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Streszczenie

Frederick Cohan w 2002 roku zaproponowal specjacje ekologiczng jako gtowny
proces réznicowania bakterii. Zgodnie z teorig Cohan’a kazdy gatunek bakterii zawiera
zmienng liczbe ekotypoéw. Ekotyp bakteryjny jest definiowany jako homogeniczna grupa o
wysokim  podobienstwie ekologicznym. Poszczegdlne eckotypy danego gatunku
charakteryzuja si¢  specyficznymi  adaptacjami, pozwalajacymi na efektywne
wykorzystywanie skladnikow odzywczych lub innych warunkéw $rodowiska. Teoria
specjacji ekologicznej wérod bakterii zostata potwierdzona w populacjach Bacillus subtilis-
Bacillus licheniformis pochodzacych z Parku Narodowego Doliny Smierci, sinic z Parku
Narodowego Yellowstone oraz Bacillus simplex z Izraela. W ramach rozprawy doktorskiej
badatam czy naturalne populacje gramdodatnich laseczek Bacillus cereus sensu lato

wykazuja ekotypowy charakter.

Przedstawiciele B. cereus s.l. wystgpuja powszechnie w $rodowisku naturalnym i
wywieraja ogromny wptyw na zdrowie cztowieka, przemyst spozywczy oraz rolnictwo 1
lesnictwo. Te tlenowe, sporulujace laseczki z jednej strony produkujg toksyny szkodliwe
dla ludzi, zwierzat ros§linozernych oraz bezkregowcow, ale tez sa znane jako producenci
enzymoOw 1 wtornych metabolitéw, degradujacych niebezpieczne zwigzki chemiczne i/lub
wspomagajacych wzrost roslin. Znane sa tez szczepy B. cereus s.l. stosowane jako
probiotyki w paszy dla zwierzat. Powyzsze wilasciwosci byly 1 sg intensywnie badane,
jednakze jedynie w odniesieniu do szczepoOw o szczegdlnym znaczeniu gospodarczym i
medycznym, jak B. cereus sensu stricto, B. thuringiensis oraz B. anthracis. Tymczasem
pokrewienstwo filogenetyczne tych laseczek wcigz budzi wiele kontrowersji. Rowniez
podtoze ekologicznej dywersyfikacji w grupie B. cereus s.l. nie jest dostatecznie poznane,
przede wszystkim z powodu braku informacji na temat szczepoéw izolowanych z gleby,

gléwnego rezerwuaru tych bakterii.
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W  ramach rozprawy doktorskiej analizowatam struktur¢ genetyczng oraz
zidentyfikowatam potencjalne ekotypy wsrdd 297 szczepow B. cereus s.l. wyizolowanych z
préb gleby pobranych w (i) Narwianskim Parku Narodowym (Zatacznik 1), jak rowniez w
(i1) Biatowieskim Parku Narodowym, (iii) Biebrzanskim Parku Narodowym oraz (iv) w
gospodarstwie rolnym w Jasienéwce (Zalacznik 2 i 3). Ekologiczna specjacja w grupie B.
cereus wydaje sie by¢ silniejsza, anizeli zdolnos¢ tych bakterii do horyzontalnego transferu
genow. W zwiazku z tym zatozylam, iz wérod badanych populacji wystepuja ekotypy, jak
ekotyp termiczny, cytotoksyczny i melaninowy. W pierwszej kolejnosci wykazatam, iz
termiczne ekotypy (izolaty zdolne do wzrostu w niskich temperaturach) wystepuja wsrod
naturalnych populacji B. cereus s.l. z poéinocno-wschodniej Polski (Zatacznik 1, Zatgcznik
2). Poczatkowo wykazatam réwniez, iz potencjat cytotoksyczny jest znaczaco zwigzany z
dwoma liniami filogenetycznymi B. thuringiensis (Zatacznik 1). Dalsze analizy ujawnity,
iz szczepy potencjalnie cytotoksyczne wystepuja przede wszystkim w $rodowisku, w
ktoérym dziatalno$¢ cztowieka jest znaczgca (gleba uprawna). Ponadto cytotoksyczno$¢ nie
jest cecha gatunkowa 1 wystepuje wsréd szczepow nalezacych do roéznych grup
filogenetycznych, co potwierdza oportunistyczny model patogennosci grupy B. cereus s..
(Zalacznik 2). Nastepnie zidentyfikowalam potencjalny ekotyp melaninowy, utworzony
przez szczepy B. weihenstephanensis pochodzace z Biatowieskiego Parku Narodowego
oraz pola uprawnego w Jasienéwce, zdolne do produkcji rozpuszczalnego w wodzie
pigmentu (Zatagcznik 3). Wiasciwosci fizyko-chemiczne tego pigmentu jednoznacznie
wskazuja, 1z jest to melanina. Synteza melaniny moze znaczagco wplywaé na
funkcjonowanie mikroorganizméw w niekorzystnych warunkach srodowiskowych. Z tego
wzgledu zdolnos¢ do syntezy melaniny przez glebowe izolaty B. weihenstephanensis, a
takze ich psychrotroficzny charakter, wydaja si¢ by¢ doskonatym dostosowaniem do
miejscowych warunkow srodowiska. Przeprowadzenie analiz w odniesieniu do stosunkowo
wysokiej liczby szczepéw B. cereus s.l. pochodzacych z ekologicznie zrdéznicowanych
srodowisk, pozwolito testowac hipoteze stanowigca, ze specyficzne genotypy tych bakterii
wystepuja w poszczegbdlnych naturalnych srodowiskach (Zatacznik 2). Analizy MLST
(ang. Multi-Locus Sequence Typing) wykazaty, iz az 92% typow sekwencyjnych (ST) jest
charakterystyczna dla poszczeg6lnych $rodowisk. Ponadto 78% badanych izolatow

posiadato niezidentyfikowane do tej pory STs. Powyzsze wyniki wskazujg na istnienie
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specyficznych genotypow wsréd naturalnych populacji B. cereus s.. Obecnos¢
ekologicznie odrgbnych genotypow wynika raczej z adaptacji tych bakterii do

specyficznych §rodowisk, anizeli z przypadkowej kolonizacji.

Taksonomia grupy B. cereus s.l. budzi wiele kontrowersji. Na podstawie literatury
odnoszacej si¢ gtownie do szczepow zwigzanych z dziatalnoscig cztowieka, zalozytam, iz
szczepy srodowiskowe B. cereus s.l. sa genetycznie blisko spokrewnione i powinny by¢
sklasyfikowane do jednego gatunku (Zatacznik 2). Wprawdzie wykazatam istnienie
czterech gtéwnych grup filogenetycznych, obejmujgcych zmienng liczbe B. cereus/B.
weihenstephanensis, B. thuringiensis i B. mycoides/B. pseudomycoides, jednakze tylko
niewielka liczba typow sekwencyjnych (ST) zawierala szczepy nalezace do roznych
gatunkow. Ponadto, izolaty sklasyfikowane do tego samego gatunku, ale pochodzace z
roznych Srodowisk, wykazywaty tendencje do grupowania si¢ w kompleksy klonalne.
Powyzsze wyniki daty podstawe do wyciagniecia wniosku, iz Srodowiskowe izolaty B.

cereus s.l. nie reprezentujg jednego gatunku.

Szczegbdtowe analizy genetyczne, fenotypowe oraz biochemiczne przeprowadzone
w odniesieniu do wysokiej liczby srodowiskowych szczepoéw B. cereus s.l., rzucity nowe
swiatto na ewolucje oraz ekologiczng adaptacje tych bakterii. Ponadto, luki w wiedzy na
temat biologii tych tlenowych laseczek, zostaly znaczaco uzupelione poprzez
uwzglednienie przeze mnie po raz pierwszy B. mycoides w badaniach struktury genetycznej

B. cereus s.l.



