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2. Wyksztalcenie, posiadane dyplomy i stopnie naukowe z podaniem nazwy, daty

i miejsca ich uzyskania

07. 06. 2000

1996 - 2000

15. 05. 1996

1990 - 1996

doktor nauk biologicznych w zakresie biologii,
rozprawa doktorska pt. ,,Wtasciwosci molekularne
aminopeptydaz bakterii glebowych Pseudomonas sp.”,
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SGGW (obecnie Wydziat Rolnictwa 1 Biologii SGGW)
promotor: prof. dr hab. Wiestaw Bielawski

studia doktoranckie na Wydziale Rolniczym SGGW

w zakresie Agrobiologii

magister inzynier rolnictwa w specjalnosci Biotechnologia
Rolnicza; praca magisterska pt. ,,Rozktad polisacharydow
strukturalnych 1 bialek pod wptywem bakterii glebowych
Pseudomonas sp”. wykonana pod kierunkiem dr Janiny
Droese w Katedrze Biochemii Wydziatu Rolniczego SGGW
studia magisterskie na Wydziale Rolniczym, SGGW
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3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych

01. 07. 2000 — 31. 10. 2002 asystent w Katedrze Biochemii,
Wydziatu Rolniczego SGGW

01.11.2002 - do obecnie adiunkt w Katedrze Biochemii,
Wydziatu Rolnictwa i Biologii SGGW

4. Wskazanie osiggniecia naukowego wynikajacego z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia
14 marca 2003 roku o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach

i tytule w zakresie sztuki (Dz. u. nr 65, poz. 595 ze zm.)

a) Tytul osiagniecia naukowego: jednotematyczny cykl publikacji pod wspolnym
tytulem:
,»Ryzosferowe bakterie chitynolityczne i ocena ich przydatnosci do

biologicznego zwalczania fitopatogenicznych grzybow plesniowych”

b) Wykaz prac wchodzacych w sklad osiggniecia naukowego:
Publikacje oryginalne

4.1 Jankiewicz U., Swiontek Brzezinska M. The role of exochitinase type Al
in the fungistatic activity of the rhizosphere bacterium Paenibacillus sp. M4.
Arch. Biol. Sci., 2016, DOI: 10.2298/ABS150619138J (IF 0,718; 15 pkt;
udziat 90%).

4.2 Jankiewicz U., Swiontek Brzezinska M. Purification, characteristics and
identification of chitinases synthesized by the bacterium Serratia plymuthica
MP44 antagonistic against phytopathogenic fungi. Appl. Biochem. Microbiol.,
2015, 51, (5), 560-565 (IF 0,735; 15pkt; udziat 85%).

4.3 Jankiewicz U., Swiontek Brzezinska M. Purification, characterization, and
gene cloning of a chitinase from Stenotrophomonas maltophilia N4. J. Basic
Microbiol. 2015, 55 (6), 709-717 (IF 1,823; 20 pkt; udziat 90%).
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4.4 Jankiewicz U., Swiontek Brzezinska M., Saks E. Identification and
characterization of a chitinase of Stenotrophomonas maltophilia, a bacterium
that is antagonistic towards fungal phytopathogens. J. Biosci. Bioeng., 2012,
113(1), 30-35 (IF 1,737; 30 pkt; udziat 50%; liczba cytowan: 13).

4.5 Swiontek Brzezinska M., Jankiewicz U., Burkowska A. Purification and
characterization of Streptomyces albidoflavus antifungal components. Appl.
Biochem. Microbiol., 2013, 49 (5), 451-457 (IF 0,658; 15 pkt; udziat 65%).

oraz publikacja przeglgdowa

4.6 Swiontek Brzezinska M., Jankiewicz U., Burkowska A., Walczak M.
Chitinolytic microorganisms and their possible application in environmental
protection. Curr. Microbiol., 2014, 68, (1), 71-81 (IF 1,359; 20 pkt; udziat 40%,

liczba cytowan: 11).

sumaryczny Impact Factor (IF): 7,03; suma punktow zgodnie z wykazem
MNiSW: 115

W obliczeniach uwzgledniono warto$¢ IF zgodnie z rokiem ukazania si¢ pracy; w przypadku
publikacji z roku 2015 lub nr DOI uwzgledniono IF za rok 2014,

punkty MNiSW za publikacje liczono zgodnie z rokiem ukazania si¢ publikacji, w przypadku nr
DOI —zgodnie z najnowsza, dostgpna punktacja za rok 2015.

Liczbe cytowan podano zgodnie z Web of Science (All Databases).

Os$wiadczenia okreslajace indywidualny wklad wspotautoréw w powstanie poszczegdlnych

publikacji stanowig zatacznik 6.

c) Omowienie celu naukowego ww. prac i osiagnietych wynikéw wraz

z oméwieniem ich ewentualnego wykorzystania

WPROWADZENIE ORAZ CEL NAUKOWY

Odejscie  od  tradycyjnego  ptodozmianu, jak réwniez stosowanie
tzw. oszczedno$ciowych systemOw uprawy najczesciej prowadzi do namnazania na
polach uprawnych patogenicznych plesni. Porazone plantacje roslin uprawnych to nie

tylko straty ekonomiczne, lecz takze zagrozenie idiolitami, groznymi dla zdrowia ludzi
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I zwierzat. W zbozach i w produktach zbozowych najczgséciej wykrywa si¢ skazenia
trichotecenami oraz ochratoksynami, toksynami pochodzacymi glownie od grzybow
z rodzaju Fusarium, Aspergillus, Penicillium (Chetkowski, 2012; Solarska i Marzec,
2012).
Stosowane obecnie metody ochrony roslin, oparte gtownie o chemiczne fungicydy,
stwarzaja wiele probleméw zwigzanych z nabywaniem opornosci przez patogeny,
skazeniem $rodowiska oraz szkodliwoscig dla zdrowia cztowieka (Baraldi i in., 2003;
Choudhury i in., 2011). Obecnie, jednym z gléwnych wyzwan rolnictwa jest
zaproponowanie skutecznych alternatywnych lub wspomagajacych metod w stosunku
do chemicznych $rodkoéw ochrony roslin. W zwigzku z tym, duza uwage skupiono na
zastosowaniu biologicznych metod w celu eliminacji roslinnych choréb grzybowych
(Qiniin., 2015).
Biologiczna kontrola czyli biokontrola, wedlug najprostszej definicji to proces redukcji
niepozadanych efektoéw wywotanych przez jeden organizm dzigki dziatalnosci innego
organizmu, ktéry nie jest rosling — gospodarzem, szkodnikiem, patogenem lub
cztowiekiem (Cook i Baker, 1983). Sg to wigc biopreparaty zawierajace czynnik
(lub czynniki) pochodzenia biotycznego (BCA - biological control agents), stosowane
w celu eliminacji organizméw patogenicznych dzigki wykorzystaniu oddziatywan
bezposrednich albo posrednich. Wsrdd biotycznych czynnikow biokontroli, do ktorych
zaliczy¢ mozna wirusy, bakterie 1 grzyby, kluczowe znaczenie dla ochrony roslin maja
niepatogeniczne bakterie zwigzane z ryzosferg roslin, tzw. Plant Growth Promoting
Rhizobacteria (PGPR). Do tej grupy zaliczamy bakterie m.in. z rodzajow:
Pseudomonas, Bacillus, Azospirillum, Azotobacter, Clostridium, a takze
wykorzystywane w moich badaniach Stenotrophomonas, Serratia, Streptomyces oraz
Paenibacillus. Sa to mikroorganizmy, ktore kolonizujac strefe¢ korzeni roslin moga
dziata¢ jako biopestycydy i/lub bionawozy 1 przyczyniajg si¢ w ten sposob do
zwigkszenia wydajnosci upraw. Wydzielane przez te drobnoustroje glebowe metabolity
takie jak antybiotyki, siderofory, kwas salicylowy, cyjanowodor czy enzymy lityczne
(chitynazy, B-1,3 glukanazy, proteazy oraz celulazy), moga w bezposredni sposob
wplywac na mikroorganizmy patogeniczne, hamujac ich wzrost 1 rozwoj (Vessey, 2003;
Okorski i in., 2014, Grobelak i in., 2015).

Bakteryjne zewnatrzkomérkowe chitynazy [EC.3.2.1.14 i EC.3.2.1.52],
stanowigce obiekt moich badan, sa szczegdlnie skutecznym narzedziem w walce z

grzybowymi patogenami, poniewaz przez hydrolityczny rozktad wigzan f-1,4
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glikozydowych, prowadza do degradacji chityny obecnej w strzgpkach grzybni
fitopagenicznych plesni. Zawarto§¢ tego polisacharydu w s$cianach komorkowych
niektorych grzybow plesniowych moze wynosi¢ nawet do 60% suchej masy (Ruiz-
Herrera 1991; Schoffelmeer i in., 1999; Bowmani i Free, 2006). Zdolno$¢ do syntezy
chitynaz stwierdzono m. in. u bakterii z rodzaju: Bacillus, Burkholderia, Enterobacter,
Legionella, Listeria, Pseudomonas, Stenotrophomonas, Streptomyces i Vibrio (CAZy
database). Wydzielane chitynazy umozliwiajg wykorzystanie chityny, jako zrodta wegla
1 azotu, a takze przyczyniajg si¢ do obiegu pierwiastkow w przyrodzie. Pod wzgledem
aplikacyjnym enzymy te znalazty zastosowanie w przemysle i medycynie. Warto tu
wspomnie¢ o produkcji protoplastow grzybowych i chitooligosacharydow (Yano i in.,
2008; Patil 1 in., 2000). Waznym kierunkiem badan sa prace nad potencjalng
mozliwoécia wykorzystania chitynaz w biopreparatach do ochrony ro$lin, jako
sktadnika powodujacego lize¢ chitynowych $cian komorkowych grzybéw lub
pancerzykow owadzich szkodnikow roslin (Gohel i in., 2006; Bhattacharya i in., 2007).

W s$wietle powyzszych danych literaturowych niezwykle interesujace wydato mi
si¢ podjecie badan nad wystgpowaniem bakterii chitynolitycznych w ryzosferze zbdz
uprawianych w Polsce. Badania ukierunkowaltam na zbadanie wlasciwosci
syntetyzowanych przez nie chitynaz i ocen¢ biologicznej przydatnosci tych enzymow
do biologicznej ochrony ro$lin. Nawigzanie wspotpracy naukowej z Zakladem
Mikrobiologii Srodowiskowej i Biotechnologii Wydzialu Biologii i Ochrony
Srodowiska UMK w Toruniu pozwolilo na potaczenie warsztatu biochemicznego
I mikrobiologicznego, co znacznie rozszerzyto mozliwosci poznawcze prowadzonych
badan. Co wigcej, podjeta tematyka zyskala uznanie w srodowisku naukowym, o czym
$wiadczg przyznane finansowania projektow naukowych (zal.3, pkt V, poz. 1-2).
Wyniki wieloletnich badan nad chitynazami bakterii ryzosferowych i ich potencjalnym
zastosowaniem do hamowania wzrostu grzyboéw plesniowych opublikowalismy
w o$miu publikacjach naukowych (poz. 4.1-4.5 osiagni¢cia naukowego; zat. 3, pkt Ila,
poz. 6-8) oraz w formie pigciu doniesien konferencyjnych (zat.3, pkt VIIIb, poz. 1 oraz
poz. 11-14). Do utworzenia monotematycznego cyklu publikacji, stanowiagcych
szczegblne osiggniecie naukowe wybratam pie¢ publikacji zawierajagcych najbardziej
interesujgce i wartoSciowe wyniki. Do nich dotgczytam szédstg publikacje (poz. 4.6
osiggnigcia naukowego), bedaca przegladem literatury, w ktorej przedstawilam

I krytycznie ocenitam swoje osiggniecia naukowe na tle literatury $wiatowe;.
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Celem badan, skladajacych si¢ na osiggnigcie naukowe, byto poszukiwanie
w srodowisku ryzosferowym bakterii wytwarzajacych chitynazy, zbadanie wlasciwosci
tych enzymow oraz na tej podstawie ocena ich przydatnosci do hamowania wzrostu
fitopatogenicznych grzybow plesniowych.
Rozwiazanie tak postawionego celu badawczego realizowatam przez:
e izolacje, selekcje i identyfikacje gatunkowg Dbakterii chitynolitycznych
zasiedlajacych ryzosferg zboz
e optymalizacje warunkéw wytwarzania chitynaz przez wybrane szczepy bakterii
e 0czyszczanie i analize proteomiczng chitynaz
e zbadanie wtasciwosci chitynaz

e testowanie aktywnosci fungistatycznej bakterii i ich chitynaz

OMOWIENIE I PODSUMOWANIE OSIAGNIETYCH WYNIKOW

Izolacja, selekcja i identyfikacja gatunkowa bakterii chitynolitycznych zasiedlajacych

ryzosfere zboz

Do badan wybralam bakterie chitynolityczne, zasiedlajace ryzosfer¢ roslin
zbozowych z uwagi na duzy areal uprawy tych ro$lin i ich znaczenie gospodarcze.
Proby gleby ryzosferowej wraz z korzeniami roslin bedacych w stadium strzelania
w zdzbto, pobratam z upraw rolnych pszenicy ozimej odmiany Bogatka oraz jeczmienia
jarego odmiany Soldo.

Izolacje bakterii ryzosferowych przeprowadzono zgodnie z metodyka opisang przez
Buyer (1995). Kolejne rozcienczenia roztworu glebowego byly wysiewane na podtoze
agarowe z dodatkiem chityny koloidalnej. W dalszych doswiadczeniach wykorzystatam
te izolaty, ktore wokot swoich kolonii tworzyly najwigksze strefy przejasnien na
podlozu chitynowym, §wiadczace o duzej aktywnosci chitynolitycznej. Identyfikacje
gatunkowa bakterii przeprowadzitam metodami klasycznymi w oparciu 0 obserwacje
mikroskopowe oraz cechy biochemiczne z uzyciem testow API (BioMérieux).
Identyfikacje gatunkowa bakterii przeprowadzong wyzej wymienionymi metodami
dodatkowo potwierdzitam metodami molekularnymi przez analiz¢ sekwencji DNA
kodujacych 16S rRNA. Amplifikacj¢ tych gendéw prowadzitam technika PCR
Z wykorzystaniem starterow uniwersalnych (27F-1492R lub 1401R) oraz genomowego

DNA wyizolowanego z komorek badanych izolatow bakteryjnych. Do pordéwnania
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uzyskanych sekwencji nukleotydowych, z dostgpnymi w bazach NCBI danymi,
zastosowano program BLAST. Sekwencje gendéw kodujacych 16S rRNA bakterii
wykorzystanych w badaniach (z wyjatkiem Streptomyces albidoflavus) zostaty
zarejestrowane w bazie danych: Genbank/EMBL/DDBIJ z nastgpujagcymi numerami
dostepu:

LC043402 - Paenibacillus sp. M4 (poz. 4.1 osiagni¢cia naukowego)

LC003619 - Serratia plymuthica MP44 (poz. 4.2 osiagni¢cia naukowego)

AB667906 - Stenotrophomonas maltophilia N4 (poz. 4.3 osiggnigcia naukowego)

AB661774 -Stenotrophomonas maltophilia MUJ (poz. 4.4 osiggniecia naukowego)
Sekwencja niezarejestrowana - Streptomyces albidoflavus (poz. 4.5 osiggnigcia

naukowego).

Optymalizacja warunkéw wytwarzania chitynaz bakteryjnych

Niezbednym etapem badan byla optymalizacja skladu podtoza hodowlanego
przeprowadzona indywidualnie dla kazdego szczepu bakterii. Wyniki, ktore uzyskatam
potwierdzity wczesniejsze doniesienia, ze bakteryjne chitynazy sa enzymami
podlegajacymi indukcji, a rol¢ induktora peini chityna i produkty jej degradacji,
podobnie jak w doswiadczeniach m.in. Sahai i Manocha (1993) oraz Felse i Panda
(1999). Natomiast u bakterii Pseudoalteromonas piscicida wykazano obecnosé¢
dwusktadnikowego systemu regulacji ztozonego z kinazy histydynowej oraz regulatora
odpowiedzi. Pod wplywem sygnatow §rodowiskowych, np. obecnosci chityny
w srodowisku reszta histydyny w sekwencji kinazy ulega autofosforylacji 1 katalizuje
fosforylacje reszty asparaginy w czasteczce regulatora odpowiedzi. Regulator po
ufosforylowaniu taczy si¢ z sekwencjg promotora, co aktywuje transkrypcje genow
kodujacych chitynazy (Miyamoto i1 in., 2007). Indukcja 1 represja syntezy chitynaz
bakteryjnych moze wigc zachodzi¢ pod wplywem obecnosci odpowiednich sktadnikow
w podtozu hodowlanym bakterii. Uwaza si¢, ze w Srodowisku naturalnym synteza
chitynaz moze by¢ rowniez indukowana pod wpltywem kontaktu z chitynowymi
$cianami komorkowymi grzybow (poz. 4.6 osiggniecia naukowego). Nasze obecnie
prowadzone badania potwierdzily, Ze obecno$¢ S$cian komorkowych grzybow
plesniowych powoduje wzrost poziomu aktywnosci uwalnianych chitynaz (dane

nieopublikowane).
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Brak lub jedynie §ladowa aktywnos¢ enzymatyczng obserwowano w hodowlach bakterii
na pozywkach pozbawionych chityny. W przypadku bakterii Streptomyces albidoflavus
(poz. 4.5 osiagnigcia naukowego) najlepszym induktorem okazata si¢ 2% chityna.
U pozostatych szczepoéw bakterii (poz. 4.1-4.4 osiaggni¢cia naukowego) wysoka
aktywno$¢ chitynaz obserwowatam w obecnosci 1% chityny w sktadzie podtoza
hodowlanego. Bakterie Stenotrophomonas maltophilia N4 wykazywaly takze znaczna
aktywno$¢ chitynolityczng po wzbogaceniu podtoza mineralnego w chitosan, produkt
deacylacji chityny (poz. 4.3 osiggni¢cia naukowego). Regulacja aktywnos$ci chitynaz,
wydzielanych do podioza hodowlanego, moze takze podlega¢ represji katabolicznej
w obecno$ci  glukozy (Ahmadian i in., 2007) co udowodniono do$wiadczalnie

w przypadku Paenibacillus sp. M4 (poz. 4.1 osiagnigcia naukowego).

Oczyszczanie i analiza proteomiczna chitynaz

Scharakteryzowanie badanych enzymow i zbadanie ich aktywnosci
fungistatycznych bylo mozliwe po ich wyizolowaniu z hodowli bakteryjnych
I doktadnym oczyszczeniu z innych bialek bakterii. Dlatego tak dobratam techniki
chromatograficzne, aby umozliwity one wydajng izolacj¢ aktywnych chitynaz z ptynow
pohodowlanych poszczegdlnych szczepow bakterii. Etapem poprzedzajacym rozdziaty
chromatograficzne byto wytracanie biatek siarczanem amonu lub acetonem. Prostym
I skutecznym rozwigzaniem okazato si¢ zastosowanie cieczowej chromatografii
adsorpcyjnej z wykorzystaniem chityny koloidalnej jako adsorbenta (poz. 4.4-4.5
osiggni¢cia naukowego). Relatywnie duzy stopien oczyszczenia chitynaz uzyskano
takze po zastosowaniu chromatografii jonowymiennej, hydrofobowej oraz saczenia
molekularnego (poz. 4.1-4.2 osiagnig¢cia naukowego).

Sekwencje peptydow, uzyskanych po zastosowaniu spektrometrii mas,
umozliwity ich poréwnanie z opublikowanymi danymi i identyfikacj¢ proteomiczng
potencjalnie fungistatycznych chitynaz. Po przeprowadzeniu analizy bioinformatycznej

stwierdzitam, ze zgodnie z bazg Merops (https://merops.sanger.ac.uk), badane chitynazy

nalezg do rodziny 18 hydrolaz glikozydowych (pozycje 4.1 - 4.2, 4.4 - 4.5 osiggnigcia
naukowego). W rodzinie tej przewazaja enzymy bakteryjne, cho¢ zaliczono do niej
chitynazy wirusowe, archaea, grzybow, roslin, a takze bezkregowcow i krggowcow.
Niezwykle interesujace jest wykrycie konserwowanego motywu aminokwasowego

DXDXE w sekwencji chitynazy Streptomyces albidoflavus (poz. 4.5 osiaggniecia
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naukowego), typowego dla rodziny 18 hydrolaz glikozydowych, mimo ze zdecydowana
wigkszo$¢ chitynaz bakteril Streptomyces zaliczona jest do rodziny 19 (Cantarel i in.,
2009; Vuong i Wilson, 2010). Podstawg podziatu hydrolaz glikozydowych na rodziny
jest podobienstwo sekwencji aminokwasowych i bezposrednio z tym powigzanej
struktury domen Kkatalitycznych (Henrissat, 1991). Na tej podstawie wyr6zniono
dotychczas 131 rodzin hydrolaz glikozydowych (GH), w tym trzy rodziny (18, 19 i 20),
skupiajgce enzymy chitynolityczne. Rodzina 20 skupia B-N-acetyloglukozaminidazy
I chitobiazy pochodzace z réznych zrodet (www.cazy.org). Pomiedzy tymi rodzinami
zaobserwowano roznice w mechanizmie katalizy. W przypadku hydrolaz
glikozydowych (GH) z rodziny 18 i 20 stereochemiczny przebieg reakcji zachodzi
zretencja konfiguracji w przeciwienstwie do rodziny 19, gdzie zaobserwowano
inwersje konfiguracji anomerycznej (Brameld i Goddard, 1998; van Aalten in. 2001).
Geny kodujace chitynazy sg zlokalizowane na chromosomie bakteryjnym.
W genomie bakterii moze znajdowac si¢ tylko jeden gen, jak np. u S. maltophilia 34S1
(Crossman i in., 2008) lub kilka, jak u Streptomyces coelicolor A3(2) (Bentley i in.,
2002). Bakteryjny system chitynolityczny, zlozony z kilku biatek enzymatycznych,
moze takze powstawa¢ w wyniku modyfikacji potranslacyjnych, tak jak to opisano
u Bacillus subtilis WL-12 (Alam i in., 1996).
W przypadku bakterii S. maltophilia N4 otrzymatam gen o dtugosci 2106 par zasad
kodujacy chitynaz¢ Sm4 (poz.4.3 osiggnigcia naukowego). Uzyskang sekwencje
nukleotydowg DNA umiescitam w bazie danych GenBank/EMBL/DDBJ z numerem
dostepu AB973459. Wydedukowana, na podstawie sekwencji nukleotydowe;j,
sekwencja aminokwasowa wykazywata 99% podobienstwo do sekwencji chitynazy
S. maltophilia 5BA-I-2 (GenBank: EVT71138). W obrebie sekwencji aminokwasowej
chitynazy Sm4 zidentyfikowano, z wykorzystaniem programu Blast, nastepujace
domeny funkcjonalne: domene wigzaca chityng (ChiAl_BD) w rejonie pomiedzy 52—
92 aminokwasem, domen¢ kadheryny (CARDB) pomiedzy 108-182 aminokwasem,
domenge fibronektyny pomigdzy 204 a 291 aminokwasem, oraz najwazniejszy obszar -
domene katalityczng rodziny 18 hydrolaz glikozydowych (CatD GH18_chitinase)
w rejonie  sekwencji-303-688 aminokwaséw. Opisane dotychczas chitynazy sg
zréznicowana zaroOwno pod wzgledem ilosci, rodzaju, jak 1 ulozenia domen.
W strukturze wszystkich chitynaz wystepuje, co najmniej jedna domena biatkowa -
katalityczna (CatD), niezb¢dna do hydrolizy wigzan B-1,4 glikozydowych. Kazda

zZtrzech rodzin GH enzymdéw chitynolitycznych zawiera W obrebie domeny
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katalitycznej charakterystyczne konserwowane motywy aminokwasowe. Poza tym,
u wielu chitynaz podobnie jak u Sm4 wystepuje domena wigzaca chityng (ChBD), ktéra
ma istotne znaczenie w procesie wigzania enzymu z czgsteczka nierozpuszczalnego
substratu. Wigzanie z substratem nast¢puje z udzialem konserwowanych reszt
aminokwasow aromatycznych wyeksponowanych na powierzchni ChBD (Morimoto
I in., 1997; Hashimoto i in., 2000). Domeny fibronektyny i kadheryny, obecne rowniez
w sekwencji sklonowanej chitynazy, prawdopodobnie wspomagaja proces katalizy

(Frederiksen i in., 2013).

Badanie wlasciwosci chitynaz

Chitynazy bakteryjne ro6znig si¢ pomigdzy sobg pod wzgledem mas
czasteczkowych, optymalnych warunkéw dziatania, termostabilnosci, specyficznosci
substratowej, reakcji na jony metali i inne reagenty (Bhattacharya i in., 2007, Saks
i Jankiewicz; 2010, poz. 4.6 osiggniecia naukowego).

Masa czasteczkowa chitynazy S. albidoflavus wynosi ok. 50 kDa, a chitynazy
S. maltophilia ok. 52 kDa. Sg to biatka o budowie monomerycznej, @ Wyznaczone masy
czasteczkowe (technika SDS —PAGE) chitynaz badanych bakterii mieszczg si¢
w przedziale 20 - 70 kDa, charakterystycznym dla zbadanych dotychczas chitynaz
(Bhattacharya i in., 2007).

Wigkszo$¢ chitynaz bakteryjnych wykazuje optimum aktywno$ci pomigdzy pH 5 a 8
oraz 40 -60 °C (tabela 1, poz. 4.6 osiagniecia naukowego), ale wartosci te zaleza od
gatunku bakterii i miejsca ich wystgpowania. W przypadku charakteryzowanych
chitynaz najwyzszg aktywno$¢ obserwowano w odczynie lekko kwasnym, w pH migdzy
5,4 a 6,8, a optimum temperaturowe tych enzymow wahato si¢ pomiedzy 40 a 50°C
(poz. 4.1-4.4 osiggnig¢cia naukowego). Charakterystyczny dla chitynazy Paenibacillus
oraz Stenotrophomonas byt szeroki zakres pH (~5 - 8) w ktorym byty one aktywne.
Chitynazy obu szczepow S. maltophilia wykazywaty 100% stabilno$¢ termiczng
w czasie dwugodzinnej inkubacji w 40°C (poz. 4.3-4.4 osiggniecia naukowego).
Podobne wyniki uzyskano dla chitynazy Streptomyces albidoflavus oraz Paenibacillus
sp (poz. 4.1 i 4.5 osiaggni¢cia naukowego). Jednak, juz w wyzszej o 10°C temperaturze
enzymy te w znacznym stopniu tracity aktywno$¢. Bardziej termostabilna okazata si¢
jedynie endochitynaza oczyszczona z hodowli S. plymuthica (pozycja 4.2 osiagnigcia
naukowego).

11
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Ze wzgledu na potozenie hydrolizowanego wigzania, enzymy chitynolityczne dzieli si¢
na endochitynazy, katalizujace hydrolize losowo potozonych wigzan glikozydowych
wewnatrz tancucha i w ten sposdb uwalniajgce chitooligosacharydy, egzochitynazy -
katalizujgce uwalnianie dwucukru, chitobiozy od redukujgcego lub nieredukujgcego
konca tancucha chityny oraz B-N-acetyloglukozaminidazy, katalizujace uwalnianie
monomerow B-N-acetylo-D-glukozaminy (Gokul i in., 2000).

Zastosowane w doswiadczeniach syntetyczne substraty chromogenne lub fluorogenne
pozwolity na okreslenie specyficznos$ci oczyszczonych enzymow w stosunku do
potozenia w czasteczce substratu rozkladanego wigzania B-1,4 - glikozydowego.
Wykazatam, ze S. albidoflavus, podobnie jak obydwa szczepy bakterii S. maltophilia,
wydziela endochitynazg (poz. 4.3, 4.4 - 4.5 osiagnigcia naukowego). W przypadku
chitynazy bakterii N4 wyznaczytam takze stale powinowactwa (Km, stata Michaelisa)
z zastosowaniem zaréwno substratow naturalnych jak i nitrofenylowych pochodnych
glukozoaminy. Na podstawie wartosci Km potwierdzitam, ze jest to endochitynaza
0 duzym powinowactwie do chityny koloidalnej jako substratu.

Natomiast z hodowli bakterii Paenibacillus sp. M4 i S. plymuthica MP44
wyizolowatam zaréwno endochitynazy jak egzochitynazy (poz. 4.1-4.2 osiggnigcia
naukowego).

Czgsto obserwuje si¢ u chitynaz bakteryjnych wzrost aktywnosci w obecnosci
dwuwartosciowych jonéw wapnia i magnezu. Ponadto aktywatorami tych enzymow
moga by¢ jony Mn?*, Ni, ?* Cu*, Ba®*, Na*, K* jak rowniez detergenty niejonowe-takie
jak Tween 20, Tween 80, Triton X-100. Inhibicje¢ aktywnosci chitynaz mogg wywotac
Pb*, Hg®*, Cd**, EDTA, SDS oraz mocznik. Co ciekawe, jony Zn**, Ni**, Cu®* oraz
Ca?* moga podwyzsza¢ lub hamowa¢ aktywno$¢ chitynaz syntetyzowanych przez rézne
bakterie (tabela nr 1, poz. 4.6 osiagnigcia naukowego).

W naszych badaniach zaobserwowalismy jedynie niewielki wzrost aktywnosci chitynaz
syntetyzowanych przez Stenotrophomonas oraz Streptomyces (poz. 4.3-4.5 osiggnigcia
naukowego) pod wplywem jonow wapnia i magnezu, dlatego uznaliSmy je za
stabilizatory aktywno$ci chitynolitycznej. Natomiast silny efekt inhibitorowy
zaobserwowalismy w obecnosci Mn?* i Hg?* (poz.4.5), Hg**, Cu?*, Zn*" (poz. 4.4) lub
Hg*" i NH," (poz.4.3 osiagniccia naukowego). Surfaktant anionowy, SDS wywierat
niekorzystny, wpltyw na aktywno$¢ chitynaz S. albidoflavus iS. maltophilia NA4.
Surfaktanty, takie jak Tween -20, Tween-80 oraz Triton X-100 mialy niewielki

stymulujacy wplyw na aktywno$¢ badanej chitynaz, co moglto by¢ spowodowane
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fatwiejszym dostegpem enzymu do substratu w warunkach reakcji. Co ciekawe,
w przypadku chitynazy bakterii N4 (poz. 4.3 osiggni¢gcia naukowego), obecnosc
zwigzkoéw redukujacych, takich jak cysteina i 2 — merkaptoetanol powodowata wzrost
aktywno$ci, co sugeruje zaangazowanie reszt cysteiny w mechanizm katalizy u tego
enzymu. Warto tez podkresli¢, ze zwigzek chelatujacy jony metali (EDTA) nie
hamowat, a wrecz aktywowal w niewielkim stopniu t¢ chitynaze. Takie zjawisko

opisano u niektorych proteaz cysteinowych, np. papainy (Arnon, 1970).

Aktywnos$¢ fungistatyczna bakterii oraz ich chitynaz wzgledem fitopatogenicznych

grzybow plesniowych

Grzyby plesniowe to wazny element funkcjonowania ekosysteméw glebowych.
Biorg udziat w rozkladzie zwigzkéw organicznych, przemianie zwigzkoéw mineralnych
oraz w syntezie wielu zwigzkow bioaktywnych (Sterflinger, 2000). Jednak wiele z nich
powoduje choroby ro$lin. Do szczegélnie ucigzliwych patogendéw roslin uprawnych
w naszych warunkach klimatycznych naleza grzyby z rodzaju Fusarium, Aspergillus
i Penicillium. Zwalczanie tych patogenow prowadzi si¢ zwykle metodami
chemicznymi, cho¢ w ostatnich latach obserwuje si¢ duze zainteresowanie metodami
biologicznymi.  Obiecujace  wyniki badan nad zastosowaniem enzymow
mykolitycznych, w tym chitynaz do biologicznej ochrony roslin uzyskano m.in. dla
bakterii z rodzaju Bacillus (Slimene iin. 2015) oraz Streptomyces (Singh i Chhatpar,
2011).
W moich badaniach, zasadniczym kryterium wyboru bakterii chitynolitycznych do
dalszych doswiadczen byla ich zdolno$§¢ hamowania wzrostu wybranych gatunkéw
grzyboéw patogenicznych. W badaniach wykorzystano grzyby plesniowe z rodzaju
Fusarium, Alternaria, Rhizoctonia, Cladosporium, Chaetomium oraz Botrytis,
pozyskane z Banku Patogendéw Instytutu Ochrony Ro$lin w Poznaniu lub Zaktadu
Fitopatologii Wydziatu Ogrodnictwa, Biotechnologii i Architektury Krajobrazu SGGW.
Bakteria Serratia plymuthica MP44 okazata si¢ bardzo skutecznym antagonistg
wzgledem grzyboéw plesniowych, poniewaz ograniczata w ponad 60% wzrost grzybni
Rhizoctonia solani, Cladosporium sp oraz Alternaria alternata (poz. 4.2 osiagnigcia
naukowego). Drugi z silnych antagonistow bakteryjnych, Paenibacillus sp M4 w duzym
stopniu hamowat wzrost F. oxysporum i solani jak rowniez A. alternata (poz. 4.1

osiggniecia naukowego).
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Przeprowadzitam takze oceng¢ skutecznosci chitynaz w hamowania wzrostu wybranych
gatunkéw grzyboéw patogenicznych. W badaniach tych wykorzystano preparaty
enzymatyczne nieoczyszczonych chitynaz (wytraconych i dializowanych biatek ptynu
pohodowlanego) oraz oczyszczonych technikami chromatograficznymi. Szczegolnie
obiecujace wyniki uzyskano dla endochitynaz S. maltophilia MUJ oraz S. albidoflavus.
W przypadku chitynazy bakterii S. maltophilia MUJ (pozycja 4.4 osiagnigcia
naukowego) zaobserwowano aktywnos$¢ grzybobojcza w stosunku do Fusarium solani,
F. oxysporum oraz Rhizoctonia solani. Endochitynaza S. albidoflavus (pozycja 4.5
osiggniecia naukowego) wykazywata aktywno$¢ fungistatyczng w stosunku do
F.oxysporum, F. culmorum, A. alternata oraz Botrytis cinerea. Aktywnos$¢
grzybobojcza w stosunku do A. alternata i F. oxysporum wykryto takze
u egzochitynazy bakterii M4 (poz. 4.1 osiagnigcia naukowego). Ciekawych obserwacji
dostarczyly doswiadczenia z zastosowaniem bakterii S. plymuthica, gdzie z ptynu
pohodowlanego tych bakterii wyizolowano zaréwno egzochitynaze jak i endochitynazg.
Jednak zahamowanie wzrostu grzybni F. culmorum i Ch. globosum zaobserwowano
jedynie po zastosowaniu endochitynazy (poz. 4.2 osiagnig¢cia naukowego).

Reasumujac, aktywnos$¢ fungistatyczna badanych bakterii chitynolitycznych
byta zdecydowanie wyzsza niz aktywnych preparatdow enzymatycznych. Jedng
z przyczyn takiego zjawiska, mogto by¢ to, ze w warunkach do$wiadczalnych nie
osiggni¢to optymalnych warunkéw dla dziatania i stabilno$ci badanych chitynaz. Poza
tym, w hodowlach dwuorganizmowych bakterie mogty uwalnia¢ chitynazy w sposéb
ciggly, co powodowaloby wyzsza skutecznos¢ lizy Scian komorkowych plesni.
Zauwazono rOwniez, Ze enzymatyczne preparaty nieoczyszczone mialy wigksza
skuteczno$¢ w hamowaniu wzrostu grzybni fitopatogenow niz preparaty oczyszczone,
co spowodowane byto ewentualnym wystepowaniem w nich dodatkowych form
chitynaz lub innych enzymow litycznych. Wigksza efektywnos¢ fungistatyczna wynika
z synergistycznego oddzialywania mykolitycznych enzymoéw na strzepki grzybni
patogena (Chang i in., 2003). Nie bez znaczenia moga by¢ takze réznice W zawartoSci
chityny w $cianach komérkowych testowanych grzybow.

Aktywnos$¢ fungistatyczng wykrywano gléwnie u endochitynaz, poza jedng
egzochitynazg typu Al syntetyzowang przez Paenibacillus sp. M4. Wydaje si¢ to by¢
powiazane z swoistoscig tych enzyméw wzgledem polozenia rozkltadanego wigzania,
atym samym z wigksza skutecznoscia W degradacji chityny $ciany komodrkowe;j

badanych gatunkéw grzybow.
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Perspektywy wykorzystania uzyskanych wynikow

Wyniki badan laboratoryjnych pokazaty, ze chitynazy wyizolowane z hodowli
bakteryjnej maja zdolno$¢ do inhibicji wzrostu grzybni wybranych gatunkow
fitopatogena, chociaz w ograniczonym zakresie. Dotychczas przeprowadzone badania
otwierajg nowe perspektywy badawcze dotyczace stymulacji i stabilizacji chitynaz po
ich wyizolowaniu z hodowli. Zapewne dobrym rozwigzaniem mogg by¢ proby
immobilizacji tych enzymow i testowanie ich aktywnos$ci w warunkach polowych.
Moim zdaniem, warto takze zainicjowac badania nad opracowaniem skutecznej metody
uzupehienia chemicznych fungicydéw preparatami chitynaz bakteryjnych.

W badaniach wykazalam, ze wyzszg aktywno$¢ fungistatyczng wykazujg
bakterie - syntetyzujgce chitynazy, niz wyizolowane enzymy. Wskazuje to na
wieloczynnikowos$¢ antagonizmu bakterii, w ktorym obok chitynaz wazng rolg
odgrywaé¢ moga 1,3 -glukanazy, proteazy, antybiotyki, siderofory oraz inne biologicznie
aktywne metabolity. W mojej ocenie skuteczniejsze a przy tym mniej kosztochtonne
| pracochtonne byloby zastosowanie w biopreparatach komorek bakterii niz
wyizolowanych chitynaz.

Warto takze podkresli¢, ze najbardziej wrazliwe na dzialanie wyizolowanych chitynaz
okazaly si¢ gatunki patogenow z rodzaju Fusarium: F. culmorum i F. oxysporum.
Taka konkluzja podnosi znaczenie uzyskanych wynikow, poniewaz grzyby Fusarium
powoduja duze straty w plantacjach roslin uprawnych, a ich mikotoksyny po spozyciu
moga by¢ przyczyna probleméw zdrowotnych. Porazenie grzybami Fusarium
obserwuje si¢ zarowno w przypadku zbdz drobnoziarnistych (pszenicy, pszenzyta,
jeczmienia, zyta 1 owsa) jak réwniez gruboziarnistej kukurydzy. Rosliny moga by¢
porazane zaréwno przed- jak i po wschodach, co obniza ich warto$¢ handlowa
I konsumpcyjna. W ziarnie kumuluja si¢ przede wszystkim mikotoksyny z grupy
trichotecenow: deoksyniwalenol i niwalenol, ktore oprocz wasciwosci toksycznych dla
konsumenta majg takze dziatanie fitotoksyczne, m.in. hamujg kietkowanie nasion

(Packa i Sliwinska, 2005).

Podsumowanie najwazniejszych wynikow, ktore stanowig osiggnigcie naukowe
zawarte w jednotematycznym cyklu publikacji pt. ,,Ryzosferowe bakterie
chitynolityczne i ocena ich przydatnosci do Dbiologicznego zwalczania

fitopatogenicznych grzybow plesniowych”.
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Choroby grzybowe ro$lin uprawnych, pomimo cigglego Stosowania
chemicznych preparatéw, powoduja rosngce zagrozenie dla zdrowia ludzi i zwierzat.
Problem ten zainspirowal mnie do podjecia badan nad mozliwo$ciami biologicznego
zwalczania fitopatogenicznych grzybow plesniowych. Chitynolityczne bakterie i/lub ich
wyizolowane chitynazy moga stanowi¢ alternatywe lub uzupetnienie stosowanych
obecnie fungicydow. Jak dotad brak jest danych literaturowych dotyczacych
wystepowania bakterii chitynolitycznych w strefie ryzosferowej zb6z najpowszechnie;j
uprawianych w Polsce. Dlatego podjetam pionierskie w skali kraju badania majace na
celu wyjasnienie, czy bakterie chitynolityczne wystgpuja w ryzosferze zboz i czy
wytwarzane przez nie chitynazy skutecznie hamujg wzrost 1 rozwdj grzybow
plesniowych. Podczas realizacji badan postugiwatam si¢ roéznorodnymi technikami
stosowanymi w mikrobiologii, biochemii oraz biologii molekularnej.

Niezbednym, cho¢ wstepnym etapem badan bylo uzyskanie odpowiedniego
materiatu do$wiadczalnego. Wybrane do badan izolaty bakterii, po ich identyfikacji
gatunkowej namnazalam na pozywkach ptynnych, tak ustalajac sktad podioza
hodowlanego, aby aktywnos¢ wydzielanych chitynaz byta jak najwyzsza. Nastepnie tak
dobierano techniki chromatograficzne, aby pozwolity na oczyszczenie biatek
enzymatycznych izachowanie ich aktywno$ci w stopniu umozliwiajacym
przeprowadzenie testow z udziatem grzybowych fitopatogenow i mozliwie szerokiej
charakterystyki tych enzyméw. W chwili rozpoczgcia badan, w dostepnej literaturze nie
znalaztam  biochemicznej  charakterystyki  chitynazy  bakterii z  rodzaju
Stenotrophomonas maltophilia. Opublikowanie moich, w pelni nowatorskich, wynikow
badan wypehilto istniejaca luke literaturowg. Ponadto, powaznym osiggnieciem byto
sklonowanie sekwencji genu kodujacego chitynaze u tych bakterii i zarejestrowanie jej
w odpowiednich bazach danych. Pokonanie tego etapu badan otworzylo mi nowe
perspektywy badawcze, w ktorych wykorzystuje rekombinowane biatko tego enzymu
(dane niepublikowane).

Nalezy podkresli¢, ze sposrod kilku réznych chitynaz zidentyfikowanych w hodowlach
bakterii Paenibacillus sp M4 i Serratia plymuthica MP44 wyselekcjonowatam tylko
chitynazy charakteryzujace si¢ aktywnoscig fungistatyczng oraz wyznaczytam warunki
ich optymalnego dzialania. Wtasciwosci  grzybobojcze  stwierdzitam  takze
u pojedynczych form endochitynaz syntetyzowanych przez bakterie Stenotrophomonas

maltophilia i Streptomyces albidoflavus.
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Wyniki tych badan wskazuja, na to, ze wlasciwosci antagonistyczne bakterii
Paenibacillus sp. M4 oraz Serratia plymuthica MP44 w stosunku do grzybow
plesniowych sg cechg wieloczynnikowsg, zalezng nie tylko od aktywnos$ci chitynaz.
W swoich badaniach wykazalam, ze w najbardziej wrazliwe na dziatanie chitynaz
badanych bakterii s3 gatunki patogenow z rodzaju Fusarium: F. culmorum

I F. oxysporum.
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5 Omowienie pozostalych osiagnie¢ badawczo — naukowych

Na moj dotychczasowy dorobek naukowy sktadajg si¢ cztery zasadnicze obszary
tematyczne:

5.1  Bakteryjne enzymy proteolityczne

5.2  Bioaktywne metabolity syntetyzowane przez bakterie ryzosferowe

5.3 Mikrobiologiczna biodegradacja polimerow polisacharydowych

54 Wystepowanie i1 rola drobnoustrojow w srodowisku naturalnym

Ad5.1

Badania nad proteazami bakteryjnymi stanowity kontynuacje tematyki pracy
doktorskiej pt. ,,Wlasciwosci molekularne aminopeptydaz bakterii glebowych
Pseudomonas sp.” W badaniach, prowadzonych w ramach tej dysertacji, dokonatam
szczegotowej charakterystyki biochemicznej dwéch kluczowych dla
wewnatrzkomorkowego rozktadu biatek, aminopeptydaz: alanylowej
i fenyloalanylowej, syntetyzowanych przez glebowa bakterie Pseudomonas sp.
Zastosowanie technik elektroforezy preparatywnej oraz chromatografii nisko —
I wysokocisnieniowej pozwolito mi na uzyskanie aktywnych, homogennych bialek
badanych aminopeptydaz. Oczyszczone biatka enzymatyczne scharakteryzowano m.in.
pod wzgledem optymalnych warunkow ich dziatania, specyficzno$ci substratowe;,
stabilno$ci termicznej, wrazliwo$ci na aktywatory i inhibitory proteaz. Uzyskane wyniki
staly si¢ podstawg prac opublikowanych w Folia Microbiologica, Journal of Basic
Microbiology oraz Acta Microbiologica Polonica (zat.3., pkt lla, poz. 12 - 14; pkt Ilb
17). Szczegdlowa charakterystyke aminopeptydaz bakteryjnych przedstawiono w pracy
przegladowej (zat.3., pkt I1b, poz. 25).
W dalszych badaniach nad proteazami bakteryjnymi skupitam si¢ przede wszystkim na
zewnatrzkomorkowych endo - 1 egzopeptydazach. W tych doswiadczeniach
wykorzystywatam nabyte podczas studidéw doktoranckich umiejgtnosci technik
chromatograficznych i elektroforetycznych, ale w czgsci badan wprowadzitam tez
podstawowe techniki biologii molekularnej. W omawianych pracach zwracatam
szczegOlng uwage na optymalizacje warunkéw produkcji tych enzymow w hodowlach
bakterii a nastepnie ich oczyszczeniu i poddaniu charakterystyce biochemicznej.
Z punktu widzenia funkcjonowania tych peptydaz w srodowisku glebowym istotne byto
szczegdtowe zbadanie ich optymalnych warunkéw dzialania, stabilno$ci oraz wplywu

na ich aktywno$¢ potencjalnych inhibitorow i stabilizatorow. Efektem
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przeprowadzonych badan nad proteazami, byto opublikowanie kilku oryginalnych prac
naukowych (zatl.3, pkt Ila, poz. 9 - 11; pkt Ilb, poz. 5, 7, 14, 16), a takze prezentacja
wynikow podczas konferencji krajowych i zagranicznych (zat.3, pkt VIIb, poz. 21-23) .
Obecnie sa prowadzone doswiadczenia dotyczace rozktadu odpadoéw keratynowych
przez bakterie z rodzaju Stenotrophomonas, zapoczatkowane w ramach projektu NCN
(zal.3, pkt VI, poz. 1). Badany jest udziat keratynaz i reduktaz disulfidowych w procesie
hydrolizy pior ptasich i1 sierSci zwierzat. Ponadto, badania te ukierunkowano na
testowanie aktywnosci nicieniobdjczej oczyszczonych proteaz keratynolitycznych.
Tej tematyki dotyczy wlasnie przyjeta do druku w Journal of Bioscience and
Bioengineering publikacja pt.: ,Production, characterization, gene cloning, and
nematocidal activity of the extracellular protease from Stenotrophomonas maltophilia
N4” (zat.3, pkt Ila, poz.1).
Ad 5.2

Drugim, waznym nurtem tematycznym moich badan byto zagadnienie
bioaktywnych metabolitow bakterii ryzosferowych, powodujacych stymulacje wzrostu
ro$lin. Izolacja oraz identyfikacja kilkudziesieciu szczepow bakteryjnych z ryzosfery
ro$lin zbozowych zapewnila mi wieloletni warsztat badawczy do tego typu badan.
Bakterie z rodzaju Pseudomonas byly najliczniejsze w mojej kolekcji szczepow
i wykazaty one zdolno$¢ do syntezy wielu zwigzkow o dziataniu fungistatycznym.
Zasadniczym celem tych do$wiadczen bylo wyjasnienie roli wybranych metabolitow
W biologicznej ochronie roslin. Swoje badania, w tej tematyce ukierunkowatam na
siderofory, chelaty zelaza wydzielane przez wigkszo$¢ bakterii w warunkach niedoboru
dostepnych, rozpuszczalnych form Zelaza w $rodowisku ich bytowania. Zwiazki te sa
zwykle charakterystyczne dla danego rodzaju lub nawet gatunku bakterii. Bakterie
z rodzaju Pseudomonas w warunkach niedoboru zelaza moga wydziela¢ kilka réznych
pod wzgledem struktury chemicznej i powinowactwa do jonow zelaza sideroforow,
np. piowerdyng¢ oraz pochodne kwasu salicylowego-pseudomoning 1 piocheling.
Gléwnym sideroforem tych bakterii jest piowerdyna, wyrozniajaca si¢ wyjatkowo duza
sita wigzania jonow zelaza. Wlasnie, dlatego piowerdyna ma najwigksze znaczenie
w zapewnieniu bakterii konkurencyjnosci i przezywalnosci w zasiedlanym Srodowisku.
Nalezy takze podkresli¢ duze znaczenie tego chelatu zelaza w ograniczaniu chordb
grzybowych roslin. Siderofor ten w literaturze naukowej jest opisywany nie tylko, jako
elicitor indukowanej systemicznej odpornosci roslin typu ISR, ale takze, jako

bioaktywny metabolit hamujacy wzrost drobnoustrojéw, w tym fitopatogenow
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grzybowych. Przeprowadzone przeze mnie badania potwierdzity hamujace dziatanie
piowerdyny na wzrost grzybni fitopatogendow, spowodowane ograniczonym dostgpem
zelaza w $srodowisku. Ponadto podjetam probe wzbudzenia w ro$linach jeczmienia
indukcji odpornosci typu ISR w obecnosci bakterii syntetyzujacych piowerdyne.
Jednak ta cze$¢ badan wymaga kontynuacji w celu optymalizacji warunkoéw interakcji:
roslina-bakteria - grzyb fitopatogeniczny. Prezentowane do$wiadczenia byly czesciowo
finansowane w 2007 r. z grantu SGGW pt: ,,Znaczenie sideroforéw jako biologicznych
czynnikow polepszania zdrowotno$ci roslin zbozowych”, ktorego bytam kierownikiem.
Wyniki badan nad chelatami zelaza opublikowatam w trzech artykutach oryginalnych
(zal.3, pkt Ilb, poz. 11, 12, 15) . W efekcie zainteresowan tg tematyka powstaly takze
dwie prace przegladowe (zat.3, pkt lla, poz. 15; pkt Ilb, poz. 24) oraz doniesienia
konferencyjne (zat.3, pkt VIIb, poz. 19-20). Dalsze badania nad bioaktywnymi
metabolitami ukierunkowano na detekcje w hodowlach bakterii z rodzaju Pseudomonas
potencjalnie fungistatycznych substancji takich jak, cyjanowodor i kwas salicylowy,
atakze enzyméw rozktadajacych $ciany komorkowe grzybow: chitynaz 1 B-1,3
glukanaz (zat.3, pkt IIb, poz. 4, 10; zat.3, pkt VlIla, poz. 2-3).
Ad5.3

Prace dotyczace biodegradacji naturalnych polimeréw polisacharydowych przez
enzymy pochodzenia mikrobiologicznego powstaly jako efekt mojej wspotpracy
naukowej z Samodzielnym Zakladem Biologii Mikroorganizméw Wydziatu Rolnictwa
i Biologii SGGW. Tematyka wspdlnych badan dotyczyta enzymatycznego rozktadu
ligniny (zat.3, pkt lla, poz. 5; pkt VIIb poz. 6, 8), celulozy (zat.3, pkt Ilb, poz.1; pkt
VIIb, poz. 5) oraz ksylanoéw (zat.3, pkt IIb, poz. 9). M¢6j udziat w tych pracach polegat
gléwnie na optymalizacji warunkoéw reakcji, wyborze substratow i wykonaniu oznaczen
enzymatycznych.
Ad5.4

W ramach ostatniego z wczesniej wymienionych zagadnien, dotyczacego
wystepowania i roli drobnoustrojow w $rodowisku naturalnym bylam wspotautorem
badan nad wystepowaniem i liczebno$cig bakterii w glebach zanieczyszczonych (zat.3,
pkt VIIb, poz. 4), biosorpcja metali cigzkich przez bakterie z rodzaju Pseudomonas
i Bacillus (zat.3, pkt IIb, poz. 13; zal.3, pkt VIIb, poz. 17), aktywnoscig bakterii
ryzosferowych w oczyszczalni hydrobotanicznej (zat.3, pkt Ila, poz. 4), a takze nad

bakteriami redukujacymi siarczany (zal.3, pkt Ila, poz. 3).

22



Zatgcznik nr 2, Autoreferat

Bralam takze udzial w badaniach nad wystgpowaniem i znaczeniem bakterii cyklu
azotowego oraz Escherichia coli w wodach rzecznych i zbiornikach wodnych (zat.3, pkt
IIb, poz. 3, 6; pkt Vlla, poz. 1; pkt VIIb, poz. 7). W ostatnich latach bytam takze
wspoétautorem badan nad biodegradacjg polimerow syntetycznych (zat.3, pkt Ila, poz. 2;
zal.3, pkt VIIb, poz. 2-3).

Cze$¢ z tych badan bedzie nadal kontynuowana z wykorzystaniem bardziej

zaawansowanych technik biochemicznych i biologii molekularnej.

Warto takze zaznaczy¢, ze w latach 2007-2011 uczestniczylam w badaniach
realizowanych w ramach projektu zamawianego pt. ,,Ruchome elementy genetyczne
bakterii — analiza molekularna oraz wykorzystanie do konstrukcji nowych narzedzi dla
przemyshu biotechnologicznego” koordynowanego przez Instytut Biochemii i Biofizyki
PAN we wspotpracy z Katedra Biochemii SGGW (zat. 3, pkt VI, poz. 3). Jako jeden z
wykonawcow zadania: ,,Nadprodukcja i oczyszczanie wybranej endoproteazy faga
AS5W?” zajmowatam si¢ proteomika faga ASW Staphylococcus aureus. Gtownym celem
tych badan bylo udowodnienie, ze w procesie dojrzewania gtowki faga niezbedna jest
aktywno$¢ endoproteaz (proteaz pregtowki), ktorych funkcjg jest procesowanie
gléwnego biatka kapsydu. Miejsce proteolitycznego cigcia udato si¢ nam wskazac,
dzigki uzyskaniu N-koncowej sekwencji biatka kapsydu. W ramach tego projektu
przeprowadzono takze badania prowadzace do uzyskanie nadprodukcji peptydazy faga
ASW oraz biatka kapsydu w komoérkach E. coli. Uzyskane w ten sposob biatka
rekombinowane byly oczyszczone i1 wykorzystane w dalszych badaniach nad
wlasciwos$ciami  biochemicznymi. Zastosowanie technik biologii molekularnej
pozwolilo na uzyskanie dodatkowego potwierdzenie udziatu proteazy pregltowki
W procesowaniu biatka kapsydu u faga ASW. Efektem tej wspolpracy byly dwa
doniesienia konferencyjne (zat.3, pkt VIIb, poz. 15-16), w tym jedno na konferencji
zagranicznej (poz. 15).

Obecnie, interesujacym tematem moich badan wydaja si¢ by¢
zewnatrzkomorkowe enzymy wydzielane przez grzybni¢ trufli letniej (Tuber aestivum).
Jak dotad udato si¢ wykry¢ w ptynnej hodowli trufli kilka aktywnos$ci enzymatycznych:
lakazy, proteazy, lipazy oraz celulazy i ksylanazy (zat. 3., pkt Ilb, poz. 2; pkt VIIb,
poz.8-9). Kontynuacja tych badan bedzie proba oczyszczenia wybranych biatek

enzymatycznych z podtoza hodowlanego 1 ich charakterystyka. Do§wiadczenia te sa
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prowadzone we wspélpracy naukowej z Instytutem Badawczym Le$nictwa

w Sg¢kocinie.

Podsumowanie ilosciowe dotychczasowego dorobku publikacyjnego.

Moj calkowity dorobek publikacyjny stanowia 72 prace, z czego 46 to prace naukowe,
23 streszczenia konferencyjne, 1 publikacja popularnonaukowa, 2 rozdziaty
w skryptach akademickich.

Moj dorobek naukowy obejmuje 46 prac w czasopismach recenzowanych, z czego:

36 stanowig oryginalne publikacje, 10 publikacje przegladowe.

Lacznie jestem wspotautorem 21 prac w czasopismach z bazy Journal Citation Reports
(JCR). Sumaryczna wartos¢ wspotczynnika IF wynosi: 26,592. Sumaryczna liczba
punktow wedtug listy MNiSW, zgodnie z czasem opublikowania prac wynosi 514.
Liczba cytowan wedtug bazy Web of Science (All Dabases): 79, bez autocytowan: 57 ,
Indeks Hirscha wedlug bazy Web of Science: 6.

Moj dorobek naukowy niewliczajacy si¢ do osiggniecia naukowego, stanowigcego

jednotematyczny cykl publikacji, wynosi 399 pkt MNiSW, wartos¢ wspotczynnika IF
wynosi: 19,562.
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Zestawienie liczbowe opublikowanych prac

Rodzaj publikacji Tlos¢
1. Oryginalne prace twoércze (a+b) 36
a. w czasopismach z bazy JCR 19
-w jezyku angielskim 19
-w jezyku polskim 0
b. w czasopismach spoza bazy JCR 17
-w jezyku angielskim 6
-w polskim 11
2. Przegladowe prace (a+h) 10
a. w czasopismach z bazy JCR A
-w jezyku angielskim 2
-w polskim 0
b. w czasopismach spoza bazy JCR | 8
-w jezyku angielskim 2
-w jezyku polskim 6
3. Prace popularno-naukowe 1
-w jezyku angielskim 0
-w jezyku polskim 1
4. Streszczenia konferencyjne 23
-w jezyku angielskim 14
-w jezyku polskim 9
5. Autorstwo rozdzialow w skryptach 2
Razem 142+3+4+5 72

/éé d/f? W

25



