Mgr Joanna Banasiewicz
Katedra Biochemii i Mikrobiologii
Instytut Biologii

Streszczenie
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Badania populacyjne bakterii z rodzaju Bradyrhizobium z wykorzystaniem metod
mikrobiologii klasycznej oraz podejsé metagenomicznych

Bakterie nalezgce do rodzaju Bradyhizobium infekuja co najmniej 24 z 33 tworzacych
brodawki plemion Fabaceae, wykazujac tym samym najwigkszy sposrod wszystkich ryzobiow
zakres gospodarzy roslinnych. Szeroki zasigg wystgpowania geograficznego oraz ich liczebna
przewaga, zwlaszcza w rejonach zasiedlanych przez niezwykle zroznicowang flor¢ Fabaceae
spp., sprawia, ze rodzaj ten stal si¢ doskonalym materialem do badan skupiajacych sie na
czynnikach ksztattujacych procesy ewolucyjne oraz r6znicowanie si¢ bakterii brodawkowych.

Gléwnym celem prezentowanej pracy bylo okreslenie zalezno$ci biogeograficznych
w ewolucji bakterii nalezacych do rodzaju Bradyrhizobium, w oparciu o metody bazujace
zarowno na mikrobiologii klasycznej, jak i opracowane w tym celu narzedzia metagenomiczne.

Badania rozpoczeto od przygotowania baz danych oraz analiz filogenezy
1 filogeografii symbiontow ryzobiowych infekujacych rosliny nalezace w szczegolnosci do
plemienia Genisteac. W nastepnym etapie skupiliSmy si¢ na szczepach Bradyrhizobium
pozyskanych w jednym z najbogatszych pod wzgledem wystepowania roslin z rodziny
Fabaceae rejondw $wiata — potudniowej Brazylii, stanowigcej czg¢$¢ krainy neotropikalne;.
Analizy filogenetyczne przeprowadzone przy pomocy ro$lin-putapek (glownie wspiegi,
Macroptillium atropurpureum) i oparte na pigciu genach metabolizmu podstawowego (dnak-
ginll-gyrB-recA-rpoB) wykazatly przynalezno$¢ prawie 85% uzykanych izolatow do
supergrupy Bradyrhizobium elkanii, a wigkszosci pozostatych do supergrupy Bradyrhizobium
japonicum. Izolowane szczepy grupowaty si¢ jednak zwykle niezaleznie od szczepow
typowych dla znanych gatunkow Bradyrhizobium. Wiekszo$¢ z ponad 200 otrzymanych przez
nas sekwencji symbiotycznego genu nifD nalezata natomiast do amerykanskich grup I11.3D
i lI1.4, pantropikalnej grupy II1.3C oraz nowo utworzonego kladu XX. Zidentyfikowalismy
takze szczepy przynalezne do australijskiego kladu I oraz europejskiego kladu II, co moze
wskazywa¢ na ich przypadkowsa introdukcje do brazylijskich gleb wraz z ich ro$linnymi
gospodarzami, odpowiednio Acacia mearnsii oraz Ulex europaeus. W przypadku podejscia
metagenomicznego, przy pomocy ktorego uzyskalismy 876 specyficznych sekwencji genu nifD
i odkryliSmy az 18 zupelnie nowych sposréod wyodrebnionych 38 grup diazotroficznych
bradyryzobiow, réwniez potwierdziliSmy przewage sekwencji nalezacych do grupy II1.3D.
Druga najliczniej reprezentowana grupa, klad XXXVIII, nie byla dotad wykrywana
w badaniach bazujacych na hodowli czystych kultur, a amplifikacja juz wczes$niej
identyfikowanego wsrdd brazylijskich izolatéw Bradyrhizobium amerykanskiego subkladu



I11.4 okazata si¢ mozliwa dopiero przy zastosowaniu pary nowo zaprojektowanych starterow.
Roéwniez dzigki analizom metagenomicznym uzyskano 34 haplotypy nalezace do
australijskiego kladu I, co stanowi potwierdzenie przypadkéw biologicznego
,»zanieczyszczania” gleb obcymi gatunkami mikroorganizmow.

Opracowanie odpowiednich metod molekularnych jest pierwszym krokiem
umozliwiajgcym charakterystyke spolecznosci bakterii z rodzaju Bradyrhizobium przy
zastosowaniu technologii masowego sekwencjonowania DNA, pozwalajagcego na
moniotrowanie zmian w ich skladzie, ktore z kolei moga przyczynia¢ si¢ do zaburzen

funkcjonowania wielu ekosystemow glebowych.



