evaluate the effect of herbicides Stomp 330EC, Orkan
350SL and Roundup Ultra 170SL on the growth of actinomycetes of the genus Streptomyces
in in vitro conditions.

Microbiological analyzes of cultivated, meadow, forest and degraded soils were made by
serial dilutions method, indicating the average number of actinomycetes. Sensitivity tests of
randomly chosen actinomycetes for herbicides were performed by diffusion-well method using
dosage forms corresponding to the working concentrations and half of the concentration
recommended by the manufacturer. The analyzes were done in triplicate.

Based on the results, it was found that all actinomycetes were sensitive to Stomp and
Orkan in working dose and 50% one respectively 94.4 and 97.2% of tested strains. Sensitivity
to Roundup was observed in 22.2 and 13.9% of the actinomycetes, with the mean growth
inhibitory zone being several times lower comparing to the other herbicides. Isolates derived
from cultivated and meadow soils were statistically significant more sensitive to the effects of
Stomp and Orkan preparations than strains isolated from the forest and degraded soils. The least
sensitive to the tested pesticides were Streptomyces sp. isolated from degraded soils, suggesting
the selection of herbicide resistant strains in the soil environment.

68



Pseudomonas putida i Trichoderma harzianum w ochronie biologicznej kasztana przed
rakiem wywolanym przez Gnomoniopsis smithogilvyi

Pseudomonas putida and Trichoderma harzianum may efficiently control the agent of
chestnut brown rot and chestnut canker Gnomoniopsis smithogilvyi

Matteo Conti®, Julien Crovadore!, Bastien Cochard®, Romain Chablais!, Mauro Jermini?,
Tomasz Oszako®, Frangois Lefort?
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Wykonano testy antagonizmu na pozywce PGA pomiedzy G. smithogilvyi (genotypy
GEl i TI1) i 9 izolatami grzybow: Trichoderma asperellum, T. atroviride, T. aureoviride, T.
hamatum, T. harzianum F1, T. harzianum B05, Aureobasidium pullulans, A. pullulans éch.5 i
Beauveria bassiana. Analogiczne testy wykonano na pozywce LBPGA wykorzystujac szczepy
bakterii: Pseudomonas putida, P. viridiflava, P. graminis, P. xanthomarina, Bradyrhizobium
elkanii, Bacillus amyloliquefaciens Ba2 i B. amyloliquefaciens Ba4. Testy umozliwity
wyborow 5 gatunkow grzybow i 3 szczepdw bakterii, ktore hamowaty wzrost G. smithogilvyi
in vitro. Testy in planta na zrazach, wykonane z tymi samymi mikroorganizmami, wykazaty
skuteczno$¢ jedynie 5 gatunkow grzybow (T. harzianum BO5, T. harzianum F1, T. hamatum,
T. aureoviride i T. asperellum), oraz 3 szczepow bakterii (P. putida, B. amyloliquefaciens Ba4
I B. amyloliquefaciens Ba2). Do ochrony biologicznej przez rakiem kasztana rekomenduje si¢
P. putida (UASWS0946) i T. hamatum (UASWS1405), ktore catkowicie hamowaty wzrost G.
smithogilvyi i C. parasitica.

In vitro challenge tests were carried out on Potato glucose agar (PGA) cultures between
Gnomoniopsis smithogilvyi and 9 strains of antagonistic fungi: Trichoderma asperellum, T.
atroviride, T. aureoviride, T. hamatum, T. harzianum F1, T. harzianum B05, Aureobasidium
pullulans, A. pullulans éch.5 and Beauveria bassiana. Similar tests on LBPGA medium were
carried out with 7 strains of antagonist bacteria belonging to the following species:
Pseudomonas putida, P. viridiflava, P. graminis, P. xanthomarina, Bradyrhizobium elkanii,
Bacillus amyloliquefaciens Ba2 and B. amyloliquefaciens Ba4. Two different genotypes of G.
smithogilvyi from Geneva (GE1) and Ticino (TI1) and were used during these tests. These in
vitro challenge tests allowed to select 5 fungal and 3 bacterial strains, which demonstrated a
strong inhibitory activity on G. smithogilvyi’s growth. The organisms retained for biological
control experiments on chestnut scions were: T. harzianum B05, T. harzianum F1, T. hamatum,
T. aureoviride and T. asperellum for fungi; P. putida, B. amyloliquefaciens Ba4 and B.
amyloliquefaciens Ba2 for bacteria. If most retained organisms did not maintain their efficiency
in vivo, the bacterial strain P. putida UASWS0946 and the fungal strain T. hamatum
UASWS1405 totally inhibited the growth of G. smithogilvyi and C. parasitica.
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Molekularna analiza Ghomoniopsis smithogilvyi, patogenicznego endofita podkladek i
zrzezow szeSciu odmian kasztanéw (Castanea sativa L.)

Molecular assessment of the latent endophytic pathogen Gnomoniopsis smithogilvyi in
chestnuts, rootstocks and grafts of six varieties of chestnut trees
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Poszukiwano obecnosci grzybow Gnomoniopsis smithogilvyi i Cryphonectria parasitica
w materiale rozmnozeniowym 6 odmian kasztanow. Po ekstrakcji genomowego DNA,
zastosowano specyficzne startery w celu detekcji ww. patogendw w prébkach pobranych z: 60
korzeni, 41 kietkujacych siewek i 17 podktadek kasztanow, a takze 112 probek z 56 podktadek
/ zrzezow, aby stwierdzi¢ czy patogen moze by¢ przeniesiony z podkladkami i zrzezami.
Analizy DNA potwierdzity obecno$¢ G. smithogilvyi jako endofita, natomiast nie wykryto
obecnosci C. parasitica w roslinach. Sze$¢ z 60 analizowanych siewek miato korzenie
zainfekowane G. smithogilvyi, a takze dwa sposrdéd 41 pedow i dwie z 17 analizowanych
podktadek. W 12% badanych podktadkach i 60% zrzezow stwierdzono obecnos¢ G.
smithogilvyi. Wyniki potwierdzaja wysokie ryzyko przenoszenia endofita G. smithogilvyi w
materiale rozmnozeniowym (w zrzezach), oraz niskie ryzyko przenoszenia w podktadkach,
niezaleznie od badanej odmiany kasztanow.

The presence of Gnomoniopsis smithogilvyi and the chestnut canker agent Cryphonectria
parasitica was searched for in the propagation material of 6 chestnut tree varieties. DNA
extraction was followed by specific amplification primers for G. smithogilvyi and C. parasitica
in: Sixty root samples, 41 shoot samples from germinated chestnuts and 17 chestnut rootstock
samples were analysed, along with 112 samples from 56 rootstock/graft pairs, in order to
determine whether the pathogen was transmitted by the rootstock or the graft. It was possible
to detect the presence of G. smithogilvyi as an endophyte, but C. parasitica was never detected.
Six of the 60 roots analysed from seed chestnuts were contaminated with G. smithogilvyi, as
well as 2 out of the 41 shoots from seed chestnuts, and 2 out of 17 rootstocks. Regarding the
112 samples from 56 rootstock/graft pairs, G. smithogilvyi was found in 12% of the analysed
rootstocks and 60% of the grafts. These results showed a weak presence of G. smithogilvyi in
rootstock propagation material and an important contamination of grafting material in all
varieties, confirming the endophytic behavior G. smithogilvyi.

70



Molekularna identyfikacja Gnomoniopsis smithogilvyi i Cryphonectria parasitica w
tkankach Castanea sativa

Molecular diagnostics of the chestnut canker agents Gnomoniopsis smithogilvyi and
Cryphonectria parasitica in different tissues of Castanea sativa
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Dwa patogeniczne szczepy grzybow: sprawcy raka kasztanow Cryphonectria parasitica
i endofitycznego Gnomoniopsis smithogilvyi, zostaly niedawno zidentyfikowane na szkotkach
w Europie i w Szwajcarii. Na podstawie danych dostgpnych w banku genow GenBank, sposrod
164 analizowanych sekwencji ITS, 90 sekwencji EFla i 45 sekwencji beta-tubuliny, tylko dla
tego ostatniego genu udato si¢ zaprojektowac specyficzne startery, roznicujace oba badane
gatunki patogendw w reakcji PCR. Testy in silico, wykonane dla sekwencji DNA izolatéw C.
parasitica i G. smithogilvyi wyizolowanych z tkanek korzeni, todyg i lisci kasztanow
pochodzacych z Ticino, Wallis i Genewy, potwierdzily skuteczno$¢ opracowanych starterow,
ktore moga by¢ stosowane jako praktyczne narzedzie detekcji G. smithogilvyi w materiale
rozmnozeniowym Castanea sativa na szkotkach.

Two fungi cause chestnut tree diseases (on Castanea sativa species) in Switzerland: C.
parasitica, the endemic chestnut canker agent, and G. smithogilvyi, an endophytic fungus,
recently identified in Europe and Switzerland as the main agent of chestnut fruit brown rot, also
causing chestnut canker in nurseries and orchards. In order to evaluate the presence of these
fungi in the plant material, specific molecular diagnostic tests were developed for both species.
All sequences available in the GenBank for the internal transcript spacer (ITS) of the ribosomal
DNA, the elongation factor 1-alpha (EFla) gene and the beta-tubulin gene (TUBB), were
collected for these two fungi. Significant differences between G. smithogilvyi and
Gnomoniopsis spp., were sought, as well as between G. smithogilvyi and C. parasitica. After
analysing 164 ITS, 90 EFla and 45 beta-tubulin sequences, only the TUBB gene sequences
showed any significant differences between both species. In silico, two primer pairs were tested
with DNA extracted from G. smithogilvyi and C. parasitica isolates from Ticino, Wallis and
Geneva, from roots and stems of germinated chestnuts or leaves of chestnut trees. These tests
showed a great robustness and represent an interesting tool to describe the phytosanitary status
of propagation material, especially for endophytic fungus G. smithogilvyi.
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Ocena struktury zbiorowisk grzybow w glebach uprawnych o réznym uwilgotnieniu z
wykorzystaniem sekwencjonowania nast¢pnej generacji

Assessment of fungal community structure in arable soils with different moisture using next
generation sequencing

Magdalena Frac, Karolina Oszust, Jerzy Lipiec, Bogustaw Usowicz

Instytut Agrofizyki im. Bohdana Dobrzanskiego Polskiej Akademii Nauk
ul. Doswiadczalna 4, 20-290 Lublin
m.frac@ipan.lublin.pl

Badania zostaly przeprowadzone w celu okreslenia wplywu wilgotnosci gleby na
zbiorowiska grzybow w glebie pod uprawg pszenicy. Badania przeprowadzono na glebie ptowej 0
réznej wilgotnosci (8,0% 1 13,4%) w Trzebieszowie na Podlasiu. Probki gleby pobrano jesienig
2015 roku. Zbiorowiska grzybow byly badane na podstawie analizy metagenomicznej z
wykorzystaniem sekwencjonowania nastgpnej generacji (technologia Illumina).

Dominujacg gromada grzybow w glebie bardziej wilgotnej byly przedstawiciele
Ascomycota, Basidiomycota i Zygomycota. W glebie o mniejszej wilgotnosci dominowaty
przedstawiciele Ascomycota i Basidiomycota. W glebie o wigkszym uwilgotnieniu stwierdono
wickszg roznorodnos$¢ grzybow, a wsrod dominujgcych wystepowaty: Solicoccozyma terricola,
Sordariomycetes sp., Sordariales sp.. W glebie o mniejszej wilgotnosci dominowaty:
Trechisporales sp., Penicillium simplicissimum, Tremellales sp., Metarhizium anisopliae,
Fusarium oxysporum oraz grzyby, ktore nie zostaly zidentyfikowane. Wskaznik réznorodnosci
biologicznej Shannona ksztsttowal si¢ na poziomie 6,102 1 7,259, a Simpsona 0,916 1 0,976,
odpowiednio dla gleby o mniejszej 1 wigkszej wilgotnosci.

Przeprowadzone badania wskazuja, ze wilgotnos¢ gleby jest waznym czynnikiem
wplywajacym na strukture zbiorowisk grzybow. Uzyskane wyniki badan moga by¢ uzyteczna
podstawg do przewidywania sktadu mikrobioty grzybéw w glebach o réznej wilgotnosci.

This study investigated the effects of soil moisture on the fungal communities under wheat
cultivation. The study were carried out on podzols soil with different moisture (8.0% and 13.4%)
located in the region Podlasie, in commune Trzebieszow. Soil samples were collected in Autumn
2015. Fungal communities were analysed by next generation sequencing in Illumina
technology.

The dominant fungal phyla in more moist soil were Ascomycota, Basidiomycota and
Zygomycota, whereas Ascomycota and Basidiomycota in less humid soil. Higher fungal
biodiversity was found in more humid soil. The dominant fungi in this soil were: Solicoccozyma
terricola, Sordariomycetes sp., Sordariales sp.. The dominant fungi in less moist soil were:
Trechisporales sp., Penicillium simplicissimum, Tremellales sp., Metarhizium anisopliae,
Fusarium oxysporum and other unidentified fungi. The biodiversity Shannon index were 6.102 and
7.259, whereas Simpson 0.916 and 0.976, respectively for less and more moist soil.

The soil moisture was important determinant of the fungal community structure in soils
with different moisture content. These results may provide a useful baseline for predicting the
variation in fungal communities in soils with different moisture level.

Projekt wspotfinansowany ze srodkow Unii Europejskiej w ramach programu ramowego w zakresie badan
naukowych i innowacji Horyzont 2020. iISQAPER — umowa o dofinansowanie: 635750
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Aerozole bakteryjne i grzybowe w Srodowisku parkéow Krakowa
Bacterial and fungal aerosols at the environment of parks of Cracow

Krzysztof Fraczek, Dariusz Ropek, Karol Bulski, Jacek Grzyb
Uniwersytet Rolniczy im. H. Kottataja w Krakowie

W ostatnich latach coraz czgséciej sktadnikiem $rodowiska przyrodniczego, zaliczanym
do grupy zasoboéw przyrody o podstawowym znaczeniu dla czlowieka, zwierzat i ro$lin jest
powietrze atmosferyczne. Celem badan byta ocena jako$ci mikrobiologicznej powietrza w
parkach Krakowa. Pomiary bioaerozolu wykonano przy uzyciu 6-stopniowego impaktora
Andersena (model 10-710, Graseby-Andersen, Inc., Atlanta, GA, USA) zimg, na obszarze
szeSciu wytypowanych parku krakowskich oraz w centrum miasta. Stgzenia aerozolu
bakteryjnego w badanych parkach wahaty si¢ od 28 do 455 jtk-m™, natomiast stezenia aerozolu
grzybowego zawsze byly nizsze niz 67 jtk-m™. Analiza wspotczynnika korelacji Spearman’a
potwierdzita, ze zapylenie powietrza znaczaco wptywalo na obserwowane stezenia aerozoli
bakteryjnych 1 grzybowych. W zwigzku z tym, powinna by¢ zalecona kontrola tego parametru
przy analizach mikrobiologicznych powietrza atmosferycznego.

In recent years, atmospheric air has become increasingly a component of the natural
environment, classified as a one of resources at natural resources group with fundamental
importance for humans, animals and plants. The aim of the study was to evaluate the
microbiological quality of air at the parks of Cracow. Measurements of bioaerosol were
performed using a 6-stage Andersen air sampler (model 10-710, Graseby-Andersen, Inc.,
Atlanta, GA, USA) in winter season, at the six selected parks in Cracow and at the city center.
Bacterial aerosol concentrations at the studied parks ranged from 28 to 455 cfurm, while
fungal aerosol concentrations were always lower than 67 cfu-m™. Spearman’s correlation
coefficient analysis confirmed that particulate matter significantly influenced the observed
concentrations of bacterial and fungal aerosols. Accordingly, it should be recommended to
control this parameter for microbiological analyzes of atmospheric air.
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Wplyw czynnikéw Srodowiskowych i przestrzennych na endofity grzybowe Salicornia
europaea

Impact of environmental and spatial factors on fungal endophytes
of Salicornia europaea
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Endofity grzybowe zasiedlaja tkanki wigkszo$ci znanych roslin i moga wywiera¢ pozytywny
wplyw na ich wzrost 1 rozwdj, zwlaszcza w niekorzystnych warunkach $rodowiskowych.
Rozmieszczenie i réznorodno$é endofitow grzybowych oraz ich funkcjonowanie w odniesieniu do
gospodarza roslinnego moze by¢ waznym czynnikiem przewidujacym ich role¢ w trudnych warunkach
srodowiskowych. Salicornia europaea jest halofitem dobrze przystosowanym do wysokiego poziomu
zasolenia w $rodowisku. Tkanki tych roslin moga by¢ kolonizowane przez halotolerancyjne i/lub
halofilne mikroorganizmy, ktére sa wazne w procesie wzrostu i rozwoju gospodarza roslinnego.
Glownym celem badan bylo oznaczenie réznorodnosci endofitéw grzybowych zasocjowanych z S.
europaea i okreslenie roli czynnikoéw srodowiskowych i przestrzennych w tworzeniu ich spotecznosci
w tkankach S. europaea. W naszych badaniach wykorzystalismy metody hodowlane (izolacja i
identyfikacja szczepoéw grzybow) i niehodowlane (analiza metagenomowa). Ponadto, okreslono
parametry fizyko-chemiczne gleb aby oceni¢ potencjalne czynniki $rodowiskowe determinujace
strukture endofitow grzybowych S. europaea.

Fungal endophytes inhabit tissues of most terrestrial plants and can affect plant growth in
unfavourable environmental conditions. Distribution and diversity of fungal endophytes as well as their
functioning in relation with host-plant can be a key factor predicting their role in such a harsh
environment. Salicornia europaea is a halophyte well adapted to hypersaline conditions. Tissues of this
plant can be colonized by halotolerant and/or halophilic microorganisms that might be relevant for the
growth and development of the host-plant.

Main aim of our study was to reveal diversity of fungal endophytes associated with S. europaea
and to examine the relative importance of environmental and spatial factors in structuring their
communities in S. europaea. In our experiment we used culture-dependent (isolation and identification
of fungal strains) and culture-independent (metagenomics) approaches. The physicochemical soil
parameters were also analyzed to evaluate possible environmental factors determining the structure of
fungal communities.

Keywords: endophytes, fungi, halophyte, salinity
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Roéznorodnos¢ funkcjonalna mikroorganizmow glebowych pod uprawg pszenicy ozimej
w roznych systemach uprawy roli

Functional diversity of microorganisms in soil under winter wheat
grown in different farming systems
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W badaniach nad réznorodnos$cig funkcjonalng spotecznosci mikroorganizméw pod
wplywem réznych czynnikéw ocena profilu metabolicznego (community level physiological
profiles — CLPP) moze by¢ prowadzona z zastosowaniem systemu Biolog EcoPlate.
Analiza w systemie Biolog opiera si¢ na zmianie barwy wskaznika (fioletu tetrazoliowego)
podczas utleniania substratu weglowego w studzience. Plytka EcoPlate zawiera 31 r6znych
zrddet wegla umieszczonych w trzech powtdrzeniach oraz wodg, jako probe kontrolng. Na
podstawie uzyskanych profili metabolicznych mozemy otrzymac informacj¢ o dostepnosci do
substratow przez badane zespoty drobnoustrojéw oraz oceni¢ istotno$¢ danego procesu
katabolizmu w glebie.

Material badawczy stanowitly probki glebowe pochodzace z wieloletniego
doswiadczenia polowego w RZD IUNG-PIB w Osinach (woj. lubelskie). Doswiadczenie to,
obejmuje cztery systemy gospodarowania réznigce si¢ zmianowaniem oraz caloksztattem
agrotechniki.

Dla kazdej proby wyliczono wskaznik réznorodnosci (R) oraz wskaznik jednorodnosci
Shannon-Weaver (H). Najwyzsza aktywno$¢ metaboli tyczna zostata zaobserwowana po 120 h
inkubacji ptytek. Wyniki analiz przedstawiono w postaci graficznej (heatmaps).

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

In the study on functional diversity of microbial communities influenced with various
factors an evaluation of the metabolic profile (community level physiological profiles - CLPP)
can be conducted using Biolog system EcoPlate. This system is based on the color change of
the indicator (tetrazolium violet) during the oxidation of the carbon substrate in the well. The
EcoPlate contains 31 different carbon sources in triplicate and water as a control. Based on the
obtained metabolic profiles we can receive any information on the utilization rate of C
substrates by the soil microbial assemblies and to assess the relevance of the catabolism process
in the soil.

The soil samples taken from long-tem field experiment at ES of IUNG-PIB in Osiny
(Lublin voivodeship) were the basal research material. This experiment includes four different
farming systems differ in crop management and applied agrotechnics.

For each sample, the diversity index (R) and Shannon-Weaver homogeneity index (H)
were calculated. The highest metabolic activity was observed after 120 hours incubation. The
results of the analysis are graphically presented (heatmaps).

The research was supported partly by IUNG-PIB Research Programmes 1.3 and 1.4 and Research Statute
Program 2.26.
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OKkreslenie zmian w Srodowisku glebowym w zaleznoS$ci od stosowanego systemu uprawy
roli przy zastosowaniu metod standardowych oraz technik molekularnych

Assessment of changes in soil environment in relation to tillage system applied
using standard methods and molecular techniques

Anna M. Gajda, Karolina Furtak

Zaktad Mikrobiologii Rolniczej, Instytut Uprawy Nawozenia i Gleboznawstwa — Panstwowy Instytut Badawczy;
ul. Czartoryskich 8, 24-100 Putawy; tel. (0-81) 4786961
ag@iung.pulawy.pl

Glownym celem przeprowadzonych badan byto okreslenie zmian w $rodowisku

glebowym zwiazanych z oddzialywaniem bezorkowej uprawy roli na zmiany w réznorodnosci
drobnoustrojow 1 aktywnosci enzymatycznej w glebie pod pszenicg ozimg w stosunku do
systemu opartego na orce plugiem.
Badania przeprowadzono w latach 2013-2016 w oparciu o pola doswiadczalne zlokalizowane
w RZD IUNG-PIB w Grabowie (woj. mazowieckie), na ktorych od roku 2002 stosowane sa
roézne systemy uprawy roli. Analizy gleby zostaly wykonane przy zastosowaniu metod
standardowych oraz dostgpnych technik molekularnych. Analizy statystyczne wykonano w
programie ANOVA. Istotno$¢ rdznic przyjeto na poziomie P<0,05. Uzyskane wyniki
wykazaty, ze w glebie w uprawie bezorkowej zachodzily korzystne zmiany w jakosci
srodowiska glebowego, co =znalazto potwierdzenie w zrdznicowanych iloSciach
wyizolowanego z gleby DNA, wyzszej aktywno$ci metabolicznej drobnoustrojéw okre§lone;j
przy pomocy techniki BIOLOG® Ecoplates™ oraz wyzszej aktywno$ci enzymatycznej gleby,
W poréwnaniu do systemu pluznego.

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

The studies focused on changes in soil environment related to the influence of no-tillage

system on diversity and activity of soil microbial communities in comparison to the tillage
system based on ploughing.
Research was conducted in the years 2013-2016 on experimental fields at the ES of IUNG-PIB
in Grabow (Mazovian voivodeship) under different tillage practices started in 2002. Soil
analysis were performed using both standard and molecular-base methods. Statistical analysis
were made using the ANOVA method. 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 isolated form soil DNA, higher metabolic activity measured with
BIOLOG® Ecoplates™, 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.
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Bioréznorodnos¢ populacji glebowej —badania i metody analizy molekularnej
Biodiversity of the soil — survey and methods of molecular analysis

Agnieszka Galus-Barchan, Iwona Pasmionka
Katedra Mikrobiologii Uniwersytet Rolniczy w Krakowie, Al. Mickiewicza 24/28

Ekosystem glebowy jest silnie zréznicowanym uktadem, gdzie bardzo licznie wystepuja
organizmy prokariotyczne cechujace si¢ duza bioréznorodno$cig. Tradycyjnie stosowane
mikrobiologiczne techniki laboratoryjne nie dajg pelnego obrazu roznorodnosci
mikroorganizméw wystepujacych w glebie, pozwalaja okreslic tylko 1% populacji.
Zastosowanie nowoczesnych metod molekularnych daje mozliwo$¢ badania i identyfikacji
nichodowanych drobnoustrojow glebowych. W zwigzku z tym, ze 1 gramie gleby moze by¢
okoto 1000 roznych szczepow i gatunkéw bakterii klonowanie 1 analizowanie metagenomow
ztozonych populacji glebowych jest bardzo skomplikowane. Zmusza to do wykorzystania
roéznych sposoboéw frakcjonowania DNA, aby w zalezno$ci od celu badan, do klonowania
bibliotek metagenomowych uzywac okreslonych, wyselekcjonowanych frakcji DNA. Badania
te maja na celu poznanie filogenetycznej 1 taksonomicznej réznorodno$ci mikroorganizméow,
ktoére stanowig nieznane i nichodowane do tej pory rodzaje i gatunki bakterii.

The soil ecosystem is a strongly diverse system where prokaryotic organisms
characterized by high biodiversity are abundant. Traditionally used microbiological laboratory
techniques do not give a complete picture of the diversity of microorganism present in the soil,
allowing only 1% of the population to be identified. The use of modern molecular methods give
the opportunity study and identify non-cultivated soil microorganisms. Since 1 gram of soil can
be about 1000 different strains and bacterial species cloning and analyzing metagenomes of
complex soil populations is very complicated. This forces us the use different ways of DNA
fractionation so that, depending on the purpose of the study, the use of specific, selected DNA
fractions for the cloning of metagenomic libraries. These studies aim to understand the
phylogenetic and taxonomic diversity of microorganism, which are unknown and not yet
cultivated types and species of bacteria.
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Ocena bioréznorodnosci strukturalnej i funkcjonalnej mikroorganizméw w glebie spod
uprawy kukurydzy w dlugoletniej monokulturze

Determination of structural biodiversity and functional and metabolic profiles in soil under
long-term maize monoculture

Anna Galgzka®, Karolina Gawryjotek®, Jarostaw Grzadziel!, Magdalena Frac?, Jerzy Ksiezak!

Unstytut Uprawy Nawozenia i Gleboznawstwa — Panstwowy Instytut Badawczy, Zaktad Mikrobiologii
Rolniczej, ul. Krancowa 8, 24-100 Putawy, tel. (0-81) 4786 958, agalazka@iung.pulawy.pl
Instytut Agrofizyki im. Bohdana Dobrzanskiego Polskiej Akademii Nauk, ul. Do$wiadczalna 4, 20-290 Lublin

Réznorodnos¢ mikrobiologiczna moze by¢ ograniczona w warunkach naturalnych
poprzez nieodpowiednie czynniki srodowiskowe, do ktérych naleza m.in. ograniczone zasoby
pokarmowe, ekologiczne i fizyczne czynniki przewyzszajace tolerancje organizmu oraz system
uprawy 1 interakcje miedzygatunkowe uniemozliwiajace wystepowanie lub utrzymanie
gatunku w danym $rodowisku. Celem pracy byla ocena biordznorodnos$ci strukturalnej i
funkcjonalnej mikroorganizmow w glebie po dlugoletniej uprawie kukurydzy w zmianowaniu.
Oznaczenia obejmowaty kombinacje glebowe: KN — glebe spod monokultury kukurydzy nie
orang (siew bezposredni), KO - glebe spod monokultury kukurydzy orang (petna upraw
ptuzna), KZ - glebe spod kukurydzy orang w zmianowaniu (jgczmien jary, pszenica ozima,
kukurydza) oraz Ku — glebe spod monokultury kukurydzy (uprawa uproszczona, gruber).
Probki glebowe pobierano w trzech fazach wzrostu roslin: faza 6 lisci, 12 lisci, faza kwitnienia
kukurydzy oraz przed siewem i po zbiorze roslin. W badaniach okreslono sktad populacji
mikroorganizméw poprzez sekwencjonowanie fragmentéw zmiennych w genomach
glebowych oraz oceng roznorodnosci funkcjonalnej zbiorowisk mikroorganizméw glebowych
przy uzyciu systemu Biolog (EcoPlate). Zastosowane metody badawcze przyczynity sie do
lepszego  zrozumienia rdéznorodno$ci  genetycznej oraz  sktadu  populacyjnego
mikroorganizméw w §rodowisku glebowym pod wplywem zmian jakie nastapily w glebie w
wyniku uprawy kukurydzy w dtugoletniej monokulturze.

Badania wykonano w ramach realizacji zadanie 1.4. Ocena i ksztattowanie bioréznorodnosci srodowiska
glebowego oraz aktywnosci mikrobiologicznej gleb z uwzglednieniem roznych warunkow siedliskowych i
systemow gospodarowania. Program Wieloletni IUNG-PIB na lata (2016-2020).

Microbial diversity in soil may be limited under natural conditions by inappropriate
environmental factors such as: limited food resources, environmental and physical factors,
tillage system and interspecies interactions prevent the occurrence or maintenance of the species
in the environment. The aim of this work was to determinate structural biodiversity and
functional microorganisms in in soil under long-term maize monoculture. The reaction of maize
cultivated in perennial monoculture for the direct sowing was investigated and compared to full
tillage monoculture and crop rotation full tillage cultivation in the following phases: six leaves,
twelve leaves, flowering phase, before harvest and after harvest. Three objects were included
into this research: maize cropped continuously monoculture - zero tillage, maize monoculture
cropped continuously — full tillage, crop rotation (spring barley, winter wheat, maize) — full
tillage. The evaluation of the structural biodiversity of the soil was based on the next-generation
sequencing (NGS). The functional and metabolic profiles in soil were determined by Biolog
EcoPlate System. The research methods used in this subject have contributed to a better
understanding of genetic diversity and composition of the population of microorganisms in the
soil environment under the influence of the changes that have taken in soil under long-term
maize monoculture.
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Profil metaboliczny i bioréznorodnos$¢ strukturalna jako wskaznik jakosci gleb
uzytkowanych rolniczo

Metabolic profile and structural biodiversity as an indicator of the quality of agricultural soils

Anna Galazka, Karolina Gawryjotek, Jarostaw Grzadziel

Zaktad Mikrobiologii Rolniczej
Instytut Uprawy Nawozenia i Gleboznawstwa — Panstwowy Instytut Badawczy,
ul. Krancowa 8, 24-100 Putawy, tel. (0-81) 4786 958
agalazka@iung.pulawy.pl

Celem pracy bylo zastosowanie metodyki oznaczania profilu metabolicznego
mikroorganizmow zasiedlajagcych wybrane typy gleb jako wskaznika oceny jakosci w
monitoringu gleb uprawnych w Polsce. Materiat glebowy stanowity probki glebowe
pochodzace z krajowego monitoringu chemizmu gleb pobrane w roku 2015. Program ten
obejmuje 216 lokalizacji reprezentujacych uzytki rolnicze, gtdéwnie grunty orne z catego kraju.
Probki glebowe sg pobierane z staltych punktow pomiarowo-kontrolnych, zlokalizowanych na
gruntach ornych charakterystycznych dla pokrywy glebowej kraju. Reprezentujg one uzytki
rolnicze o rédznym stopniu intensyfikacji produkcji rolnej znajdujace si¢ w obszarach
oddziatywania rolniczej 1 pozarolniczej dziatalno$ci czlowieka. Baza danych
charakteryzujacych gleby w miejscu pobrania probek obejmuje szereg wtasciwosci, takich jak
odczyn, zasolenie, poziom zanieczyszczenia metalami i zanieczyszczeniami organicznymi,
zawarto$¢ wegla 1 skladnikoéw nawozowych, sktad granulometryczny i in. W wybranych
probkach reprezentujacych gldwne typy gleb oznaczono zaréwno profil metaboliczny
mikroorganizméw jak i ich zré6znicowanie genetyczne.

Badania wykonano w ramach realizacji zadanie 1.4. Ocena i ksztattowanie bioréznorodnosci srodowiska
glebowego oraz aktywnosci mikrobiologicznej gleb z uwzglednieniem roznych warunkow siedliskowych i
systemow gospodarowania. Program Wieloletni IUNG-PIB na lata (2016-2020).

The aim of the study was to use the methodology of determination of metabolic profile
of soil microorganisms as an indicator for evaluation of quality in arable soil monitoring
programme in Poland.

Soil samples from Monitoring of arable soils in Poland were taken for analysis. The
monitoring includes 216 points of sampling on arable land across Poland. They represent areas
of quite high degree of intensive tillage located in areas of other than agriculture influence of
human activity. Database that characterizes location of soil sampling includes: pH, salinity,
content of metals, and organic compounds, carbon content, macronutrients content, texture and
others. Selected samples representing the main types of soils have both the metabolic profile of
microorganisms and their genetic diversity.

The research was conducted within 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 2016 — 2020.
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Dzialanie lotnych zwigzkow organicznych (VOCs) produkowanych przez bakterie z
rodzaju Bacillus na grzyby z rodzaju Fusarium

The activity of Volatile Organic Compounds (VOCs) produced by Bacillus bacteria on fungi
of the genus Fusarium

Natalia Gierasimiuk'2, Marcin Stocki', Tomasz Oszako!

Politechnika Bialostocka, Zamiejscowy Wydziat Lesny w Hajnowce
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2politechnika Biatostocka, Wydziat Budownictwa i Inzynierii Srodowiska
ul. Wiejska 45E, 15-351 Biatystok

Grzyby z rodzaju Fusarium powszechnie wystepuja w glebie. Porazajg rosliny we
wszystkich stadiach rozwojowych. W walce z tymi patogenami stosowanych jest wiele
syntetycznych pestycydow. Jednakze ze wzgledu na postepujaca degradacje¢ Srodowiska
naturalnego i Dyrektywe Komisji Europejskiej o Integrowanej Ochronie Roslin (IPM)
poszukuje si¢ metod biologicznych ochrony roslin. Takie mozliwosci stwarza wykorzystanie
bakterii z rodzaju Bacillus, ktore posiadajg zdolno$¢ do hamowania wzrostu patogennych
grzybow. Wytwarzane przez nie lotne metabolity (VOCs-Volatile Organic Compounds) sa
zwigzkami organicznymi stanowigcymi aktywny czynnik ochrony biologicznej. Celem
niniejszych badan byto okreslenie stopnia zahamowania wzrostu F. oxysporum w obecnosci
zwigzkoéw produkowanych przez bakterie z rodzaju Bacillus: B. subtilis, B. thuringiensis i
B. amyloliquefaciens. Przeprowadzone testy antagonizmu potwierdzity inhibitujace dziatanie
wszystkich 3 gatunkéw bakterii. Jednak, najwyzszym stopniem inhibicji odznaczat si¢ gatunek
B. amyloliquefacines. Lotne zwigzki organiczne wydzielane przez bakterie Bacillus byty
badane za pomoca mikroekstrakcji do fazy statej (SPME, ang. Solid Phase Microextraction).
Analizy sktadu chemicznego ekstraktow SPME przeprowadzono z uzyciem chromatografii
gazowe] sprzezonej ze spektrometrem mas (GC-MS, ang. Gas Chromatography-Mass
Spectrometry). Identyfikacji poszczegdlnych zwigzkow chemicznych dokonano w oparciu o
widma mas, jak rowniez indeksy retencji. Wyniki przeprowadzonych analiz potwierdzity
mozliwos$ci wykorzystania badanych bakterii z rodzaju Bacillus w ochronie biologicznej roslin
przed patogenem F. oxysporum.

Fusarium fungi are common soil borne organisms. They infect plants in all stages of
development. Many synthetic pesticides have been used against Fusarium, so far. However,
due to progressive degradation of the environment and European Commission Directive on
Integrated Plant management (IPM) biological methods are sought to control fungal growth of
these pathogens An application of bacteria Bacillus genus are in lines with IPM strategy.
Aforementioned bacteria are capable to inhibit pathogenic fungi thanks to their secondary
metabolites being active volatile organic compounds (VOC’s) used as biological protection
agents. The aim of the study was to determine the degree of inhibition of Fusarium fungi as a
result of VOC’ss produced by Bacillus species: B. subtilis B. amyloliquefaciens, and B.
thuringiensis. The conducted antagonism tests have confirmed the inhibition of all 3 species of
bacteria. However, the highest degree of inhibition revealed B. amyloliquefaciens. VOC’s
produced by Bacillus bacteria were analysed thanks to solid phase microextraction technique
(SPME). Analysis of chemical composition of SPME extracts was carried out using Gas Mass
Spectrometry (GC-MS). The identification of individual chemical compound was based on
mass spectra as well as retention indices. Our findings confirmed the potential of the tested
bacteria Bacillus genus as plant biological protection agents against the pathogen F. oxysporum.
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Wstepna analiza metagenomiczna spolecznosci mikroorganizmow zasiedlajacych
podziemn3a biosfere Wieliczki

Preliminary metagenomic analysis of microorganisms comunity inhabiting Wieliczka
subsurface biosphere

Weronika Goraj, Anna Pytlak, Anna Szafranek-Nakonieczna, Zofia Stepniewska

Katolicki Uniwersytet Lubelski Jana Pawta II, Wydziat Biotechnologii i Nauk o Srodowisku

Przeniesienie badan mikrobiologicznych pod powierzchni¢ Ziemi celem zbadania
biordznorodnosci podziemnej biosfery jest wazne 1 pozwala wyj$¢ poza dotychczasowe ramy
nauki. Zycie mikroorganizméw determinowane jest przez rozne czynniki zaréwno fizyczne,
geochemiczne jak 1 biologiczne min.: dostepnos$¢ wody i1 sktadnikow odzywczych, temperatura,
pH, zasolenie i ci$nienie. Ostatnie dane literaturowe udowadniaja obecnos$¢ i aktywno$¢
mikroorganizméw w glebokiej biosferze.

Prezentowane zagadnienia s3 szczegdlnie istotne, poniewaz maja na celu poznanie
bioréznorodnosci mikroorganizmoéw zasiedlajacych zasolong podziemng biosfere. Wedlug
naszej wiedzy, w literaturze brak jest informacji na temat bioréznorodno$ci mikroorganizméw
zasiedlajacych Kopalni¢ Soli ,,Wieliczka”.

Materiatem badawczym byly skaly towarzyszaca poktadom soli w Wieliczce (mutowiec
z zytami soli wldknistej i zytami anhydrytu). Po powierzchniowe;j sterylizacji skal, pobrano
rozdrobniony materiat, z ktorego wyizolowano DNA. Analiz¢ metagenomiczng wykonano na
podstawie sekwencjonowania nowej generacji (NGS) technika MiSeq (Illumina) (GENOMED
S.A)). Uzyskane wyniki pozwolity potwierdzi¢ obecnos¢ mikroorganizmow wystepujacych
bezposrednio w skatach towarzyszacych poktadom soli.

Praca powstata w wyniku realizacji projektu badawczego o nr DEC-2014/15/N/NZ8/00315
finansowanego ze $srodkéw Narodowego Centrum Nauki.

Transfer microbiological studies under the surface of the Earth to exploration of
biodiversity of subsurface biosphere is important and allows exceeding the current framework
of science. Microbial life is determined by physical, geochemical, and biological factors such
as the availability of liquid water, nutrients, trace elements, temperature, pH, salinity, and
pressure. Recent studies have shown the presence and activity of cells in the deep biosphere.

Presented problems are particularly important because they are aimed at learning the
biodiversity of microorganisms that inhabit the saline subsurface biosphere. To our knowledge
this kind of studies about microorganisms inhabiting the “Wieliczka” Salt Mine were not
performed.

The research material was the rocks surrounding salt deposits in Wieliczka (siltstones
with veins of fibrous salt and lenses of anhydrite). After surface sterilization, powder of rock to
DNA isolation was obtained. Metagenomic analysis was performed on the basis of NGS by
MiSeq (lllumina) technology (GENOMED S. A.). The results confirmed the presence of
microorganisms directly in environmental sample of rocks surrounding salt deposits in
Wieliczka.

This project was financed by the National Science Centre (Poland), granted on the basis of decision
DEC-2014/15/N/NZ8/00315
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Biordéznorodnos$¢ Procaryota w glebie pod uprawa roslin
w monokulturze i przy r6znym zmianowaniu

Biodiversity of Procaryota in soil under monoculture and in different crop rotation
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Badania przeprowadzone we wrze$niu 2016 roku w Skierniewickiej Stacji
Doswiadczalnej SGGW w Warszawie wykazaty, ze nie tylko wtasciwosci chemiczne gleby, ale
i réznorodnos$¢ taksonomiczna mikroorganizmow prokariotycznych zaleza od sposobu jej
uprawy w poréwnaniu z glebg odlogowana.

Najwickszg zawartos¢ C org. oraz N ogdlnego stwierdzono w glebie spod uprawy roslin
W zmianowaniu pi¢ciopolowym, natomiast najnizszag w glebie spod wieloletniego odtogu
(kontrola). Gleby spod uprawy roslin w monokulturze i zmianowaniu pigciopolowym
wykazywaly najwyzszg wartos¢ pH porownujac z kontrolg i zmianowaniem tzw. dowolnym.

Analiza roznorodnos$ci taksonomicznej Procaryota oznaczona na podstawie skladu
sekwencji hiperzmiennego regionu V3-V4 genu kodujacego jednostkg 16STRNA, wykazata ze
w badanych glebach dominujag nastgpujace taksony w randze typu: Acidobacteria,
Actinobacteria, Bacteroidetes, Chloroflexi, Firmicutes, Gemmatimonadetes, Nitrospirae,
Planctomycetes i Verrucomicrobia. Uprawa roslin  zwigkszyta udzial procentowy
Actinobacteria, Firmicutes, Gemmatimonadetes, Nitrospirae i Proteobacteria oraz zmniejszyta
udziat miedzy innymi Acidobacteria, Bacteroidetes w glebie w poréwnaniu z odtogiem.

The studies carried out in September 2016 at Skierniewice Experimental Station SGGW
in Warsaw showed that not only the soil chemical properties but also the taxonomic diversity
of procaryotic microorganisms depend on the management of soil compared to the fallow soil.
The biggest content of C org. and N total were found in the soil under the cultivation of plants
in 5-field course, while the lowest in the laying fallow for a long time (control). Soils from
planted crops in monoculture and five-field course showed the highest pH value compared
tocontrol and random rotation systems.

Procaryota taxonomic diversity analysis based on the composition of the sequenses of the
V3-V4 hypervariable region which codes 16SrRNA gene revealed that the following taxa are
dominant in the studied soil: Acidobacteria, Actinobacteria, Bacteroidetes, Chloroflexi,
Firmicutes, Gemmatimonadetes, Nitrospirae, Planctomycetes and Verrucomicrobia. Plant
cultivation has increased the percentage of Actinobacteria, Firmicutes, Gemmatimonadetes,
Nitrospirae and Proteobacteria, but has reduced the percentage of Acidobacteria, Bacteroidetes
in soil as compared to fallow soil.
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Aktywnos$¢ enzyméw zaangazowanych w szlaki degradacji celulozy oraz stopien jej
wykorzystania przez grzyby Petriella setifera

Activity of enzymes involved in celulose degradation pathways and level of cellulose
utilizetion by Petriella setifera

Agata Gryta, Karolina Oszust, Jacek Panek, Giorgia Pertile, Anna Siczek, Marta Oleszek,
Magdalena Frac
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Podstawowym sktadnikiem bardzo wielu rodzajéw odpadéw pochodzacych z przemystu
rolno-spozywczego jest biomasa lignocelulozowa. W sktad tej struktury polimerowej wchodzi
celuloza, hemiceluloza i lignina. Ze wzgledu na charakter wigzan chemicznych jest to struktura
trudno podlegajaca biodegradacji, jednakze jest bogatym zrodlem energetycznym,
wykorzystywanym w procesach produkcji np. biogazu.

W glebach wzbogacanych obornikiem lub kompostami wystgpuje gatunek grzyba
Petriella setifera, ktory ze wzgledu na swoje wlasciwosci biochemiczne jest interesujacy dla
badan nad degradacja odpadow celulozowych.

Wiasciwosci biochemiczne grzyba Petriella setifera zostaty ocenione pod wzgledem
zdolnos$ci do rozktadu celulozy. Pomiaru aktywnos$ci celulaz dokonano na podstawie analiz
biochemicznych opierajacych si¢ na oznaczeniu ilo$ci nagromadzonych po hydrolizie celulozy
cukrow redukujacych. Substratami wykorzystanymi w badaniach byly: bibuta filtracyjna (FPA)
I karboksymetyloceluloza (CMC), w celu oznaczenie niespecyficznej aktywnoSci
celulolitycznej oraz karboksymetylocelulaz. Ponadto, oceniono stopien wykorzystania celulozy
przez izolaty Petriella setifera poprzez hodowlg na ptytkach Biolog MT2 z dodatkiem
odpowiednich substratow. Zastosowanie tego rodzaju ptytek, umozliwito prowadzenie hodowli
z wybranymi do eksperymentu substratami oraz ocen¢ wzrostu badanych mikroorganizmow
poprzez pomiar gestosci hodowli.

Wykonane analizy wskazuja na zdolnosci grzyba Petriella setifera do rozktadu celulozy.
Odnotowano aktywno$¢ enzymoéw zaangazowanych w szlaki degradacji celulozy oraz
wykazano zdolnos¢ do wzrostu na podtozu indukcyjnym z celuloza.

The main ingredient of waste from the agri-food industry is ligninocellulosic biomass.
This polimer, cellular structure is composed of cellulose, hemicellulose and lignin. In view of
the nature of chemical bonds it is a hardly biodegradable structure. However, the
ligninocelulose biomass is a rich source of energy and is used in biogas process production.

In the soils fertilized with manure or compost the specific of fungus Petriella setifera was
found. Because of their biochemical properties it is interesting organism for research of
cellulolytic waste degradation.

The study of Petriella setifera biochemical activity included ability to cellulose
degradation. Measurement of cellulases activity was based on biochemical analysis by
assessment the amount of accumulated reducing sugars after cellulose hydrolysis. The filter
paper (FPA) and carboxymethylcellulose (CMC) were used as a substrate, to determine
unspecific cellulolytic activity and carboxymethylcelulases. Moreover, the level of utilization
the cellulose by Petriella setifera have been measured through the use of Biolog MT2 plates
with addition of appropriate substrates. The use of this type of plates enabled to culture tested
microorganisms on the selected substrates and measuring the density of culture.
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The analysis revealed the ability of the Petriella setifera to cellulose degradation. The
activity of enzymes involved in cellulose degradation pathways was observed, tested species
had the ability to growth on the medium with cellulose addition.
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Zastosowanie metody sekwencjonowania NGS do okreslenia mikrobiomu rdzeniowego
roznych typow gleb

Application of NGS sequencing method to determine the core microbiome of different types
of soils

Jarostaw Grzadziel, Anna Galazka

Zaktad Mikrobiologii Rolniczej
Instytut Uprawy Nawozenia i Gleboznawstwa — Panstwowy Instytut Badawczy,
ul. Krancowa 8, 24-100 Putawy, tel. (0-81) 4786 958
jgrzadziel@iung.pulawy.pl

Réznorodnos¢ funkcjonalna i taksonomiczna zostata okreslona w o$miu réznych typach
gleby przy zastosowaniu metody sekwencjonowania nastgpnej generacji (NGS). Dodatkowo
przeprowadzono analiz¢ rozktadu réznych substratow przy zastosowaniu metody Biolog
EcoPlate. Obie analizy pozwolity na klasyfikacje oraz skorelowanie gatunkow lub rodzajow
bakterii z wlasciwoSciami gleby. Analizy statystyczne pozwolity na okreslenie
mikroorganizmow charakterystycznych i zwigzanych z réznymi typami gleb. Mikrobiom
rdzeniowy zostal obliczony dla grupy pigciu gleb, zaliczanych do dobrych jakosciowo,
urodzajnych oraz dla grupy trzech gleb kwasnych o niskiej jakosci. Badanie to dato podstawy
do poszukiwania glebowych markerow bakteryjnych oraz odpowiedzi na pytanie, jaki jest
zwigzek pomiedzy wilasciwosciami fizykochemicznymi gleby a zamieszkujacymi ja
mikroorganizmami. Kolejnym etapem badan bedzie analiza skladu grzyboéw, a takze
mikroorganizméw zwigzanych z ryzosfera oraz endoryzosfera.

The microbial taxonomic and functional diversity in eight different types of soils were
determined by the next generation sequencing (NGS) method. Additionally the utilization level
of 31 substrates measured by Biolog EcoPlate approach was conducted. Both methods enabled
to classify and correlate the bacteria species or genera to the soil properties. The statistical
methods enabled to determine microorganisms characteristic and related to different soil types.
The soil core microbiomes were calculated, for five soils considered as good quality and three
considered as acidic, poor quality. The research provided the basis for the search of soil marker
bacteria and a better understanding of the relationships between soil physiochemical properties
and the microorganisms inhabiting them. The next stage of the research will be the fungal, as
well as rhizosphere and endorhizosphere microorganisms diversity analysis.
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Jakos$¢ mikrobiologiczna biomasy uzywanej jako paliwo
Microbiological quality of biomass used as fuel

Jacek Grzyb, Krzysztof Fraczek, M. Olbryt
Uniwersytet Rolniczy im. H. Kottataja w Krakowie, Katedra Mikrobiologii

Perspektywa wyeksploatowania paliw kopalnych oraz wcigz rosnace zanieczyszczenie
srodowiska naturalnego przyczynia si¢ do wigkszego zainteresowania odnawialnymi zrodtami
energii. W Polsce dominujagcym zrodtem energii odnawialnej jest biomasa, ktéora mozna
wykorzysta¢ miedzy innymi jako paliwo. Oprocz korzysci ekologicznych wynikajgcych ze
stosowania biomasy jako paliwa w zastgpstwie lub wraz z paliwami kopalnymi pojawiajg si¢
zagrozenia mikrobiologiczne. Sg one zwigzane z obrobkg biomasy i powstawaniem bioaerozoli
oraz pytow, ktére moga mie¢ dziatanie chorobotworcze, toksyczne draznigce lub alergizujace.

Majac powyzsze na uwadze przebadano 12 probek biomasy. 2/3 prébek stanowila
biomasa §wieza: zrebki kukurydzy, zrebki drzewne, zrebki wierzby, a 1/3 biomasa podlegajaca
naturalnej bioderioracji podczas sktadowania na placu. W probkach badano obecno$¢ bakterii,
grzybow, promieniowcOw oraz bakterii kalowych.

Wykazano, ze probki biomasy byly w roéznym stopniu zanieczyszczone
mikrobiologicznie. Najwigksze ilo$ci bakterii 1 grzybéw odnotowano w sktadowanej biomasie,
z kolei wigksze ilosci promieniowcow i bakterii katowych w biomasie §wiezej.

The prospect of fossil fuel exploitation and the ever increasing pollution of the
environment contribute to increased concern in renewable energy sources. In Poland, the
dominant source of renewable energy is biomass, which can be used as fuel. In addition to the
ecological benefits of using biomass as a fuel substitute or with fossil fuels occur
microbiological hazards. They are related to the treatment of biomass and the formation of
bioaerosols and dusts that may be pathogenic, toxic, irritant or allergic.

With this in mind, 12 biomass samples were examined. Two thirds of samples were fresh
biomass: corn chips, wood chips, willow chips, and 1/3 biomass subjected to natural
bioderioration during long storage in the biomass square. The samples were examined for
bacteria, fungi, actinomycetes, and fecal bacteria.

It has been shown that biomass samples were to a varying degree microbiologically
contaminated. The highest amounts of bacteria and fungi were recorded in the stored biomass,
while the higher numbers of actinomycetes and fecal bacteria - in fresh biomass.
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Grupy fizjologiczne mikroorganizmow gleb ryzosferowych Spitsbergenu
Physiological groups of microorganisms from rhizosphere soils of Spitsbergen

Agnieszka Hanaka®, Jolanta Jaroszuk-Sciset?, Ewa Ozimek?, Malgorzata Majewska?, Anna
Stomka?, Andrzej Plak®, Piotr Zag(’)rski4, Matgorzata Wéjcikl, Stawomir Dresler?

1Zaktad Fizjologii Roslin, Wydziat Biologii i Biotechnologii
27aktad Mikrobiologii Srodowiskowej, Wydziat Biologii i Biotechnologii, Uniwersytet Marii Curie-
Sktodowskiej, ul. Akademicka 19, 20-033 Lublin
3Zaktad Gleboznawstwa i Ochrony Gleb, Wydziat Nauk o Ziemi i Gospodarki Przestrzennej
4Zaklad Geomorfologii, Wydzial Nauk o Ziemi i Gospodarki Przestrzennej, Uniwersytet Marii Curie-
Sktodowskiej, Al. Krasnicka 2cd, 20-718 Lublin
agnieszka.hanaka@umcs.pl

Spitsbergen, ze wzgledu na warunki klimatyczne panujace na wyspie, jest zasobny w
mikroorganizmy psychrofilne, ktére moga by¢ wykorzystane w biopreparatach w rolnictwie w
umiarkowanym klimacie Polski. Probki gleb pobrano w NW czesci Ziemi Wedela Jarsberga z
obszarow: Calypsostranda (CAL), Chamberlindalen (CH), Renardbreen (REN), Reimholmen
(REIN) i Reinodden (LN). Oznaczono liczebnosci mikroorganizméw: rozktadajacych mocznik
(ureolitycznych), rozpuszczajacych fosforany - PSM (ang. Phosphate Solubilizing
Microorganisms), syntetyzujacych zwiazki kompleksujace zelazo Fe®*, na tle zawartosci
wybranych pierwiastkoéw N, P i Fe w glebie.

Najwyzsza liczebnos$¢ bakterii ureolitycznych stwierdzono w lokalizacji CH6 (8,67
log10), a najmniejsza w REN1 (6,22 logio). Natomiast najnizszg zawarto§¢ N oznaczono w
glebach RENI1, 2 (odpowiednio 0,011 1 0,025% N) oraz CAL2 (0,02% N), a najwyzszg w
REIN2 13 (odpowiednio 1,231 1,76% N). Najwyzszg liczebnos¢ PSM oznaczono w glebie CH6
(9,32 log10), a najnizsza w glebie CAL1 (4,98 logio). Wysokiej zawartosci P przyswajalnego
oznaczonego w glebie (REIN, CH4) towarzyszyta stosunkowo niska liczebnos¢ PSM.
Najwyzsza liczebnoéé bakterii kompleksujacych Fe®** oznaczono w REIN 3 (7,41 logio),
natomiast najnizsza w CAL3 (5,01 logio). Najwyzsza zawarto$¢ Fe przyswajalnego
stwierdzono w glebach pobranych w lokalizacjach CAL8, REIN2 i REN1 (odpowiednio 0,74;
0,7 1 0,7 glkg s.m. gleby). W glebach z lokalizacji CH, gdzie oznaczono niskie stezenie Fe
przyswajalnego, stwierdzono podwyzszona liczebno§¢ mikroorganizméw kompleksujacych
zelazo.

Due to the climatic conditions prevailing on the island, Spitsbergen is rich in
psychrophilic microorganisms that can be used in biopreparations in agriculture in the moderate
climate of Poland. Soil samples were collected in the NW part of the Wedel Jarsberg Land from
Calypsostranda (CAL), Chamberlindalen (CH), Renardbreen (REN), Reimholmen (REIN), and
Reinodden (LN). The abundance of microorganisms: ureolytic urea, Phosphate Solubilizing
Microorganisms (PSM), and synthesizing Fe** complexes, was determined against the content
of selected N, P, and Fe elements in the soil.

The highest abundance of ureolytic bacteria was found in CH6 (8.67 log10) and the
lowest in REN1 (6.22 1og10). The lowest N content was found in REN1, 2 (0.011 and 0.025%
N, respectively) and CAL2 (0.02% N) and the highest in REIN2 and 3 (1.23 and 1.76% N,
respectively). The highest abundance of PSM was determined in the CH6 soil (9.32 log10) and
the lowest in the CALL1 soil (4.98 log10). The high available P content in soil (REIN, CH4) was
accompanied by a relatively low PSM abundance. The highest abundance of Fe3* complexing
bacteria was found in REIN 3 (7.41 log10), while the lowest in CAL3 (5.01 log10). The highest
content of available Fe was found in the soils collected in sites CAL8, REIN2, and REN1 (0.74,
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0.7 and 0.7 g/kg soil, respectively). In soils from the CH location, where a low concentration
of available Fe was detected, increased numbers of iron complexing microorganisms were
found.
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Sklad i funkcja mikrobiomu jelitowego na podstawie badan metagenomowych
Composition and function of the intestinal microbiome based on metagenomic studies

Monika Elzbieta Jach?, Ewa Sajnaga?

IKatedra Biologii Molekularnej, Wydziat Biotechnologii i Nauk o Srodowisku, Katolicki Uniwersytet Lubelski
Jana Pawta II, ul. Konstantynow 11, 20-708 Lublin
2Interdyscyplinarne Centrum Badan Naukowych, Laboratorium Biokontroli, Produkcji i Aplikacji EPN,
Katolicki Uniwersytet Lubelski Jana Pawta II, ul. Konstantynéw 1J, 20-708 Lublin

W ramach rozpoczetego w 2007 r. projektu Human Microbiome Project (HMP)
prowadzone sa badania nad sktadem ludzkiego mikrobiomu oraz jego wplywem na stan
zdrowia cztowieka. W tym celu zsekwencjonowano genomy mikrobiomoéw pochodzacych od
250 o0s6b z catego $wiata. Metagenomowe analizy wykazaty, ze mikrobiom jelit sktada si¢ z
3,3 miliona unikatowych genow, z ktorych wiekszo$¢ nie wystepuje w genomie cztowieka. Jest
to ilo§¢ gendow ok. 150 razy wicksza niz ta zawarta w genomie ludzkim. Na podstawie
metagenomowej analizy oszacowano, ze w jelicie ludzkim moze znajdowac si¢ ponad 1000
gatunkow bakterii. Analiza sekwencji gené6w kodujacych 16S rRNA ujawnita, ze nawet 80%
fylotypéw (odpowiednik gatunku okreslony na podstawie analizy 16S rRNA) odpowiada
gatunkom bakterii niehodowalnych in vitro. Jednym z gtownych celéw HMP byto ustalenie czy
ludzko$¢ posiada wspolng, rdzeniowa mikroflore jelitowa. Zaskakujacym jest fakt, ze nie
wykryto jednego gatunku bakterii (z zalozenia >0,5% zespotu mikroorganizmow)
wystepujacego w jelicie wszystkich badanych osob. Jednakze dalsze metagenomowe analizy
wykazaty, ze istnieje staty zestaw gendw obecny we wszystkich probkach. Moze to wskazywac
na istnienie wspolnego dla wszystkich ludzi mikrobiomu na poziomie materiatu genetycznego,
niezaleznie od roznorodnosci gatunkowej. Ten wspolny dla wszystkich ludzi zestaw genow
mikroorganizméw nadaje cztowiekowi wlasciwo$ci metaboliczne, ktérych sam nie rozwinat.

The Human Microbiome Project (HMP) was launched in 2007 to study the
characterization of the human microbe genome (microbiome) and its impact on human health.
Complete genomes of the microbiome from 250 people from all over the world have been
sequenced. Metagenomic analyses have shown that the intestinal microbiome consists of 3.3
million unique genes, of which a significant amount does not occur in the human genome. The
amount is 150 times bigger than the number of the genes of the human genome. Based on the
metagenomic analysis, it is estimated that over 1000 species of bacteria may be present in the
human gut. Analysis of the sequence of the 16S rRNA genes has revealed that up to 80% of the
phylotypes (species equivalent based on 16S rRNA analysis) correspond to in vitro non-
cultured species. One of the main goals of the HMP was to determine the existence of the human
intestinal microbiota core. Surprisingly, no one bacterial species (> 0.5% of the microbial
population) was found to be present in all tested people. However, further metagenomic
analyses have shown that there is a set of genes present in all samples. This may indicate the
importance of the existence of a common microbiome for all people at the level of genetic
material, regardless of species diversity. This set of microorganism genes common for all
humans gives humans metabolic properties that they have not developed themselves.
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Réznorodnos¢ populacji Colletotrichum coccodes w swietle badan morfologicznych i
genetycznych

Agnieszka Jamiotkowska, Beata Hetman, Marek Kopacki, Barbara Skwaryto-Bednarz

Katedra Ochrony i Kwarantanny Roslin, Uniwersytet Przyrodniczy w Lublinie,
ul. Leszczynskiego 7, 20-509 Lublin, aguto@wp.pl

Colletotrichum coccodes (Wallr.) Hughes uznawany jest za jednego ze sprawcow
antraknozy korzeni papryki w poludniowo-wschodniej czesci Polski. W okresie 2007-2012
gatunek ten byt wielokrotnie izolowany z korzeni papryki stodkiej (Capsicum annuum L.)
uprawianej w polu. Celem pracy byta morfologiczna i genetyczna charakterystyka populacji C.
coccodes wystepujacych na roslinach papryki. Wsrod losowo wybranych do badania izolatow
sze$¢ pochodzito z kolekcji whasnej zas cztery otrzymano z Banku Patogenéw IOR-PIB w
Poznaniu. Podczas badania oceniano charakter morfologiczny kultur: tempo wzrostu i
kolorystyke grzybni, oraz tworzenie struktur morfologicznych (acerwulusy, konidia, sclerocja).
Obserwacje morfologiczne przeprowadzono przy uzyciu mikroskopu optycznego i
skaningowego. Analize molekularng izolatow przeprowadzono technika RAPD-PCR, z
wykorzystaniem zmodyfikowanej metody CTAB. Badania molekularne zréznicowania
genetycznego populacji C. coccodes byly jednymi z pierwszych tego typu badan
przeprowadzonych w Polsce. W obrebie badanej populacji wyrézniono dwie gldwne grupy
skupien, ktére wykazaty na odrgbng klasteryzacje¢ izolatow pochodzacych odpowiednio z lisci
i korzeni oraz brak zr6znicowania genetycznego pomiedzy izolatami w zalezno$ci od miejsca
ich pochodzenia.
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Metabolizm endofitycznych szczepow Fusarium culmorum a typ interakcji z rosling

The metabolism of endophytic Fusarium culmorum strains and type of interaction with a
plant

Jolanta Jaroszuk-Scisel!, Grzegorz Janusz?, Artur Nowak?, Renata Tyskiewicz?,
Ewa Ozimek?', Matgorzata Majewska®, Anna Stomka®

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

Trzy blisko genetycznie spokrewnione szczepy F. culmorum, posiadajace genetyczne
determinanty dla syntezy toksyny deoksyniwalenolu, r6znig si¢ intensywnos$cia kolonizacji
korzeni, typem interakcji z komorkami granicznymi korzenia, zdolno$cig tworzenia struktur
mufko podobnych (tylko przez patogena) oraz efektem oddziatywania na rosliny zbozowe
(promujacy-PGPF, szkodliwy-DRMO i patogeniczny). Celem badania bylo okreslone
czynnikdw wptywajacych na réznice oddziatywania szczepdéw na rosliny. Wykazano, ze maja
one podobng zawarto$¢ frakcji §ciany komorkowej, ale roznig si¢ znacznie zdolnoscia do
syntezy z egzopolimerow (EPS) i sktadem tych polimeréw. Szczep PGPF produkowat EPS
tylko w kulturach mtodych (2-3 dniowych) i to w najnizszych st¢zeniach. EPS szczepu PGPF
zawieral 10 razy wiecej biatka niz EPS syntetyzowane przez pozostate szczepy. Frakcje
polisacharydowe EPS zawieralty monomery glukozy, mannozy i galaktozy, ale w EPS szczepu
PGPF przewazata galaktoza, a w EPS szczepéw DRMO i patogena, mannoza. Niepatogeniczne
szczepy roznily si¢ znaczaco od szczepu patogenicznego pod wzgledem zdolnoS$ci
wykorzystania réznorodnych substratow zarowno w dlugotrwatych hodowlach autolitycznych
jak i w tescie Biolog FF MicroPlate™ w mtodych hodowlach. Szczepy niepatogeniczne
wykorzystywaty substraty kilkakrotnie intensywniej i nawet o 96 godzin wczesniej niz szczep
patogeniczny, przy czym silna przewaga szczepu DRMO zaznaczyta si¢ bardziej w niskiej
temperaturze (12°C) niz w 20°C. Hodowle szczepu PGPF posiadaty wyzszag aktywnos¢
chitynazy, glukanazy i mannanazy a nizsza aktywno$¢ ksylanazy, celulazy i pektynazy niz
hodowle szczepu DRMO i patogena. Szczep PGPF syntetyzowal w najwyzszym stezeniu kwas
indolilooctowy i giberelinowy a patogen etylen.

Three genetically related F. culmorum strains, possess genetic determinants for synthesis
of deoxynivalenol toxin, differ in: intensity of root colonisation, type in interaction with root
border cells and mantle-like structures formation (only by the pathogen) and effect on cereal
plants growth (promoting-PGPF, deleterious-DRMO and pathogenic). The aim of the study was
to determine factors contributing to differences in the effect of strains on the plant. It has been
shown that they have similar contents of cell wall fractions but vary significantly in the ability
to synthesize of exopolimers (EPS) and differ in terms of the composition of these polymers.
The PGPF strain produced EPS only in young (2-3 day old) cultures and at the lowest
concentrations. The EPS of PGPF strain contain up to 10 times more protein than EPS
synthesized by other strains. Polysaccharide fractions of EPS include monomers of glucose,
mannose and galactose, but EPS of PGPF was dominated by galactose and in the EPS of DRMO
and pathogen strains by mannose. The non-pathogenic strains differed significantly from the
pathogenic strain in terms of the use of a wide variety of substrates both in the long-term
autolytic culture and in FF Biolog MicroPlate™ test in young cultures. The non-pathogenic
strains were able to use several times more substrates and up to 96 hours earlier than the
pathogenic strain, with the strong advantage for the DRMO strain, especially at the low
temperature (12°C) in relation to the 20°C. The PGPF strain cultures were characterized by
higher activity of the chitinase, mannanase and xylanase activity and lower activity of
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glucanase, celulase and pectinase than the cultures of the DRMO and pathogenic strain. The
PGPF strain synthesized highest concentrations of phytohormones - indoliloacetic and
gibberellic acids, but the pathogen cultures exhibited highest concentration of ethylene.

Praca naukowa finansowana ze $rodkow na nauke — projekt nr BS-P-11-010-17-2-07
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Wplyw systemu uprawy na aktywnos¢ drobnoustrojow czynnych w przemianach Ci N
w glebie pod uprawa jeczmienia
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Badania podj¢to w celu poznania oddzialywania roéznych systemow uprawy, tj
konwencjonalnego 1 ekologicznego na aktywno$¢ enzymatyczng 1 przebieg procesOw
biochemicznych w glebie pod uprawa jeczmienia.

Badaniami objeto glebe pochodzacg z trzyletniego doswiadczenia polowego, zalozonego

przez Katedre Herbologii i Technik Uprawy Roslin Uniwersytetu Przyrodniczego w Lublinie.
Dos$wiadczenie zatozono w Czestawicach (Polska, woj. lubelskie), na glebie ptowej
wytworzonej z lessu, zaliczanej do Il klasy bonitacyjnej. W doswiadczeniu zastosowane byty
2 systemy rolnicze: ekologiczny 1 konwencjonalny. W obu badanych systemach rosliny
uprawiane byly w pigciopolowym ptodozmianie: burak cukrowy, jeczmien jary, koniczyna
czerwona, pszenica ozima, owies. W kazdym roku pod przedplon jeczmienia jarego stosowano
jesienia obornik w dawkach: 30 tcha® w systemie konwencjonalnym i 40 tcha™ w systemie
ekologicznym, a nastepnie przyorywano go orka ziebla na glebokos¢ 30 cm. W czesci
ekologicznej nie stosowano chemicznej pielegnacji zasiewOw oraz nawozenia mineralnego.
Rosliny wysiewane w warunkach rolnictwa konwencjonalnego nawozono nawozami
mineralnymi w dawkach ustalonych dla kazdego gatunku indywidualnie. Stosowano tez §rodki
ochrony ro$lin zgodne z programem zwalczania agrofagbw w poszczegdlnych uprawach
rolniczych. Regulacja zachwaszczenia tanu roslin objetych systemem ekologicznym opierata
si¢ wylacznie na zabiegach mechanicznych.
W czasie trzech lat trwania do§wiadczenia probki gleby do analiz pobierano czterokrotnie w
ciggu kazdego roku tj. przed siewem (I), w fazie krzewienia (II), w fazie wyrzucania wiech (III)
oraz w fazie dojrzatosci pelnej (IV). W materiale glebowym oznaczano: aktywno$é¢
dehydrogenaz, ureazy, proteazy oraz nasilenie proceséw amonifikacji 1 nitryfikacji.

Przeprowadzone badania wykazaly, Zze zaréwno uprawa konwencjonalna jak i
ekologiczna wplywatly stymulujaco na aktywnos¢ proteazy i dehydrogenaz w glebie. Efekt ten
w przypadku aktywnosci proteolitycznej wystapil we wszystkich latach badan, a aktywnosci
dehydrogenazowej tylko w drugim roku. Aktywnos$¢ ureazy byta istotnie wyzsza tylko w
obiekcie z uprawa ekologiczng 1 jedynie w trzecim roku trwania dos§wiadczenia.

Aktywno$¢ proteazy w glebie objetej zarowno uprawg konwencjonalng jak i ekologiczng
ksztattowata si¢ na zblizonym poziomie w poszczegdlnych terminach. Natomiast aktywno$¢
ureazy 1 dehydrogenaz byta najwyzsza w IV terminie tj. w fazie dojrzatosci petnej rosliny.

Wyniki dotyczace procesu amonifikacji 1 nitryfikacji wykazaty, Ze jedynie proces
nitryfikacji podlegat nasileniu. Efekt ten uwidocznit si¢ w glebie spod uprawy ekologicznej w
pierwszym i drugim roku badan. Nasilenie procesu nitryfikacji bylo najwigksze w 11 II terminie
tj. przed siewem 1 w fazie krzewienia jeczmienia.
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Filogenetyczny dowdd transferu genoéw symbiotycznych miedzy bakteriami glebowymi
rodzaju Bradyrhizobium i Rhizobium

Phylogenetic evidence of the symbiotic genes transfer between soil bacteria of the genus
Bradyrhizobium and Rhizobium

Michat Kalita, Wanda Matek, Sylwia Wdowiak-Wrébel, Monika Marek-Kozaczuk,
Magdalena Wojcik

Zaktad Genetyki i Mikrobiologii, Wydzial Biologii i Biotechnologii, Uniwersytet Marii Curie-Sklodowskiej,
ul. Akademicka 19, 20-033 Lublin

Pozycja rodzajowa 10 szczepdw bakteryjnych wyizolowanych z brodawek korzeniowych
janowca ciernistego (Genista germanica) zostala okreSlona na podstawie analizy
poréwnawczej sekwencji genu 16S rRNA. Sze$¢ izolatow zaklasyfikowano do rodzaju
Bradyrhizobium. Pozostale cztery szczepy zgrupowaly si¢ na drzewie filogenetycznym,
skonstruowanym w oparciu o sekwencje genu 16S rRNA, z bakteriami rodzaju Rhizobium.
Analiza filogenetyczna sekwencji genow symbiotycznych nodC oraz nodZ badanych bakterii
wykazala ztozony profil pokrewienstwa ze szczepami referencyjnymi. Wszystkie izolaty G.
germanica zaklasyfikowane do rodzaju Bradyrhizobium wykazywaly najwyzszy stopien
podobienstwa sekwencji genow nodC i nodZ do referencyjnych szczepow tego rodzaju, z
ktérymi utworzyly wspolne grona na drzewach filogenetycznych analizowanych genow
symbiotycznych. Wszystkie mikrosymbionty G. germanica nalezace do rodzaju Rhizobium
utworzyly z bakteriami rodzaju Bradyrhizobium wspdlng grupe na drzewie filogenetycznym
genu nodZ, natomiast na filogramie genu nodC bakterie te rozdzielity si¢ na dwie grupy: jedng
o blizszym pokrewienstwie z rodzajem Bradyrhizobium i drugg blizej spokrewniong z rodzajem
Rhizobium. Zaprezentowane wyniki wskazuja na horyzontalny transfer genéw symbiotycznych
pomiedzy szczepami nalezacymi do réznych rodzajow bakterii brodawkowych.

The genus affiliation of 10 bacterial strains isolated from root nodules of German
greenweed (Genista germanica) was determined by comparative analysis of the 16S rRNA
gene sequences. Six isolates were classified into the genus Bradyrhizobium. The other four
strains formed, on phylogenetic tree reconstructed from 16S rRNA gene sequences, a common
group with reference species of the genus Rhizobium. Phylogenetic analysis of the symbiotic
gene sequences (nodC, nodZ) of the studied bacteria exhibited a complex pattern of relationship
with reference strains. The nodC and nodZ gene sequences of all G. germanica isolates
belonging to the genus Bradyrhizobium were most similar to the sequences of reference strains
of this genus, with which our isoates formed common clusters on the phylograms reconstructed
from the analyzed symbiotic genes sequences. All G. germanica microsymbionts belonging to
the genus Rhizobium grouped within the genus Bradyrhizobium on the nodZ gene phylogenetic
tree, whereas on the nodC phylogram they were divided into two groups: one which was close
related with the genus Bradyrhizobium strains and the other which was clustered with the genus
Rhizobium species. The results presented in this study indicate horizontal transfer of symbiotic
genes between strains belonging to different genera of nodule bacteria.
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Zalesione zwalowiska pogornicze jako refugia rzadkich gatunkéw grzybow
makroskopowych

Afforested mine spoils as refugia for rare species of macrofungi

Izabela Lidia Katucka

Wydzial Biologii i Ochrony Srodowiska, Uniwersytet £odzki

Nieuniknionym skutkiem gérnictwa odkrywkowego sa zwatowiska nadkladu —
rozluzowanych i wymieszanych mas skalnych znad eksploatowanego zloza,
charakteryzujacych si¢ zwykle niekorzystnymi wlasciwosciami fizycznymi i chemicznymi.
Zwalowiska obowigzkowo podlegaja rekultywacji technicznej i1 biologicznej w celu
przywrocenia funkcji uzytkowych i przyrodniczych, a wigkszo$¢ z nich zagospodarowuje si¢
w kierunku lesSnym. Zalesienia rekultywacyjne na zwatowiskach, ktore ze wzgledu na swoj
silnie antropogeniczny charakter rzadko bywaja obiektem badan bior6znorodnosci, okazaty sie
by¢ siedliskiem niezwykle bogatym w grzyby makroskopowe, zwlaszcza ektomykoryzowe —
tworzace symbioz¢ z drzewami. Specyficzne, czesto ekstremalne warunki glebowe i
mikroklimatyczne stanowig tu bardzo silny filtr srodowiskowy, ktéry powoduje, ze obok
gatunkow kosmopolitycznych czy wykazujacych szeroka tolerancje w stosunku do warunkow
siedliskowych, pojawiaja si¢ taksony rzadkie, o waskich preferencjach ekologicznych. Sa
wsrod nich liczne gatunki uznawane za zagrozone, a takze gatunki znane z pojedynczych
stanowisk w Polsce, a nawet na Swiecie. Przy znacznym ograniczeniu konkurencji ze strony
innych gatunkow, dla grzyboéw tych zwatowiska i drzewostany rekultywacyjne moga stanowic
ostoje umozliwiajaca egzystencje¢ rzadkich, izolowanych populacji.

One of unavoidable effects of open-cast mining are spoil heaps — masses of loosened,
mixed and aerated overburden, usually showing poor physical and chemical features.
Obligatory technical and biological recultivation of such places aim in reinstatement of utility
and natural functions, frequently via forest reclamation. For their strong anthropogenic
character, such forests are rarely the object of thorough biodiversity studies, however, they
appear to host exceptional diversity of macrofungi, especially of those forming ectomycorrhizal
symbiosis with trees. Specific, frequently extreme soil and microclimatic features
characterizing heterogeneous overburden heaps do form a strong environmental filter. As a
result of limited competition and habitat differentiation, besides cosmopolitan or highly tolerant
species many rare taxa showing specific niche preferences were found. Among them are many
species considered threatened, some are known from few localities in Poland or even in the
world. For these species, mine spoil afforestation may provide valuable refuge enabling
existence and survival of rare, isolated populations.
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Ocena aktywnosci ligninolitycznej mutantow szczepu Bjerkandera adusta CCBAS 930
Evaluation of ligninolytic activity of mutants of Bjerkandera adusta CCBAS 930

Teresa Kornitowicz-Kowalska, Kamila Rybczynska-Tkaczyk

Uniwersytet Przyrodniczy w Lublinie, Katedra Mikrobiologii Srodowiskowej,
Pracownia Mikologiczna, ul. leszczynskiego 7, 20-069 Lublin
kamila.rybczynska-tkaczyk@up.lublin.pl

Anamorficzny szczep grzyba B. adusta CCBAS 930 o uzdolnieniach
ligninolitycznych zostal wyizolowany z czarnej ziemi (Phaeazems wg FAO). Szczep
B. adusta CCBAS 930 cechuje si¢ wiasciwosciami do biotransformacji ligniny
po-przemystowej, kwasow huminowych oraz pochodnych antrachinonu: daunomycyny
1 barwnikow przemystowych.

Celem pracy bylo zwickszenia efektywnosci ligninolitycznej szczepu Bjerkandera adusta
CCBAS 930.

Szczep macierzysty poddano mutagenezie z wykorzystaniem czynnika chemicznego N-
metylo-N-nitro-N-nitrozoguanidyny (MNNG). W ptynnych hodowlach stacjonarnych (14 dni,
28°C) z 0,2% dodatkiem ligniny po-przemystowej, okresowo oznaczano: stopien dekoloryzacji,
zawarto$¢ zwigzkow fenolowych, zawarto$¢ biatka oraz aktywnos$¢ zewnatrzkomorkowych
peroksydaz: podobnej do chrzanowej (HRP-like), ligninowej (LiP) oraz uniwersalnej (VP). W
celu stwierdzenie zroznicowania genetycznego szczepu macierzystego B. adusta CCBAS 930
i fenotypowego mutanta (M5), ktory wykazywat najsilniejsze wlasciwosci ligninolityczne,
wykonano analiz¢ RAPD.

Uzyskane na drodze mutagenezy MNNG mutanty (M1, M2, M5, M8, M9, M10),
charakteryzowaty si¢ zroznicowanymi wiasciwo$ciami ligninolitycznymi w poréwnaniu do
szczepu macierzystego B. adusta CCBAS 930. Pod koniec 2-tygodnia badan wykazywaly
aktywnos¢ dekoloryzacyjng w zakresie 86-92%. W przypadku mutanta M5, odbarwienie
ligniny po-przemystowej bylo silnie skorelowana z aktywnoscig peroksydazy podobnej do
chrzanowej (HRP-like) i uniwersalnej (VP). Analiza stopnia polimorfizmu materiatu
genetycznego szczepu macierzystego B. adusta CCBAS 930 i jego mutanta M5 wykonana
technika RAPD pozwolita stwierdzi¢ r6znice w genotypie tych szczepow.
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Ocena przydatnoS$ci odpadéw organicznych do namnazania antagonistycznych szczepow
Trichoderma sp.

An assessment of the suitability of organic waste for the proliferation antagonistic
Trichoderma sp. strains

Donata Kosicka-Dziechciarek!, Agnieszka Wolna-Maruwka!, Jacek Dach?, Magdalena
Szczech®

Uniwersytet Przyrodniczy w Poznaniu, Katedra Mikrobiologii Ogélnej i Srodowiskowej
2Uniwersytet Przyrodniczy w Poznaniu, Instytut Inzynierii Biosystemow
3Instytut Ogrodnictwa w Skierniewicach

Doswiadczenie polegato na monitorowaniu liczebnosci grzybow plesniowych oraz trzech
izolatow Trichoderma sp. (T1- T.atroviride, T2-T.harzianum, T3-T.harzianum) w
przekompostowanych odpadach warzywniczych (cebulowe i pomidorowe) oraz oborniku.
Ponadto okreslono rodzaj interakcji miedzy autochtonicznymi grzybami wyizolowanymi z
kompostoéw i obornika a szczepami Trichoderma sp. Na podstawie uzyskanych wynikéw badan
stwierdzono, ze najwieksza liczebno$¢ grzybow w kompostowanych odpadach cebulowych i
oborniku odnotowano w obiekcie z dodatkiem izolatu Trichoderma T3. Z Kkolei w
kompostowanych odpadach pomidorowych w kombinacji z dodatkiem szczepu T1. Kompost
wytworzony z odpadow cebulowych i pomidorowych okazat si¢ najlepszym nosnikiem dla
szczepu T3, kompost sporzadzony na bazie obornika dla izolatu T1.Wykazano, ze w
kompostowanych odpadach cebulowych dominowaty szczepy Penicillium sp.. Z kolei w
odpadach pomidorowych dominujagcym rodzajem okazat si¢ Aspergillus, Penicillium i
Fusarium, natomiast w oborniku Penicillium, Mucor, Rhizopus, Clonostachys.
Przeprowadzony test na antagonizm wykazat inhibicyjny wptyw izolatow Trichoderma sp. w
stosunku do wickszosci wyizolowanych grzyboéw plesniowych.Badania dowodza, ze
przekompostowane odpady cebulowe i pomidorowe przeznaczone pod uprawe ro$lin
warzywnych sg dobrym nosnikiem dla antagonistycznych szczepow Trichoderma sp.

Stowa kluczowe: grzyby plesniowe, antagonizm, odpady warzywnicze, obornik

Praca zostala zrealizowana w ramach projektu pt. ,,Polskie szczepy Trichoderma w ochronie roslin i
zagospodarowaniu odpadow organicznych”, nr UDA-POIG.01.03.01-00-129/09-09, wspotfinansowanego przez
Unie¢ Europejska z Europejskiego Funduszu Rozwoju Regionalnego, Dziatanie 1.3 Programu Operacyjnego
Innowacyjna Gospodarka

The experiment was conducted in which we applied the plate method of monitor the
number of moulds and three Trichoderma sp. isolates (T1- T.atroviride, T2- T.harzianum, T3-
T.harzianum) in vegetable wastes composted (onion and tomato) and manure. Moreover, we
specified the type of interaction between autochthonous fungi isolated from the composts and
manure and Trichoderma sp. strains applied in the experiment.The research revealed that the
greatest number of moulds in the composted onion waste and manure was in the combination
with Trichoderma T3. The greatest number of moulds in composted tomato waste was found
in the combination with strain T1. The onion and tomato waste compost was the best carrier for
strain T3, whereas manure was the best carrier for isolate T1. Penicillium sp. strain was
predominant in the onion waste compost. On the other hand Aspergillus sp., Penicillium sp.
Fusarium sp. and Rhizopus sp. were predominant in the tomato waste compost, and in manure
Penicillium sp., Mucor sp., Rhizopus sp. and Clonostachys sp. The antagonism test revealed the
inhibitory effect of Trichoderma isolates on a most the mould strains isolated.
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The research proved that composted onion and tomato waste, which could be used for
vegetable growing, was a good carrier for antagonistic strains of Trichoderma sp.

The research was conducted as part of the project of the National Centre forResearch and Development,
No. UDA-POIG.01.03.01-00-129/09-09 ‘Polish Strains of Trichoderma in Plant Protection and Organic Waste
Handling’
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Ekspresja genéw RSH zaangazowanych w proces odpowiedzi $cislej u rzepaku (Brassica
napus L.) pod wplywem czynnikow stresowych

Expression of RSH genes involved in the stringent response in rape (Brassica napus L.)
in response to stress conditions

Karolina Kotowicz, Justyna Boniecka, Anna Goc, Grazyna Barbara Dabrowska

Uniwersytet Mikotaja Kopernika w Toruniu, Wydziat Biologii i Ochrony Srodowiska, Zaktad Genetyki
browsk@umk.pl

Geny RSH (ang. RelA/SpoT Homologs) sa to roslinne homologi bakteryjnych genéw
kodujacych biatka zaangazowane w proces odpowiedzi $cistej. Produktami aktywnosci tych
biatek sg (p)ppGpp — nietypowe nukleotydy nazywane alarmonami. Akumulacja alarmonoéw
odpowiada za przeprogramowanie procesOw komodrkowych, aby umozliwi¢ przetrwanie
w niekorzystnych warunkach srodowiska (Dgbrowska i in 2006).

Analiza promotoréw genéw RSH pozwolita zidentyfikowaé elementy regulatorowe
odpowiedzialne m.in. za odpowiedz na S$wiatlo, suszg, niskg temperature, fitohormony
czy elicytory grzybowe. W celu okreslenia poziomu transkryptu czterech typéw genéow BnRSH
w czasie kielkowania nasion w obecno$ci czynnikéw biotycznych i abiotycznych,
przeprowadzono reakcje SQRT-PCR.

Wykazano obecnos¢ genow RSH u rzepaku oraz zaobserwowano roéznice w poziomie
mRNA poszczegolnych typow tych gendéw w nasionach. Dowiedziono rowniez, ze ekspresja
RSH ulega zmianie pod wplywem wybranych czynnikéw powodujacych stres. Najwicksze
zmiany ekspresji zaobserwowano dla genu RSH1 i CRSH. Uzyskane wyniki §wiadczg o tym,
ze geny RSH rzepaku sa zaangazowane w reakcje roslin na dziatanie czynnikow
srodowiskowych.

RSH (RelA/SpoT Homologs) genes are plant homologs of bacterial genes encoding
proteins involved in the stringent response. Products of those proteins activity are
(p)ppGpp - atypical nucleotides called alarmons. The accumulation of alarmons is responsible
for reprogramming of cellular processes that help to survive under unfavorable environmental
conditions (Dgbrowska i in. 2006).

RSH gene promoter analysis allowed to identify regulatory elements responsible for
response to light, drought, low temperature, phytohormones or fungi elicitors. In order to
determine the transcript level of four BhnRSH gene types during seed germination in response
to biotic and abiotic factors sQRT-PCR was performed.

The presence of RSH genes in rapeseed has been demonstrated and differences in mMRNA
levels of the individual genes in seeds have been observed. It has also been shown that RSH
expression changes under the influence of selected factors. The largest changes in gene
expression were observed for RSH1 and CRSH genes. The results show that rape RSH genes
are involved in plant responses to environmental factors.

Literatura/Literature:
Dabrowska G., Prusiniska J., Goc A. (2006) Roslinny mechanizm adaptacyjnej odpowiedzi na warunki
stresowe homologiczny do odpowiedzi Scistej bakterii. Postepy Biochemii 52(1): 94-100

Badania sfinansowane z funduszu statutowego UMK
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Ocena przydatnos$ci metod ITS-PCR i sekwencjonowania genu 16S rRNA w
genotypowaniu Azotobacter chroococcum

Evaluation of ITS-PCR and sequencing 16S rRNA genes techniques for Azotobacter
chroococcum genetic differentiation

Monika Koziet, Stefan Martyniuk

Instytut Uprawy Nawozenia i Gleboznawstwa — Panstwowy Instytut Badawczy
Zaktad Mikrobiologii Rolniczej

W ciagu ostatnich lat metody oparte na biologii molekularnej staty si¢ bardzo cennym
narzedziem w badaniu réznorodno$ci mikroorganizmow wielu srodowisk. Dostgpno$¢ metod
biologii molekularnej jest obecnie do$¢ szeroka, a dobor odpowiedniej techniki czesto
uzalezniony jest od wiedzy i dost¢epu do odpowiedniego sprzetu.

Celem pracy byta ocena przydatnosci metod ITS-PCR oraz sekwencjonowania genu
16S rRNA w genotypowaniu Azotobacter chroococcum.

Materiat do badan stanowity szczepy bakterii z rodzaju Azotobacter wyizolowane z gleb
z obszardéw calej Polski. W celu genotypowania zgromadzonych izolatéw zastosowano dwie
metody: ITS-PCR i sekwencjonowanie genu 16S rRNA.

Metoda ITS-PCR/RFLP potwierdzita przynalezno$¢ badanych szczepow do tego samego
gatunku — Azotobacter chroococcum, gdyz dla wszystkich badanych izolatow uzyskano ten sam
profil elektoforetyczny (jeden produkt PCR o dlugosci okoto 1000pz). Analiza uzyskanych
sekwencji 16rDNA potwierdzita, ze wyizolowane szczepy nalezg do gatunku Azotobacter
chroococcum, a stopien identycznosci wynosi od 98-100%.

In recent years, methods based on molecular biology have become a very valuable tool
in the study of microbial diversity of many environments. The availability of molecular biology
methods is currently quite wide, and the selection of the appropriate technique often depends
on the knowledge and access to appropriate equipment.

The aim of this study was to evaluate the usefulness of ITS-PCR and sequencing 16S
rRNA genes methods for genotyping of Azotobacter chroococcum.

The material for the study was strains of bacteria of the genus Azotobacter isolated from
soils from all over Poland. For genotyping of collected isolates two methods were applied: ITS-
PCR and sequencing 16S rRNA genes.

ITS-PCR / RFLP method assay confirmed that the all strains belong to the same species
- Azotobacter chroococcum, as the same isolate profile was obtained for all tested isolates (one
PCR product of approximately 1000pz). Analysis of 16rDNA sequences confirmed that
isolated strains belong to the species of Azotobacter chroococcum, and the degree of identity is
98-100%.
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Analiza zmiennoSci genetycznej wirusa Schmallenberg (SBV) u przezuwaczy i w
muchéwkach z rodzaju Culicoides spp. w Polsce

The analysis of genetic variability of Schmallenberg virus (SBV) in ruminants and Culicoides
spp. biting midges in Poland

Magdalena Larska, Julia Kesik-Maliszewska, Aleksandra Antos
Panstwowy Instytut Weterynaryjny — Panstwowy Instytut Badawczy w Putawach

Wirus Schmallenberg jest stosunkowo nowo odkrytym w Europie ortobunyawirusem
zakazajacym glownie przezuwacze (bydto, owce, kozy) 1 ktorego wektorem sg owady z rodzaju
Culicoides spp. (potocznie kuczmany) Szczyt epizootii w Polsce nastapit w latach 2012 1 2013
1 doprowadzit do zakazenia do 100% badanych populacji zwierzat. W roku 2012 r. az u 10%
odtowionych kuczmanéw na terenie catego kraju stwierdzono obecnos¢ materiatu
genetycznego wirusa. Genom SBV sklada si¢ z jednoniciowego RNA o ujemnej polarnosci
zawierajacego trzy segmenty: L kodujacy polimeraze RNA; M - biatko niestrukturalne NSm i
glikoproteiny Gn i Gc; oraz S — biatko nukleokapsydu i niestrukturalne biatko NSs.
Przeprowadzone badania majg charakter pionierski. Za pomoca NGS lub sekwencjonowania
Sangera uzyskano sekwencje genomowe peilne 10 Polskich szczepéw SBV pochodzace z
surowicy zakazonego bydta, mézgu martwo-urodzonych jagniat i kuczmanéw z gatunku C.
obsoletus, ktore porownano migdzy sobg oraz z dostgpnymi szczepami referencyjnymi.
Analiza wykazata matg zmienno$¢ SBV w Europie. Najwieksza zmiennosci charakteryzowat
si¢ fragment segmentu M. Co ciekawe wigkszg zmienno$¢ w tym fragmencie wykazywaty
sekwencje od ssakow, podczas gdy niewiele mutacji niesynonimicznych stwierdzono w
sekwencjach od owaddw i grupowaty si¢ one w innych miejscach sekwencji aminokwasowej,
co moze mie¢ istotny wptyw dla patogenezy wirusa.

Schmallenberg virus, an orthobunyvirus that infects mainly ruminants (cattle, sheep and
goats), which vectors are blood-suckling midges of the genus Culicoides spp. has emerged into
Europe quite recently. SBV epizooty peaked in Poland between 2012 and 2013 and led to
infection up to 100% of tested animal populations. Moreover, as many as 10% of the midges
trappeds in the whole country in 2012 were found to carry the genetic material of the virus.
The SBV genome consists of a single-stranded negative sense RNA comprising three segments:
L encoding RNA polymerase; M - nonstructural protein NSm and glycoproteins Gn and Gc;
and S - nucleocapsid protein and NSs protein. The study is pioneering. Using NGS or Sanger
sequencing, complete genomic sequences of SBV strains obtained from the serum of infected
cattle, the brain of dead lambs and C. obsoletus midges were compared to each other and to the
available reference strains. The analysis showed a low variability of SBV in Europe.
Interestingly, greater variation in this fragment has been shown for mammalian sequences,
while only few nonsynonymus mutations have been found in insect sequences and have been
grouped elsewhere in the amino acid sequence, which may have a significant impact on the
pathogenesis of the virus.

101



Identyfikacja zagrozenia mikrobiologicznego wybranych obiektow kolekcji
etnograficznej, zgromadzonej przez Benedykta Dybowskiego w latach 1879 — 1883, z
wykorzystaniem metod biologii molekularnej

Identification of the microbiological hazard of selected objects of the ethnographic collection,
collected by Benedyczek Dybowski in the years 1879 - 1883, using the methods of molecular
biology

Tomasz Lech

Katedra Mikrobiologii
Wydziat Towaroznawstwa, Uniwersytet Ekonomiczny w Krakowie
ul. Rakowicka 27, 31-510 Krakow, tel. 12 2935803
tomasz.lech@uek.krakow.pl

Obiekty dziedzictwa kulturowego stanowia szczego6lny rodzaj towarow, ktory przed laty
zostaty wytworzone przez cztowieka czesto jako przedmioty uzytkowe, dekoracyjne, czy tez
majace charakter sakralny. Obecnie dzigki badaniom historycznych zbiorow mozliwe jest
poznanie rozwdju Kkultury, dyplomacji, czy tez wierzen minionych spoteczenstw. Niestety
nieustanie obiekty te ulegaja nieodwracalnej deterioracji wywotanej réoznymi czynnikami
srodowiskowymi. Jednym z wigkszych zagrozen dla obiektéw historycznych sa
mikroorganizmy. Bakterie, promieniowce i grzyby, posiadajace potencjal biodeterioracyjny,
moga zasiedla¢ obiekty historyczne, a takze $rodowiska ich gromadzenia. W przypadku ich
aktywnego wzrostu prowadzi¢ moga nawet do catkowitego ich zniszczenia. Celem niniejszych
badan byla identyfikacj¢ zagrozenia mikrobiologicznego szczegdlnego obiektu, ze zbiorow
Muzeum Etnogrtaficznego w Krakowie jakim jest aleucka parka - futro ze skorek ptasich z
piorami. Ten wyjatkowy obiekt trafit do muzeum etnograficznego z kolekcja zgromadzong
przez Benedykta Dybowskiego w latach 1879 — 1883. Ze wzgledu na unikatowo$¢ aleuckiej
parki w badaniach obok metod klasycznych zastosowano zaawansowane metody biologii
molekularnej, pozwalajagce na uzyskanie dokladniejszych informacji na temat stanu
mikrobiologicznego badanego obiektu. Zapewnienie odpowiednich warunkow
przechowywania wszystkich zbioréw dziedzictwa kulturowego stanowi kluczowy aspekt w ich
zabezpieczeniu oraz utrzymaniu w dobrej kondycji fizycznej, tak aby mogly dawac §wiadectwo
minionych kultur przysztym pokoleniom.

Cultural heritage objects are a special group of goods that were created by humans many

years ago, often as utility, decorative or sacral objects. Nowadays, due to historical collections
research, it is possible to get known about the development of past societies culture, diplomacy
or beliefs. Unfortunately those objects constantly undergo irreversible deterioration caused by
various environmental factors. One of the historical objects major risk are microorganisms.
Bacteria and fungi capable of biodeterioration can colonize historical objects as well as their
storage environments. If they grow actively, they can cause various changes on the surface and
in the structure of the material until complete destruction occurs.
The aim of this study was the identification of microbiological hazard of an object from the
collection of the Ethnographic Museum in Cracow, which is bird fur with feathers (aleucka
parka). This exceptional object was donated to Ethnographic Museum as a part of Benedykt
Dybowski collection gathered between 1879 - 1883. Due to aleucka parka uniqueness, both
classical and advanced molecular methods were applied, what allow to achieve more accurate
information of studied object microbiological status.
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Moreover appropriate storage conditions for all cultural heritage collections are curtail
to protect them and keep in good physical condition, that they can be a past cultures testimony
for future generations.
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Selekcja oraz identyfikacja szczepow bakterii glebowych o potencjalnym zastosowaniu
w bioremediacji gleb

Selection and identification of strains of soil bacteria with potential use in soil bioremediation

Anna Lisek, Lidia Sas Paszt, Pawel Trzcinski

Instytut Ogrodnictwa
ul. Konstytucji 3 Maja 1/3, 96-100 Skierniewice, tel. 46 834 52 21,
fax 46 833 32 28;
anna.lisek@inhort.pl

Rozw¢j przemystu powoduje wzrost zanieczyszczen gleb weglowodorami
aromatycznymi, wysoko toksycznymi dla ludzi, poniewaz wykazuja one dzialanie
kancerogenne 1 mutagenne. Z tego powodu poszukiwane sg metody degradacji i usuwania tych
zwigzkow z gleby. Do tego celu moga znalez¢ zastosowanie pozyteczne bakterie, ktore
wytwarzaja biosurfaktanty w celu zdegradowania weglowodoréw i uzycia ich jako zrdédlo
wegla. Celem badan byta ocena przydatnosci szczepoéw bakterii do bioremediacji gleb na
podstawie zdolnosci do wytwarzania lipopeptydéw oraz identyfikacja szczepow bakterii
wykazujacych takie wilasciwosci. Testy przeprowadzono dla osiemdziesieciu o$miu Gram
dodatnich szczepow bakterii pozyskanych z gleb z okolic korzeni roslin sadowniczych. Ocene
wlasciwo$ci wytwarzania lipopeptydow przez szczepy bakterii przeprowadzono przy uzyciu
techniki analizy DNA z uzyciem czerech par starterow specyficznych dla grup lipopeptydow
takich jak surfaktyny, mycosubtiliny, fengyciny oraz plipastatyny. Identyfikacje szczepow
bakterii przeprowadzono na podstawie analizy genu 16S rRNA. Zdolno§¢ do wytwarzania
lipopeptydow wykazaly 33 szczepy bakterii. Najwicksza liczba szczepoéw bakterii (22)
wykazywata zdolno$¢ do syntezy surfaktyn, natomiast zdolno$¢ do wytwarzania mycosubtilin
i plipastatyn wykazywaty odpowiednio 8 i 3 szczepy bakterii. Stwierdzono, ze szczepy bakterii
wytwarzajace lipopeptydy nalezaty do rodzajow Bacillus oraz Paenibacillus.

Industrial development increases the contamination of soils with aromatic hydrocarbons,
which are highly toxic to humans as they exhibit carcinogenic and mutagenic activities. For this
reason, methods of degrading and removing these compounds from the soil are being sought.
For this purpose, use can be made of beneficial bacteria that produce biosurfactants in order to
degrade hydrocarbons and use them as a source of carbon. The aim of the study was to assess
the usefulness of bacterial strains for soil bioremediation on the basis of their capacity to
produce lipopeptides, and to identify those strains that exhibit such properties. The tests were
performed for eighty-eight Gram-positive bacterial strains obtained from soils from around the
roots of fruit plants. The assessment of the production of lipopeptides by the strains was
performed using a DNA analysis technique involving the use of four primer pairs for the three
lipopeptide families, taking into account the differences between each synthetase gene.
Identification of the bacterial strains was based on the analysis of the 16S rRNA gene. The
capability to produce lipopeptides was shown by 33 strains. The largest number of the strains
(22) had the capacity for synthesizing surfactin, whereas the ability to produce mycosubtilin
and plipastatin was exhibited by, respectively, 8 and 3 bacterial strains. It was found that the
strains of the bacteria capable of producing lipopeptides belonged to the genera Bacillus and
Paenibacillus.
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Wplyw insektycydu Decis na aktywnos$¢ metaboliczna grzybow entomopatogennych.
Influence of Decis insecticide on the metabolic activity of entomopathogenic fungi.

Anna Litwin?, Cezary Tkaczuk?, Sylwia Rézalska®

Katedra Mikrobiologii Przemystowej i Biotechnologii, Wydziat Biologii i Ochrony Srodowiska, Uniwersytet
Lodzki
2Zaklad Ochrony i Hodowli Ro$lin, Wydzial Przyrodniczy, Uniwersytet Przyrodniczo-Humanistyczny w
Siedlcach

Insektycydy to substancje z grupy pestycydow powszechnie stosowane w ochronie ro$lin.
Do najczegsciej wykorzystywanych zaliczamy zwigzki syntetyczne, do ktérych naleza
pyretroidy, neonikotynoidy, karbaminiany oraz zwiazki chloro- i fosforoorganiczne. Masowe
stosowanie insektycydow moze wywiera¢ niekorzystny wplyw na organizmy zywe
zamieszkujace gleby, w tym grzyby entomopatogenne, ktére w naturalny sposéb kontroluja
populacje stawonogoéw w §rodowisku.

Celem pracy bylo okre$lenie wptywu insektycydu Decis (deltametryny zaliczanej do
pyretroidow), na zdolno$¢ do kielkowania 1 aktywno$¢ metaboliczng grzybow
entomopatogennych.

Badania przeprowadzono na ptytkach mikrotitracyjnych, do ktorych dodawano
deltametryne (w stezeniach od 0,001 do 1 g/l) oraz 2 x 10° zarodnikow/ml grzybow
entomopatogennych nalezacych do rodzajow Paecilomyces, Beauveria, Isaria i Metarhizium.
Ponadto, po 48-godzinnej inkubacji, przeprowadzono testy zywotnosci z dioctanem
fluoresceiny (FDA).

Sposrod 13 przebadanych szczepow grzyboéw entomopatogennych najbardziej oporny na
obecno$¢ Decis w podtozu wzrostowym okazat si¢ szczep Beauveria brongniartii, dla ktorego
zanotowano 31% 1 82% zywotno$¢, odpowiednio przy stezeniach 62,5 17,8 mg/l. Z pozostatych
przebadanych szczepow okoto 50% aktywnos$¢ metaboliczng (przy st¢zeniu deltametryny 7,8
mg/l) wykazaty szczepy Isaria fumosorosea, Metarhizium anisopliae, Metarhizium flavoviride
I Metarhizium robertsii.

Stwierdzono, ze Beauveria brongniartii charakteryzuje si¢ najmniejsza wrazliwoscia na
obecno$¢ badanego insektycydu w podtozu wzrostowym.

Insecticides are a group of pesticides frequently used in plant protection. Synthetic
insecticides such as pyrethroids, neonicotinoids, carbamates and organophosphates,
organochlorides are the most common. The widespread use of insecticides can adversely affect
soil organisms, including entomopathogenic fungi, which naturally control arthropod
populations in the environment.

The aim of the study was to determine the effect of insecticide Decis (pyrethroid

deltamethrin) on germination ability and metabolic activity of entomopathogenic fungi.
The experiments were performed on microtiter plates with deltamethrin (in concentrations from
0.001 to 1 g/l) and 2 x 10° spores/ml of entomopathogenic fungi belonging to the genera of
Paecilomyces, Beauveria, Isaria, and Metarhizium. Moreover, at 48 hour of incubation, the
viability tests with fluorescein diacetate (FDA) were conducted.

Among 13 tested strains of entomopathogenic fungi, the Beauveria brongniartii strain
was the most resistant to Decis and its viability was 31% and 82% at 62.5 and 7.8 mg/I
concentration of the insecticide, respectively. In case of the other tested strains, about 50% of
the metabolic activity (at concentration of deltamethrin 7.8 mg/l) was detected for Isaria
fumosorosea, Metarhizium anisopliae, Metarhizium flavoviride i Metarhizium robertsii.
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It was found that Beauveria brongniartii is the least sensitive to the presence of Decis in growth
medium.
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Metagenomowa analiza bakterii zasiedlajacych liscie r6znych odmian szybkorosnacych
drzew Paulownia sp.

Metagenomic analysis of bacteria inhabiting leaves of various cultivar fast growing tree of
Paulownia sp.

Matgorzata Lyszcz, Anna Galazka

Zaktad Mikrobiologii Rolniczej,
Instytut Uprawy Nawozenia i Gleboznawstwa — Panstwowy Instytut Badawczy,
ul. Czartoryskich 8, 24-100 Putawy, tel. (0-81) 4786950,
mlyszcz@iung.pulawy.pl

Paulownia sp. jest szybko rosngcg odmiang drzewa liSciastego, nalezacego do rodziny
Paulowniaceae, réwniez zaliczanego do rodziny Scrophulariaceae (wczesniejsza nazwa).
Najbardziej znaczacymi gatunkami tego rodzaju sa P. albiphloea, P. australis, P. catalpifolia,
P. elongata, P. fargesii, P. fortunei, P. kawakamii i P. tomentosa. Drzewo to pochodzi z Chin,
gdzie uprawiane jest juz od ponad 2000 lat. Gatunki tego rodzaju sa bardzo dobrze
przystosowane do szerokich zmian czynnikow glebowych i klimatycznych, rosng na glebie
okreslanych jako marginalne. Liscie Paulownia sp. maja wysoka zawarto$¢ biatka (okoto 20%),
thuszczow oraz cukrow.

Fyllosfera — to nadziemna czgs$¢ roslin, ktora jest waznym i wszechobecnym siedliskiem
dla bakterii. Natomiast bakteric sa wazne dla gospodarzy roslinnych. Mikroorganizmy
z komorkami gospodarza zapewniajg kompleksowy ekosystem okreslajacy liczne i roznorodne
procesy biologiczne. Szczegdlowe cele tego badania to okre§lenie rdéznorodnosci
drobnoustrojow zamieszkujacych liscie Paulownia sp. Analiza r6znorodnosci strukturalnej,
ktora jest jakosciowa i iloSciowa analizg zawarto$ci populacji bakterii, byla wykonana przy
uzyciu nowoczesnej techniki, ktorg jest sekwencjonowanie nastepnej generacji hiperzmiennych
fragmentow genu 16S rDNA. Analiza fragmentow V3-V4 wykazata, ze Calotrix parietina
wystepuje w kazdej probee lisci bez wzgledu na odmiang drzew. Prawdopodobnie ten gatunek
jest charakterystyczny dla odmian drzew Paulownia sp.

Paulownia sp. is a fast growing variety of deciduous tree, which belongs to
Paulowniaceae family but also is included in Scrophulariaceae family (earlier name). The most
significant varieties of this kind are P. albiphloea, P. australis, P. catalpifolia, P. elongata,
P. fargesii, P. fortunei, P. kawakamii and P. tomentosa. This tree comes from China, where it
is cultivated already for more than 2000 years. The species from this type are extremely well-
adjusted to wide changes of soil and climate factors, they grow on soil referred to as marginal.
Paulownia leaves have a high protein content (about 20%), fats and sugars.

The phyllosphere - the aerial surfaces of plants is an important and ubiquitous habitat
for bacteria. On the other hand bacteria are important to their plant hosts. The microorganisms
with the host cell systems provide a comprehensive ecosystem determining a number of diverse
biological processes. Detailed aims of the study is definition of the diversity of microorganisms
inhabiting leaves of Paulownia sp. The analysis of structure diversity which is the qualitative
and quantitative species content analysis of bacteria population was performed by modern
technique, which is next-generation sequencing of hypevariable fragments of 16S rDNA gene.
Analysis of variable V3-V4 fragments revealed that Calothrix parietina is present in every leaf
sample irrespective of tree species. Probably this species is characteristic of Paulownia sp.
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Ekstrakcja Cd i zwigzkéw kompleksujacych Fe(IIl) z powierzchni korzeni zyta (Secale
cereale) i kostrzewy owczej (Festuca ovina)

Extraction of Cd and Fe(l11)-chelators from root surface of rye (Secale cereale) and sheep
fescue (Festuca ovina)

Matgorzata Majewska, Jolanta Jaroszuk-Scisel, Artur Nowak, Ewa Ozimek, Anna Stomka,
Renata Tyskiewicz

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

Celem przeprowadzonych badan bylo poréwnanie akumulacji Cd w biomasie zyta
(Secale cereale ,,Dankowskie Ztote") oraz kostrzewy owczej (Festuca ovina) — ro$lin
o istotnym potencjale fitoremediacyjnym. Wykorzystujac metode ekstrakcji 0,1M NaNO3
okreslono potencjalng mobilno$¢ zimmobilizowanego Cd oraz zwiazkéw kompleksujacych
Fe(III) zgromadzonych na powierzchni korzeni tych roslin. Akumulacja Cd przez rosliny (3-
tygodniowa hodowla hydroponiczna) zalezala od stezenia tego metalu w podiozu wzrostu
(roztwér Hoagland’a) oraz gatunku ro$liny. Zaréwno przy stezeniu 1 jak i 10 pg Cd ml?
podtoza, w korzeniach F. ovina byto akumulowane 2 razy wigcej Cd niz w korzeniach
S. cereale, a translokacja Cd do czgsci nadziemnych kostrzewy bylta 3 razy wydajniejsza w
porownaniu do tej stwierdzonej u zyta. Kadm unieruchomiony przez korzenie S. cereale byt
trudniej ekstrahowany 0,1M NaNOs niz metal zimmobilizowany przez korzenie F. ovina.
Wydajnos¢ uruchamiania Cd z korzeni kostrzewy wynosita 14% a z korzeni zyta 6%, gdy
roéliny rosty w podtozu zawierajacym 1 ug Cd ml™? lub odpowiednio, 34% i 28%, gdy rosty
w podtozu zawierajacym 10 pug Cd ml?. Z korzeni F. ovina ekstrahowano istotnie wiccej
zwigzkow kompleksujacych Fe(IIT), w tym sideroforéw hydroksamowych i katecholowych, niz
z korzeni S. cereale. Niezaleznie od gatunku ro$liny, zwigkszenie stezenia Cd w podtozu
powodowato wzrost ilosci chelatorow Fe(Ill) deponowanych na powierzchni korzeni. Na
podstawie uzyskanych wynikow, mozna wnioskowaé, ze zwiazki kompleksujace obecne
w wydzielinach korzeniowych zwigkszaly mobilizacje Cd unieruchomionego przez korzenie.

The aim of the study was to compare the accumulation of Cd by roots of rye (Secale
cereale ,,Dankowskie Ztote") and sheep fescue (Festuca ovina) — plants exhibiting significant
potential for phytoremediation. By using the extraction procedure with 0.1M NaNO3, the
potential mobility of Cd and total Fe(lll)-chelators immobilized on the roots surface of these
plants was determined. Accumulation of Cd by plants (3-week hydroponic cultivation period)
depended on the concentrations of Cd in the growth medium (Hoagland solution) and the plant
species. At both concentration levels of Cd (1 or 10 pg Cd ml?), twice as much metal was
accumulated in the roots of F. ovina than in the roots of S. cereale, and translocation of Cd to
the shoots was three times higher in fescue than in rye. Cadmium immobilized by the roots of
S. cereale was harder to extract with 0.1M NaNO3z than the metal bound by F. ovina roots.
The effectiveness of metal mobilization was 14% from fescue roots and 6% from the rye roots,
when plants growth at 1 pg Cd ml?, and 34% and 28% respectively, when plants grew at
10 pg Cd mlt. During Cd extraction with 0.1M NaNOs, not only the metal but also organic
ligands were released from the root surface. Significantly more Fe(lll)-chelators, including
hydroxamate and cathechol siderophores, were extracted from F. ovina roots than S. cereale
roots. Regardless of the plants species, the increase of amount of Fe(ll1)-chelators deposited on
the root surface was positively correlated with the quantity of added Cd. These observations
allow us to conclude that organic ligands present in the root exudates increased Cd mobilization
from roots.
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Wystepowanie i liczebnosci bakterii wiazacych N> w glebach polski
Occurrence of N2 fixing bacteria in Polish soils

Stefan Martyniuk, Monika Koziet
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Czartoryskich 8, 24-100 Putawy, Sm@iung,pulawy.pl

W pracy przedstawiono wyniki badan nad wystepowaniem w glebach uprawnych Polski
nastepujgcych grup bakterii uzdolnionych do asymilacji azotu atmosferycznego: - wolno
zyjacych w $rodowisku glebowym asymilatorow N2 z rodzaju Azotobacter, oraz — bakterii
symbiotycznych (Bradyrhizobium, Rhizobium, Sinorhizobioum) roslin bobowatych.
Wystepowanie oraz liczebnosci bakterii z rodzaju Azotobacter oznaczano metoda rozcienczen
na ptytkach z bezazotowa pozywka agarowa, natomiast bakterii brodawkowych metoda
biotestu z siewkami roslin bobowatych rosngcymi na sterylnym piasku zaszczepianym
wzrastajacymi rozcienczeniami badanych gleb (10 - 10°).

Przeprowadzone badania wykazaly, ze bakterie nalezace do rodzaju Azotobacter
wystepuja w okoto 50% gleb Polski, na ogét o pH powyzej 6,0. Bakterie symbiotyczne
koniczyny, grochu i bobiku wystepuja powszechnie w glebach Polski, nawet w glebach, na
ktorych od wielu lat nie uprawiano wymienionych roslin. Bakterii tych nie stwierdzono tylko
w okoto 5% gleb (na 80 badanych) i byly to gleby lekkie, silnie zakwaszone (pHkcr) < 4,5).
Bakterii symbiotycznych tubinu i fasoli nie wykryto w okoto 25% badanych gleb. Symbionty
tubinu sg najliczniejsze w glebach $rednio zwigztych i w glebach lekkich o odczynie lekko
kwasnym lub kwasnym, czyli w glebach najczesciej obsiewanych ta ro§ling. W wiekszosci
naszych gleb brak jest bakterii symbiotycznych lucerny i soi lub liczebnos$ci tych bakterii sg
bardzo niskie.

Results of studies on the occurrence and numbers of free living N2-fixing bacteria of the
genus Azotobacter and symbiotic bacteria (Bradyrhizobium, Rhizobium, Sinorhizobioum) of
legumes in Polish soils are presented in this work. Numbers of Azotobacter spp. were assessed
by a plate-dilution method on N-free agar medium and those of root-nodule bacteria using a
sand pouch—plant infection method (bio-tests) with seedlings of leguminous plants inoculated
with soil dilutions (107 - 10°°).

It was found that bacteria belonging to the genus Azotobacter colonize about 50% of
Polish soils having the pH above 6.0. Rhizobium leguminosarum bv. viciae (symbionts of pea,
faba bean, vetch) and R. leguminosarum bv. trifolii (symbionts of clover) were detected in 77
and 76 soils, respectively, of 80 soils examined. Most of these soils contained moderate and
high numbers of these species of the rhizobia. Symbionts of beans, R. leguminosarum bv.
phaseoli, were assessed in 76 soils; of this number 15 soils had no detectable populations of
bean rhizobia and in 40 soils high or moderate numbers of these bacteria were found.
Bradyrhizobium sp. (Lupinus), root nodule bacteria of lupine and serradella, were absent in 19
soils, out of 80 tested, and 34 soils were colonised by high or moderate populations of
bradyrhizobia. Sinorhizobium meliloti, symbionts of alfalfa, were sparse in the examined soils;
with 56 soil containing no detectable numbers of S. meliloti and only 6 soils harbouring high or
moderate populations of this species. The estimated numbers of the rhizobia in the studied soils
were also related to some physical and chemical properties of these soils.
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Zroéznicowanie skladu monomeroéw cukrowych egzopolimerow syntetyzowanych przez
glebowe i ryzosferowe szczepy Fusarium spp., Trichoderma spp. i Penicillium spp.

Differentiation of sugar monomer compositions of exopolymers synthesized by soil and
rhizospheric Fusarium spp., Trichoderma spp. and Penicillium spp.

Artur Nowak?, Jolanta Jaroszuk-Sciset', lwona Komaniecka?, Adrian Wiater, Grzegorz
Janusz*, Renata Tys’kiewiczl, Ewa Ozimek?, Matgorzata Majewskal, Anna Stomka?
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Mikrobiologiczne egzopolimery (EPS) sa wielkoczasteczkowymi  zwigzkami
zawierajacymi gtownie polisacharydy i aminocukry ale takze biatka i zwiazki o charakterze
fenolowym. Polisacharydy wchodzace w sklad EPS zbudowane sa z powtarzajacych si¢
cukrowych monomerdéw potaczonych ze sobg wigzaniami a lub . W zaleznosci od tego czy
monomery s3 jednego typu czy zrdéznicowane wyrdznia si¢, odpowiednio, homo- oraz
heteropolimery. Budowa i sktad EPS moze mie¢ kluczowe znaczenie w ksztattowaniu ich
wilasciwos$ci antyoksydacyjnych, antymikrobiologicznych czyzdolnosci do indukcji odporno$ci
roslin. Egzopolimery grzybow Ascomycota wptywaja na interakcje zachodzace w ryzosferze i
tkankach roslin z innymi mikroorganizmami oraz roslinami. Zbadano zdolno$¢ do wytwarzania
oraz sktad EPS 9 szczepow Ascomycota reprezentujacych trzy rodzaje: Fusarium (F. avenacum
Fa4, F. oxysporum Fol4, F. graminearum Fg36), Trichoderma (T. harzianum Th32Ag3,
T. koningii Tk3AQO, T. reeseei TrF560) oraz Penicillium (P. janthinellum Pj4Ag0, P. lanosum
PI7, P. chrysogenum Pch46). Hodowle prowadzono w 20°C na podiozu zawierajacym
sacharoze 1 pepton. EPS uzyskany poprzez precypitacje alkoholowa, liofilizowano,
hydrolizowano i poddawano analizie metoda chromatografii gazowej. We wszystkich
badanych EPS glukoza, galaktoza i mannoza stanowita ponad 99% a arabinoza oraz gluko- i
galaktoaminy wystgpowaty w §ladowych ilosciach. Wykazano, ze EPS szczepow Fa4 1 Fg36
byly niemalze czystymi glukanami (96% i 98% glukozy). EPS szczepow Penicillium spp. i
F. oxysporum okazaly si¢ mannogalaktoglukanami, natomiast EPS szczepoéw Trichoderma spp.
glukogalakto-mannanami zawierajacymi 40-50% glukozy, 30% galaktozy i 16-30% mannozy.

Microbial exopolimers (EPS) are high molecular compounds containing mainly
polysaccharides and aminosugars, but also proteins and phenolic compounds. Polysaccharides
that are part of the EPS are built of repeating sugar monomers linked together by o or B bonds.
EPS are divided on homo- and heteropolimers depending on the monomers type. Structure and
composition of the EPS may be crucial in shaping their antioxidant, antymicrobial or plant
resistance inducing properties. Exopolimers of Ascomycota fungi affect interactions in
rhizosphere and plant tissues with other microorganisms and plants. The ability to synthesize
and the composition of the EPS of 9 strains of Ascomycota, representing the three genera:
Fusarium (F. avenacum Fa4, F. oxysporum Fol4, F. graminearum Fg36), Trichoderma
(T. harzianum Th32Ag3, T. koningii Tk3AgO, T. reeseei TrF560) and Penicillium
(P. janthinellum Pj4Ag0, P. lanosum P17, P. chrysogenum Pch46) has been studied. Cultures
were carried out at 20°C on a medium containing sucrose and peptone. The EPS obtained by
alcohol precipitation has been lyophilized, hydrolysed and analyzed by gas chromatography. In
all EPS, glucose, galactose and mannose represented more than 99% but arabinose and glucu-
and galactoamins were in the traces. It has been shown that the EPS of Fa4 and Fg36 strains
were almost pure glucans (96% and 98% glucose). EPS of Penicillium spp. and F. oxysporum
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were mannogalactoglucans, while EPS of Trichoderma spp. were glucogalactomannans
containing 40-50% glucose, 30% galactose and 16-30% mannose.

Praca finansowana ze $rodkéw na nauke w ramach projektu badawczego BS-M-11-010-16-2-09
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Grzyby: identyfikacja morfologiczna czy metabarkoding — ktéra z metod sprawdza sie¢
lepiej?

Fungi: morphological identification or metabarcoding — which method performs better?

Alicja Okrasinska?, Julia Pawlowska!, Przemystaw Decewicz?, Lukasz Dziewit?,
Pukasz Istel*, Marta Wrzosek!
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2Zaklad Genetyki Bakterii, Wydziat Biologii, Uniwersytet Warszawski, ul. I. Miecznikowa 1, 02-096 Warszawa

Dotychczasowe ekologiczne badania grzybow przeprowadzano gléwnie przy uzyciu
metod morfologicznych. Identyfikacja morfologiczna jest jednak obarczona wieloma wadami,
tj. wymaga specjalistycznej wiedzy z zakresu morfologii (a takze fizjologii grzybow), a co za
tym idzie jest nie tylko czaso- i pracochtonna, ale i uzalezniona od umiejgtnosci i doswiadczenia
badacza. Ponadto, wybiorczy wzrost grzyboéw na podtozach hodowlanych stanowi dodatkowa
przeszkode w poznaniu pelnej réznorodnosci grzybéw mikroskopowych w danej probce
srodowiskowej. Przeprowadzone przez nas badanie ma na celu sprawdzenie, czy metody oparte
na sekwencjonowaniu nowej generacji i narz¢dziach bioinformatycznych sa w stanie daé
petniejszy obraz sktadu gatunkowego micromycetes niz tradycyjne metody oparte na analizach
morfologii. Trzeba podkresli¢ jednak, ze metody oparte o analizy NGS nie sg pozbawione wad.
Ich wynikiem jest zbior markerowych sekwencji nukleotydow, ktére same w sobie nie niosa
zadnej informacji. Dopiero w oparciu o porownanie uzyskanych sekwencji DNA z bazami
sekwencji referencyjnych mozliwe jest uzyskanie informacji, czyli identyfikacj¢ danego
organizmu. W zwigzku z niedoskonatos$cig baz danym tj. GenBank czy UNITE, wsrod
uzyskanych przez nas wynikéw tylko 20% nie zostalo zidentyfikowanych do poziomu gatunku.
Z drugiej strony, przy uzyciu metod opartych na NGS otrzymaliSmy prawie pi¢¢ razy wigcej
gatunkow niz w przypadku metod morfologicznych. Ponadto udato si¢ zidentyfikowa¢ kilka
gatunkow dotychczas nienotowanych w Polsce — np. Mortierella alliacea czy M. amoeboidea.

Traditional methods used in ecological studies to identify fungal taxa are mainly based
on morphological features of given organisms. However, these methods are not perfect.
Effectiveness of given methods depend on overall knowledge of fungal morphology,
physiology and taxonomy. Therefore traditional methods are not only time-consuming and
labor-intensive but also very researcher’s skills-dependent. Selective growth on agar media is
another obstacle decreasing identification of full mycodiversity of a given environmental
sample. Our study aimed to check whether NGS methods can give more complex and full
insight into micromycetes’ diversity than traditional methods. However, NGS-based methods
also have disadvantages. The result of such analysis is a pool of nucleotide barcode sequences
which are not an information per se. Only comparing obtained sequences with reference
databases can result in identification of organisms. Only 20% of sequences obtained in our
study could not be identified on species level what is probably due to imperfection of databases
like GenBank and UNITE. On the other hand, using NGS and bioinformatic tools we obtained
almost five times more species than we did while using morphology-based methods. Moreover,
our results revealed some species, which has not been identified in Poland before, e.g.
Mortierella alliacea or M. amoeboidea.
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Ocena oddzialywania napropamidu na aktywnos$¢ enzymatyczng gleby w doswiadczeniu
polowym z nagietkiem lekarskim (Calendula officinalis L.)

Assessment of napropamide effect on soil enzymatic activity in field experiment with
marigold (Calendula officinalis L.)

Mirostaw Onyszko, Martyna Snioszek, Maciej Ptatkowski,
Arkadiusz Telesinski, Michat Strek

Katedra Fizjologii Ro$lin i Biochemii, Zachodniopomorski Uniwersytet Technologiczny w Szczecinie

Celem przeprowadzonych badan byta ocena oddziatywania napropamidu, zastosowanego
w uprawie nagietka lekarskiego, na aktywno$¢ dehydrogenaz, fosfatazy kwasnej, fosfatazy
zasadowej i ureazy w glebie.
Trzyletnie doswiadczenie polowe, przeprowadzono w ukladzie blokow losowanych, z
nagietkiem lekarskim (Calendula officinalis L.) odmiany Pacific Persimmon Beauty, jako
ro$ling testowg. W doswiadczeniu zastosowano nastgpujace dawki napropamidu: 0 (gleba
kontrolna), potowa dawki polowej, dawka polowa oraz dwukrotnie wigksza. Napropamid zostat
wprowadzony do gleby jako substancja aktywna preparatu Devrinol 450 SC. Bezposrednio po
wprowadzeniu napropamidu (1. dzien do$wiadczenia) oraz w poszczegolnych fazach
rozwojowych rosliny testowej (faza dwoch par lisci, faza zawigzywania pagkéw oraz faza
kwitnienia) oznaczono aktywnos$¢ enzyméw glebowych.
Oddzialywanie napropamidu na aktywnos¢ biologiczng gleby zalezalo od dawki herbicydu,
terminu pomiaru, jak i rodzaju enzymu. Wielokrotnie nie wystepowala wyrazna zalezno$¢
pomiedzy aktywnoscig enzymatyczng a wielko$cig zastosowanej dawki herbicydu. Aplikacja
napropamidu, w dawce zalecanej przez producenta oraz o potowe mniejszej, okazata si¢ mato
toksyczna w stosunku do oznaczanych enzyméw. Natomiast wprowadzenie dawki
podwyzszonych napropamidu w wiekszosci przypadkéw spowodowato obnizenie oznaczanych
parametréw biologicznych gleby. Sposrdd oznaczanych enzymow najwigksza wrazliwoscia na
obecnos¢ w glebie napropamidu charakteryzowaty si¢ dehydrogenazy.

The aim of study was to assess of effect of napropamide on dehydrogenases, acid

phosphatase, alkaline phosphatase and urease activities in soil during the marigold cultivation.
A three-year field experiment was carried out in a randomized blocks, with marigold
(Calendula officinalis L.) cv. Pacific Beauty Persimmon as a test plant. In experiment, the
following dosages of napropamide were used: O (control soil), half of the field rate, the field
rate and two times of field rate. Napropamide was applied into the soil in both experiments as
active substance of Devrinol 450 SC. Immediately after the application of napropamide (first
day of the experiment) and in individual development stages of the test plant (two pairs of
leaves, formation of buds and flowering), activity of dehydrogenases, urease, acid phosphatase,
alkaline phosphatase were determined.
The effect of napropamide on soil enzymatic activity depended on the herbicide dosage, and on
the term of measurement and type of enzyme. The use of napropamide at the dosage
recommended by the manufacturer or smaller was proved to be less toxic to the soil enzymes
As a contrast, the application of higher napropamide dosage, in most cases, resulted in decrease
in soil biological parameters. Among assayed enzymes dehydrogenases were the most
vulnerable to the presence of napropamide.
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Zastosowanie NGS w analizach metapopulacji mykobiomu gleby po aplikacji
biopreparatow w uprawie salaty

Metapopulation analysis of the soil mycobiome after application of biopreparations in lettuce
cultivation

Michat Oskiera?, Urszula Smolinska!, Grzegorz Bartoszewski?

Pracownia Mikrobiologii, Instytut Ogrodnictwa w Skierniewicach
2Katedra Genetyki Hodowli i Biotechnologii Roslin, Wydzial Ogrodnictwa i Architektury Krajobrazu, Szkota
Glowna Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie

Rozw@j technologii NGS (Next Generation Sequencing) w polaczeniu ze wzrostem ilosci
1 jakos$ci uzyskiwanych danych niesie ze sobg wiele nowych mozliwo$ci badania srodowiska
naturalnego. Sekwencjonowanie wysokoprzepustowe umozliwia jednoczesne rozpoznanie
setek taksonow 1 okreslenie ich wzajemnych proporcji w badanej prébie. Dodatkowo,
identyfikacja mikroorganizméw bez konieczno$ci ich namnazania na podlozach
mikrobiologicznych, nie jest ograniczona selektywnym wzrostem poszczegélnych grup
mikroorganizméw. Dostepno$¢ informacji 0 tym, jakie mikroorganizmy sa w danym
srodowisku i w jakich proporcjach, oraz mozliwo$¢ jednoczesnej analizy wielu prob umozliwia
Sledzenie zmian jakie nastepuja w srodowisku, pod wplywem rdéznorodnych czynnikéw. W
Instytucie Ogrodnictwa we wspolpracy z SGGW badano populacje mikroorganizméow w glebie
po aplikacji biopreparatow w uprawie polowej sataty. Do gleby wprowadzono mieszaniny
grzybow T. atroviride i T. harzianum sensu stricto namnozonych na no$nikach organicznych,
a nastgpnie wysadzono salate. Reprezentatywne proby gleby pobrano z poletek
doswiadczalnych przed aplikacjg preparatow z Trichoderma, podczas uprawy sataty oraz po
zbiorze roslin. Z préb wyizolowano DNA 1 amplifikowano region ITS1 grzybow. Do
sekwencjonowania wykorzystano platforme Illumina Miseq, a nastgpnie uzyskane sekwencje
analizowano bioinformatycznie. Otrzymane wyniki dostarczyly niezwykle duzo informacji o
mikroorganizmach bytujacych w badanym srodowisku glebowym. Przeprowadzone badania
zostaty sfinansowane przez UE jako cze$¢ projektu Nr UDA-POIG.01.03.01-00-129/09-08.

Development of Next Generation Sequencing (NGS) technology, increasing the quantity
and quality of obtained data, offers many new opportunities for environmental research. High-
throughput sequencing, allowing simultaneous recognition of hundreds of taxa and determining
their proportions in the sample. In addition, the identification of microorganisms without the
necessity of their cultivation on microbial media is not limited by the selective growth of
particular microbial groups. Availability of the taxonomic information about microorganisms
in the environment, their proportions, and the ability to simultaneously analyze multiple
samples, allows monitoring of the changes that occur in the environment under the influence of
various factors. In the Research Institute of Horticulture in cooperation with WULS, soil
microorganisms were studied after biopreparations application in the field cultivation of lettuce.
Mixtures of the T. atroviride and T. harzianum sensu stricto overgrown on organic carrier was
added to the soil and planted with lettuce. Representative soil samples were taken from
experimental plots prior to application of Trichoderma biopreparations, during lettuce
cultivation and after harvest. DNA was isolated from the samples and the fungal ITS1 was
amplified. lllumina Miseq platform was used for sequencing, and sequences were analyzed
bioinformatically. The results provided a lot of information about the microorganisms present
in the analyzed soil environment.

This study was financed by The European Union as a part of the project No UDA-POI1G.01.03.01-00-129/09-08
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Defoliacja jako stymulator infekcji Phytophthora plurivora na pedach brzozy
Defoliation stimulating infections by Phytophthora plurivora on birch shoots
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3Laboratory of Molecular Biology, Forest Research Institute, Braci Les$nej 3, Sekocin Stary 05-090, Poland
4University of Neuchatel, Rue Emile Argand 11, 2009 Neuchatel, Switzerland
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Ocena wptywu stresu defoliacji (utraty wszystkich (100%) lub czesci lisci (50%) jako
symulacja uszkodzenia od owadow i zakazenia peddéw jednoletnich siewek brzozy (Betula
pendula L.). Do inokulacji wykorzystano gatunek legniowca P. plurivora wyhodowany na
pozywce PDA przez 7 dni w temperaturze 25 © C. Po usuni¢ciu wszystkich lub obcigciu potowy
kazdego liscia, pedy brzozy (u podstawy: 5-7 c¢cm nad ziemig) zaszczepiono izolatem P.
plurivora w 10 powtdrzeniach, poprzez nacigcie tkanki kory. Uszkodzenia oceniono po 70
dniach na podstawie pomiaréw nekroz (dlugosci i szerokosci) oraz przeanalizowano réznice
migdzy wariantami za pomocg testu Kruskala-Wallisa. W badaniach potwierdzono, ze gatunek
B. pendula jest potencjalnym zywicielem patogena P. plurivora. Wyniki naszych badan
wykazaty statystycznie istotng rdznice zmian szerokosci uszkodzen pedow brzozy po
zaszczepieniu. Poziom defoliacji (50%) stymulowal reakcje odpornosciowe u siewek
brzozowych (mniejsze nekrozy na szeroko$¢), natomiast catkowita utrata ulistnienia
stymulowala radialny rozwoj patogena w zakazonych tkankach powoduja wicksze zagrozenie
$miertelnosci.

To evaluate the effect of stress and infection of Betula pendula (1-year-old seedlings)
artificial removal of all or partial foliage (100% and 50%) simulated insect damage to plants.
P. plurivora infection inoculum was produced by growing the oomycete on PDA for 7 days in
Petri dishes at 25°C. One day after defoliation, 10 plants were inoculated with P. plurivora in
each treatment variant. Artificial inoculation at the base of each stem of birch with the pathogen
was carried by cutting the bark tissue 5-7 cm above the soil. The level of stem damage was
assessed after 70 days by measuring the dimensions of lesions, and the differences among
variants evaluated with Kruskal-Wallis Test. Our findings proved that B. pendula is the host of
P. plurivora. The results of our investigation have shown the statistically significant difference
of the lesions width on birch trunks after inoculation. The level of 50% defoliation stimulated
resistance of plants while the total defoliation stimulated growth of pathogen.
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Roéznorodnos¢ kataboliczna i genetyczna izolatow Petriella setifera hodowanych na
odpadach organicznych

Genetic and catabolic diversity of Petriella setifera cultured on organic waste
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Petriella setifera — gatunek nalezacy do Ascomycota, Microascaceae, wystepuje gtownie
w glebie wzbogaconej obornikiem lub kompostami. P. setifera jest takze patogenem dgbu i
sosny. Gatunek ten jest interesujacy takze w kontekscie degradacji odpadow. Jego wiasciwosci
s jednak stabo opisane w literaturze naukowe;.

Zatozono, ze szczepy P. setifera, wyizolowane z kompostu, hodowane na trzech ré6znych
odpadach wykaza rézne wlasciwosci kataboliczne i genetyczne. Zrdznicowanie potencjatu
katabolicznego zostato ocenione na podstawie zdolnosci izolatow Petriella do wykorzystania
trocin debowych (SD), wystodkow buraczanych (BP) 1 otrgb pszennych (WB) w
eksperymencie opartym o plytki MT2 oraz do wykorzystania substratow weglowych
umieszczonych na plytce Biolog FF. Roznorodnos$¢ genetyczng oceniono natomiast stosujac
analize polimorfizmu dtugo$ci amplifikowanych fragmentow DNA (AFLP) i cDNA (cAFLP).
W celu przeprowadzenia analiz MT2, FF, AFLP i cAFLP, kazdy szczep namnozono na
pozywce agarowe] z wyciagiem ziemniaczanym (PDA) i1 3% dodatkiem: trocin dgbowych
(SDM), wystodkow buraczanych (BPM) lub otrab pszennych (WBM), hodujac przez 25 dni w
temperaturze 27°C. Kontrolg stanowito podtoze PDA. Petriella wstepnie hodowana na SDM
wykorzystywata w wigkszym stopniu WB i SD, a na WBM, BP. Na podstawie analiz FF
wykazano wigksze zr6znicowanie kataboliczne szczepow Petriella hodowanych na odpadach,
niz na podtozu kontrolnym. Odnotowano takze, ze szczepy hodowane na SDM wykazywaty
odmienny profil genetyczny.

Petriella setifera belonging to Ascomycota, the family Microascaceae, found especially
in the soil enriched with manure or composts, is interesting as far as both contexts, pathogenesis
and waste degradation, however, is rather poorly described as far as its properties. P. setifera
was reported to be the pathogen of oak and pine.

It was hypothesized that P. setifera isolates, compost isolates, precultured on three
different wastes (oak sawdust, beet pulp and wheat bran) will reveal different catabolic
properties and shifts in genetic fingerprinting. Differences in catabolic potential were evaluated
by the ability of Petriella to use oak sawdust (SD), beet pulp (BP) and wheat bran (WB)
following the MT2 and the abilities for utilization of carbon sources located on FF plates.
Genetic diversity was evaluated using Amplified Fragment Length Polymorphism analysis
performed on DNA (AFLP) and cDNA (cAFLP). To provide MT2, FF analysis, AFLP and
CAFLP fingerprinting, each isolate were obtained by cultivation on potato dextrose agar
medium (PDA) with 3% addition of the following additives: oak sawdust (SDM), beet pulp
(BPM), wheat bran (WBM), and control medium (CLM) on PDA, without any additives, in the
dark at 27°C through 25 days. Petriella strains precultured on SDM were more able to utilize
WB and SD but not BP, which utilization was slightly enhanced, when WBM provided.
Petriella precultured on all proposed waste revealed also better diversity in carbon sources
utilization located on FF plates, compering to the control. The SDM cultured strains also
grouped separately, when genetic fingerprinting taken under consideration.
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Synteza fitohormonu IAA przez rozpuszczajacy fosforany (PSM)
glebowy szczep Pseudomonas luteola
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Kwas indolilo-3-octowy (IAA) jest fitohormonem zaliczanym do auksyn,
syntetyzowanym przez ro$liny jak rowniez przez wiele mikroorganizmow ryzosferowych
i endofitycznych. Auksyna ta zwykle stymuluje wzrost elongacyjny roslin, kietkowanie nasion
oraz wzrost siewek, ale jej oddzialywanie jest silnie uzaleznione od stezenia. W niskich
stezeniach IAA stymuluje wydtuzanie korzeni, a w wysokich stymuluje powstawanie korzeni
bocznych i przybyszowych, ale takze moze wywota¢ nadmierny przyrost tkanek (guzowatos¢).
Zdolno$¢ mikroorganizméw do wytwarzania IAA uwazana jest jednak za czynnik sprzyjajacy
promowaniu wzrostu ro$lin. Prekursorem syntezy kwasu indolilo-3-octowego jest aminokwas
tryptofan (Trp).

Celem badan byto okreslenie zdolno$ci szczepu P. luteola BN0834, rozpuszczajacego
nieorganiczne fosforany, do syntezy fitohormonu IAA. Hodowle P. luteola BN0834 na
zmodyfikowanym podtozu ptynnym Czapek-Dox, z dodatkiem 1% glukozy: (1) bez tryptofanu
(Trp)-CDM; (2) z 250pug Trp/ml -CDMzso oraz (3) z 500pg Trp/ml -CDMsqg inokulowano 1¢10°
jtk/mL i inkubowano w 20°C przez 16, 24, 48 i 72 godziny. Stezenie IAA w ptynach
pohodowlanych uzyskanych na podtozu CDM (bez dodatku Trp) byto niskie i po 72 godzinach
hodowli wynosito okoto 2,25ug IAA/ml, natomiast na podtozu CDMzso juz po 24 godzinach
zanotowano dwukrotnie wyzsze stg¢zenie IAA. Stwierdzono, ze stezenie IAA byto skorelowane
z poczatkowym stezeniem Trp, gdyz w hodowli P. luteola na podtozu CDMso uzyskano
najwyzsze stezenie IAA - 6,5ug/ml.

The indolilo-3-acetic acid (IAA) is the phytohormone belonging to auxins, synthesized
by plants as well as for many rhizosphere and endophytic microorganisms. This auxin usually
stimulates the elongation plants growth, germination and seedlings development but effect of
IAA depends on its concentration. In low concentrations IAA stimulates extend roots, and its
high level stimulates the formation of lateral roots and adventitious roots but it can also cause
excessive tissue growth (tuberosity). The ability of microorganisms to produce IAA is
considered to be a very important factor promoting plant growth. Amino acid tryptophan (Trp)
is considered to be the primary precursor for synthesis of indolilo-3-acetic acid.

The aim of the study was determined the ability of the P. luteola BN0834, strain
dissolving inorganic phosphates, to synthesize phytohormone IAA. The P. luteola BN0834 was
grown on Chapek-Dox modified liquid media, with the addition of 1% glucose: (1) without
tryptophan (Trp)-CDM; (2) 250ugTrp/ml -CDMzso, and (3) with 500ug Trp/ml -CDMsgo
inoculated with 1+10° jtk/mL and incubated at 20°C for 16, 24, 48 and 72 hours. The IAA
concentration in liquid cultures carried out on CDM (without the Trp) was low (about 2,25ug
IAA/mI) in 72 hour culture, while after 24 hours on CDM3s0 medium, the more than two-fold
increase in IAA concentration has been noted. It was found that the concentration of IAA was
correlated with the initial concentration of Trp, as in P. luteola culture on the CDMso medium
the highest concentration of IAA (6.5 pg/ml) has been obtained.

Praca naukowa finansowana ze $srodkéw na nauke — projekt nr BS-P-11-010-17-2-07
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Analiza metagenomiczna odpadow jablkowych z uprawy ekologicznej
Metagenomic analysis of apple waste from organic cultivation
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Odpady organiczne pozostajace po procesach przetworstwa zywnosci stanowig znaczny
problem ekonomiczny oraz logistyczny dla przetwércow zywnosci. Rozwigzaniem tego
problemu mogg by¢ rolnicze metody zagospodarowania tych odpadéw. Odpady w
przetworstwie zywnos$ci zawierajg bogaty 1 roznorodny mikrobiom. Aby zadbaé o
bezpieczenstwo gospodarowania odpadami i zminimalizowa¢ ryzyko wprowadzenia do upraw,
wraz odpadami, mikroorganizméw potencjalnie szkodliwych, takich jak patogenne czy
pasozytnicze, pomocna jest analiza sktadu mikroorganizméw metodami metagenomicznymi.

Celem badan byla analiza metagenomiczna odpaddéw jabtkowych pochodzacych z
uprawy ekologicznej z wykorzystaniem technik sekwencjonowania nowej generacji (NGS,
[llumina). Badania zbiorowisk grzyboéw przeprowadzono na podstawie sekwencjonowania
ITS1.

Badaniom poddano odpady jabtkowe pochodzace z jabtek uprawianych ekologicznie.
Sposrod  wykrytych 1 zidentyfikowanych grzybow, najwigkszy udziat (18%) miaty
endofityczne grzyby Aureobasidium pullulans oraz grzyby nalezace do rodzaju Cryptococcus
(13%). Ponadto zaobserwowano liczng grupe fitopatogenow nalezacych do gatunku
Mycospharella tassiana (8,77%).

Food-processing wastes are significant economic and logistic trouble in food industry.
Methods for agricultural utilization of these wastes are one of the answers for this issue. Such
wastes contain rich and diverse microbiota. To minimize risk of pathogens introduction and
assure safety of waste utilization, metagenomics analysis of waste microbiota is helpful.

The goal of this study was metagenomics analysis of waste acquired from apples from
organic cultivation. The next-generation sequencing (NGS, Illumina) techniques were used.
The study included fungal community based on ITS1.

Among the detected and identified fungi, the biggest share (18%) was of endophytic
Aureobasidium pullulans and Cryptococcus (13%). Moreover, numerous group of
phytopatogenes Mycospharella tassiana (8.77%) was observed.
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Ocena bioréznorodnosci i dynamiki populacji drobnoustrojéw w osadzie czynnym z
wykorzystaniem metod molekularnych

Assessment of biodiversity and dynamics of microbial populations in activated sludge using
molecular methods

Iwona Pasmionka, Agnieszka Galus — Barchan

Katedra Mikrobiologii
Uniwersytet Rolniczy w Krakowie
Al. Mickiewicza 24/28

Wymagania w stosunku do jakosci Sciekow oczyszczonych stale wzrastajg, co powoduje
konieczno$¢ prowadzenia cigglych badan majacych na celu okreslenie mozliwo$ci obnizenia
stezenia substancji organicznych i biogennych w oczyszczonych sciekach. Dlatego koniecznym
staje si¢ zrozumienie czynnikow wptywajacych na réznorodnos$¢ oraz dynamike populacji
mikroorganizméw zasiedlajacych osad czynny. W osadzie czynnym bada si¢ archebakterie i
bakterie wlasciwe. Populacja archebakterii jest réznorodna, dominuja w niej bakterie
metanowe. Najliczniej obserwowanymi klasami bakterii wlasciwych sg Alphaproteobacteria i
Betaproteobacteria, ktore izoluje si¢ w roznych stosunkach ilos§ciowych. R6znorodnos¢ sktadu
populacji drobnoustrojow osadu czynnego jest zmienna. Zalezy od warunkéw panujacych w
ukladzie biologicznego oczyszczania (rodzaj uktadu, sezonowe zmiany temperatury, sktad
doptywajacych $ciekow, stosowane parametry technologiczne). Zmiany sktadu populacji
drobnoustrojéw nie sg przypadkowe. Wplywaja na nie wiek osadu, temperatura oraz
naprzemienne warunki tlenowe i beztlenowe.

The requirements for purified effluent quality are steadily increasing, leading to the need
for ongoing research to determine the potential for reducing the concentration of organic and
biogenic substances in treated wastewater. It is therefore necessary to understand the factors
affecting the diversity and dynamics of the microbial population in activated sludge. In
activated sludge, archaea and eubacteria are tested. The archaea population is diverse, with
methane in it. The most commonly observed classes of eubacteria are Alphaproteobacteria and
Betaproteobacteria which are isolated in different quantitative ratios. The diversity of the
composition of the activated sludge population is variable. Depends on the conditions of the
biological cleansing system (type of system, seasonal changes of temperature, composition of
incoming sewage, technological parameters). Changes in the composition of the microbial
population are not accidental. They are influenced by age of activated sludge, temperature and
alternating aerobic and anaerobic conditions.
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Zbiorowiska mikroorganizmoéw w glebie spod uprawy grochu (Pisum sativum L.)
po zastosowaniu Trianum P i ekstraktu
z Melaleuca alternifolia (Maiden & Betche) Cheel

Microorganisms communities in the soil under pea (Pisum sativum L.) cultivation
after applying of Trianum P and Melaleuca alternifolia (Maiden & Betche) Cheel extract

Elzbieta Patkowska!, Marcela Krawiec 2

!Katedra Fitopatologii i Mykologii, 2Katedra Nasiennictwa i Szkotkarstwa Ogrodniczego,
Uniwersytet Przyrodniczy w Lublinie
elzbieta.patkowska@up.lublin.pl, marcela.krawiec@up.lublin.pl

W prezentowanych badaniach okreslono wptyw Trianum P i Timorex Gold 24 EC na
zdrowotnos$¢ Pisum sativum L. i wystepowanie populacji mikroorganizmow w ryzosferze tej
ro$liny. Przed siewem nasiona grochu odm. 'Szesciotygodniowy TOR' zaprawiano preparatami
biologicznymi Trianum P (Trichoderma harzianum T-22), Timorex Gold 24 EC (ekstrakt z
krzewu herbacianego - Melaleuca alternifolia (Maiden & Betche) Cheel) oraz preparatem
chemicznym Miedzian 50 WP (50% tlenochlorek miedzi). Kontrolg stanowity nasiona nie
zaprawiane. Analize mikrobiologiczng gleby ryzosferowej przeprowadzono w laboratorium.
Uzyskane izolaty bakterii Bacillus spp., Pseudomonas spp. oraz grzybow Clonostachys spp.,
Myrothecium spp., Trichoderma spp., Penicillium spp. wykorzystano do okreslenia ich
antagonistycznego oddziatywania wzgledem grzybow patogenicznych dla grochu: Alternaria
alternata, Peyronellaea pinodes, Fusarium culmorum, F. oxysporum, Thanatephorus
cucumeris and Sclerotinia sclerotiorum. Testowane preparaty stymulowaly rozwoj
antagonistycznych Bacillus spp., Pseudomonas spp., Clonostachys spp., Myrothecium spp.,
Trichoderma spp. i Penicillium spp. oraz ograniczaly wystepowanie grzybow
chorobotworczych przezywajacych w glebie. Populacja ryzosferowych bakterii w
kombinacjach z Trianum P 1 Timorex Gold 24 EC byta znaczaco wigksza anizeli w kontroli.
Odwrotna zalezno$¢ wystapita w przypadku grzybow. Antagonistyczne mikroorganizmy
dominowaty w ryzosferze roslin wyrostych z nasion zaprawianych Trianum P.

The present studies determined the effect of Trianum P and Timorex Gold 24 EC on the
healthiness of Pisum sativum L. and on the microorganism population in the rhizosphere of this
plant. Before the sowing, the seeds of 'Szesciotygodniowy TOR' cv. pea were dressed with
biological preparations Trianum P (Trichoderma harzianum T-22), Timorex Gold 24 EC (the
tea tree extract - Melaleuca alternifolia (Maiden & Betche) Cheel) and the chemical preparation
Miedzian 50 WP (50% oxychloride of copper). The seeds that were not dressed constituted the
control. A microbiological analysis of the rhizosphere soil of pea was conducted in the
laboratory. The obtained isolates of bacteria Bacillus spp., Pseudomonas spp. and fungi
Clonostachys spp., Myrothecium spp., Trichoderma spp., Penicillium spp. were used to
determine their antagonistic effect towards the following fungi pathogenic towards pea:
Alternaria alternata, Peyronellaea pinodes, Fusarium culmorum, F. oxysporum,
Thanatephorus cucumeris and Sclerotinia sclerotiorum. The tested preparations stimulate the
development of antagonistic Bacillus spp., Pseudomonas spp., Clonostachys spp., Myrothecium
spp., Trichoderma spp. and Penicillium spp., at the same time limiting the occurrence of
pathogenic soil-borne fungi. The population of rhizosphere bacteria in the combinations with
Trianum P and Timorex Gold 24 EC was significantly higher than in the control. A reverse
relationship occurred for the fungi population. Antagonistic microorganisms dominated in the
rhizosphere of plants grown from the seeds dressed with Trianum P.
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Wplyw podloza trocinowego na profil metaboliczny Cerrena unicolor
The effect of sawdust substrate on Cerrena unicolor metabolic profile
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Cerrena unicolor (gmatkowka szarawa) jest grzybem bialej zgnilizny drewna, w
warunkach naturalnych rosnagcym na zywym i martwym drewnie wielu drzew lisciastych t;.
jesion, brzoza, klon, kasztanowiec. Ponadto w literaturze C. unicolor jest znanym zrodiem
enzymoOw i innych zwigzkoéw bioaktywnych o znaczeniu biotechnologicznym. Pomimo tego
wiedza dotyczaca charakterystyki fenotypowej tego grzyba oraz wpltywu warunkow
srodowiska na metabolizm C. unicolor jest dos¢ niewielka. Celem niniejszej pracy byto
okreslenie 1 porownanie profilu metabolicznego C. unicolor FCL139 w warunkach hodowli
stacjonarnej na zréznicowanym podtozu trocinowym. Badania obejmowaty oceng aktywnosci
metabolicznej C. unicolor pod katem uzdolnien do degradacji 95 réznych zrodet wegla w
oparciu 0 wykorzystanie systemu Biolog oraz mikroptytek (MP) FF. Przeprowadzona analiza
wykazala duze zrdznicowanie uzyskanych profili metabolicznych. Natomiast wykazano
niewielkie réznice w uzyskanych wartosciach wskaznika réznorodnosci R. Najwyzsze
aktywnos$ci kataboliczne wykazano w przypadku uzycia trocin jesionu oraz brzozy jako
podtoza hodowlanego, ktore ujawnity si¢ w zdolnosci C. unicolor do rozktadu 38 substratow.
Analiza proporcji pomiedzy poszczegdlnymi grupami zwigzkoéw rozkladanych przez C.
unicolor wykazuje zdolnos¢ tego grzyba do metabolizowania poszczegdlnych grup w miarg
réwnych proporcjach niezaleznie od warunkow hodowlanych. Jednakze polimery okazaly si¢
by¢ grupa zwigzkow najchetniej rozktadanych przez C. unicolor w warunkach kontrolnych.

Cerrena unicolor, commonly known as a mossy maze polypore, is a wood-degrading
basidiomycete in the Polyporaceae family. This saprobic fungus commonly lives on hardwoods
such as Aesculus, Acer, Fagus or Quercus and is an aggressive decay organism which also
attacks living trees causing extensive white rot. Strains of C. unicolor are also well described
as producers of enzymes and other bioactive compounds of biotechnological interest. 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
a comparison of the metabolic profiles of C. unicolor FCL139 cultivated under SSF (solid-state
fermentation) conditions on a different sawdust substrates. Biolog FF MPs were applied to
obtain data on utilization of 95 carbon sources and mitochondrial activity of C. unicolor
cultivated on a different sawdust substrates. The analysis revealed a broad variability of
substrate utilization profiles. Moderate differences have been shown in substrate richness (R)
values. The highest catabolic activities were exhibited when ash and birch sawdust were used
with capabilities to decompose up to 38 carbon sources. There is no clear correlation in
metabolic preferences of the analysed strains to a particular group of substrates. However,
polymers constitute a group of the most easily metabolized carbon sources when C. unicolor
was cultivated in a control medium (LH). The project was funded by the National Science
Centre (Poland) based on the decision number DEC-2014/15/B/NZ9/01990.

Projekt zostat sfinansowany ze §rodkow Narodowego Centrum Nauki przyznanych na podstawie decyzji
numer DEC-2014/15/B/NZ9/01990
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Metagenomy grzybowe gleb wzbogaconych odpadowa materia organiczng
Fungal metagenomes of soil amended with wasted organic matter

Giorgia Pertile, Magdalena Frac, Karolina Oszust, Jerzy Lipiec, Bogustaw Usowicz
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Glebowa materi¢ organiczng stanowiag wszystkie substancje organiczne, pochodzace od
organizmow zywych, w tym odpady organiczne, ktore trafiajac do srodowiska glebowego
podlegaja procesom dekompozycji. Zasoby materii organicznej w glebie sg wazne, ze wzgledu
na jej funkcje produkcyjng, istotny wplyw na ksztattowanie witasciwosci chemicznych,
fizycznych i biologicznych gleby oraz rolg w sekwestracji dwutlenku wegla z atmosfery.
Procesy rozkladu glebowej materii organicznej przebiegaja z udziatem mikroorganizmow, w
tym grzybow, ktore stanowig wazne ogniwo w degradacji odpadow wprowadzonych do
srodowiska glebowego.

Celem przeprowadzonych badan bylo poréwnanie struktury zbiorowisk grzybow
wystepujacych w glebie nawozonej od ponad 20. lat odpadowa materig organiczna: podtozem
po produkcji pieczarek oraz pomiotem kurzym.

Analiza metagenomiczna zbiorowisk grzybow zostata przeprowadzona na podstawie
regionu ITS1 z wykorzystaniem wysokoprzepustowego sekwencjonowania nastgpnej generacji
w technologii Illumina. Okre$lono roéwniez zawarto$¢ prochnicy w badanych glebach.

Analiza metagenomowa zbiorowisk grzybow wykazala dominacj¢ przedstawicieli
Sordariomycetes we wszystkich badanych glebach. Przedstawiciele Pezizomycetes i
Tremellomycetes dominowaty w glebie nawozonej podtozem po produkcji pieczarek, natomiast
obecnos¢ Dothideomycetes i Mortierellomycotina stwierdzono w glebie nawozonej pomiotem
kurzym. Przeprowadzone badania wykazaly, okoto 3-krotny wzrost zawartosci prochnicy w
glebach wzbogaconych odpadowsg materig organiczna, ksztattujacy si¢ na poziomie 4,71% dla
podtoza po produkcji pieczarek i 3,50% dla pomiotu kurzego, w stosunku do gleb
nienawozonych odpadami (0,86% i 1,34%).

Soil organic matter is composed of organic substances from living organisms, including
organic waste, which are introduced into the soil environment and then are decomposed. The
organic matter resources in the soil are important, because of production function, a significant
influence on chemical, physical and biological properties of the soil and the role in carbon
sequestration. Soil organic matter decomposition involve microorganisms, including fungi,
which are important in the degradation of waste in the soil environment.

The goal of the study was to compare the structure of fungal communities in soil amended
with organic matter for more than 20 years: the spent mushroom substrate (MS) and the chicken
manure (CM). Metagenomic analysis of fungal communities was done by sequencing of ITS1
region using next-generation sequencing in lllumina technology. The content of humus in the
studied soils was also determined.

Metagenomic analysis of the fungal communities showed dominance of Sordariomycetes
in all tested soils. The representatives of Pezizomycetes and Tremellomycetes were dominant in
soil fertilized with spent mushroom substrate, whereas Dothideomycetes and
Mortierellomycotina were found in soil fertilized with chicken manure. The study showed
increase the humus content in soils amended with wasted organic matter (4.71% MS, 3.50%
CM, 0.86% and 1.34% Controls).

Projekt wspotfinansowany ze srodkéw Unii Europejskiej w ramach programu ramowego w zakresie badan
naukowych i innowacji Horyzont 2020. Umowa o dofinansowanie: 677407 (SOILCARE)
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Wplyw pszenzyta w monokulturze a bior6znorodnosé¢ drobnoustrojow w glebach
Effect of monoculture of triticale on biodiversity of microorganisms in soil

Stanistaw Jerzy Pietr, Teresa Lewicka, Matgorzata Patrycja Oksinska, Elzbieta Grazyna
Magnucka
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Narastajgcym problem w rolnictwie jest znaczny udzial zb6z w zmianowaniu oraz coraz
powszechniejsza ich uprawa w monokulturze. Praktyce takiej towarzysza liczne negatywne
zjawiska, w tym spadek plonéw, spowodowany m.in. zmianami jako$ciowymi i ilosciowymi.
Celem pracy bylo okreslenie bior6znorodno$¢ mikroorganizméw glebowych w oparciu o
profile lotnych kwaséw ttuszczowych (FAME) w glebach w trzech kolejnych sezonach
wegetacyjnych po wschodach pszenzyta jesienia. Analizowano gleby pod uprawa pszenzyta
uprawianego w zmianowaniu (ziemniaki — owies — pszenzyto), w 1, 21 3 oraz w 12, 13 i 14
roku monokultury, na ktoérych stome¢ po zbiorze zbierano lub przyorywano. Ponadto
analizowano wptyw gorczycy biatej, jako miedzyplon S$cierniskowego w wieloletniej
monokulturze. Analiza podobienstwa profili FAME, pozwolita na stwierdzenie wyraznie
odmiennych klastréw, ktore to odpowiadaja poszczegdlnym sezonom wegetacyjnym. Najmniej
zrdznicowane profile FAME stwierdzono w glebach z 12, 13 i 14 letnia monokulturg, co
wskazuje na mniejszej bioréznorodnosci edafonu glebowego. Ponadto, gleby powyzsze
charakteryzowaty si¢ wigksza niz na pozostalych poletkach z pszenzytem zawarto$¢ kwasu
C 16:1 ®5c, co $wiadczy o wigkszej biomasie grzybdéw. Réwnoczesnie w stwierdzono
zmniejszanie sumy C 16:1 w5c, C 18:1 ®9c, C 18:2 w6c i 18:0 Anteiso odzwierciedlajacych
poziom biomasy grzyboéw w tych glebach pomiedzy 12 a 14 rokiem monokultury. Gleby z
poletek z uprawa pszenzyta w ptodozmianie cechowal znaczny udzial kwasu C 9:0
dwukarboksylowy, wskaznika biomasy bakterii z rodzaju Pseudomonas. Uprawa gorczycy
bialej w miedzyplonie spowodowala wzrost biomasy bakterii Gram ujemnych na co wskazuje
wzrost zawartos$ci kwasow C 12:01 C 16:1 o7c.

The growing problem in agriculture is the high proportion of cereals in the cropping
system and widespread theirs cultivation in monoculture. Such practice is accompanied by
numerous negative phenomena, including yield decrease, caused among other by changes in
the qualitative and quantitative composition of soil microorganisms resulting from the
homogeneity of crop residues. The biodiversity of soil microbes was tested based on
comparison of the volatile fatty acids (FAME) profiles in soils in three successive vegetation
seasons in the autumn. Soil samples were tested from plots with triticale cultivated in rotation
(potatoes - oats - triticale), in 1, 2 and 3 as well as in 12, 13 and 14 year of monocultures on
which straw after harvest was collected or plowed. Analysis of the similarity of the FAME
profiles allowed us to identify distinct clusters that corresponded to particular growing seasons.
Generally, the lowest diversity of FAME profiles was observed in soils with 12, 13 and 14 years
old monocultures, what suggest lower level of biodiversity. Moreover, the content of C 16:1
®5c acid was noticeable higher in soils from mentioned above plots than from other triticale
plots, what suggest a comparatively greater biomass of fungi. However, relative decrease of
content of C 16:1 w5c, C 18:1 w9c, C 18:2 w6c and 18:0 Anteiso acids reflecting the level of
biomass of fungi was observed in soil between 12 and 14 year of monoculture. A noticeable
higher amount of C 9:0 dicarboxylic acid, a biomass indicator of bacteria from the genus
Pseudomonas, was observed in soils from plots with triticale cultivated in crop rotation system.
Cultivation of white mustard as intercrop resulted with increase of the content of C 12:01 C
16:1 o7c, which indicated propagation of Gram negative bacteria.
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Porownanie oddzialywania wybranych substancji ropopochodnych na aktywnos¢
pirofosfatazy nieorganicznej w glebie ci¢zkiej

Comparison of effect of some petroleum derivatives on inorganic pyrophosphatase in clay soil

Maciej Ptatkowski, Arkadiusz Telesinski, Martyna Snioszek
Katedra Fizjologii Roslin i Biochemii, Zachodniopomorski Uniwersytet Technologiczny w Szczecinie

Celem podjetych badan byto poréwnanie oddziatywania wybranych substancji

ropopochodnych: benzyny, oleju napedowego i przepracowanego oleju silnikowego na
aktywno$¢ pirofosfatazy nieorganicznej w glebie.
Doswiadczenie przeprowadzono na glinie piaszczysto-pylastej o zawartosci wegla
organicznego 33,8 g-kg. Do probek glebowych wprowadzono substancje ropopochodne w
ilosci 50 g-kg™. Wilgotno$é probek doprowadzono do 60% maksymalnej pojemnos$ci wodnej i
inkubowano w temperaturze 20°C. W 1., 7., 14., 28. oraz 56. dniu doswiadczenia oznaczono
spektrofotometrycznie aktywnos¢ pirofosfatazy nieorganiczne;j.

Zanieczyszczenie gleby substancjami ropopochodnymi spowodowalo istotne zmiany
aktywno$ci oznaczanego enzymu, ktory w najwiekszym stopniu uwidocznit si¢ na poczatku
doswiadczenia. W 1. dniu do$wiadczenia odnotowano inhibicj¢ aktywnosci pirofosfatazy
nieorganicznej pod wplywem wszystkich substancji ropopochodnych, si¢gajaca w przypadku
przepracowanego oleju silnikowego prawie 70% w poréwnaniu do gleby kontrolnej. W
kolejnych dniach do§wiadczenia odnotowano zaréwno stymulacje, jak i inhibicje enzymu pod
wptywem substancji ropopochodnych. Mozna jednak stwierdzi¢, ze we wszystkich terminach
pomiaréw najwigkszy wpltyw na aktywnos¢ pirofosfatazy nieorganicznej miat przepracowany
olej silnikowy.

The aim of the study was to compare the effect of some petroleum derivatives: gasoline,
diesel oil and spent engine oil on inorganic pyrophosphatase activity in soil.
The experiment was carried out on sandy clay loam with organic carbon content 33.8 g-kg™.
Petroleum derivatives at the dosage of 50 g-kg™ were added to soil samples. Samples were
adjusted to 60% maximum water capacity and they were incubated in temperature 20°C.
Inorganic pyrophosphatase activity was determined spectrophotometrically, on days 1, 7, 14,
28 and 56.

Soil contamination with petroleum derivatives caused significant changes of assayed
enzyme activity, which were the highest on the experiment beginning. On day 1, in soil with
every petroleum derivative, inhibition of inorganic pyrophosphatase activity was observed. It
was reaching up to nearly 70% of engine oil compared to the control soil. In the following days,
both stimulation and inhibiting of the enzyme under the influence of petroleum substances were
noted. However, it can be stated that over all measurement periods, the most significant
influence on inorganic pyrophosphatase activity was spent engine oil.
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Czynniki inicjujace zakwity wéd z zbiornikach wodnych.
Which factors can initiate phytoplankton blooms in water bodies?
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Zjawisko zakwitow wod spowodowanych przez nadmierny rozwdj fitoplanktonu jest
powaznym problemem w ostatnich latach. Grupa organizméw szczegodlnie tatwo tworzaca
zakwity, dzieki przystosowaniom morfologicznym i fizjologicznym, sg prokariotyczne sinice.
Jako organizmy, z ktorych duza grupa produkuje toksyny, powodujg one pogorszenie jakoSci
wod zarowno w aspekcie przyrodniczym, jak i uzytkowym. Kluczowymi dla rozwoju sinic sg
wysokie stezenia fosforu (w postaci ortofosforanéw) oraz wysoka temperatura wody. Wysoka
temperatura oraz wysokie stezenie azotu (w postaci jonéw amonowych) oraz/lub wegla
organicznego sprzyjaja bujnemu rozwojowi eukariotycznych euglenin, ktére bardzo obficie
rozwijaja si¢ w ptytkich jeziorach i stawach. W badaniach przeprowadzonych w zbiornikach
wodnych Pojezierza Le¢czynsko-Wlodawskiego (PLW) oraz w stawach w poinocnej Tajlandii,
w strefie klimatu tropikalnego, zakwity zaréwno sinic, jak i euglenin byly obserwowane bardzo
czesto. W jeziorze Glinki (PLW) obserwowano masowy pojaw sinic nitkowatych osiagajacych
wartosci biomasy rzedu 2.3 — 6.8 mg dm™ péznym latem i na poczatku jesieni. Gatunkami,
ktore tworzyly zakwit byly: Aphanizomenon gracile, Cuspidothrix issatschenkoi i
Planktolyngbya limnetica. Wartosci ortofosforanéw byly wysokie, co wraz z wzrastajaca
temperatura spowodowalo ich silny rozwdj w jeziorze. W zbiornikach, w ktoérych obserwowany
byt rozwo6j euglenin, zwykle byt on poprzedzony wysoka koncentracja jondw N-NH4: 1.13 —
3.11 mg dm3, ktore procentowo stanowily ponad potowe puli azotu rozpuszczonego w wodzie.
W takich warunkach masowo rozwijal si¢ rodzaj Trachelomonas, szczeg6lnie taksony: T.
volvocina, T. volvocinopsis i T. rugulosa. W stawach w Tajlandii, gdzie wystepowaty dtugo
utrzymujace si¢ zakwity przedstawicieli rodzaju Phacus wartosci azotu amonowego byly
bardzo wysokie (az do 5.62 mg dm3). Dodatkowo wszystkie zbiorniki byty bogate w materie
organiczng pochodzaca z rozktadajgcej si¢ silnie rozwinietej roslinnosci porastajgcej brzegi
zbiornikow.

Phenomenon of water blooms caused by development of phytoplankton in enormous
amounts has been a serious problem in freshwaters for many years. Organisms, which most
often cause water blooms are cyanoprokaryotes owing to their special morphological and
physiological adaptations. Many species belonging to that group produce toxins worsening
water conditions in water bodies from, both, environmental and usable aspects. High
concentrations of orthophosphates and high water temperature seem to be key factors in
cyanoprokaryotes massive development. In the case of euglenophytes — another group, which
causes water blooms — apart from temperature, high concentration of ammonium salts is
essential. In the studies conducted within eastern Poland and northern Thailand massive
development of cyanoprokaryotes was observed and among them filamentous Aphanizomenon
gracile, Cuspidothrix issatschenkoi and Planktolyngbya limnetica were the most abundant —
their biomass ranged between 2.3 and 6.8 mg dm3. In shallow ponds in both countries euglenophyte
blooms were observed and species that created them were: Trachelomonas volvocina, T.
volvocinopsis, T. rugulosa and also representatives of the genus Phacus. During the studies
physical chemical features of water confirmed cyanophytes and euglenophytes environmental
demands.
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Analiza metaboliczna konsorcjum metanotroficznego
Metabolic analysis of the methanotrophic consortium

Anna Pytlak?!, Anna Szafranek — Nakonieczna®, Agnieszka Wolinska?, Natalia Lopacka?,
Adam Kubaczynski', Zofia Stepniewska’, Magdalena Frac?, Karolina Oszust?

Katedra Biochemii i Chemii Srodowiska, Instytut Biotechnologii, Katolicki Uniwersytet Lubelski Jana
Pawta II, ul. Konstantynow 1i, 20-708 Lublin, e-mail: apytlak@kul.pl
Instytut Agrofizyki im. Bohdana Dobrzanskiego Polskiej Akademii Nauk
ul. Do$wiadczalna 4, 20-290 Lublin

Bakterie metanotroficzne stanowig od kilku dekad obiekt intensywnych badan. Przyczyna
tego zainteresowania jest fakt, iz w $rodowisku naturalnym pelnig one bardzo wazng role
ograniczajgc emisje metanu do atmosfery przez co efektywnie ksztattujg klimat. Ponadto,
metanotrofy wykazuja zdolno$§¢ do syntezy wielu zwigzkéw chemicznych, ktére maja
gospodarcze znaczenie (osmoprotektanty, witaminy, polihydroksyalkanolany) przez co
postulowane jest ich biotechnologiczne/przemystowe wykorzystanie. W ostatnim czasie
wykazano, iz metanotrofy cechuje wigksza aktywnos¢ gdy wystepuja w hodowlach mieszanych
z innymi mikroorganizmami. Jednoczesnie sugeruje si¢ iz w wielu srodowiskach, w ktorych
wystepuje abiogeniczny CHs pelnig funkcje swego rodzaju producentéw pierwotnych a
uwalniane przez nich produkty przemiany materii stwarzajag warunki do zycia dla innych
mikroorganizméow stymulujgc tym samym bioréznorodnos$¢. W biezacej pracy przedstawiono
identyfikacj¢ mikroorganizmow wchodzacych w sklad konsorcjum wyizolowanego z
oligotroficznego $rodowiska skat przyweglowych i hodowanego z wykorzystaniem metanu
jako jedynego zrodia wegla (w oparciu o NGS) oraz jego zdolnosci metaboliczne (test Biolog,
Ecoplates™,

Since a few decades methanotrophic bacteria are a subject of intense investigations. They
comprise an indispensable element of a global carbon cycle an play crucial role in the shaping
the Earth’s climate restraining methane emission to the atmosphere. Furthermore,
methanotrophs are characterized by ability to synthesize many valuable substances
(osmoprotectants, vitamins, polyhydroxyalkanoates) which makes them potentially useful for
biotechnological/industrial purposes. In recent years, it was found that the methanotrophs reveal
higher activity when grown in mixed rather than monocultures. It was also suggested that in the
environments where abiogenic CHys is available they play a role of primary producers supplying
growth substrates for other organisms and thus stimulating biodiversity. In the current work
we present NGS-revealed identification and metabolic capabilities (Biolog, Ecoplates™ of
microorganisms found in consortium isolated from oligotrophic coalbed environment and
grown on methane as sole carbon source.
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Wplyw pola elektromagnetycznego na grzyby owadobdjcze
The effect of electromagnetic field on entomopathogenic fungi

Dariusz Roman Ropek, Krzysztof Fraczek, Krzysztof Pawlak
Uniwersytet Rolniczy im. H. Koltataja w Krakowie

Celem doswiadczenie byto poznanie wplywu pola elektromagnetycznego na rozwoj
grzybni wybranych gatunkéw i szczepow grzybow owadobojczych. Badania przeprowadzono
w warunkach laboratoryjnych z wykorzystaniem standardowego podioza PDA (Biocorp).
Material badawczy stanowity trzy gatunki grzyboéw owadobdjczych Isaria fumosorosea (szczep
11), Beauveria bassiana (szczep B1) i Metarhizium anisopliae (szczep M4). Testowane szczepy
grzybéw owadobojczych pochodza z kolekcji Katedry Ochrony Srodowiska Rolniczego
Uniwersytetu Rolniczego w Krakowie. Grzyby zaszczepiano na pozywke PDA z dodatkiem
chloramphenicolu (zmniejsza ryzyko zanieczyszczenia hodowli bakteriami) w szalkach
Petriego (Srednica 90mm). W centralnej czesci ptytki umieszczano krazek (Smm) z inokulum
odpowiedniego grzyba. Do$wiadczenie przeprowadzono w 4 powtdrzeniach. Zrédtem pola
elektromagnetycznego (PEM) byl specjalnie zaprojektowany na potrzeby doswiadczenia
generator emitujacy fale z zakresu czgstotliwosci radiowej 1800 MHz 1 ggstosci mocy rownej
0,1 W/m?+0,02. W trakcie trwania eksperymentu antena generatora fal znajdowala si¢ w statej
odleglosci 24 cm nad szalkami. Pole elektromagnetyczne emitowane bylo w sposéb ciaglty. W
kontroli szalki umieszczano poza zasiegiem oddziatywania pola elektromagnetycznego w
takich samych warunkach hodowlanych. Wptyw pola elektromagnetycznego na wzrost grzybni
zalezat od gatunku grzyba owadobojczego.

The aim of the experiment was to study the effect of electromagnetic field on the
development of mycelia of selected species and strains of entomopathogenic fungi. The
experiment was conducted under laboratory conditions using a standard PDA culture medium
(Biocorp). Three species of entomopathogenic fungi were used in experiment: Isaria
fumosorosea (strain 11), Beauveria bassiana (strain B1) and Metarhizium anisopliae (strain
M4). Tested strains of entomopathogenic fungi come from the collection of Department of
Agricultural Environment Protection, University of Agriculture in Cracow. Fungi were
inoculated on PDA culture medium supplemented with chloramphenicol (reduces the risk of
bacterial contamination) in Petri dishes (90mm diameter). In the central part of the plate a disc
(5mm) with inoculum of the appropriate fungi was placed. The experiment was conducted in 4
replications. The source of electromagnetic field (PEM) was specially designed for the
experiment generator, which is emitting radio waves of 1800 MHz and a power density of 0.1
W/m? + 0,02. During the experiment, the wave generator antenna was at a constant distance of
24 cm above the dishes. The electromagnetic field was emitted continuously. In control the
dishes were placed out of the reach of the electromagnetic field under the same growing
conditions. The influence of the electromagnetic field on the mycelium growth depended on
the species of entomopathogenic fungi.
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Technologia NGS jako skuteczne narzedzie w identyfikacji i charakterystyce patogenéw
drobiu

NGS technology as an effective tool for the identification and characterization of poultry
pathogens

Joanna Sajewicz-Krukowska, Katarzyna. Domanska-Blicharz

Zaktad Chordb Drobiu, Panstwowy Instytut Weterynaryjny — Pafistwowy Instytut Badawczy

Koronawirusy (CoV) drobiu powoduja duze straty w przemysle drobiarskim. Do
najwazniejszych z nich naleza wirus zakaznego zapalenia oskrzeli (IBV), koronawirusy
indycze (TCoV) oraz przepidrcze (GfCoV). Badania ostatnich kilku lat wykazaty olbrzymia
roznorodnos$¢ gamma- i deltaCoV u dzikich ptakow. Uwaza si¢, ze stanowig one rezerwuar puli
genowej CoV dla drobiu i dodatkowo odgrywaja role w ich rozprzestrzenianiu. Nieocenionym
narz¢dziem w charakterystyce molekularnej CoV jest technologia NGS.

W latach 2015-2016 zidentyfikowano RNA CoVs u 5-tygodniowych indykéw oraz 7-
dniowych przepiorek z objawami enteropatii. Z wykorzystaniem platformy MiSeq (Illumina)
uzyskano ich pelne sekwencje o dlugosci odpowiednio 27618 i1 25921 nt. Oba genomy
posiadaja strukture typowa dla swojego rodzaju. Analiza filogenetyczna petnej sekwencji nt
indyczego gammaCoV/Tk/PL/G160/2016 wykazata najwyzsza homologi¢ (89,6%) z
francuskim szczepem GfCoV/FR/2011 (LN610099). Podobienstwo z innymi dostepnymi
sekwencjami TCoVs bylo na poziomie 87,7%-88,7%. Interesujace, ze sekwencja nt genu S
wykazywata niskag homologi¢ z innymi dostepnymi w bazie GenBank sekwencjami TCoVs
(56%-78,3%). Najwicksze podobienstwo genu S wykazano z GFCoV/FR/2011 (82,5%). Z kolei
przepiorczy deltaCoV/Q/PL/G32/2015 ulokowat si¢ na wspolnej gatezi z deltaCoV od wrobla
(JQ065045), kota bengalskiego (EF584906) oraz amerykanskimi deltaCoV §win. DeltaCoVs
pozostatych dzikich ptakéw wykazywaly zdecydowanie nizszg homologi¢ (50,6-76,6%) z
polskim szczepem. Mimo, Ze topografia drzewa filogenetycznego skonstruowanego na
podstawie genu S wygladata podobnie, homologia ich sekwencji byta znacznie nizsza.

Otrzymane wyniki wyraznie wskazuja na atypowy charakter zidentyfikowanego
w Polsce TCoV. Ponadto, wykryty przez nasze laboratorium deltaCoV u przepidrek to
pierwszy taki przypadek w Europie. Nasze wyniki potwierdzaja, Zze gamma- i deltaCoV moga
zakazac szerszg niz dotad przypuszczano gamg gospodarzy 1 sg one bardzo zréznicowane. NGS
umozliwilo uzyskanie pelnych sekwencji genomoéw CoV i ich wstepng analize relacji
filogenetycznych. Niezbedne sa jednak dalsze badania pozwalajace okresli¢ ich doktadne
pochodzenie. Konieczne jest rowniez opracowanie skutecznej metody izolacji koronawirusow
co umozliwi badania nad ich patogeneza.

Poultry coronaviruses (CoVs) cause significant economic losses to the poultry industry.
The most important of these include infectious bronchitis virus (IBV), turkey (TCoV) and quail
(GfCoV) coronaviruses. Research in the past few years has shown a great variety of gamma
and deltaCoVs in wild birds. It is believed that they play a role as a reservoir of the CoVs gene
pool for poultry and additionally play a role in their spreading. An invaluable tool in the
molecular characteristics of CoVs is NGS technology.

RNA of CoVs was isolated between 2015-2016 from 5-week-old turkeys and 7-day-old
quails with symptoms of enteric diseases. Using the MiSeq platform (lllumina), their full
sequences were obtained, 27618 and 25921 nt length, respectively. Both genomes have typical
structure of their genus. The phylogenetic analysis of the complete sequence of
gammaCoV/Tk/PL/G160/2016 showed its highest homology (89,6%) with the French strain
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GfCoV/FR/2011 (LN610099). The similarity with other available TCoVs sequences was 87,7%
-88,7%. It is interesting that the S gene nt sequence showed low homology with other TCoV
sequences available in GenBank (56% -78,3%). The highest similarity of the S gene was
demonstrated with GfCoV/FR/2011 (82.5%). In turn, quail deltaCoV/Q/PL/G32/2015 was
located on the common branch with deltaCoVs from sparrow (JQ065045), Asian leopard cat
(EF584906) and American pigs. DeltaCoVs of other wild birds showed significantly lower
homology (50,6-76,6%) with the Polish strain. Although the topography of the S gene tree was
similar, the homology of their sequences was significantly lower.

The obtained results clearly indicate the atypical character of the TCoV identified
in Poland. In addition, detected in our laboratory deltaCoV from quails is the first such
case in Europe. Our results confirm that gamma- and deltaCoVs can infect a broader host
range than previously thought, and are very diverse. NGS has enabled gaining full
sequences of CoV genomes and their phylogenetic relationships initial analysis.
However, further studies are needed to determine their exact origin. It is also necessary
to develop an effective method of CoVs isolation, which will allow to study their
pathogenesis.
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Zroéznicowanie genetyczne rizobiow zasiedlajacych brodawki bobiku-wplyw czynnikow
Nod

Genetic diversity of rhizobia in faba bean nodules-the effect of Nod Factors

Anna Siczek?, Jerzy Wielbo?, Dominika Kidaj?

Instytut Agrofizyki im. Bohdana Dobrzanskiego Polskiej Akademii Nauk
2Uniwersytet Marii-Curie Sktodowskiej w Lublinie, Zaktad Genetyki i Mikrobiologii

Celem badan byta ocena wplywu czynnikow Nod (NF, lipochitooligosacharydéw) na
zroznicowanie genetyczne populacji rizobiow w brodawkach bobiku (Vicia faba). NF
otrzymano z R. leguminosarum i zastosowano przedsiewnie na nasiona bobiku (N), w obiekcie
kontrolnym (K) nasiona moczono w wodzie. Z DNA szczepow rizobiow amplifikowano
fragment 16-23S rDNA oraz gen nodD. Poziom zréznicowania genetycznego okreslono na
podstawie liczby réznych profili PCR-RFLP. Przeprowadzono rowniez sekwencjonowanie
regionu 16-23S rDNA i genu nodD, ktore pozwolito na skonstruowanie drzew
filogenetycznych.

Z brodawek roslin kontrolnych wyizolowano 42 szczepy i zidentyfikowano 12
genotypow, z roslin z obiektu N odpowiednio 45 szczepy 1 17 genotypow rizobiow. Genotypy
obecne w obu populacjach (K i N) wystapity z wigkszg czestoscig niz genotypy specyficzne.
Populacja rizobiéw w grupie N byla bardziej zroznicowana niz w grupie K (odpowiednio 12 1
7 specyficznych genotypoéw). Stwierdzono wyzsze zroznicowanie sekwencji genu nodD niz
sekwencji regionu 16-23S rDNA (maksymalnie odpowiednio > 4 i > 2 substytucji / 100 pz).
Wigkszo$¢ sekwencji regionu 16-23S rDNA grupowata si¢ w obrebie kladu o wewnetrznym
zréznicowaniu mniejszym niz 1 substytucja / 100 pz. Sekwencje genu nodD zgrupowane
zostaly w dwa klady, charakteryzujace si¢ niewielkim wewnetrznym zréznicowaniem; w
jednym przewazaty sekwencje pochodzace ze szczepow grupy N, w drugim — z grupy K.

Projekt zostat sfinansowany ze §rodkéw Narodowego Centrum Nauki przyznanych na podstawie decyz;ji
nr DEC-2012/07/B/NZ9/02430

The aim of the study was to evaluate the effect of Nod factors (NF,
lipochitooligosaccharides) on genetic diversity of rizobia populations in faba bean (Vicia faba)
nodules. NF was isolated from R. leguminosarum and was applied before sowing on seeds (N).
In control treatment the seeds were soaked in water (K). 16-23S rDNA and nodD genes were
amplified. The level of genetic diversity was determined based on the number of different PCR-
RFLP profiles. Sequencing of the 16-23S rDNA and nodD genes was also done, which allowed
for the construction of phylogenetic trees.

42 strains were isolated and 12 genotypes were identified from control group, 45 strains
and 17 genotypes from N group, respectively. Genotypes present in both populations occurred
more frequently than specific genotypes. The N population was more heterogeneous than the
K (12 and 7 specific genotypes, respectively). There was a higher variation of the nodD gene
sequence than the 16-23S rDNA sequence (maximum >4 and > 2 substitutions / 100 bp,
respectively). Most of the 16-23S rDNA region sequences were grouped within a cluster with
an internal difference less than 1 substitution / 100 bp. The sequences of the nodD gene are
grouped into two clusters characterized by slight internal variation; within one cluster
predominated sequences from strains of group N, and within the other from K.

This work was funded by the National Science Centre in Poland on the basis of decision no. DEC-
2012/07/B/NZ9/02430
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Zbiorowiska bakterii glebowych zwiazanych z truflg letnia (Tuber aestivum Vittad.)
Soil bacterial communities associated with summer truffle (Tuber aestivum Vittad.)

Marta Siebyta®, Dorota Hilszczanska?, Katarzyna Sikora®, Aleksandra Rosa-Gruszecka®,
Hanna Szmidlat

1Zaktad Ochrony Lasu, Instytut Badawczy Le$nictwa ul. Braci Le$nej 3, Sekocin Stary,
05-090 Raszyn, Polska

2Zaktad Ekologii Lasu, Instytut Badawczy Le$nictwa ul. Braci Le$nej 3, Sekocin Stary,
05-090 Raszyn, Polska

Trufle naleza do grzybow charakteryzujacych si¢ podziemnym, hypogeicznym trybem
zycia, rosngcych w symbiozie z wieloma gatunkami drzew i krzewow. Ich cykl zyciowy
oraz warunki stymulujace powstawanie owocnikdw (askospor) wcigz pozostaja tajemnica.
Trufla letnia (Tuber aestivum) jest jednym z najwazniejszych gatunkow trufli, cenionych
z uwagi na walory smakowe i zapachowe, wystepujacych Polsce. Owocniki owocniki trufli
letniej sg pozyskiwane w drzewostanach naturalnych jak i w ogrodach truflowych.

W procesie rozwoju owocnikow trufli biorg udziat niektére gatunki bakterii, ktdre
kolonizuja trufle. Owocniki trufli s3 tez zasiedlane przez drozdze, grzyby strzepkowe
i wirusy, ktore prawdopodobnie zaangazowane sg w rozwdj i dojrzewanie, jak réwniez
dyspersje zarodnikow trufli. Jak dotad, bogactwo gatunkowe i rola bakterii zwigzanych
z truflg letnig nie zostaly jeszcze w peini odkryte. Badania przeprowadzone w ostatnim
dziesigcioleciu wykazaty, ze bakterie nalezace do a-Protebacteria odgrywaja prawdopodobnie
gléwng role w tworzeniu owocnikéw trufli.

Identyfikacja bakterii 1 okreSlenie ich roli w rozwoju owocnikow trufli
ma szczegolne znaczenie w uprawie i ochronie tych grzybow.

Truffles (Tuber spp.) hypogeous ascomycetes, which may grow in ectomycorrhizal
symbioses with specified shrub and tree species. Their life cycle and the conditions which
stimulate ascocarps’ formation still remain a mystery. Summer truffle (Tuber aestivum) is the
most common European truffle species with great commercial value. In Poland, this species
is harvested in natural forests and truffle orchards as well.

In process of truffle fruiting bodies development some bacteria are engaged.
The bacteria grow within truffle fruiting bodies accompanied by yeasts and filamentous fungi,
that are presumably involved in ascocarp nutrition, development and maturation,
as well as spore dispersal. Yet the richness and role of bacteria associated with summer truffle
have not been fully discovered so far. Studies from the last decade showed that bacteria
belonging to a-Protebacteria play supposedly the main role in formation of truffle fruiting
bodies. However, the stage of truffles’ development involves more groups of bacteria
interactions.

Identification the bacteria that promote formation of truffle fruiting bodies
IS of particular importance in successful truffles’ cultivation and protection. Knowledge about
the role of bacteria in the process of truffle development may help growing the ultimate fungi
and enhance possibilities of protection as well.
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Kompleksowa detekcja oraz identyfikacja bakteryjnego DNA we krwi pacjentow z sepsa
i u zdrowych wolontariuszy metoda sekwencjonowania nowej generacji

Comprehensive detection and identification of bacterial DNA in the blood of patients with
sepsis and healthy volunteers using next-generation sequencing method.

Agnieszka Sroka-Oleksiak, Dominika Salamon, Matgorzata Bulanda, Tomasz Gosiewski
Katedra Mikrobiologii, Wydzial Lekarski, Uniwersytet Jagiellonski Collegium Medicum, Krakow

Wstep: Zakazenia spowodowane przez bakterie i grzyby od dawna stanowig powazny
problem medyczny. Najgrozniejsze sg infekcje systemowe, np. sepsa. Metoda
sekwencjonowania nowej generacji pozwala na uzyskanie pelnego profilu bakteryjnego,
dlatego zastosowaliSmy ja  do  badania  probek = krwi od  pacjentow
z klinicznymi objawami sepsy oraz od zdrowych ochotnikow.

Materialy 1 metody: Probki krwi pobrano od pacjentow septycznych (n=62),
hospitalizowanych na oddziale intensywnej terapii oraz od zdrowych wolontariuszy (n=23) i
po odpowiednim przygotowaniu, sekwencjonowano przy uzyciu platformy MiSeq. Hodowle
krwi przeprowadzono w tym samym czasie.

Wyniki: Metoda hodowlang uzyskano tylko 30,6% (n= 19) pozytywnych wynikow dla
probek pochodzacych od pacjentow septycznych. Metoda NGS pozwolita na wykrycie
obecno$ci bakteryjnego DNA we wszystkich probkach (od pacjentow z sepsa i co bylo
najbardziej zaskakujace - od zdrowych wolontariuszy).

Whioski: Uzyskane rezultaty pokazuja, ze bakterie w sposob ciagly przedostaja si¢ do
krwi (DNAemia), ale u zdrowych ludzi ich sktad jako$ciowy jest zupeknie inny niz u pacjentow
z sepsa. Pacjenci hospitalizowani na oddziale intensywnej terapii byli narazeni na zakazenie
bakteriami szpitalnymi, glownie Gram negatywnymi bakteriami nalezacymi do typu
Proteobacteria, co prawdopodobnie bylo rezultatem wyzszej ilosci tych bakterii w grupie
pacjentow septycznych. Z kolei u 0s6b zdrowych obecne bylo DNA typowe dla fizjologicznej
flory bakteryjnej.

Introduction: Infections caused by bacteria and fungi have been a serious medical
problem since olden times. The most threatening are systemic infections, i.e. sepsis. The Next-
generation sequencing method (NGS) allows to obtain a full bacteriological profile, so we
would like to use this method to examine blood samples from patients with clinical signs of
sepsis and healthy volunteers.

Materials and methods: blood samples were taken from patients hospitalized in the ICU
(Intensive Care Unit) with septic symptoms (n = 62) and in healthy volunteers (n = 23) and
after proper preparation, sequenced using NGS method — MiSeq apparatus. Blood cultures were
performed at the same time.

Results: In our studies we demonstrated that the percentage of positive blood culture was
30.6% (n=19) for
samples from septic patients. NGS method revealed the presence of bacterial DNA in all
samples
(from patients with sepsis and healthy voluntaires, what was the most surprising fact).

Conclusions: The obtained results show that bacteria constantly passed into the blood
(DNAemia), but in healthy people their quantitative composition was different than in patients
with sepsis. Patients hospitalized in the ICU ward were exposed to nosocomial bacteria, mainly
Gram negative bacteria belonging to Proteobacteria phylum - probably it was a reason why a
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higher percentage of Proteobacteria was demonstrated in patients with sepsis. In the blood of
healthy volunteers was present DNA typical for physiological bacterial flora.
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Badania przesiewowe oraz identyfikacja molekularna grzybéw Ascomycota zdolnych do
produkcji dehydrogenazy celobiozowej

Screening and molecular identification of Ascomycota fungi capable of producing cellobiose
dehydrogenase

Justyna Sulej, Aleksandra Drab, Grzegorz Janusz, Jerzy Rogalski

Zaktad Biochemii, Uniwersytet Marii Curie-Sktodowskiej w Lublinie, ul. Akademicka 19, 20-033 Lublin,
justyna.sulej@poczta.umcs.lublin.pl

Dehydrogenaza celobiozowa (CDH, EC 1.1.99.18, CAZy AA 3.1) jest
zewnatrzkomoérkowa oksydoreduktazg produkowana przez wiele grzyboéw rozktadajacych
drewno. CDH zbudowana jest z duzej, katalitycznej domeny flawinowe] potaczonej
niekowalencyjnie z FAD oraz domeny cytochromowej zawierajacej hem typu b, potaczonych
ze soba poprzez elastyczny region zawiasowy. CDH w zalezno$ci od organizmu z jakiego
pochodzi wykazuje r6zng specyficznos¢ substratowa najczesciej jednak utlenia wigzania -1,4
glikozydowe di- a takze oligosacharydow takich jak celobioza, celodextryny i laktoza. W
oparciu o analizy filogenetyczne sekwencji CDH pochodzacych z roznych grzybow,
dehydrogenazy celobiozowe zostaty podzielone na trzy odrgbne klasy: klase I (Basidiomycota),
klas¢ II (Ascomycota) oraz klas¢ III (CDH niescharakteryzowane). CDHs pochodzace z
grzybow nalezacych do Ascomycota ze wzgledu na swojg nature sa bardzo wazne w procesach
biotechnologicznych. Odkrycie nowych enzymoéw o rdznej specyficznosci substratowej oraz
zwigkszonej stabilnosci biatka jest niezbgdne do zastosowan komercyjnych. W prezentowanej
pracy wykonano badania przesiewowe grzybow nalezacych do Ascomycota pod wzgledem
zdolnosci do produkcji CDH oraz ich identyfikacje przy uzyciu technik molekularnych
opartych o sekwencje ITS.

Cellobiose dehydrogenase (CDH, EC 1.1.99.18, CAZy AA 3.1) is an extracellular
oxidoreductase produced by a number of wood-degrading fungi. CDH is composed of a large
catalytic flavin domain containing non-covalently bound FAD and a b-type heme-containing
cytochrome domain connected by a flexible linker region. According to the origin, CDHs show
varying substrate specificities, but in general, they all oxidize p-1,4-linked di- and
oligosaccharides such as cellobiose, cellodextrins, and lactose. Based on phylogenetic analysis
of CDH sequences from various fungal sources cellobiose dehydrogenases were divided into
three distinct classes: class | (Basidiomycota), class Il (Ascomycota) and class Il
(uncharacterized CDHs). CDHs from Ascomycota fungi in view of its nature are
biotechnologically important enzymes. Discovery of novel CDHs with different substrate
specificities and improved stabilities is essential for commercial applications. Here we present
screening of several strains of Ascomycota for their ability to produce CDHs. Moreover,
molecular identification of these strains based on ITS sequences was performed.

The research project founded by the National Science Centre in Poland (grant no. 2015/17/D/NZ9/02066)
Projekt badawczy finansowany z funduszy Narodowego Centrum Nauki w Polsce (grant nr
2015/17/D/NZ9/02066)
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Analiza metaboliczna i metagenomiczna konsorcjow metanotroficznych pochodzacych z
gleb o roznej genezie

Metabolic and metagenomic analysis of methanotrophic consortia from soils of different
genesis

Anna Szafranek-Nakonieczna!, Anna Pytlak!, Weronika Goraj*, Agnieszka Wolinska?,
Magdalena Frac?, Karolina Oszust?, Katarzyna Larwa?, Zofia Stepniewska®

Katolicki Uniwersytet Lubelski Jana Pawta II, Katedra Biochemii i Chemii Srodowiska, ul. Konstantynow 11,
20-708 Lublin, tel. (0-81) 4545460, anna.szafranek@kul.pl
Instytut Agrofizyki im. Bohdana Dobrzanskiego Polskiej Akademii Nauk, ul. Do$wiadczalna 4, 20-290 Lublin

Bakterie metanotroficzne wykorzystuja metan (CHas), jako zrédlo wegla i energii.
Zasiedlajg Srodowiska, w ktérych wytwarzany jest CHs (np. torfowiska) lub takie ktore majg
kontakt z metanem atmosferycznym (np. gleby mineralne). Metanotrofy zdolne sa do
wytwarzania m.in. biatek, biopolimeréw, kwaséw organicznych, osmoprotektantow oraz
lipidow. Wszystko to decyduje o ich potencjale biotechnologicznym oraz wskazuje, ze ich
funkcja w srodowisku 1 wptyw na inne mikroorganizmy, z ktérymi tworza konsorcja, moze by¢
znaczaca.

Celem pracy bylo zbadanie profilu metabolicznego hodowlanych konsorcjow
metanotroficznych pochodzacych z gleby organicznej — torfu (torfowisko wysokie, Poleski
Park Narodowy) i mineralnej — bielicy (okolice Kurowa) oraz ich identyfikacja.

Z badanych gleb zaszczepiano mikroorganizmy na podloze mineralne (NMS, stale a
nastepnie ptynne). Zbadano profil metaboliczny konsorcjow hodowanych na podtozu ptynnym
(System BIOLOG®, EcoPlate®). Identyfikacje mikroorganizméw wchodzacych w sktad
konsorcjow przeprowadzono w oparciu o Sekwencjonowanie nowej generacji (MiSeq,
[llumina).

Badane konsorcja z gleby torfowej i bielicy wykazywaty aktywno$¢ metanotroficzng
wynoszacg odpowiednio 50,7 i 21,1 mg CH4 It d*. Analiza metaboliczna i metagenomiczna
wykazala ich zrdéznicowanie oraz potwierdzita obecno$¢ w ich skladzie bakterii
metanotroficznych.

Methanotrophic bacteria use methane (CH4) as a source of carbon and energy. They
occupy environments where CHs is produced (e.g. peat bogs) or which are in contact with
atmospheric methane (e.g. mineral soil). Methanotrophs are capable of producing, among
others, proteins, biopolymers, organic acids, osmoprotectants and lipids. This determines their
biotechnological potential but also indicates that their role in the environment and impact on
other microorganisms with which they form consortia can be significant.

The aim of the study was to investigate the metabolic profile of culture methanotrophic
consortia from organic — peat bog (Poleski National Park) and mineral soil- Albic Luvisols
(Kurow region) and their identification.

From investigated soils the microorganisms were inoculated on mineral medium (NMS,
solid and next liquid). The metabolic profile of the investigated consortia on the liquid media
(BIOLOG®™ System, EcoPlate®) was determined. Microorganisms were identified using next
generation sequencing (MiSeq, Illumina).

The investigated consortia from peat and Albic Luvisols characterized by methanotrophic
activity of 50.7 and 21.1 mg CH4 I d* respectively. Metabolic and metagenomic analysis
indicated differences between consortia and that they build on the methanotrophs metabolism.
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Zastosowanie metod metagenomicznych w procesie identyfikacji bakterii z rodzaju
Bradyrhizobium zakazajacych rosliny nalezace do plemion Genisteae i Loteae

The application of metagenomic methods in the identification of Bradyrhizobium bacteria
infecting Genisteae and Loteae plants

Michat Szelag, Joanna Banasiewicz, Matgorzata Peszka, Tomasz Stepkowski

Samodzielny Zaktad Biologii Mikroorganizméw
Szkota Gtéwna Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie
ul. Nowoursynowska 159, 02-776 Warszawa
iapetus1989@gmail.com

Szczepy Bradyrhizobium zakazajace przedstawicieli plemion Genisteae i Loteae na
obszarze Europy tworza grupe filogenetyczng w obrgbie sekwencji genow symbiotycznych
znang jako klad II. Klad II wykazuje szerokie rozprzestrzenienie, rowniez poza Europa, ale
zawsze na obszarach, na ktorych wystepuja przedstawiciele obu lub jednego z wyzej
wymienionych plemion. Biorgc pod uwage wysoka specyficzno$¢ symbiozy, ktéra cechuje
szczepy kladu II, postanowiono zidentyfikowa¢ w obrgbie wysp symbiotycznej gen lub grupe
gendw wyrdzniajaca ten klad od innych szczepow Bradyrhizobium. Sposrod kilku
zidentyfikowanych genéw wybrano gen kodujacy fosfodiesteraz¢ guanylowa, ktory w obrebie
kladu II wystepuje w postaci kopii ,,symbiotycznej”, jak tez ,niesymbiotycznej”.
Rownoczesnie podjeto probe amplifikacji genu nifD w oparciu o startery specyficzne dla tego
kladu Bradyrhizobium.

Uzyskano pozytywne wyniki amplifikacji (potwierdzone przez sekwencjonowanie
produktow PCR) na matrycach DNA izolowanych z probek gleby pobranych z réznych
gatunkow Genisteae na obszarze Polski, a takze z ryzosfery roslin kolcolistu (Ulex europaeus)
rosngcych na obszarze potudniowo-wschodniej Brazylii, gdzie gatunek ten jest rosling
inwazyjng. Obecnos¢ kladu II w potudniowo-wschodniej Brazylii wskazuje na ko-introdukcje
Bradyrhizobium kladu II z Europy, razem ze swoim gospodarzem roslinnym.

Bradyrhizobium strains infecting legume plants belonging to the Genisteae and Loteae
tribes in Europe form a phylogenetic group known as Clade Il within symbiotic gene
phylogenetic trees. Clade Il strains are widespread (also outside Europe), however, they are
always present in areas inhabited by legume species representing either both or at least one of
the mentioned above tribes. Taking into account the high specificity of the symbiosis formed
by Clade Il strains, it was decided to identify within the symbiotic islands a gene (or group of
genes) which distinguishes this clade from other Bradyrhizobium groups. Out of the several
possible candidates, a gene encoding a guanyl phosphodiesterase was selected, which in the
genomes of Clade II strains is present as “symbiotic”” and nonsymbiotic copies. Simultaneously,
an attempt was made to amplify the nifD gene using newly designed primers specific to this
Bradyrhizobium clade.

Positive results of the amplification (confirmed by PCR product sequencing) were
obtained on DNA templates isolated from soil samples collected in Poland from different
species of Genisteae as well as from the rhizosphere of gorse (Ulex europaeus) collected in
south-eastern Brazil, where this plant is regarded as the invasive species. The presence of Clade
Il strains in the south-eastern Brazil most likely is due to the co-introduction of Bradyrhizobium
Clade Il strains, which have been brought from Europe together with their host plant.
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Zastosowanie testu opartego na parametrach wzrostu mutanta sodl drozdzy S.
cerevisiae w Srodowisku hipertonicznym do badania wlasciwosci antyoksydacyjnych
ekstraktow roslinnych

The use of a test based on growth parameters of the sod1 mutant of S. cerevisiae yeast in a
hypertonic medium to evaluate the antioxidant properties of plant extracts

Agata Swiecito

Katedra Mikrobiologii Srodowiskowej
Uniwersytet Przyrodniczy w Lublinie
UL S. Leszczynskiego 7, 20-069 Lublin, tel. (600834135),
agata.swiecilo@up.lublin.pl

Do oznaczania wlasciwosci antyoksydacyjnych probek zywnosci lub surowcow do
produkcji zywnosci wykorzystuje si¢ rozne metody zard6wno biochemiczne jak 1 biologiczne.
Wiasciwosci antyoksydacyjne uzyskane w testach biologicznych nie zawsze sa skorelowane z
wynikami testow biochemicznych in vitro, co wynika z ich przemian metabolicznych podczas
trawienia oraz roznej bioprzystepnosci sktadnikow tych probek. W praktyce laboratoryjnej do
badania wtasciwosci antyoksydacyjnych in vivo wykorzystuje si¢ ro6zne organizmy modelowe
w tym drozdze Saccharomyces cerevisiae. Celem prezentowanych badan byla ocena
przydatnosci testu biologicznego wykorzystujacego wzrost mutanta Sod1 drozdzy S. cerevisiae
(pozbawionego aktywnosci cytoplazmatycznej dysmutazy ponadtlenkowej) na podlozu
hipertonicznym do oznaczania wlasciwosci antyoksydacyjnych ekstraktow wodnych z owocow
jagodowych. Markerem wtasciwosci antyoksydacyjnych w tym przypadku byta zdolno$¢ do
przywracania wzrostu tym komodrkom. Ekstrakty wykonano z owocéw trzech odmian
uprawnych maliny (Rubus idaeus L. cv. Cascada Delight, Glen Fyne, Octavia), jednej odmiany
uprawnej jezyny (Rubus fruticosus L. cv. Navaho) oraz dzikiej jezyny (Rubus fruticosus L.) a
takze mieszkanca malino-jezyny (Rubus idaeus L. x Rubus fruticosus L.). Testy wzrostowe
komorek sod1 drozdzy na podtozu hypertonicznym potwierdzity wiasciwosci antyoksydacyjne
wszystkich badanych ekstraktow, z tym ze test polegajacy na oznaczaniu parametrOw wzrostu
za pomocy liczby kolonii okazat si¢ bardziej czuty niz wysiew uzyskany za pomoca replikatora.

Various biochemical and biological methods are used to determine the antioxidant
properties of food samples or raw material for food production. The antioxidant properties of
samples in biological tests are not always in agreement with the results of in vitro biochemicals
tests, due to metabolic transformations taking place during digestion and to differences in the
bioavailability of their components. In laboratory practice, antioxidant properties are tested in
vivo using various model organisms including Saccharomyces cerevisiae yeast cells. The aim
of the present study was to evaluate the suitability of a biological test based on the growth of
the S. cerevisiae sodl mutant (devoid of cytosolic superoxide dismutase activity) on a
hypertonic medium to determine the antioxidant properties of aqueous extracts of berry fruits.
The ability to restore the growth of sod1 mutant cells was in this case the marker of antioxidant
properties. The extracts were prepared from the fruit of three cultivars of raspberry (Rubus
idaeus L. cv. Cascada Delight, Glen Fyne and Octavia), one cultivar of blackberry (Rubus
fruticosus L. cv. Navaho), and wild blackberry (Rubus fruticosus L.), as well as a raspberry-
blackberry hybrid (Rubus idaeus L. x Rubus fruticosus L.). The tests of the growth of the sod1
yeast cells on a hypertonic medium confirmed the antioxidant properties of all extracts tested.
The technique involving determination of growth parameters based on the number of colonies
proved more sensitive than the use of a microplate replicator.
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Mikrobiologiczna biodegradacja i fitoakumulacja jako mozliwa strategia zmniejszania
zanieczyszczenia DDT w glebach ekologicznych gospodarstw

Microbial biodegradation and phytoaccumulation as a possible strategy to reduce DDT
pollution in soils of organic farms

Matgorzata Tartanus?, Eligio Malusa®, Barbara Helena Labanowska®, Artur Miszczak?,
Fabiana Russo?, Andrea Ceci?, Oriana Maggi?, Anna Maria Persiani?

nstytut Ogrodnictwa w Skierniewicach, Konstytucji 3 Maja 1/3, 96-100 Skierniewice
2Dept. Environmental Biology, Sapienza Univ. Roma, P.le Aldo Moro 5, 00185 Rome, Italy

W  Instytucie Ogrodnictwa podjeto probe potaczenia: biodegradacji przez
mikroorganizmy wspomagajace rosliny wykazujgce wlasciwosci akumulujgce w celu redukcji
skazenia gleb przez pestycydy w uprawach ekologicznych. Stosowano wytypowane gatunki
ro$lin i konsorcja mikroorganizméow (bakterie i grzyby mykoryzowe), korzystne dla rozwoju
ro$lin, w celu zbadania mozliwosci pobierania DDT i jego metabolitow przez te rosliny.
Ponadto z gleby zanieczyszczonej DDT izolowano rozwijajace si¢ w niej grzyby i bakterie, w
celu identyfikacji szczepoéw zdolnych do metabolizowania tych zwigzkéw. Badania takie sa
konieczne, gdyz z 53 prob gleby pobranych w o$miu wojewodztwach w Polsce, az  80%
zawierato pozostatosci tych substancji. Niektore gatunki roslin (np. Cucurbita pepo) wykazaty
pewng zdolnos$¢ pobierania i transportu zwigzkow DDT do cze$ci nadziemnych, ale nie do
owocow. Zastosowane konsorcja mikroorganizmoéw do$¢ efektywnie wspomagaty, pobieranie
w/w toksycznych substancji przez rosliny. Z gleb zanieczyszczonych zwigzkami DDT
wyizolowano i zidentyfikowano 179 szczepow nalezacych do 59 gatunkow grzybow
saprotroficznych. Przeprowadzono testy tolerancji / oporu (Rt: Rc, T.1.) w obecnosci wysokiego
stezenia DDT by oceni¢ i wytypowac najlepsze szczepy wykazujace zdolnosci biodegradacji
DDT.

The study has been undertaken at the Research Institute of Horticulture to investigate
microorganism biodegradation and phytoaccumulation of organic pesticides present in soils
managed under organic farming methods. Consortia of microorganisms, such as plant beneficial
bacteria and fungi (PGPR and mycorrhizal), were used in association to specific plant species
to explore the possibility of breakdown DDT and its metabolites into harmless compounds or
to foster their uptake by the plants. Furthermore, soil polluted with DDT were used to isolate
fungi and bacteria that were able to thrive in them aiming at identifying strains able to
metabolize these compounds. Such studies were prompted by the outcome of a survey of 53
soil samples gathered from eight VVoivodships in Poland showing that 80% contained residues
of this substances. Some plant species (e.g. Cucurbita pepo) showed some translocation
capacity into above-soil organs, but not to physiological sinks such as fruits. The used microbial
consortia fostered the uptake of DDT and its metabolites into the root system. 179 strains
belonging to 59 saprotrophic soil fungal species were isolated and identified from polluted soils.
Tolerance/resistance tests (Rt:Rc; T.1.) in presence of high DDT concentration were performed
in order to select the best candidates for DDT biodegradation which hold promise for
bioremediation purposes.

Badania prowadzono w ramach projektu: Sadownictwo metodami ekologicznymi - badania w zakresie
okreslenia zrodet oraz przyczyn niezamierzonego wystgpowania w produktach ekologicznych srodkow
niedopuszczonych do stosowania w rolnictwie ekologicznym. Okreslenie dobrych praktyk, standardow
postgpowania, opracowanie przewodnika oraz wytycznych w zakresie przeciwdziatania takim przypadkom.
Finansowany przez MRiRW w 2016 roku
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Skuteczno$¢ i wplyw na Srodowisko grzybow entomopatogenicznych stosowanych w
ochronie roslin sadowniczych

Efficacy and environmental impact of entomopathogenic fungi used for the protection of fruit
plants
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Rejestracja wprowadzanych do §rodowiska produktéw opartych na mikroorganizmach
wymaga oceny skuteczno$ci, ekotoksykologii i zachowania w glebie, poniewaz biopestycydy
s3 na ogot narazone na dziatanie czynnikoéw srodowiskowych, ale same tez na nie oddziatuja.
Dlatego tez w Instytucie Ogrodnictwa w Skierniewicach, w latach 2014-2016 prowadzono
doswiadczenia z zastosowaniem grzybow entomopatogenicznych: Beauveria bassiana,
Beauveria brongniartii do zwalczania pe¢drakéw chrabgszcza majowego (Melolontha
melolontha) na plantacjach truskawki uprawianej wg systemu ekologicznego. Opracowano
rowniez nowa metode, oparta na qPCR dostosowujac podej$cie genotypowe w oparciu o
marker SSR (Simple Sequence Repeat), ktora stosowano do oceny przezywalnosci i
wykrywania ilo$ci obu rodzajow grzyboéw entomopatogenicznych, po wprowadzeniu ich do
gleby. Wptyw inokulum grzyboéw entomopatogenicznych na strukture i zréznicowanie
populacji mikrobiologicznej (bakterie i grzyby) gleb oszacowano stosujac technike T-RFLP i
gPCR. W prowadzonych doswiadczeniach uzyskiwano ograniczenie liczby pedrakow
chrabgszcza majowego 1 uszkodzonych przez nie roSlin, zaleznie od ich zaggszczenia
wyjsciowego 1 zastosowanego inokulum grzybow entomopatogenicznych, na poziomie od
Kilku do ponad 50%. Wprowadzanie inokulum grzybow owadobdjczych do gleby nie wptywato
na 0godlng populacje mikroorganizmow glebowych (bakterii 1 grzybow).

The registration and release in the environment of microbial-based products require the
evaluation of efficacy, ecotoxicology and fate and behaviour, since biopesticides are generally
affected by environmental factors but also affect them. During 2014-2016 in the Institute of
Horticulture were conducted experiments to test the efficacy to control white grubs of may
beetles (Melolontha melolontha) on organic strawberry plantations and the environmental
impact of the following entomopathogen fungi: Beauveria bassiana, B. brongniartii. A new
method based on gPCR, adapting a genotyping approach based on SSR (Simple Sequence
Repeat) marker, was developed for the simultaneous detection and quantification of the two
entomopathogenic fungi in soil, and showing a different capacity of fungi persistence. The
inoculum effect on soil microbial community structure and diversity was evaluated using the
T-RFLP and gPCR approaches. In the conducted experiments, the number of beetles and
damaged plants was reduced, depending on their initial density and of the applied inoculum of
the entomopathogenic species, up to more than 50%. The inoculation did not affect the overall
microbial population.

Badania prowadzono w ramach projektu: Okreslenie innowacyjnych rozwigzan oraz dobrych praktyk ochrony
przed szkodnikami i chorobami ze szczegdlnym uwzglednieniem upraw roélin jagodowych, w tym truskawki,
maliny i aronii. Finansowany przez MRiRW w latach 2014-2016
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Analiza oddzialywania nadtlenku wapnia na aktywno$¢ wybranych enzymow
oksydoredukcyjnych w glebie lekkiej skazonej przepracowanym olejem silnikowym

Assessment of calcium peroxide effect on some enzyme activities in sandy soil contaminated
with spent engine oil

Arkadiusz Telesinski, Lukasz Wegrzynowski, Michat Strek

Katedra Fizjologii Roslin i Biochemii, Zachodniopomorski Uniwersytet Technologiczny w Szczecinie

Celem podjetych badan byto okreslenie oddziatywania nadtlenku wapnia na aktywno$¢
wybranych enzyméw oksydoredukcyjnych: dehydrogenaz oraz oksydazy o-difenolowej w
glebie zanieczyszczonej przepracowanym olejem silnikowym. Do$wiadczenie laboratoryjne
przeprowadzono na probkach gleb pobranych z poziomu ornoprochnicznego (0-30 cm) ziem
rdzawych typowych (piasek gliniasty, Corg 8,7 g-kg™'). Do czesci ziemistych pobranego
materialu glebowego wprowadzono w ré6znych kombinacjach przepracowany olej silnikowy (w
ilosciach 0, 10 i 50 g-kg ') oraz nadtlenek wapnia (w ilosciach 0, 200 i 400 mg-kg ™). Probki
doprowadzono do 60% maksymalnej pojemnosci wodnej 1 przechowywano w szczelnie
zamknigtych szklanych pojemnikach w temperaturze 20°C. We wszystkich kombinacjach
oznaczono w 1., 7., 14. i 28. dniu doswiadczenia aktywno$¢ dehydrogenaz oraz oksydazy o-
difenolowej.

Na podstawie przeprowadzonych badan stwierdzono, ze zanieczyszczenie gleby
przepracowanym olejem silnikowym spowodowato istotne zmiany aktywnos$ci dehydrogenaz i
oksydazy o-difenolowej. Aktywno$¢ dehydrogenaz w  glebie zanieczyszczonej
przepracowanym olejem silnikowym ulegta podwyzszeniu w stosunku do gleby kontrolne;j,
podczas gdy aktywnos$¢ oksydazy o-difenolowej byla hamowana. Aplikacja nadtlenku wapnia
do gleby niezawierajacej przepracowanego oleju silnikowego w niewielki sposob oddziatywata
na aktywno$¢ oznaczanych oksydoreduktaz. Najwicksze roznice pomiedzy oddziatywaniem
zastosowanych dawek nadtlenku wapnia w glebie skazonej przepracowanym olejem
silnikowym wystapity w przypadku dehydrogenaz.

The aim of study was to assess calcium peroxide influence on some oxidoreductases:
dehydrogenases and o-diphenol oxidase activities in soil contaminated with spent engine oil.
The laboratory experiment was carried out on loamy sand samples with organic carbon content
of 8.7 g-kg*. Different combination of spent engine oil (0, 10 and 50 g-kg™) and calcium
peroxide (0, 200 and 400 mg-kg ) were added to soil samples. The soil samples were adjusted
to 60% maximum water holding capacity, and they were incubated in tightly closed glass
containers at a temperature of 20°C. Activity of dehydrogenases and o-diphenol oxidase was
determined on day 1, 7, 14 and 28.

Obtained results showed that contamination with spent engine oil caused significant
changes of dehydrogenases and o-diphenol oxidase activities. Activity of dehydrogenases was
increased and activity of o-diphenol oxidase was decreased comparing to control. Application
of calcium peroxide to non-contaminated soil in a small way affected on assayed
oxidoreductases. It is difficult to assess the direction of dehydrogenases and o-diphenol oxidase
activities in soil contaminated with spent engine oil after addition of calcium peroxide. The
highest differences between the effects of the applied dosage of calcium peroxide in soil
contaminated with spent engine oil occurred in the case of dehydrogenases.
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Poréwnanie oddzialywania 1-alkilo-3-metyloimidazoliowych cieczy jonowych z anionem
tetrafluoroboranowym na aktywnos$¢ oksydazy o-difenolowej w glebie

Comparison of 1-alkyl-3-methylimidazolium ionic liquids with tetrafluoroborate anion
on o-diphenol oxidase activity in soil

Arkadiusz Telesiniski', Kornel Curyto!, Robert Biczak?, Barbara Pawtowska?
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Celem podjetych badan byto okreslenie oddzialywania trzech cieczy jonowych:
tetrafluoroboranu  1-butylo-3-metyloimidazoliowego [BMIM][BFs], tetrafluoroboranu 1-
heksylo-3-metyloimidazoliowego [HMIM][BFs] oraz tetrafluoroboranu  1-oktylo-3-
metyloloimidazoliowego [OMIM][BF4] na aktywnos$¢ oksydazy o-difenolowej w glebach o
roznym skladzie granulometrycznym. Do$wiadczenie laboratoryjne przeprowadzono na
probkach gleb pobranych z poziomu ornopréchnicznego (0-30 cm): piasku gliniastym (Corg
8,7 g-'kg 1, pHkci 6,36), glinie lekkiej (Corg 10,9 g-kg!, pHkci 6,81) oraz glinie piaszczysto-
ilastej (Corg 33,8 g-kg™®, pHkci 7,13). Do czesci ziemistych pobranego materiatu glebowego
wprowadzono ciecze jonowe w iloéciach: 0 (gleba kontrolna), 0,05, 0,50 i 5,00 mmol-kg ™.
Probki doprowadzono do 60% maksymalnej pojemnosci wodnej i przechowywano w szczelnie
zamknigtych szklanych pojemnikach w temperaturze 20°C. Aktywno$¢ oksydazy o-
difenolowej oznaczono w 1., 7., 14., 28., 56 1 112. dniu do$§wiadczenia.

Na podstawie przeprowadzonych badan stwierdzono, ze aplikacja 1-alkilo-3-
metyloimidazoliowych cieczy jonowych z anionem tetrafluoroboranowym spowodowata w
wiekszosci przypadkow istotne zmiany aktywnos$ci oksydazy o-difenolowej. Najwigkszy efekt
zaobserwowano w piasku gliniastym, w ktérym w trakcie trwania catego do$wiadczenia
wystepowata stymulacja enzymu w poréwnaniu do gleby kontrolnej. Natomiast w glinie
piaszczysto ilastej wykazano gléwnie inhibicje aktywnosci oksydazy o-difenolowej. Ponadto
oddziatywanie cieczy jonowych zwigkszato si¢ wraz z wydtuzaniem podstawnika alkilowego
w kationie.

The aim of study was to assess effect of three ionic liquids: 1-butyl-3-methylimidazolium
tetrafluoroborate [BMIM][BF4], 1-hexyl-3-methylimidazolium tetrafluoroborate
[HMIM][BF4], and 1-octyl-3-methylimidazolium tetrafluoroborate [OMIM][BF4] on soil o-
diphenol activity. The laboratory experiment was carried out on soil samples, with different
texture: loamy sand (Corg 8,7 g-kg™?, pHkci 6,36), sandy loam (Corg 10,9 g-kg?, pHkci 6,81)
and sandy clay loam (Corg 33,8 g-kg ™, pHkci 7,13). lonic liquids at the dosages of: 0 (control
soil), 0,05, 0,50 i 5,00 mmol-kg* were added to soil samples. The soil samples were adjusted
to 60% maximum water holding capacity, and they were incubated in tightly closed glass
containers at a temperature of 20°C. Activity of o-diphenol oxidase was determined on day 1,
7,14, 28,56 and 112.

Obtained results showed that application of ionic liquids with tetrafluoroborate anion
caused primarily significant changes in o-diphenol oxidase activity. The highest effect was
observed in loamy sand, where the increase was reported during all experiment. However in
sandy clay loam the decrease in o-diphenol oxidase was mainly noted. Moreover the impact of
ionic liquids increased with the extension of the alkyl chain
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Tréjczynnikowa interakcja symbiotyczna olszy czarnej (Alnus glutinosa L.
Gaertn.) w warunkach stresu solnego

Tripartite mutualism of black alder (Alnus glutinosa L. Gaertn.) at saline area

Thiem Dominika, Marcin Gotebiewski?3, Hrynkiewicz Katarzyna®?

17aktad Mikrobiologii: Wydziat Biologii i Ochrony Srodowiska, Uniwersytet Mikotaja Kopernika, Lwowska 1,
PL-89-100 Torun, Polska, hrynk@umk.pl
2Katedra Fizjologii i Biotechnologii Ro$lin, Uniwersytet Mikotaja Kopernika, Lwowska 1, PL-89-100 Torun,
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SInterdyscyplinarne Centrum Nowoczesnych Technologii, Nicolaus Copernicus University, Wilenska 4,
87-100 Torun, Polska

Olsza czarna (Alnus glutinosa L. Gaertn.) jest gatunkiem pionierskim charakteryzujacym
si¢ podwyzszong tolerancja na zasolenie gleb, w zwigzku z czym moze by¢ rozpatrywana w
rekultywacji terenéw zasolonych. Wysoka tolerancja niekorzystnych warunkoéw glebowych
przez olsz¢ czarng moze by¢ efektem unikalnej, tréjczynnikowej interakcji symbiotycznej z
grzybami ektomykoryzowymi (EM), arbuskularnymi (AM) oraz z bakteriami brodawkowymi
z rodzaju Frankia sp., ktora moze tworzy¢ si¢ na korzeniach olszy czarnej. Udziat grzybow EM
1 AM w tworzeniu modelu rdéznorodnosci obu typdéw asocjacji mykoryzowych oraz
wystepowanie i rola bakterii nitryfikacyjnych drzew zostal jak dotychczas stabo poznany.
Wykazano, ze wystepowanie i réznorodno$¢ symbiontow grzybowych i bakteryjnych w
istotnym stopniu zalezy od czynnikdéw abiotycznych srodowiska. Tymczasem, wptyw zasolenia
gleb, jako czynnika abiotycznego réznicujacego strukture symbiotycznych mikroorganizmow,
analizowany byt gléwnie w przypadku roslin zielnych i tworzacych z nimi symbiozg grzybow
arbuskularnych.

Podczas konferencji zaprezentowane zostang wyniki sekwencjonowania amplikonow
bakteryjnych genow 16S rRNA i grzybowych ITS opisujacych zbiorowiska endofitow olszy
czarne] z dwoch stanowisk (zasolonego i1 kontrolnego) oraz analiza wptywu czynnikow
srodowiskowych (w szczegdlnosci zasolenia) na te zbiorowiska.

Alnus glutinosa (black alder) is a pioneer tree species with the tolerance to high
concentrations of salts in the soils, and can be considered as an important tree for regeneration
of forests at saline areas. High tolerance of A. glutinosa to unfavorable conditions can be a
feedback effect of unusual tripartite symbiotic association of plant roots with nitrogen-fixing
bacteria (Frankia sp.) and representatives of two mycorrhizal types: ectomycorrhizal (EM) and
arbuscular (AM) fungi. Participation of EM and AM fungi in forming biodiversity model of
both mycorrhizal symbionts as well the association of roots with nitrogen-fixing bacteria is
poorly understood, specially at natural unfavourable saline conditions. It was demonstrated that
the distribution and diversity of fungal and bacterial symbionts highly dependent on the abiotic
factors. Meanwhile, the effect of salinity, as an important abiotic factor which differentiate
structure of symbiotic microorganisms, was analysed only in case of herbaceous plants
associated with arbuscular fungi.

During the conference the results of sequencing of 16S rRNA and ITS amplicons
describing endophytic communities of black alder roots at two test sites (saline and control) and
the effect of environmental factors (especially salinity) which affect this community will be
presented.
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Wplyw systemow uprawy roli na aktywnos$¢ fosfataz w glebie pod uprawg tubinu
waskolistnego

Effect of tillage systems on phosphatase activity in soils under lowland lupine

Anna Tomkowiak?, Jerzy Szukata?, Justyna Starzyk!

Uniwersytet Przyrodniczy w Poznaniu, Wydzial Rolnictwa i Bioinzynierii,
IKatedra Mikrobiologii Ogélnej i Srodowiskowej
2Katedra Agronomii
Opiekun naukowy: dr hab. Justyna Starzyk

Nowym zadaniem rolnictwa jest zrOwnowazona intensyfikacja, ktéra ma na uwadze nie
tylko produkcje, ale rowniez poprawe srodowiska naturalnego. W nastepstwie tego odchodzi
si¢ od uprawy tradycyjnej na rzecz uprawy uproszczonej i siewu bezposredniego. Z uwagi na
istotny udzial mikroorganizméw glebowych podczas rozwoju roslin wykorzystuje si¢ metode
uprawy roli, ktéra pozwoli na niezaburzony ich rozwd;j.

Badania przeprowadzone w latach 2012-2014 miaty na celu okreslenie wplywu trwatego
(wieloletniego) oddziatywania uproszczen w uprawie roli na aktywno$¢ fosfataz kwasnych i
zasadowych w glebie pod uprawa tubinu waskolistnego (Bojar). Doswiadczenie polowe miato
charakter trzyczynnikowy. Prébki materialu badawczego byly pobierane na terenie Zaktadu
Doswiadczalno-Dydaktycznego w Ztotnikach (koto Poznania) z 0-10 cm i 10-20 cm
glebokosci. Wykorzystano wariant wodny z blokami deszczowanymi i niedeszczowanymi.
Zastosowano trzy systemy uprawy roli: tradycyjny, uproszczony oraz siew bezposredni.
Analizy enzymatyczne wykonywano trzykrotnie w czasie sezonu wegetacyjnego tubinu.
Aktywnos$¢ fosfataz kwasnych 1 zasadowych oznaczano metoda spektrofotometryczng.
Wyniki przeprowadzonych analiz wskazuja na korzystne oddzialywanie uproszczen w uprawie
roli na aktywno$¢ enzymatyczng gleby. Nie stwierdzono jednoznacznie istotnego wptywu
deszczowania na aktywno$¢ oznaczanych enzymow.

The new task of agriculture is a balanced intensification, which not only produces but
also improves the environment. As a consequence, traditional cultivation for simplified
cropping and direct sowing is left. Due to the important contribution of soil microorganisms
during the development of the crop, a method of tillage is used, which will allow for their
undisturbed development.

The research carried out in 2012-2014 aimed at determining the influence of permanent
(multi-annual) influence of soil simplification on the activity of acid and alkaline phosphatases
in soils under lime (Bojar). Field experience was a three-factorial character. Samples of research
material were collected at the Experimental and Didactic Department in Ztotniki (near Poznan)
with 0-10 cm and 10-20 cm depth. A variant of water was used with sprinklers and sprinklers.
Three farming systems were used: traditional, simplified and direct sowing. Enzyme analyzes
were performed three times during the lupine vegetation season. The activity of acid and
alkaline phosphatases was determined by spectrophotometric method.

The results of the analyzes indicate the beneficial effect of soil cultivation
simplifications on the enzymatic activity of the soil. No significant effect of sprinkling on the
activity of enzymes was found
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Cechy ryzosferowych szezepéw Trichoderma spp. warunkujace mykopasozytnicze
oddzialywanie w stosunku do patogenicznych szczepéw Fusarium spp.

Characteristics of rhizosphere strains of Trichoderma spp. contributing to mycoparasitic
effects on pathogenic Fusarium spp. Strains

Renata Tyskiewicz!, Jolanta Jaroszuk-Scisel', Elzbieta Patkowska?, Grzegorz Janusz®, Artur
Nowak!, Matgorzata Majewska', Anna Stomka®

1Zaktad Mikrobiologii Srodowiskowej
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Celem przeprowadzonych badan bylo wykazanie cech ryzosferowych szczepdéw
Trichoderma spp. warunkujacych mykopasozytnicze odziatywanie w stosunku do
patogenicznych szczepow Fusarium, nalezacych do gatunkow F. culmorum, F. oxysporum i F.
graminearum. Badane szczepy poddano testom biotycznym na podtozu Martina i PDA oraz
okreslono zdolnos$¢ do konkurencji o wazne dla interakcji w srodowisku glebowym pierwiastki
(wegiel i zelazo). Wszystkie badane szczepy Trichoderma spp. hamowaty wzrost Fusarium
Spp. zarowno na podtozu Martina (konkurencja o nisz¢ i sktadniki pokarmowe) jak i podtozu
PDA (antybioza), z czego szczepy nalezace do gatunkow T. koningiopsis, T. viride,
T. aureoviride i T. velutinum redukowaty wielkos¢ kolonii szczepow patogenicznych najsilniej,
bo az od 66% do 100%. U wigkszosci szczepow Trichoderma zaobserwowano w obrazie
mikroskopowym tworzenie zmian morfologicznych typowych dla mykopasozytnictwa, takich
jak okrecanie wokot strzepek grzybowego gospodarza i lizg §cian komdrkowych patogenow.
Obecnos¢ zwiazkow kompleksujacych Zelazo, zaréwno specyficznych (siderofory
hydroksamowe) jak i niespecyficznych u szczepow Trichoderma, wskazuje na mozliwosé
wspomagania mykopasozytnictwa na drodze silnej konkurencji mig¢dzy mikroorganizmami
glebowymi o niezbedne sktadniki pokarmowe, gtdéwnie Zelazo.

Mykopasozytnicze oddziatywanie szczepow Trichoderma jest ztozonym procesem, na
ktory sktadaja sie: antagonizm oparty na lizie enzymatycznej, antybioza oraz konkurencja o
nisze 1 sktadniki pokarmowe. Zjawisko to ma ogromne znaczenie, gdy ofiara jest patogen
roslinny, stajac si¢ obiecujaca strategig biologicznego zwalczania szkodnikoéw roslin.

The aim of the study was to demonstrate the characteristics of Trichoderma spp.
rhizosphere strains that contribute to mycoparasitic effect on pathogenic strains of Fusarium
belonging to species F. culmorum, F. oxysporum, and F. graminearum. The tested strains were
subjected to biotic tests on Martin and PDA medium. Additionally, the ability of competition
for important soil elements (carbon and iron) was determined. All tested Trichoderma spp.
strains inhibited the growth of Fusarium spp. both on Martin (competition for niche and
nutrients) and PDA (antibiosis) media, whereas strains belonging to T. koningiopsis, T. viride,
T. aureoviride and T. velutinum induced the strongest reduction of the colony of pathogenic
strains, i.e. from 66% to 100%. In most Trichoderma strains, morphological changes, typical
for mycoparasites, were observed in the microscopic image, such as curling around the host
hyphae and lysis of cell walls of pathogens. The presence of iron complexing compounds, both
specific (hydroxamic siderophores) and non-specific, in Trichoderma strains cultures, indicates
the possibility of supporting mycoparasitism by the strong competition between
microorganisms for essential nutrients. Mycoparasitism is a complex process that includes such
features as antagonism based mostly on enzymatic lysis, antibiosis and competition between
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fungi for the niche and nutrients. This phenomenon is of a great importance when the victim is
a plant pathogen, which provides a strategy for biological pest control.

Praca naukowa finansowana ze $srodkéw na nauke — projekt nr BS-P-11-010-17-2-07
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Wplyw diklofenaku oraz sulfametoksazolu na roznorodnos$¢ bakterii endofitycznych
izolowanych z miskanta

Effect of diclofenac and sulfamethoxazole on the diversity of endophytic bacteria isolated
from Miscanthus

Anna Wegrzyn!, Viviane Radl?, Andrés Sauvétre?, Korneliusz Miksch'?, Peter Schroder?
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Postep medycyny 1 wzrastajagca konsumpcja lekéow spowodowata znaczace
zanieczyszczenie srodowiska farmaceutykami. Wsrdd tych substancji diklofenak (DCF) oraz
sulfametoksazol (SMX) sa powszechnie wykorzystywane. Oczyszczalnie hydrofitowe
stanowig skuteczne rozwigzanie problemu redukcji zanieczyszczen, w tym farmaceutykow.
Bakterie endofityczne naturalnie wystepujace w tkankach roslin pelnig istotng rolg w
biodegradacji lub biotransformacji zanieczyszczen organicznych.

Celem przeprowadzonych badan bylo okreslenie wptywu DCF oraz SMX na
réznorodno$¢ endofitow bakteryjnych izolowanych z tkanki korzeniowej miskanta. Izolaty
bakteryjne identyfikowano na podstawie sekwencjonowania fragmentu genu kodujacego 16S
rRNA oraz zbadano ich zdolnosci do transformacji DCF oraz do promowania wzrostu roslin.
Analiza filogenetyczna uzyskanych sekwencji wykazata réznice w réznorodnosci endofitow
bakteryjnych uzyskanych z roslin nienarazonych (kontrolnych) oraz eksponowanych na
dziatanie DCF 1 SMX. W probkach kontrolnych najwyzsza liczba izolatéw byla
reprezentowana przez klas¢ Alphaproteobacteria. W probkach eksponowanych obserwowano
wzrost liczebnosci szczepow zaklasyfikowanych jako Actionobacteria, a rodzaj Streptomyces
reprezentowany byt przez najwigksza liczbe izolatow. Najwyzsza zdolno$cia do transformacji
DCF charakteryzowaty si¢ Streptomyces curacoi (99,9%), Microbacterium saccharophilum
(59%) oraz M. flavescens (64%).

The progress of medicine and increasing consumption of drugs have resulted in a

significant contamination of environment with pharmaceuticals. Belonging to this group,
diclofenac (DCF) and sulfamethoxazole (SMX) are in common use. Constructed wetlands
represent an effective solution for the reduction of contaminants, including pharmaceuticals.
Endophytic bacteria occurring naturally inside plant tissue are known to play a crucial role in
the biodegradation or biotransformation of organic pollutants.
Our researches were focused on the effect of DCF and SMX on the diversity of endophytic
bacteria isolated from Miscanthus. Bacterial isolates were identified by 16S rRNA gene
sequencing and their abilities to DCF transformation as well as to plant growth promotion were
examined.

Phylogenetic analysis of the sequences revealed differences in endobacterial diversity in
samples obtained from plants non-exposed and exposed to DCF and SMX. In non-exposed
roots, the class of Alphaproteobacteria was represented by the higher number of isolates. In root
samples exposed to DCF and SMX, the increase in the abundance of strains classified as
Actinobacteria was observed, and the genus Streptomyces was represented by the highest
number of isolates. The highest transformation rate of DCF was observed for Streptomyces
curacoi (99.9%), Microbacterium saccharophilum (59%) and M. flavescens (64%).
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Taksonomiczna réznorodnos¢ promieniowcow acidofilnych kierunkiem w poszukiwaniu
nowych metabolitow

Taxonomic diversity of acidophilic actinobacteria as a roadmap to drug discovery
Magdalena Wypij, Patrycja Golinska
Zaktad Mikrobiologii, Uniwersytet Mikotaja Kopernika w Toruniu

Promieniowce sg zrodtem blisko potowy znanych substancji pochodzenia naturalnego, a
sekwencje genomowe tych mikroorganizméw zawieraja ponad 20 klastrow genowych,
kodujacych biosynteze znanych lub dotad niepoznanych (nowych) metabolitow wtérnych.
Chociaz sg dobrze poznanym zrodtem zwigzkoéw bioaktywnych, to poszukiwanie zupetnie
nowych substancji u powszechnie znanych szczepdw promieniowcow, jest trudne 1 prowadzi
czesto do ponownego 1 kosztownego odkrywania poznanych juz potaczen. Zatem niezbgdne
jest poszukiwanie nowych strategii izolacji, identyfikacji i rozpoznawania nowych szczepow w
odnajdywaniu nieznanych metabolitow.

Takie taksonomiczne podejscie w celu odkrywania potencjalnie nowych substancji
antybiotycznych zostalo wykorzystane do selektywnej izolacji 1 wyodrebnienia nowych
acidofilnych promieniowcéw z organicznych i mineralnych poziomoéw glebowych laséw
szpilkowych. Wsérod dotychczas zbadanych szczepéw odkryto pie¢ nowych gatunkéw z
rodzajow Actinospica, Nocardia i Streptacidiphilus, a niektore z nich wytwarzaja nieznane
dotad naturalne produkty, dostarczajac tym samym dowoddéw na to, ze promieniowce ze
srodowisk ekstremalnych sg potencjalnie bogatym zrodtem bioaktywnych substancji waznych
w ochronie zdrowia.

Filamentous actinobacteria are the source of almost half of all known natural products
and typically have whole-genome sequences which contain > 20 biosynthetic gene clusters that
code for known or predicted secondary metabolites. Although clearly an underdeveloped
resource, it is difficult to discovery new chemical entities from known actinobacteria as
screening them leads to the costly rediscovery of known compounds. Consequently, new
strategies are needed to isolate, dereplicate and recognise new taxa for screening purposes.
This taxonomic approach to drug discovery was used to selectively isolate and highlight novel
acidophilic actinobacteria from litter and mineral horizon of a spruce forest soil. Five novel
acidophilic species of Actinospica, Nocardia and Streptacidiphilus were discovered, some of
which produced new natural products thereby providing further evidence that filamentous
actinobacteria from extreme habitats are a potentially rich source of new bioactive compounds
for healthcare.
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Identyfikacja metodami metagenomicznymi, izolacja z gleby i wstepna charakterystyka
molekularna przedstawicieli Myxococcales

Identification by metagenomic methods, isolation from soil and preliminary molecular
characteristics of representatives of the order Myxococcales

Maltgorzata Zielinska, Joanna Banasiewicz, Hanna Rekosz-Burlaga, Tomasz Stepkowski
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iapetus1989@gmail.com

Przedmiotem prezentowanych badan sg bakterie nalezgce do rzedu Myxococcales.
Przedstawiciele tego rzedu bakterii wystepuja gtownie w glebie, zasiedlaja ponadto osady
denne zbiornikéw wdd stodkich i stonych. Mikroorganizmy te odznaczajg si¢ ztozonym cyklem
zyciowym - w warunkach ograniczonej dost¢pnosci substancji odzywczych zaczynaja
agregowal, tworzac strukture zwang cialem owocowym, ktéra wypelniona jest formami
przetrwalnymi. Bakterie te majg wtasciwos$ci bakteriolityczne oraz proteolityczne, wytwarzaja
ponadto szereg metabolitoéw wtornych, w tym substancje hamujace rozwo6j grzybow 1 komorek
nowotworowych

Prowadzone wczes$niej badania metodami metagenomicznymi z wykorzystaniem genu
recA, jako markera filogenetycznego, ujawnily obecno$¢ szeregu nieznanych nauce grup
W obrgbie myksobakterii. Celem obecnego etapu badan bylo otrzymanie czystych kultur tych
bakterii metodami ,klasycznej mikrobiologii”, a nastgpnie ich wstgpna charakterystyka
W oparciu o sekwencjonowanie genow recA oraz 16S rRNA. Material do izolacji czystych
kultur stanowit obornik, ktéorym inokulowano podloza sporzadzone zgodnie z dostepnymi
danymi literaturowymi. Hodowle oczyszczano poprzez pasazowanie kolonii myksobakterii na
podtozach mineralnych wzbogaconych wybranymi antybiotykami. Pozwolito to na uzyskanie
czystych kultur, a nastgpnie izolacjg¢ z nich DNA genomowego i amplifikacje genow recA i 16S
rRNA. Analiza filogenetyczna otrzymanych sekwencji umozliwita okreslenie przynaleznosci
taksonomicznej badanych szczepéw w obrebie rzgdu Myxococcales.

This study has been focused on bacteria belonging to the order Myxococcales, the order
comprising predominantly soil microorganisms, although myxobacteria are also known to
inhabit fresh water and marine sediments. The distinctive feature of myxobacteria is their
complex life cycles - under nutrient-deficient conditions they begin to aggregate, forming the
fruiting bodies filled with spores. Apart from widespread bacteriolytic and proteolytic
capabilities, they also produce a number of secondary metabolites, including the substances that
inhibit the growth of fungi and cancerous cells.

Previous studies in which recA gene was used as the phylogenetic marker revealed the
presence of unknown to science groups within the Myxococcales. The purpose of the current
study was to obtain pure cultures of these bacteria by "classical microbiology" methods and
then, to carry out their characterization by sequencing of recA and 16S rRNA genes. The source
for the isolation of pure cultures was manure of herbivorous animals, which was used for
inoculation of mineral media prepared according to earlier published protocols. The cultures
were then purified by passages on mineral medium enriched with antibiotics. Partial and nearly
complete sequences of recA and 16S rRNA genes, respectively, were generated, following the
amplification of these two genes on DNA extracted from isolated pure cultures. Phylogenetic
analysis of obtained sequences allowed to determine the taxonomic affinity of the studied
strains within the order Myxococcales.
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EURX Sp. z 0.0. jest prywatna, polska firmg biotechnologiczng o profilu produkcyjno-
badawczym, z siedzibg w Gdansku. Od ponad 19 lat uczestniczymy w rozwoju polskiego
sektora biotechnologicznego. Dostarczamy wysokiej jakosci odczynniki do biologii
molekularnej dla spotecznos$ci naukowej i diagnostycznej. Nasza grupa badawczo-rozwojowa
wywodzi si¢ z kregéw akademickich, wigkszos¢ ma za sobg diugoletnie doswiadczenie w
branzy biotechnologicznej. EURX rygorystycznie przestrzega kontroli jakosci i standardéw
produkcji aby zapewni¢ wysoka jako$¢ i powtarzalno$¢ produktow. Rownoczeénie stale
udoskonalamy 1 rozwijamy nasza oferte, wychodzac naprzeciw oczekiwaniom naszych
klientow. Mamy bogate doswiadczenie w fermentacji, klonowaniu i inzynierii biatkowej,

oczyszczaniu biatek i DNA, a takze w amplifikacji DNA.

EURx produkuje szeroka game¢ zestawow do izolacji 1 oczyszczania kwasoéw
nukleinowych i biatek, a takze polimerazy termostabilne, unikalne polimerazy ludzkie,
odwrotne transkryptazy, wzorce wielkosci DNA i bialek oraz réznego typu nukleazy, biatka
modyfikujace DNA, enzymy restrykcyjne 1 wiele innych odczynnikéw niezbednych w biologii

molekularnej, jak bufory i odczynniki do elektroforezy i hodowli komoérkowych.
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NeXDIOo

next generation bioscience

Spotka NEXBIO powstata z inicjatywy lubelskich naukowcéw w roku 2015 w ramach projektu
Innova-Invest realizowanego przez Lubelski Park Naukowo-Technologiczny w dziataniu 3.1.
Programu Operacyjnego Innowacyjna Gospodarka.

NEXBIO jest firmg biotechnologiczng specjalizujacg sie w dedykowanych rozwigzaniach w
zakresie analiz molekularnych stuzgcych wczesnemu wykrywaniu choréb zagrazajgcych
uprawom. Firma oferuje unikalne w skali globalnej ustugi w zakresie wczesnego wykrywania
patogendw zbdz dzieki wtasnym testom molekularnym.

W efekcie mozliwe jest wczesniejsze zapobieganie rozwojowi chordb na uprawach poprzez
celowy dobédr srodkdw ochrony roslin. Takie rozwigzanie jest tansze, bardziej skuteczne i
bardziej ekologiczne, gdyz powoduje mniejsze zuzycie pestycyddow, do tego wytacznie takich,
ktdre zwalczajg faktycznie istniejgce zagrozenie.

Pracujemy takze nad rozwigzaniem w postaci przenosnego modutu analiz DNA, w formule lab-
on-chip, ktéry umozliwiatby przeprowadzenie takich badan w warunkach polowych, bez
udziatu laboratorium.

Inne obszary dziatania Spétki obejmuja:

e sekwencjonowania DNA,
e projektowanie metod molekularnych oraz wykonywanie analiz dedykowanych
e badania zafatszowan zywnosci przy uzyciu metod molekularnych
e ustugi w zakresie medycyny spersonalizowanej zwierzat.
Pomimo kroétkiej historii NEXBIO jest juz laureatem wielu nagrdéd:

e zwyciezca w konkursie Startup Contest w ramach InfoShare 2016,
e zwyciezca polskiej edycji konkursu Chivas the Venture

e laureat nagrody Aulera 2017

e Laureat nagrody Impuls do Biznesu

e Finalista Top 50 Innovators Challenge w dziedzinie Science.

NEXBIO sp. z 0.0.

Lubelski Park Naukowo-Technologiczny
ul. Dobrzanskiego 3, 20-262 Lublin
tel. + 48 81 820 05 43
e-mail: biuro@nexbio.pl

www.nexbio.pl
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