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1. Imi¢ i nazwisko
Iwona Dorota Jasser

2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe/artystyczne — z podaniem nazwy,
miejsca i roku ich uzyskania oraz tytulu rozprawy doktorskiej

1991 — uzyskanie stopnia magistra biologii, Zaktad Hydrobiologii, Instytut Zoologii,
Wydziat Biologii, Uniwersytet Warszawski. Tytul pracy magisterskiej: ,,Zalezno$ci
pomigdzy fitoplanktonem a makrofitami”, promotor: prof. dr hab. Ewa Pieczynska,
opiekun: dr Andrzej Kowalczewski

1999 — uzyskanie stopnia doktora nauk biologicznych: Instytut Ekologii PAN.
Tytul rozprawy doktorskiej: ,,Zmiany struktury i funkcji pikoplanktonu w jeziorach
r6znej trofii”, promotor: prof. dr hab. Anna Hillbricht-Ilkowska.

3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych/
artystycznych.

1991-2000 — asystent, starszy asystent, Zaktad Hydrobiologii, Instytut Ekologii, PAN

1998-2000 — visiting researcher, Uniwersytet Helsinski, Stacja Biologiczna Lammi

2000-2002 — adiunkt, Zaktad Hydrobiologii, Instytut Ekologii, PAN

2003-2004 — adiunkt, Centrum Badan Ekologicznych, PAN.

2004 — do chwili obecnej — adiunkt, Zaktad Ekologii Mikroorganizméw, Wydziat
Biologii, Uniwersytet Warszawski

4. Wskazanie osiggniecia naukowego z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca
2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule
w zakresie sztuki (Dz. U. nr 65, poz. 595 ze zm.)

Cykl pigciu publikacji wchodzacych w sktad osiagnigcia naukowego pod tytulem
»Ekofizjologiczna i genetyczna roznorodnos¢ pikocyjanobakterii w wodach
stodkich”. Badania zawarte w pierwszej z publikacji byty finansowane z grantu
CIMO (w Finlandii), ktorego bytam kierownikiem. Badania zawarte w trzech
kolejnych publikacjach byly wykonywane w ramach projektu badawczego
finansowanego przez MNiSW, ktoérego bylam kierownikiem. Piata publikacja jest
wynikiem badan finansowanych przez grant MNiSW, ktorego bylam kierownikiem i
grant N304 102240, ktérego kierownikiem byt prof. dr hab. Ryszard Chrost.

1. Jasser 1. & Arvola L. 2003. Potential effects of abiotic factors on the abundance of
autotrophic picoplankton in four boreal lakes. Journal of Plankton Research 25:
873883 (IF2003 = 1,56; MNiSW2013 = 30)

Jestem autorka koncepcji pracy, zaplanowatam metodyke badawcza, wykonatam
analizy mikroskopowe autotroficznego pikoplanktonu i fitoplanktonu, opracowatam
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wyniki 1 wykonalam czg$¢ rysunkow. Bytam osoba piszaca pracg i przygotowujaca ja
do druku oraz autorem korespondencyjnym. Moj udziat szacuj¢ na 80%.

2. Jasser 1., Karnkowska-Ishikawa A., Koztowska E., Krolicka A. & Lukomska-
Kowalczyk M. 2010. Composition of picocyanobacteria community in The Great
Mazurian Lakes: isolation of phycoerythrin-rich and phycocyanin-rich ecotypes
from the system — comparison of two methods. Polish Journal of Microbiology 59:
21-31 (IF2010= 0,66; MNiSW2013 = 15)

Jestem autorka koncepcji pracy, zaplanowalam metodyke badawcza w tym
modyfikacj¢ metody cytometrycznej, bratam udzial w izolacji pikocyjanobakterii i w
analizach mikroskopowych (M. Lukomska-Kowalczyk wykonywata pracg
magisterska pod moim kierunkiem), bratam udzial w przygotowaniu wynikéw do
publikacji, bytam autorka rysunkow (poza drzewami filogenetycznymi) oraz osoba
piszaca prace, a takze autorem korespondencyjnym. Moj udzial szacuj¢ na 55%.

3. Jasser L., Krolicka A., & Karnkowska-Ishikawa A. 2011. A novel phylogenetic
clade of picocyanobacteria from the Mazurian lakes (Poland) reflects the early
ontogeny of glacial lakes. FEMS Microbiology and Ecology 75: 89-98 (IFz011=
3,46; MNiSW2013 = 35)

Jestem autorka koncepcji pracy i1 sformulowatam hipotezy badawcze. Wybratam i
zaplanowatam metodyke badawcza, dostarczylam do analiz filogenetycznych szczepy
pikocyjanobakterii wyizolowane w ramach projektu badawczego, ktérego bylam
kierownikiem. Bratam udziat w opracowaniu wynikow. Bytam gléwna osoba piszaca
pracg i przygotowujaca ja do druku oraz autorem korespondencyjnym. Moj udzial w
tej publikacji szacuj¢ na 60%.

4. Jasser 1., Karnkowska-Ishikawa A. & Chrost R.J. 2013. Do acid-tolerant
picocyanobacteria exisit? Isolation of picocyanobacteria from low-pH humic lakes.
Hydrobiologia 707: 209-218 (IF2012= 1,985; MNiSW2013 = 30)

Jestem autorka koncepcji pracy, dostarczytam do analiz szczepy wyizolowane pod
moim kierunkiem. Bylam wraz z Anna Karnkowska-Ishikawa autorka planowania i
wykonania eksperymentow. Przeprowadzitam analizy mikroskopowe
pikocyjanobakterii 1 opracowatam wyniki, przeprowadzitam czg$¢ analiz
statystycznych. Bylam autorka rysunkow (poza drzewami filogentycznymi), gtéwna
osoba piszaca pracg i autorem korespondencyjnym. M¢j udziat w tej pracy szacuj¢ na
65%.

5. Jasser L., Krolicka A., Jakubiec K. & Chrést R.J. 2013. Seasonal and spatial
diversity of picocyanobacteria community in the Great Mazurian Lake system
derived from DGGE analyses of 16S rDNA and cpcBA-1GS markers. Journal of
Microbiology and Biotechnology 23: 739-749 (IF2013= 1,381; MNiSW2013 = 20)

Praca byfa finansowana w ramach mojego projektu badawczego i czgsciowo w
ramach projektu: N304 102240 (kierownik Ryszard Chroést). Jestem autorka koncepcji
pracy oraz planowania i wyboru metodyki badawczej, sformulowalam hipotezy
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badawcze. Bralam udziat w analizach mikroskopowych pikocyjanobakterii,
przeprowadzitam analiz¢ densytometryczna profili zelowych po DGGE i analizy
statystyczne oraz jestem autorka czgsci rysunkow (poza drzewami podobienstwa).
Bytam gtowna osoba piszaca pracg i autorem korespondencyjnym. Moj udziat w tej
pracy szacuj¢ na 65%.

Omowienie celu naukowego ww. prac i osiagnietych wynikow wraz z

omowieniem ich ewentualnego wykorzystania

Wythluszczonym drukiem zaznaczytam osiagnigcia zawarte w cyklu publikacji

Wstep

Koncepcja réznorodnosci biologicznej odgrywa istotng rolg w ekologii. Mozna ja
rozpatrywa¢ jako sumg réznorodnych form zycia na wszystkich poziomach
biologicznych uktadéw od molekul, organizmoéw, populacji, gatunkéw, zespotow do
ekosystemow (Wilcox 1984). Termin ten zastapiony =zostal wkrétce przez
‘bior6znorodnos$¢’ i wprowadzony do powszechnego uzycia przez Wilsona (1988).
Wedhug niektérych autoréw wiasnie z bior6znorodnoscia (Naecem i in. 1995, Tilman i
in. 1996) wiaza si¢ takie parametry charakteryzujace ekosystem jak stabilnos¢,
odpornos¢ (elastycznos$é), przewidywalno$¢ i produktywno$é, cho¢ inni autorzy tacza
te cechy ekosystemow raczej z funkcjonalng réznorodno$cia organizméw w nich
wystepujacych (Hooper & Vitousek 1997, Wardle i in. 1997). Jednak ostatnie wyniki
badan ro$linnosci prowadzonych na terenach stepowych potwierdzaja pierwszy
poglad wykazujac, ze stabilno$¢ ekosystemu i odporno$¢ na zmiany jest zawiazana z
liczba gatunkéw w nich wystepujacych (Maestre i in. 2012).

W sytuacji wige, gdy réznorodno$¢ gatunkowa i genetyczna w skali lokalnej
jak 1 skali globalnej stale maleje, a jej zwiazek z produktywnoscia, stabilnoscia i
innymi parametrami ekosystemow jest nierozstrzygnigty (Grime 1997), badania
r6znych aspektéw réznorodnosci sa od lat w centrum zainteresowania ekologéw. Sa
one bardzo wazne zar6wno z punktu widzenia wiedzy podstawowej, umozliwiajac
zrozumienie proceséw zachodzacych w danym $rodowisku i lezacych u podstaw
funkcjonowania ekosystemow oraz w kontek$cie biologii konserwatorskiej
(conservation biology) dajac naukowe podstawy do dziatan w zakresie szeroko poj¢te;j
ochrony ekosysteméw (Garcia-Pichel i in. 2000). Niestety badania réznorodnos$ci

mikroorganizmow: m.in. bakterii i pikocyjanobakterii, w zwiazku z trudno$ciami
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zarowno w ich identyfikacji jak i iloSciowej analizie, dlugo pozostawaty w tyle za
badaniami innych, wigkszych organizmoéw. Dopiero rozwdj mikroskopii
fluorescencyjnej i cytometrii przeplywowej oraz metod molekularnych i ich aplikacja
w badaniach $rodowiskowych umozliwity poszerzenie badan nad roéznorodnoscia

takze o te obiekty badawcze.

Ponizszy zbior prac, bedacych podstawg mojego postepowania
habilitacyjnego, obejmuje zagadnienia zwigzane z roéznorodnoscia
pikocyjanobakterii, najmniejszych organizmow przeprowadzajacych tlenowa
fotosyntez¢ w Srodowisku wodnym. Celem badan jest przedstawienie
roznorodnosci ekofizjologicznej, czyli przejawiajacej si¢ w fizjologii tych
mikroorganizmow na tle warunkow Srodowiskowych w jakich zyja i

roznorodnosci genetycznej opartej na analizie wybranych genow markerowych.

Pikocyjanobakterie jako skladnik planktonu

Organizmy planktonowe mozna podzieli¢ ze wzgledu na: i) ich przynalezno$¢
taksonomiczna, ii) fizjologie i funkcj¢ jaka petnia w sieci troficznej lub iii) ze
wzgledu na wielko$¢. Podziat wielko$ciowy opiera si¢ na schemacie zgodnym ze
skala logarytmiczna, w ktérym pikoplankton (0,2 a 2,0 um) stanowi najmniejsza
frakcje komodrkowa 1 zawiera komponent heterotroficzny (bakterie i wiciowce) oraz
autotroficzny. Do tego ostatniego naleza zardwno organizmy prokariotyczne —
cyjanobakterie (ktorych wielko$¢ jest w granicach 1 pum) jak i eukariotyczne, nalezace
do réznych grup taksonomicznych i o wielkosci blisko gornej granicy okres$lonej dla
pikoplanktonu. Przedstawiciele autotroficznego pikoplanktonu wystgpuja zarowno w
morzach i oceanach, jak i w wodach stodkich. W wigkszos$ci §rodowisk wodnych
liczebnie dominuja wsrdd nich nietworzace zakwitow pikocyjanobakterie (Callieri
2007), begdace obiektem badah prezentowanych jako osiagnigcie naukowe w ramach
tego postgpowania habilitacyjnego.

Cho¢ informacje wskazujace na obecno$¢ w planktonie wod tych
najmniejszych fotoautotrofow pojawiaty si¢ w literaturze od lat 50-tych (Rodhe 1955)
dopiero wyizolowanie i scharakteryzowanie u schytku lat 70-tych cyjanobakterii z
rodzaju Synechococcus przez dwa niezalezne zespoly badawcze (Johnson & Sieburth

1979, Waterbury 1 in. 1979), zapoczatkowato wlasciwy okres badan
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pikocyjanobakterii. Badania rozwijaly si¢ gwalttownie dzigki upowszechnieniu
mikroskopu  epifluorescencyjnego, cytometrii  przepltywowej, zastosowaniu
mikroskopu elektronowego, immunofluorescencji i chromatograficznej analizy
barwnikéw fotosyntetycznych (Callieri & Stockner 2002). Autotroficzny
pikoplankton wraz z dominujacymi zwykle liczebnie pikocyjanobakteriami uznany
zostat za bardzo wazny element dla funkcjonowania ekosysteméw wodnych,
szczeg6lnie w wodach o niskim statusie troficznym (Agawin i in. 2000, Bell & Kalff
2001).

Mate rozmiary komoérek maja wplyw na Kkorzystania z zasobow
srodowiskowych przez pikoplankton. Konsekwencja matych rozmiaréw komorek jest
m.in. korzystny stosunek powierzchni do objgtosci. Umozliwia on pobieranie
zwiazkow biogennych wystgpujacych w $rodowisku nawet w bardzo matych
stezeniach 1 wydajne wykorzystanie ich do wzrostu, wptywa na wydajnos¢ absorpcji i
transformacji fotonow, poprzez mniejsze koszty pozyskania zasobdéw (energii, C, N,
Fe, Mn, Cu) i umozliwia osiaganie maksimum fotosyntetycznego przy nizszej
intensywno$ci $wiatta niz ma to miejsce w przypadku wigkszych komorek
fitoplanktonowych, nie ma bowiem efektu ‘upakowania’ — samozacieniania w
komorkach. Podsumowujac, mate rozmiary powoduja, Zze zasoby sa pobierane i
wykorzystywane do wzrostu znacznie wydajniej niz u wigkszych komorek (Raven
1998). Daje to pikocyjanobakteriom przewagg konkurencyjna nad wigkszym
fitoplanktonem szczegdlnie srodowiskach mato zyznych. Mate rozmiary oraz niskie
koszty metaboliczne utrzymania komorek prokariotycznych tlumacza réwniez ich
dominacj¢ w wodach oligotroficznych (Callieri & Stockner 2000).

Jednak takze w wodach o wysokim statusie troficznym pikocyjanobakterie
moga okazjonalnie osiaga¢ duza biomasg¢ i mie¢ duzy udzial w tacznej biomasie
fitoplanktonu (Carrick & Schelske 1997). Pikocyjanobakterie stanowia pokarm
glownie dla nanowiciowcoéw 1 orzgskow, czyli konsumentdéw w obrgbie petli
mikrobiologicznej, a tylko w niewielkim stopniu sa zjadane przez wigkszy
zooplankton. Jednak szczego6lnie w okresach, gdy fitoplankton jest zdominowany
przez niejadalne formy np. nitkowate i/lub toksyczne taksony, poprzez zalezno$ci w
obrgbie mikrobiologicznych sieci troficznych, lub bezposrednio poprzez wyjadanie
przez Cladocera, pikocyjanobakterie moga stanowi¢ gtowne zrodlo wegla

organicznego dla wyzszych poziomow troficznych (Callieri & Stockner 2002).
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Rowniez badania prowadzone przeze mnie wykazaty, Zze pikocyjanobakterie moga
okresowo odgrywac duza rolg takze w zeutrofizowanych srodowiskach. I tak udziat
autotroficznego pikoplanktonu, zdominowanego przez pikocyjanobakterie, w ogdlnej
biomasie fitoplanktonu nawet w eutroficznym Jeziorze Mikotajskim dochodzil w
czasie fazy czystej wody, tzn. w czasie gdy biomasa fitoplanktonu jest silnie
ograniczona z powodu presji konsumentéw, do kilkunastu procent objgtosci
fitoplanktonu i do ponad 60% stezenia chlorofilu a (Jasser 2002). W kolejnych
badaniach wykazatam natomiast, ze w stonawych wodach Morza Baltyckiego
pikocyjanobakterie okazaly si¢ by¢ bardzo istotnym skladnikiem zespolu
fitoplanktonu wspotwystepujac z toksycznym gatunkiem cyjanobakterii nitkowatej,
Nodularia spumigena 1 stanowiac w czasie zakwitu tej ostatniej, nawet do 50%
biomasy sinic wyliczonej na podstawie analiz mikroskopowych (Mazur-Marzec 1 in.

2013).

Czynniki sSrodowiskowe wplywajace na wystepowanie pikocyjanobakterii

Poniewaz  pikocyjanobakterie = sa  organizmami fotoautotroficznymi,
podstawowymi czynnikami $rodowiskowymi wptywajacymi na ich wzrost 1 podzialy
komoérkowe sa $wiatto, temperatura i1 stezenie zwiazkéw mineralnych. Dlatego tez
dostgpnosé, intensywno$¢ i jakos$¢ swiatla, tj. spektrum fal w wodach, a takze stezenie
zwiazkéow Dbiogennych, sa zwykle analizowane jako podstawowe czynniki
srodowiskowe. Wyniki badan wskazuja, Zze szczegolnie w glgbokich jeziorach oraz w
jeziorach o stabej penetracji $wiatla, np. jeziorach humusowych, maksymalne
liczebnosci pikocyjanobakterii byly notowane w czasie stratyfikacji termicznej, kiedy
pikocyjanobakterie nie byly narazone na przebywanie w glgbokich, stabo
naswietlonych warstwach wody (Kukkonen i in. 1997). Moje badania prowadzone
w jeziorach borealnych, w Finlandii wykazaly, Ze dost¢pnos¢ swiatla jako
wzgledna miara, na ktora skladaja si¢ dlugos¢ dnia, glebokos¢ mieszania oraz
glebokos¢ strefy eufotycznej, a nie np. stezenie zwiazkow biogennych
wystepujace w tym czasie, ma kluczowe znaczenie dla tempa wzrostu
pikocyjanobakterii wiosna w glebokich jeziorach (Jasser & Arvola 2003).
Badania te pozwolily powiaza¢ zmiany notowane w wystepowaniu i liczebnosci
pikocyjanobakterii z czynnikach Srodowiskowymi zgodnie z zaleznoSciami

proponowanymi w ramach modelu PEG, opracowanego dla sezonowych zmian
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planktonu w jeziorach eutroficznych klimatu umiarkowanego (Sommer i in.
1986). Model ten nie obejmowal jednak organizméw pikoplanktonowych.
Analogie do modelu PEG w sezonowym wystepowaniu pikocyjanobakterii
zauwazone przeze mnie byly jednym z pierwszych, jesli nie pierwszym krokiem,
aby wlaczy¢ te autotroficzne mikroorganizmy pikoplanktonowe do powszechnie
przyjetych teorii ekologicznych. Pozniej powrdcitam do tego modelu na etapie
badania roznorodnosci genetycznej pikocyjanobakterii, co jest omowionej nizej.
Takze badania prowadzone pozniej przez roéznych badaczy wykazaly, ze
podstawowymi czynnikami wplywajacymi na wystgpowanie, liczebnos$¢ i dynamike
pikocyjanobakterii sa $wiatto i temperatura (Moser i in. 2009), natomiast stg¢zenie
zwiazkow biogennych byto mniej istotne.

Z kolei analiza wystgpowania pikocyjanobakterii w wodach o ré6znym statusie
troficznym 1 przezroczystosci wskazaty na pewne reguly dotyczace proporcji
pomigdzy fenotypami zawierajacymi fikoerytryng (PE) albo fikocyani¢ (PC) jako
dominujace barwniki akcesoryczne. W $rodowiskach zeutrofizowanych i o wigkszej
mgetno$ci wody mialy dominowaé fenotypy zawierajace gtownie PC, natomiast w
mniej zyznych o przezroczystych wodach — fenotypy bogate w PE (Vords 1 in. 1998,
Stomp i in. 2007). Jak wykazali V6rds i in. (1998) udzial pikocyjanobakterii bogatych
w PC wzrastat wraz ze statusem troficznym jezior i przy st¢zeniu chlorofilu a ok 50
ug L zespot pikocyjanobakterii zdominowany byt gléwnie przez ten ostatni fenotyp.
Z kolei Stomp i in. (2007) stwierdzili, ze zmiany w spektrum $wiatla pod
powierzchnia wody zaleza w duzym stopniu od tzw. mgtnosci tta ‘background
turbidity’. Zgodnie z zaproponowanym modelem przewidzieli, ze fenotyp PE
powinien dominowaé¢ w przejrzystych wodach o niskiej produktywnosci, a PC w
wodach eutroficznych o duzej mgtno$ci, natomiast w warunkach posrednich nalezy
si¢ spodziewac wspotwystgpowania obydwu fenotypdw korzystajacych z réznych
nisz ekologicznych. Jednak wyniki moich badan pikocyjanobakterii z jezior
mazurskich nie do konca potwierdzaly zalozenia przedstawionego modelu
(Jasser i in. 2010). Stezenie chlorofilu @ i Sredni indeks statusu troficznego
Carlsona (TSI) wykazaly, ze status troficzny jezior mazurskich wahal si¢ od
mezotrofii do zaawansowanej eutrofii, jednak udzial pikocyjanobakterii
bogatych w fikoerytryne byl znacznie wyzszy niz oczekiwany zgodnie z modelem

i wynosil Srednio okoto 80%, wahajac si¢ od 70 do 90% (Jasser i in. 2010). Byl on
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wiec bardziej charakterystyczny dla Srodowisk mniej zZyznych i o wig¢kszej
przezroczystosci wody niz notowane sa w jeziorach mazurskich. Rozbieznosci te
tlumaczylam faktem bardzo niskiej metnosci tla ‘background turbidity’ wody w
jeziorach mazurskich, ktora pomimo stosunkowo wysokiej produktywnosci tych
jezior, byla blizej wartosci notowanych w jeziorach podalpejskich niz w

eutroficznych jeziorach nizinnych (Jasser i in. 2011).

Identyfikacja pikocyjanobakterii i jej znaczenie dla badania roznorodnosci

Trudno$ci w identyfikacji pikocyjanobakterii wynikaja z ich bardzo matych
rozmiarOw oraz z matej liczby cech diagnostycznych jakimi w ogole charakteryzuja
si¢ prokariota, a w szczegdlnosci jednokomorkowe sinice. Z tego powodu w
badaniach ekologicznych dotyczacych autotroficznego pikoplanktonu, szczegélnie
pikocyjanobakterii, zespdt tych mikroorganizméw, podobnie jak bakterie, byt
traktowany zwykle jako swoista ‘czarna skrzynka’. Pozostaje to w kontrascie w
stosunku do wigkszych cyjanobakterii, ktére pomimo tego, Ze rdwniez sa
organizmami prokariotycznymi, posiadaja cechy diagnostyczne zwiazane z
organizacja komorek w niciach czy koloniach oraz obecno$cia wyspecjalizowanych
komorek; heterocytow i akinet. Dzigki temu zajmowaty one od lat poczesne miejsce
w badaniach réznorodnosci fitoplanktonu. Natomiast cechy diagnostyczne stosowane
do charakterystyki taksonomicznej pikocyjanobakterii to zaledwie wielkos$¢ 1 ksztalt
komorek, sposob podziatu, obecnos$¢ podziatow asymetrycznych czy wystgpowanie w
hodowli w warunkach sub-optymalnych komorek o wydluzonym, nieregularnym
ksztatcie (Komarek i in. 1999). Innymi analizowanymi wlasno$ciami proponowanymi
przez tych autorow zgodnie z tzw. podejsciem wieloaspektowym ‘polyphasic
approach’ jest utozenie tylakoidow, udziat zasad G+C w DNA, czy opornos¢ na
okreslone cyjanofagi. Analiza ta, wykazujac duza zgodno$¢ pomigdzy
cytomorfologicznymi 1 molekularnymi  cechami, umozliwia identyfikacjg
pikocyjanobakterii  stodkowodnych do takich rodzajow jak Cyanobium,
Synechococcus 1 Cyanothece dianae/cedrorum. Jednak jest czasochlonna, angazujaca
wiele technik badawczych i wymagajaca hodowli czystych kultur.

W badaniach $rodowiskowych natomiast jedna z cech, obok wielkosci i
ksztattu, ktéra byta dlugo uzywana do identyfikacji, a takze wstgpnej charakterystyki

zespolu pikocyjanobakterii byla obecno$¢ w komorkach pikocyjanobakterii
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fikobilisomow zawierajacych w réznych proporcjach wspomniane wyzej dodatkowe
barwniki fotosyntetyczne charakterystyczne dla cyjanobakterii — fikocyjaning (PC
fikoerytryng (PE). Barwniki te maja rozne maksima absorpcji $wiatta i powoduja, iz
pikocyjanobakterie zawierajace jako dominujacy barwnik dodatkowy PE lub PC
fluoryzuja w odmienny sposob po pobudzeniu falami o okreslonej dtugosci. Do ich
identyfikacji stosuje si¢ zwykle niebieskie (Filtr B-2A: EX450-490, DM510, BA520)
lub zielone (Filtr G-2A: EX510-KP560, DM580, BA590) $wiatto wzbudzajace.
Poniewaz jednak komorki zawierajace PC sa czgsto stabo widoczne w niebieskim
$wietle, a zawierajace PE sa trudno odréznialne od PC w zielonym, wymaga to
stosowania dwoch filtrow. Natomiast, zaproponowane przeze mnie, zastosowanie
filtra CY3 (HYQ) nie wykorzystywanego do tej pory w badaniach
pikocyjanobakterii, o waskim pasie ekscytacji i emisji (EX530-560, DM570,
BAS573-648), umozliwilo przy uzyciu tylko jednego filtra stosunkowo latwe
rozroznienie obu fenotypow pikocyjanobakterii w probach Srodowiskowych
(Jasser i in. 2010).

Dopiero jednak zdobycze biologii molekularnej i1 zastosowanie metod
molekularnych w ekologii dalo badaczom narz¢dzia umozliwiajace pelniejsze
zajrzenie do ‘czarnej skrzynki’ zespolow tych mikroorganizméw w S$rodowisku i
zapoczatkowatlo badania dotyczace rdéznorodnosci pikocyjanobakterii. W
konsekwencji pozwolito to spojrze¢ na te mikroorganizmy przez pryzmat znanych
hipotez i1 przyjetych teorii ekologicznych.

Poczatkowo badania réznorodnosci z uzyciem analiz molekularnych wiazaly
si¢ z izolacja pikocyjanobakterii ze $rodowiska i ich hodowla (Ernst i in. 1995,
Becker i1 in. 2002, Crosbie i in. 2003b), a nastgpnie przeprowadzeniem wybranych
analiz molekularnych takich jak analiza polimorfizmu fragmentéw restrykcyjnych
RFLP, sekwencjonowanie okre$lonych fragmentow lub calego rDNA badZz innych
gendw markerowych. Badania te umozliwily scharakteryzowanie wyizolowanych
szczepow pod wzgledem wybranych fragmentéw ich genotypu a takze pordwnanie
szczepOw pochodzacych z roznych hodowli czy ze §rodowiska. I tak, Ernst wraz ze
wspotpracownikami (1995), przy pomocy analizy RFLP odcinka genu z rodziny psbA
rozdzielili hodowane szczepy i1 odnalezli odzwierciedlenie r6éznic w strukturze btony
komorkowej w genotypach tych szczepow (Ernst i in. 1996). Analizy silnie

konserwowanego genu, 16S rDNA, tj. malo zmiennego fragmentu rDNA
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stosowanego w badaniach filogenetycznych, zapoczatkowaly takze tworzenie
podstaw do badania réznorodnos$ci pikocyjanobakterii poprzez konstrukcj¢ drzew
filogenetycznych i zaowocowaty podziatem pikocyjanobakterii na kilka morskich i
stodkowodnych klastréw (Herdman i in. 2001). Kolejne badania pozwolity wyrdznié
powszechnie wystgpujace 1 unikatowe klastry i sekwencje wsrdd stodkowodnych i
morskich pikocyjanobakterii (Crosbie i in. 2003a, Haverkamp i in. 2008, Sanchez-
Baracaldo i in. 2008). Takze ja podjelam probe izolacji pikocyjanobakterii w celu
zbadania ich roznorodnosci. Do izolacji szczepow z Wielkich Jezior Mazurskich
zastosowalam dwie metody: ‘klasyczna’ izolacj¢ stosowana w mikrobiologii tzn.
izolacje¢ szalkowa na pozywce z agarem oraz metod¢ izolacji przy pomocy
cytometru przeplywowego. Ta druga metoda byla inspirowana publikacja
Crosbie i in. (2003b). Metoda ta zostala jednak zmodyfikowana przeze mnie
i dostosowana do wykorzystania prostego cytometru przeplywowego typu
FaxCalibur, co uczynilo jg potencjalnie dostepna dla wi¢kszej liczby badaczy i
laboratoriow Srodowiskowych (Jasser i in. 2010). Porownanie tych dwoch metod
wykazalo, Ze stosujac metode¢ cytometryczna latwiej jest wyizolowac
pikocyjanobakterie bogate w PE, ktore sa bardzo trudne do hodowli na agarze i
w rezultacie sa niezwykle rzadkie w kolekcjach kultur. W wyniku izolacji udalo
nam si¢ pozyska¢ ponad 50 monoklonalnych izolatow pikocyjanobakterii, wsrod
ktorych bylo az Kkilkanascie bogatych w fikoerytryne¢. Scharakteryzowane
szczepy bogate w fikoerytryne w liczbie 12 sa obecnie hodowane w naszej
kolekcji kultur. Badanie te wykazaly takze, ze pozywka WC, ktora jest znacznie
ubozsza w zwiazki biogenne niz pozywki zwykle uzywane w hodowli
cyjanobakterii (takie jak BG11 czy Z8) i o stosunku N/P bliskim wspolczynnika
Redfielda, jest najbardziej wybiorcza pozywka przydatna do izolacji
pikocyjanobakterii (Jasser i in. 2010).

Przeprowadzona w ramach moich badan analiza 16S rDNA izolatow
pozwolila przypisa¢ cze¢s¢ z nich do wczesniej opisanych, kosmopolitycznych
kladow (A, B, D i E). Kilka szczepow wyizolowanych z jezior mazurskich
zgrupowalo si¢ z izolatami pochodzacymi z eutroficznych zbiornikow
zaporowych z Czech — i te zostaly prowizorycznie nazwane Grupa Cz. Okazalo
si¢ takze, ze kilkanascie izolatow uformowalo nowy, silnie podparty klad

nazwany przez nas dla zaznaczenia ich pochodzenia — Grupa M (Jasser i in.

10



Zatacznik nr 2 do wniosku o przeprowadzenie postgpowania habilitacyjnego
Autoreferat dr Iwona Jasser

2011). Grupe t¢, wyznaczona na podstawie analizy odcinka 16S rDNA o dlugosci
1400 pz (prawie cala sekwencja 16S rDNA pikocyjanobakterii), utworzyly tylko
izolaty pochodzace z jezior mazurskich i zadne inne sekwencje podobnej
dhugosci dostepne w bazach danych nie wykazaly podobienstwa umozliwiajgcego
wlaczenie ich do niej, ani na etapie tych badan ani pozniej (Jasser i in. 2013a).
Do ‘rybogrupy’ M (tzn. grupy filogenetycznej wyroznionej na podstawie analizy
16S rDNA) nalezaly pikocyjanobakterie zarowno bogate w fikoerytryne jak i
bogate w fikocyjanin¢. Biorac pod uwage histori¢ powstania jezior mazurskich,
tzn. ich polodowcowy charakter oraz czasowq izolacje¢ sugeruje to endemicznos¢
tej grupy i w konsekwencji wystepowanie barier geograficznych dla
pikocyjanobakterii. = Podobne  wyniki = wskazujace ~na  endemiczno$¢
pikocyjanobakterii w pewnych $rodowiskach wodnych wykazywali inni badacze;
Ivanikova i in. (2007) w przypadku jeziora Superior w Ameryce Pétnocnej oraz Choi
i Noh (2009) w przypadku Morza Wschodnio Chinskiego. Co wigcej ci ostatni
autorzy postulowali istnienie niewidzialnych barier geograficznych umozliwiajace
niezalezna ewolucje wystepujacego tam Synechococcus nawet w tak pozornie
homogennym $rodowisku jak §rodowisko morskie.

Analiza odcinka operonu fikocyjaniny cpcBA-IGS przeprowadzona w
ramach moich badan wykazala natomiast, ze do Grupy M wydzielonej wlasnie
na podstawie analizy tego operonu nalezaly tylko szczepy zielone, czyli bogate w
fikocyjaning. Dlugos¢ odcinka IGS, ktora jest charakterystyczna dla kazdej
grupy wynosila dla tych szczepow 97 pz . Natomiast szczepy czerwone, bogate w
fikoerytryne¢ przypisane do ‘rybogrupy’ M na podstawie operonu fikocyjaniny
nalezaly do kosmopolitycznych Grup B lub E i charakteryzowaly si¢ IGS o
dhugosci odpowiednio 42 i 38 pz (Jasser i in. 2011). Na podstawie tych analiz
wysnulam hipoteze, ze szczepy nalezace do ‘rybogrupy’ M byly oryginalnie
zielone, zawierajac jako barwnik dodatkowy tylko fikocyjanine. Jednak w
trakcie ewolucji od innych szczepow obecnych w srodowisku uzyskaly, np. na
drodze horyzontalnego transferu genow, geny kodujace fikoerytryne¢. Taki
scenariusz ewolucyjny, tzn. mozliwos¢ horyzontalnego transferu genow
kodujacych paleczki fikobilisomow (zawierajace fikoerytryne¢ lub fikocyjaning)
byl proponowany przez Six i in. (2007) dla morskich pikocyjanobakterii. Mial on

umozliwi¢ im szybkg adaptacje¢ do zmian w Srodowisku. Fikocyjanina umozliwia
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cyjanobakteriom korzystanie z dluzszych fal Swiatla (Swiatlo pomaranczowo-
czerwone) a wiec charakterystycznych dla Srodowiska zyznego i/lub metnego,
natomiast fikoerytryna pozwala na efektywne wykorzystanie swiatla o krotszej
dlugosci fal (zielono-zoltego) przewazajacego w jeziorach o mniejszej metnosci i
nizszej produktywnosci (Voros i in. 1998). Choc¢ jeziora a polodowcowe w swojej
ontogenezie przechodza fazy typowe dla scenariusza Lindemana (1942)
zmieniajac si¢ od oligotrofii do eutrofii, jednak na poczatku swojej ewolucji
przechodza czesto pomijany okres duzej zawartosci zwiazkow organicznych,
wysokiej produktywnosci i zwigzanej z tym duzej metnosci wod (Whiteside
1983). Biorac wiec pod uwage poczatkowa zyznos¢ i metnosé jezior
polodowcowych wydaje si¢ wiec, ze endemiczne szczepy pikocyjanobakterii w
jeziorach mazurskich mogly by¢ zielone. Natomiast w trakcie oligotrofizacji
srodowiska i zwigzanej z tym poprawy warunkow Swietlnych w wodach,
korzystne dla szczepow pikocyjanobakterii bylo posiadanie fikoerytryny.
Zdolnos¢ do jej produkcji mogla by¢ pozyskana na drodze horyzontalnego
transferu genow zgodnie ze scenariuszem proponowanym przez Six i in. (2007) w
rezultacie skutkujac szczepami PC i PE w ‘rybogrupie’ M.

W ten sposob wyniki moich badan sugeruja, ze filogeneza oraz
genetyczna i fenotypowa roznorodnos¢ pikocyjanobakterii z Grupy M
odzwierciedla ontogeneze jezior polodowcowych i adaptacje Synechococcus do
zmiennego Srodowiska, ktore byly zwiazane z etapami rozwoju jezior
polodowcowych (Jasser i in. 2011).

Kolejnym krokiem w badaniach rdéznorodnosci pikocyjanobakterii bylo
wprowadzenie badan niezaleznych od izolacji i hodowli mikroorganizmoéw i polegato
ono na izolacji DNA z probek $rodowiskowych i/albo klonowaniu wybranych
fragmentow DNA lub stosowaniu metod odcisku palca (fingerprinting), takich jak
elektroforeza w gradiencie denaturujacym (DGGE) lub elektroforeza w gradiencie
termicznym (TGGE), T-RFLP czy ARISA (automatyczna analiza niekodujacego
odcinka migdzygenowego-ITS), (Rocap i in. 2002, Becker i in. 2002, Callieri i in.
2012, Caravati i in. 2010).

Oprécz uniezaleznienia si¢ od izolacji 1 hodowli mikroorganizméw w
laboratorium, co jest istotne, gdyz tylko niewielki procent mikroorganizmoéow daje si¢

hodowa¢, metody te zakladaja, Ze analizie poddawane sa bardziej zmienne fragmenty
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DNA niz 16S rDNA. Te ostatnie, jako silnie konserwowane, wykazuja bardzo wysoki
stopien podobiefistwa u pikocyjanobakterii 1 nie odzwierciedlaja rzeczywistej
réznorodnos$ci genetycznej tych mikroorganizmow. Metoda DGGE/TGGE umozliwia
rozdzielenie w Zelu poliakrylamidowym odcinkéw DNA o takiej samej dtugosci, lecz
roéznigcych si¢ sekwencja nukleotydow i jest czgsto stosowana w badaniach zmian w
genetycznej réznorodno$ci mikroorganizméw w Srodowisku (Muyzer 1999). Becker i
in. (2002) stosujac m.in. t¢ metod¢ dla fragmentu rDNA-ITS, wykazali po raz
pierwszy zmiennos$¢ populacji i subpopulacji pikocyjanobakterii w gigbokim jeziorze
podalpejskim, Jeziorze Bodenskim. W podzniejszych badaniach przeprowadzonych w
tym samym jeziorze przy uzyciu DGGE, obok innych metod, Becker i in. (2012)
poréwnali zmienno$¢ pikocyjanobakterii, nalezacych do blisko spokrewnionych
kladow, w réznych niszach ekologicznych pelagialu i litoralu. Z kolei Caravati i in.
(2010) wykorzystujac analiz¢ ARISA, opierajaca si¢ na rozroznieniu odcinkow
rDNA-ITS o roznej dhugosci, wykazali w kompleksie andyjskich jezior glacjalnych
réznice w roznorodnosci zespoldw pikocyjanobakterii w roznych siedliskach.

Takze moje badania przyczynily si¢ do rozpoznania roéznorodnosci
genetycznej pikocyjanobakterii w Srodowisku, niezaleznie od hodowli (Jasser i
in. 2013b). W badaniach pikocyjanobakterii z jezior mazurskich na podstawie
analizy DGGE niekodujacego fragmentu operonu rybosomalnego (rDNA-ITS)
oraz fragmentu operonu fikocyjaniny cpcBA-IGS, wykazalam roznice w
wystepowaniu  unikatowych, czestych i1 powszechnych  sekwencji.
Pikocyjanobakterie charakteryzowaly si¢ wi¢ksza roznorodnoscia w czasie i
przestrzeni pod wzgledem operonu rybosomalnego, w ramach ktorego
stwierdzono wiecej unikatowych sekwencji niz w przypadku operonu
fikocyjaniny, w ktorym zanotowano wi¢kszy udzial sekwencji czestych i
powszechnych. Wydaje si¢ wiec to by¢ w zgodzie z wynikami poprzednich badan
(Jasser i in. 2011) i wskazuje na zdolnos¢ pikocyjanobakterii do adaptacji do
warunkow Srodowiskowych. W badaniach tych stwierdzilam rowniez, ze roznice
w roznorodnosci zespolu pikocyjanobakterii zwigzane z sezonem/czasem byly
wieksze niz roznice zwigzane ze statusem troficznym jezior. Wydaje si¢ wiec, ze
czynniki Srodowiskowe zwiazane z klimatem i fizycznymi cechami Srodowiska
maja wi¢ksze znaczenie dla ksztaltowania roznorodnosci i struktury zespolu

pikocyjanobakterii niz czynniki zwigzane z produktywnoscia jezior. Ponadto
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zwrocilam uwage, Ze zaréwno zmiany sezonowe oraz roéznorodnosSci
pikocyjanobakterii i struktury tego zespolu mozna tlumaczy¢ przez powszechnie
znane hipotezy ekologiczne, ktore w chwili powstania nie uwzglednialy
pikoplanktonu. Naleza do nich: model Plankton Ecology Group (PEG) opisujacy
stadia sukcesji sezonowej planktonu w eutroficznych jeziorach klimatu
umiarkowanego oraz hipoteza posrednich zaklocen (Intermediate Disturbance
Hypothesis — IDH) tlumaczaca lokalne zmiany w roznorodnosci biologicznej
intensywnoscia i iloScia zaklocen warunkow srodowiskowych (Reynolds i in.

1993).

Pikocyjanobakterie w nietypowvch Srodowiskach i pikocyjanobakterie

potencjalnie toksvczne

Ciekawym aspektem ekofizjologicznej 1 genetycznej rdznorodnosci
pikocyjanobakterii  jest ich  wystgpowanie w  roznych  $rodowiskach.
Pikocyjanobakterie wystgpuja powszechne w réznych typach wod: od morz, oceanow
1 glebokich oligotroficznych jezior, przez silnie zeutrofizowane i plytkie jeziora, wody
ptynace, starorzecza po zbiorniki zaporowe czy jeziora arktyczne (Callieri i Stockner
2002, Szelag-Wasielewska 2008, Vincent 2000). Jednak autorzy byli zgodni, ze wody
o niskim pH sa srodowiskiem, w ktorym pikocyjanobakterie nie wystgpuja (Calieri i
Stockner 2002), a pH 6 jest granicznym stgzeniem jondw wodorowych, ponizej
ktérego pikocyjanobakterie nie wystgpuja (Sendergaard 1991). Istnialy wprawdzie w
literaturze doniesienia, ze pikocyjanobakterie notowano w wodach kwasnych,
okazjonalnie nawet w stosunkowo duzych liczebnosciach. Wykazali to Steinberg
iin. (1998) w Niemczech w jeziorach o pH 5,0 — 4,5. Takze w moich badaniach
prowadzonych w Finlandii (Jasser & Arvola 2003) w jeziorze Valkea Kotinen
(pH 5) zaobserwowalam  okresowo bardzo liczne  wystepowanie
pikocyjanobakterii. Wyniki te byly jednak przyjmowane przez innych badaczy z
rezerwa. Poniewaz jednak pikocyjanobakterie byly notowane przeze mnie
okazjonalnie w kwasnych wodach takze w Polsce, podjelam probe ich izolacji. I
tak z dwoch jezior o pH ok. 5 wyizolowalam dwa szczepy pikocyjanobakterii —
bogaty w fikocyjanine (PC) — SM0708 z polihumusowgo jeziora Smolak Duzy
oraz bogaty w fikoerytryne (PE) — KS0708 z oligohumusowego jeziora Kruczy
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Staw. Potwierdzilo to  wystepowanie najmniejszych  przedstawicieli
cyjanobakterii w wodach o pH ponizej 6. Z kolei eksperymenty laboratoryjne z
wyizolowanymi szczepami wykazaly, ze nie tylko niektore pikocyjanobakterie
moga okazjonalnie wystepowaé w Srodowisku kwasnym, ale rowniez, ze szczepy
te maja wyzsza tolerancj¢ na niskie pH niz szczepy ze Srodowisk o odczynie
neutralnym lub lekko zasadowych (Jasser i in. 2013a). Na podstawie
eksperymentow i analiz filogenetycznych wyizolowanych szczepow wydaje sig, ze
adaptacja do niskiego pH moze by¢ utrwalona genetycznie, chociaz nie jest
widoczna na podstawie podobienstwa filogenetycznego. Badania sugerujg wiec
potencjal w zespolach pikocyjanobakterii do reagowania na zmiany
srodowiskowe, takie jak np. zmiany pH w morzach i oceanach. Potencjal ten
wydaje si¢ by szczegolnie istotny w kontekscie obserwowanych zmian klimatu.
Pikocyjanobakterie, inaczej niz wigksze cyjanobakterie, przez dtugi czas byly
traktowane jako organizmy planktonowe nietworzace zakwitow i nie stwarzajace
zagrozen dla funkcjonowania ekosystemow oraz dla zdrowia czlowieka. Byty one,
podobnie jak inne drobne, jednokomoérkowe cyjanobakterie, traktowane jako obiekt
eksperymentalny do badania odpowiedzi mikroorganizméw na roéznego typu stres
srodowiskowy jak np. obecno$¢ metali cigzkich czy niskie pH (Pawlik-Skowronska i
in. 1997, Huang i in. 2002). Jednak pod koniec lat 90-tych ubieglego wieku i w
pierwszych latach XXI wieku pojawily si¢ doniesienia, ze pikocyjanobakterie
notowano w wodach, w ktorych stwierdzono duze stgzenia mikrocystyn, a takze ze w
warunkach laboratoryjnych u niektérych szczepow potwierdzono zdolno$¢ do
produkcji hepatotoksyn z grupy mikrocystyn (Domingos i in. 1999, Oudra i in. 2002,
Carmichael & Li 2006). Pojawi si¢ tym samym zupelnie nowy aspekt réznorodnosci
pikocyjanobakterii. Za szczegdlnie istotny uznano fakt, ze szczep Symechococcus
wyizolowany ze stonego jeziora Salton Sea, ktéry produkowal mikrocystyny w
warunkach laboratoryjnych, byt blisko spokrewniony z morskim Synechococcus.
Wskazato to wg autoréw (Carmichael & Li 2006) na niebezpieczenstwo, ze
pikocyjanobakterie moga by¢ potencjalnym Zrédlem zagrozenia mikrocystynami w
srodowisku morskim. Dotychczas uwazano, ze poza $rodowiskami stonawymi w
ktorych wystepuja zakwity Nodularia spumigena 1 Microcystis, cyjanobakterii
zdolnych do produkcji mikrocystyn, zrédtem mikrocystyn w wodach morskich moze

by¢ tylko doptyw wod stodkich zawierajacych je (Carmichael & Li 2006). Nie byly
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jednak znane, charakterystyczne dla pikocyjanobakterii, sekwencje gendow z klastra
mcy — kodujacego szlaki metaboliczne zwiazane z synteza mikrocystyn. Pierwsze
takie sekwencje, genéw mcyA, mcyD 1 mcyE zostaly uzyskane ze szczepu
wyizolowanego z jeziora Betdany (Bukowska i in. w druku). Jednak dalsze badania
na tym polu dotyczace genetycznych podstaw toksycznosci pikocyanobakterii i
wystepowania potencjalnie toksycznych szczepow sa konieczne, aby stwierdzi¢ na ile

pikocyjanobakterie moga by¢ Zrodlem toksyn w srodowisku stodko i stonowodnym.

Podsumowanie wynikow badan wchodzacych w sklad osiagniecia naukowego

Podsumowujac moje badania dotyczace roéznorodnosci pikocyjanobakterii
stanowiace osiagni¢ecie naukowe mozna stwierdzi¢, ze pikocyjanobakterie
przejawiaja wieksza roznorodnos¢ ekofizjologiczna niz wezesSniej przypuszczano.
Roznorodnos¢ ta realizuje si¢ w zmiennosci sezonowej i przestrzennej
pikocyjanobakterii w Srodowisku (Jasser & Arvola 2003, Jasser i in. 2010,
2013b) i w wystepowaniu dobrze wyodre¢bnionych oraz prawdopodobnie
unikatowych grup filogenetycznych odzwierciedlajacych ontogeneze Srodowisk
wodnych (Jasser i in. 2011). Roznorodno$¢ ta przejawia si¢ rowniez w
adaptacjach, ktore umozliwiaja wystepowanie pikocyjanobakterii w roznych,
nawet niesprzyjajacych warunkach srodowiskowych takich jak np. niskie pH
(Jasser i in. 2013a). JednoczeSnie zmienno$¢ w wystepowaniu i réoznorodnosci
pikocyjanobakterii wydaje si¢ dobrze wpisywa¢ w ogolnie przyjete teorie i
hipotezy ekologiczne jak model zmiennosci sezonowej planktonu (PEG) oraz
hipoteza posrednich zaklocen (IDH) (Jasser & Arvola 2003, Jasser i in. 2013Db).
Badania wykazaly rowniez, Ze szczegélne cechy obserwowane u
pikocyjanobakterii takie jak adaptacja do niskiego pH, nie sa zwiazane z pozycja
filogenetyczng poszczegolnych szczepow. Adaptacje te wystepuja u szczepow
nalezacych do roznych grup filogenetycznych, cho¢ nie sa odnajdowane wsrod
szczepow blisko spokrewnionych. Pomimo jednak, Ze roéznorodno$¢ ta nie
znajduje odzwierciedlenia w filogenezie wydaje si¢ by¢ utrwalona genetycznie, o

czym Swiadczyly eksperymenty laboratoryjne (Jasser i in. 2013a).

Obserwowana roznorodnos¢ ekofizjologiczna i genetyczna moze by¢

zrodlem zmian mikroewolucyjnych w  zespolach pikocyjanobakterii
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zachodzacych w zmieniajacych si¢ warunkach Srodowiskowych. W ten sposob
moze mie¢ wplyw na funkcjonowanie ekosystemow, w ktorych te
pikocyjanobakterie wystepuja. Moje prace wykazaly rowniez, ze wskazane sa
dalsze badania zarowno ekofizjologicznej roznorodnosci pikocyjanobakterii, jak

i jej genetycznych podstaw.
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