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AUTOREFERAT

1. Imie i nazwisko.

tukasz Dziewit

2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe.

e Stopien doktora nauk biologicznych w zakresie biologii nadany uchwatg Rady Naukowej Wydziatu
Biologii Uniwersytetu Warszawskiego dnia 12.10.2009. Tytut rozprawy doktorskiej: ,Genomika
strukturalna i funkcjonalna plazmidow bakterii metylotroficznej Paracoccus aminophilus JCM 7686”.
Promotorem w przewodzie doktorskim byt dr hab. Dariusz Bartosik, prof. UW (Zaktad Genetyki
Bakterii, Instytut Mikrobiologii, Wydziat Biologii, Uniwersytet Warszawski), a recenzentami: prof. dr
hab. Grazyna Jagura-Burdzy (Instytut Biochemii i Biofizyki, Polska Akademia Nauk) oraz prof. dr
hab. Grzegorz Wegrzyn (Katedra Biologii Molekularnej; Wydziat Biologii; Uniwersytet Gdanski).

Rozprawa doktorska uzyskata wyréznienie Rady Naukowej Wydziatu Biologii UW. Ponadto, zostata ona
wyrézniona nagrodg indywidualng Il stopnia Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyzszego za osiagniecie naukowe.

e Tytut magistra biotechnologii w zakresie mikrobiologii (dyplom z wyréznieniem) uzyskany na
Wyadziale Biologii Uniwersytetu Warszawskiego 29.06.2005. Tytut pracy magisterskiej: ,Identyfikacja
i charakterystyka funkcjonalna systemu stabilizujgcego tad-ata z plazmidu pAMI2 Paracoccus
aminophilus”. Opiekunem pracy byt dr Dariusz Bartosik.

e Tytut licencjata biotechnologii w zakresie mikrobiologii (dyplom z wyréznieniem) uzyskany na
Wydziale Biologii Uniwersytetu Warszawskiego 25.06.2003. Tytut pracy licencjackiej: ,Poszukiwanie
integronow w genomach bakterii glebowych z rodzaju Paracoccus”. Opiekunem pracy byta dr
Jadwiga Baj.

3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych.

e 01.12.2009 do chwili obecnej: adiunkt w Zaktadzie Genetyki Bakterii Instytutu Mikrobiologii na
Wydziale Biologii Uniwersytetu Warszawskiego.

e 01.10.2005-12.10.2009: studia doktoranckie na Wydziale Biologii Uniwersytetu Warszawskiego pod
kierunkiem prof. dr hab. Dariusza Bartosika.

e 01.10.2003-29.06.2005: studia magisterskie na Wydziale Biologii Uniwersytetu Warszawskiego.

e 01.10.2000-25.06.2003: studia licencjackie na Wydziale Biologii Uniwersytetu Warszawskiego.

4. Wskazanie osiggniecia wynikajgcego 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.).

a) Tytut osiggniecia naukowego.

Ruchome elementy genetyczne i ich rola w adaptacji bakterii do srodowisk ekstremalnych.
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b) Publikacje wchodzgce w skfad osiggniecia naukowego, ze szczegofowym omowieniem
indywidualnego wktadu wnioskodawcy.

Dziewit L., A. Pyzik*, M. Szuplewska, R. Matlakowska, S. Mielnicki, D. Wibberg, A. Schluter, A.
Puhler i D. Bartosik. 2015. Diversity and role of plasmids in adaptation of bacteria inhabiting the
Lubin copper mine in Poland, an environment rich in heavy metals. Front. Microbiol. 6: 152.

IF2013 — 3,941; IFs et — 3,924; punktacja MNiSW — 35; liczba cytowar (wg bazy Web of Science) — 0.

Wkiad habilitanta: 55%. Autor korespondencyjny. Wspdtautorstwo koncepcji badan; zaplanowanie
doswiadczen; wykonanie czesci do$wiadczen; opieka nad studentem (A. Pyzik) podczas
wykonywania przez niego badan, ktére weszly w skiad publikacji; sekwencjonowanie DNA;
adnotacja, analiza i zdeponowanie w bazie GenBank (NCBI) sekwencji plazmidow pLM16A1,
pLM1901-2, pLM20P1-5 oraz pLM21S1: analiza i interpretacja wynikéw badan; udziat w
przygotowaniu manuskryptu (przygotowanie jego pierwszej wersji); przygotowanie wszystkich rycin i
tabel; przygotowanie odpowiedzi na uwagi recenzentow.

Dziewit L., J. Czarnecki, D. Wibberg, M. Radlinska, P. Mrozek, M. Szymczak*, A. Schliter, A.
Plhler i D. Bartosik. 2014. Architecture and functions of a multipartite genome of the methylotrophic
bacterium Paracoccus aminophilus JCM 7686, containing primary and secondary chromids. BMC
Genomics 15: 124,

IF2013 — 4,041; IF5.etni — 4,5; punktacja MNiSW — 40; liczba cytowan (wg bazy Web of Science) — 3.

Wkiad habilitanta: 50%. Autor korespondencyjny. Wspétautorstwo koncepcji badan: zaplanowanie
doswiadczen; wykonanie czesci do$wiadczen; sekwencjonowanie DNA: adnotacja, analiza i
zdeponowanie w bazie GenBank (NCBI) sekwencji genomu szczepu JCM 7686; analiza i
interpretacja wynikow badan; udziat w przygotowaniu manuskryptu (przygotowanie jego pierwszej
wersji); przygotowanie wszystkich rycin i tabel; pozyskanie finansowania badan (granty nr IP2010
008670 1P2011 011471); przygotowanie odpowiedzi na uwagi recenzentdw.

Dziewit L. i D. Bartosik. 2014. Plasmids of psychrophilic and psychrotolerant bacteria and their role
in adaptation to cold environments. Front. Microbiol. 5: 596.

[F2013 = 3,941; IFs.etni — 3,924, punktacja MNiSW — 35; liczba cytowan (wg bazy Web of Science) — 1.

Wkiad habilitanta: 90%. Autor korespondencyjny. Autorstwo koncepcji badan: zaplanowanie |
wykonanie analiz; interpretacja wynikow badan; udziat w przygotowaniu manuskryptu
(przygotowanie jego pierwszej wersji); przygotowanie wszystkich rycin i tabel; pozyskanie
finansowania badan (grant nr 2013/09/D/NZ8/03046); przygotowanie odpowiedzi na uwagi
recenzentow.

Dziewit L., A. Pyzik*, R. Matlakowska, J. Baj, M. Szuplewska i D. Bartosik. 2013. Characterization of
Halomonas sp. ZM3 isolated from the Zelazny Most post-flotation waste reservoir, with a special
focus on its mobile DNA. BMC Microbiol. 13: 59.

IF2013 — 2,976, IF 560 — 3,452; punktacja MNiSW — 30; liczba cytowan (wg bazy Web of Science) — 3.

Wkiad habilitanta: 50%. Wspétautorstwo koncepcji badan; zaplanowanie do$wiadczen; wykonanie
czesci doSwiadczen; opieka nad studentem (A. Pyzik) podczas wykonywania przez niego badan,
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ktére weszly w sktad publikacji; sekwencjonowanie DNA: adnotacja, analiza oraz zdeponowanie w
bazie GenBank (NCBI) sekwencji plazmidu pZM3H1 i elementow transpozycyjnych ISHsp1 i ISHsp2;
analiza i interpretacja wynikéw badan; udziat w przygotowaniu manuskryptu (przygotowanie jego
pierwszej wersji); przygotowanie tabeli i wszystkich rycin; przygotowanie odpowiedzi na uwagi
recenzentéw.

Dziewit L., A. Cegielski*, K. Romaniuk*, W. Uhrynowski*, A. Szych*, P. Niesiobedzki*, M.J. Zmuda-
Baranowska, M.K. Zdanowski i D. Bartosik. 2013. Plasmid diversity in arctic strains of Psychrobacter
spp. Extremophiles 17: 433-444.

IF2015 = 2,174; IFs.etni — 2,741; punktacja MNiSW — 25; liczba cytowan (wg bazy Web of Science) — 4.

Wkiad habilitanta: 55%. Autor korespondencyjny. Wspdtautorstwo koncepcji badan; zaplanowanie
doswiadczen; wykonanie czesci doswiadczen; opieka nad studentami (A. Cegielski, K. Romaniuk,
W. Uhrynowski, A. Szych i P. Niesiobedzki) podczas wykonywania przez nich badan, ktore weszty w
sktad publikacji; sekwencjonowanie DNA; adnotacja, analiza i zdeponowanie w bazie GenBank
(NCBI) sekwencji wszystkich plazmidéw opisanych w pracy; analiza i interpretacja wynikéw badan:
udziat w przygotowaniu manuskryptu (przygotowanie jego pierwszej wersji); przygotowanie tabeli i
wszystkich rycin; pozyskanie finansowania badan (grant nr N N303 816340); przygotowanie
odpowiedzi na uwagi recenzentdw.

Dziewit L., J. Grzesiak, A. Ciok*, M. Nieckarz*, M.K. Zdanowski i D. Bartosik. 2013. Sequence
determination and analysis of three plasmids of Pseudomonas sp. GLE121, a psychrophile isolated
from surface ice of Ecology Glacier (Antarctica). Plasmid 70: 254-262.

IF2013 = 1,76; IF 5 etni — 1,918; punktacja MNiSW — 20: liczba cytowan (wg bazy Web of Science) — 2.

Wkiad habilitanta: 65%. Autor korespondencyjny. Wspdtautorstwo koncepcji badan; zaplanowanie
doswiadczen; wykonanie czesci doswiadczen; opieka nad studentkg (A. Ciok) podczas
wykonywania przez nig badan, ktére weszty w skiad publikacji; sekwencjonowanie DNA: adnotacja,
analiza i zdeponowanie w bazie GenBank (NCBI) sekwencji wszystkich plazmidéw opisanych w
pracy; analiza i interpretacja wynikéw badan; udziat w przygotowaniu manuskryptu (przygotowanie
jego pierwszej wersji); przygotowanie wszystkich rycin i tabel; przygotowanie odpowiedzi na uwagi
recenzentéw.

Dziewit L., J. Baj, M. Szuplewska, A. Maj, M. Tabin* A. Czyzkowska*, G. Skrzypczyk*, M.
Adamczuk*, T. Sitarek*, P. Stawinski*, A. Tudek*, K. Wanasz*, E. Wardal*, E. Piechucka i D.
Bartosik. 2012. Insights into the transposable mobilome of Paracoccus spp. (Alphaproteobacteria).
PLoS ONE 7: e32277.

IF2012 = 3,73, IFs.emi — 4,015; punktacja MNiSW — 40; liczba cytowan (wg bazy Web of Science) — 5.

Wkiad habilitanta: 25%. Zaplanowanie i wykonanie czesci do$wiadczen; opieka nad studentami (M.
Tabin i M. Adamczuk) podczas wykonywania przez nich badan, ktore weszly w sktad publikacji;
sekwencjonowanie DNA; adnotacja, analiza i zdeponowanie w bazie GenBank (NCBI) sekwenciji
elementéw transpozycyjnych 1S1248f, ISPak1, ISPam1-ISPam4, |SPhae1, ISPIct, ISPpa3a,
ISPse1, ISPvel, Tn3434a oraz Tn6097; analiza i interpretacja wynikow badan: udziat w
przygotowaniu manuskryptu.
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* studenci wykonujacy prace dyplomowe w Zaktadzie Genetyki Bakterii (Instytut Mikrobiologii, Wydziat
Biologii, Uniwersytet Warszawski)

Sumaryczny wspbtczynnik oddziatywania czasopism, w ktérych ukazaly sie publikacje wchodzgce w
skiad osiggniecia naukowego, zgodnie z rokiem opublikowania (w przypadku prac z lat 2014/15
wykorzystano ostatnig dostepng w bazach wartosé IF3) — 22,563.

Liczba punktéw MNiSW za publikacje wchodzgce w sktad osiggniecia naukowego — 225.

Liczba cytowan publikacji wchodzacych w sktad osiggniecia naukowego do dnia ztozenia wniosku (wg
bazy Web of Science) — 18.

c¢) Omowienie celu naukowego ww. prac i osiggnietych wynikéw wraz z oméwieniem ich ewentualnego
wykorzystania.

WSTEP

Zmiennos¢ genomow prokariotycznych jest wypadkowag dwdch procesow: (i) nabywania egzogennego
DNA na drodze horyzontalnego transferu genow (HGT, ang. horizontal gene transfer) oraz (ii) rearanzacji
informacji genetycznej, do ktérych dochodzi w wyniku licznych zdarzen rekombinacyjnych. Kluczowg role
w obu przypadkach petnig ruchome elementy genetyczne (MGE, ang. mobile genetic elements), ktore
uwazane sg za ,site napedowa” determinujgcg zmiennos¢ i tempo ewolucji bakterii (Siefert, 2009).
Identyfikacja i analiza tego typu elementéw, w odniesieniu do ogolnej charakterystyki ich gospodarzy,
umozliwia nie tylko poznanie modutéw genetycznych warunkujgcych adaptacje mikroorganizmow do
zmiennych warunkoéw $rodowiska, lecz rowniez wyciggniecie bardziej ogélnych wnioskéw na temat roli
mobilnego DNA w biologii i ekologii bakterii.

Ruchome elementy genetyczne sg skiadnikami niemal wszystkich genomow prokariotycznych. Sg
one sg bardzo zréznicowane, zaréwno pod wzgledem budowy, jak i wiasciwosci oraz sposobu
przemieszczania sie¢ w obrebie genomu lub miedzy genomami réznych bakterii. Do MGE zaliczono: (1)
plazmidy, (ii) elementy integrujgce z DNA (IE, ang. integrative elements), (iii) elementy transpozycyjne
(TE, ang. transposable elements) oraz (iv) ,samowycinajgce sie pasozyty molekularne” (SSMP, ang. self-
splicing molecular parasites) (Siefert, 2009). W ramach badan, ktore doprowadzity do powstania
przedstawionego osiggnigcia naukowego, scharakteryzowano przedstawicieli dwadch najliczniejszych
grup ruchomych elementéw genetycznych, tj. plazmidow i elementdw transpozycyjnych.

Plazmidy to pozachromosomowe czgsteczki DNA, ktére majg zdolnosé do autonomiczne;j
replikacji. Wystepuja one powszechnie w genomach licznych bakterii, archeonéw oraz niektérych
eukariotow. Plazmidy nie sg niezbedne do przezycia swoich gospodarzy, niemniej jednak, czesto niosa
one informacje genetyczng, ktéra zapewnia mikroorganizmom przewage w konkurencji z innymi
populacjami zasiedlajgcymi dang nisze ekologiczng.

Plazmidy zaliczono do réznych grup niezgodnosci (Inc, ang. incompatibility groups), a w kazdej z
nich zebrano replikony, ktore, ze wzgledu na wystgpowanie pokrewnych systeméw replikacyjnych, nie
moga stabilnie wspotwystepowa¢ w jednej komérce bakteryjnej. Plazmidy sg rowniez niekiedy
klasyfikowane na podstawie: (i) ich liczby kopii, (i) determinowanych przez nie funkcji biologicznych, (iii)
zakresu gospodarzy, czy tez (iv) zdolno$ci do transferu koniugacyjnego (Siefert, 2009).

W genomach wigkszosci plazmidéw mozna wyrézni¢é dwie podstawowe grupy modutow
genetycznych. Pierwsza skupia moduly tzw. konserwowanego szkieletu plazmidu (ang. plasmid
backbone), do ktorych nalezg: (i) moduty replikacyjne, (ii) moduty stabilizujgce plazmidy w komaorkach
gospodarza oraz (ii) moduty odpowiedzialne za transfer koniugacyjny. Do drugiej grupy zaliczane sg
moduty stanowigce dodatkowy, bardzo réznorodny tadunek genetyczny (ang. additional genetic load), w
tym m.in. moduty fenotypowe, a takze inne ruchome elementy genetyczne, ktére zostaty wbudowane do
genoméw plazmidowych. Ta modularna, mozaikowa struktura ulega licznym modyfikacjom w wyniku
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roznych zdarzen rekombinacyjnych (np. rekombinacji homologiczne;j i transpozycji), do ktérych dochodzi
w komorkach kolejnych gospodarzy (Thomas, 2000).

Analiza plazmidéw dostarcza cennych informacji na temat zmiennosci i adaptacji bakterii do
zmieniajgcych sie warunkéw srodowiska. W ich genomach czesto identyfikuje sie liczne determinanty
genetyczne warunkujgce m.in.: (i) oporno$¢ na antybiotyki i jony metali — plazmidy opornosciowe [np.
(Rahube et al., 2014)], (i) zdoIno$¢ do degradacji réznych zwigzkéw, w tym toksycznych dla innych
organizméw — plazmidy kataboliczne [np. (Trefault et al., 2004)], (iii) zdolno$¢ do produkcji czynnikéw
wirulencji — plazmidy wirulencji [np. (Uchiya et al., 2015)], (iv) zdolno$¢ do produkcji bakteriocyn i
antybiotykéw [np. (Kirby et al., 1975)] oraz (v) interakcje bakterii z roslinami [np. (Brom et al., 2002)].
Zakres plazmidowo kodowanych cech jest jednak znacznie wiekszy i obejmuje réwniez m.in. nadawanie
zdolnosci do tworzenia biofilmu, wytwarzania pecherzykéw gazowych, pigmentacji i fermentacji laktozy
(Smith and Parsell, 1976; Pfeifer et al., 1988; Hundle et al., 1994; Frank et al., 2015).

Druga grupe MGE, charakteryzowang w ramach przedstawionego osiggniecia naukowego,
stanowig elementy transpozycyjne. Wystepujg one powszechnie zaréwno w genomach prokariotycznych,
jak i eukariotycznych, a ich charakterystyczng cechg jest zdolno$¢ do przemieszczania sie w genomie (w
obrebie jednego, badz migdzy réznymi, wspotwystepujgcymi replikonami) na drodze transpozycji, tj.
rekombinacji nieuprawnionej katalizowanej przez transpozaze (Mahillon and Chandler, 1998).

Najliczniejszg grupe TE stanowig sekwencje insercyjne (IS, ang. insertion sequence), ktére
charakteryzujg sie zwartg budowa. Wielko$¢ IS zawiera sie w przedziale od 700 pz do okoto 3500 pz.
Elementy te niosg zwykle pojedynczg otwartg ramke odczytu kodujaca transpozaze, a na koncach
zawierajg odwrocone powtdrzenia sekwencji IR (ang. inverted repeat), ktére stanowig miejsce
oddziatywania z transpozazg. Sekwencje insercyjne, mimo proste; struktury genetycznej, sg bardzo
zréznicowane, dzigki czemu mozliwe bylo wyréznienie az 22 rodzin tych elementow (Mahillon and
Chandler, 1998; Siefert, 2009).

Drugg wazng grupe TE stanowig transpozony (Tn), do ktérych zaliczono: (i) transpozony zitozone,
(ii) transpozony nieztozone, a takze (iii) moduly transpozycyjne (TMo, ang. transposable module) i
elementy ISCR (ang. /S91-like common region).

Transpozony ztozone sktadajg sig z regionu centralnego (ang. core region), ktéry jest oflankowany
dwiema sekwencjami insercyjnymi. Region ten moze zawiera¢ dowolny fragment genomu, ktéry ulega
mobilizacji do transpozycji przez IS. Rodzaj przenoszonej informacji genetycznej jest wiec w petni
uwarunkowany pierwotng lokalizacjg IS w genomie. Generowanie transpozondw ztozonych znaczaco
wzbogaca pule mobilnego DNA uczestniczacego w HGT, a jego wprowadzenie do komérek nowych
gospodarzy czesto prowadzi do zmiany ich wiasciwosci metabolicznych oraz pojawienia sie fenotypow
opornoéci na antybiotyki i jony metali ciezkich (Mollet et al., 1985; Stibitz and Davies, 1987: van der Meer
etal., 1991; Merlin et al., 2000; Inui et al., 2005).

Zdolno$¢ mobilizacji do transpozycji pierwotnie ,nieruchomych” fragmentéw DNA zaobserwowano
rowniez w przypadku modutéw transpozycyjnych (TMo), generowanych przez sekwencje insercyjne z
rodziny I1S7380. Mogg one mobilizowa¢ segmenty genomu o réznej wielkosci, sgsiadujgce z koricem 3'
IS, dzigki tzw. transpozycji z jednego konca (ang. one-ended transposition) [np. (Bartosik et al., 2008)].
Podobny sposdb mobilizacji przylegtych regionéw genomu zaobserwowano réwniez u elementdéw typu
ISCR, bedacych pochodnymi sekwencji insercyjnych, pokrewnych z rodzing IS97 (Toleman et al., 20086).

Kolejng grupe autonomicznych TE stanowig transpozony nieztozone. Ich mobilnoéé nie jest
determinowana obecnoscig IS, lecz jest w pelni zalezna od transpozazy kodowanej w obrebie danego
transpozonu. Wigkszo$¢ tych elementéw zawiera réznorodne moduty fenotypowe [np. (Nisen et al.,
1977; Kholodii et al., 2000; Merlin et al., 2000)].

Odrebng grupe TE stanowig rowniez tzw. miniaturowe, nieautonomiczne elementy transpozycyjne,
zawierajgce odwrocone powtdrzenia sekwencji (MITE, ang. miniature inverted-repeat transposable
element). Elementy te nie kodujg wlasnych transpozaz, a ich zrodtem sg pokrewne, autonomiczne
transpozony wspotwystepujgce w komorce bakterii (Delihas, 2008; Szuplewska et al., 2014).

W przedstawionym osiggnieciu naukowym analizowano ruchome elementy genetyczne
wystepujace w wybranych kolekcjach bakterii, zwracajac szczegoélng uwage na relacje: MGE-gospodarz.
Jako model badawczy wybrano bakterie ekstremofilne, tolerujgcych, a niekiedy wrecz wymagajacych do
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zycia warunkow, ktore sg niekorzystne dla innych organizméw. W publikacjach stanowigcych podstawe
wskazanego osiggniecia naukowego skupiono sie na trzech grupach ekstremofili, tj. bakteriach: (i)
psychrotolerancyjnych, (ii) metalotolerancyjnych oraz (iii) zdolnych do degradacji organicznych zwigzkéw
toksycznych, a jednoczesnie tolerujgcych ich wysokie stezenia.

RUCHOME ELEMENTY GENETYCZNE BAKTERII PSYCHROTOLERANCYJNYCH

PUBLIKACJE HABILITANTA W TEMACIE:

Dziewit L. i D. Bartosik. 2014. Plasmids of psychrophilic and psychrotolerant bacteria and their role in adaptation to cold
environments. Front. Microbiol. 5: 596.

Dziewit L., A. Cegielski, K. Romaniuk, W. Uhrynowski, A. Szych, P. Niesiobedzki, M.J. Zmuda-Baranowska, M.K. Zdanowski i D.
Bartosik. 2013. Plasmid diversity in arctic strains of Psychrobacter spp. Extremophiles 17: 433-444.

Dziewit L., J. Grzesiak, A. Ciok, M. Nieckarz, M.K. Zdanowski i D. Bartosik. 2013. Sequence determination and analysis of three
plasmids of Pseudomonas sp. GLE121, a psychrophile isolated from surface ice of Ecology Glacier (Antarctica). Plasmid 70: 254-
262.

Szacuje sig, ze w ponad 80% objetosci biosfery naszej planety panuje nieprzerwanie temperatura

nieprzekraczajgca 5 °C. Mikroorganizmy, ktére przystosowatly sie do bytowania w warunkach

permanentnego chfodu sg nazywane psychrotolerancyjnymi. Psychrotoleranty zwykle nie sg zdolne do

wzrostu w temperaturach wyzszych niz 30°C, co $wiadczy o ich $cistym przystosowaniu do zycia w

chtodzie.

W ramach prowadzonych przeze mnie badan eksperymentalnych przeprowadzono analizy
jednego szczepu ,zimnolubnego” — Pseudomonas sp. GLE121, wyizolowanego z powierzchni Lodowca
Ekologii w Antarktyce (Dziewit et al., 2013b) oraz szesciu szczepéw bakterii psychrotolerancyjnych z
rodzaju Psychrobacter, ktore zostaty wyizolowane z poktadéw ornitogennych na wyspie Spitsbergen w
Arktyce (Dziewit et al., 2013a) (szczepy zdefiniowane na podstawie analizy sekwencji genu 16S rRNA).
Wykazano, ze sg to bakterie obligatoryjnie zimnolubne (nie rosng w temperaturze przekraczajgcej 25°C)
i wykazujg niski lub $redni poziom opornosci na niektore jony metali ciezkich, tj. arsen (V), cynk, chrom
(VI) oraz miedz. Analiza profili replikonéw pozachromosmowych tych szczepéw wykazata obecno$¢ 3
plazmidéw w Pseudomonas sp. GLE121 (w zakresie wielkosci od 6,9 kb do 39,6 kb) oraz 9 plazmidéw w
Psychrobacter spp. (w zakresie wielkosci od 2,9 kb do 14,9 kb). Wszystkie zidentyfikowane plazmidy
zostaty zsekwencjonowane.

Analiza odczytanych sekwencji nukleotydowych wykazata, ze dwa najmniejsze replikony szczepu
GLE121 s3 kryptyczne (nie niosg modutéw fenotypowych) i nalezg do réznych grup niezgodnosci,
odpowiednio, IncP-9 i IncP-7. Najwiekszy replikon zawierat system transferu koniugacyjnego i wykazywat
znaczne podobienstwo sekwencji do plazmidu pNCPPB880-40 z Pseudomonas syringae pathovar
tomato NCPPB880 (numer dostepu: NC_019341). Jednak, w odréznieniu od pNCPPB880-40,
nowozidentyfikowany plazmid niést modut fenotypowy — operon rulAB, kodujacy biatka systemu naprawy
uszkodzen DNA, ktére mogg by¢ wywotane pod wptywem promieniowaniem UV. Obecnos¢ takiego
modutu moze mie¢ duze znaczenie adaptacyjne w srodowisku antarktycznym, gdzie promieniowania UV
jest szczegdlnie nasilone.

Analiza sekwencji plazmidéw Psychrobacter spp. wykazata, ze:

e zidentyfikowane plazmidy zawierajg dwa typy systeméw replikacyjnych, tj. repA (plazmidy typu
ColE2) i repB (plazmidy typu ,iteronowego”),

e 8 sposrod zidentyfikowanych replikonéw niesie moduty odpowiedzialne za mobilizacje do transferu
koniugacyjnego (MOB), reprezentujgce trzy rodziny systemoéw — MOBp, MOBq i MOBy,

e plazmid pP60P2 niesie 2 moduty genetyczne o znaczeniu adaptacyjnym, tj. (i) system restrykcji i
modyfikacji typu Il, ktéry moze zaréwno petni¢ funkcje systemu stabilizujgcego, jak i stanowic
ochrone bakterii przed infekcjg bakteriofagowym DNA [np. (Dziewit et al., 2011)] oraz (ii) gen ahpC,
kodujgcy enzym o dziataniu antyoksydacyjnym - reduktaze wodoronadtlenkéow alkilowych,
odpowiedzialng za redukcje i detoksykacje H,O, oraz organicznych nadtlenkéw (Steele et al., 2010).

Rola kodowanego plazmidowo biatka AhpC w arktycznym szczepie Psychrobacter sp. moze byc¢
Scisle zwigzana z warunkami panujgcymi w tym srodowisku. Globalne ocieplenie klimatu oraz sezonowo
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obserwowane zmniejszanie warstwy ozonowej w regionach polarnych (ang. springtime polar ozone
depletion) powodujg wzrost promieniowania UV, co w koniunkeji z innymi czynnikami stresowymi, na
ktére narazone sg komorki bakteryjne (np. obecno$é zwigzkow toksycznych, zwigzana z narastajgcym
zanieczyszczeniem $rodowiska), znacznie zwieksza ilogé produkowanych przez bakterie szkodliwych
wolnych rodnikéw (Regoli et al., 2000; Miiller et al., 2012). W tej sytuacji, wprowadzenie do komorki
plazmidu zapewniajgcego ekspresje dodatkowej kopii reduktazy wodoronadtlenkéw alkilowych o
dziataniu antyoksydacyjnym, moze by¢ bardzo korzystne.

W ramach przeprowadzonych badan wykonano rowniez wstegpna analize bioinformatyczng
majacg na celu zgromadzenie danych o poznanych dotad plazmidach bakterii psychrofilnych oraz
dokonanie ich klasyfikacji na podstawie zréznicowania niesionych przez nie systemow replikacyjnych
(Dziewit et al., 2013a). Badania te rozwinieto i poszerzono o meta-analize wszystkich plazmidow bakterii
psychrotolerancyjnych, ktérych sekwencje zostaty zdeponowane w dostepnych bazach danych (Dziewit
and Bartosik, 2014).

W wyniku przeszukania baz danych zidentyfikowano gcznie 66 plazmidéw bakterii psychrofilnych
i psychrotolerancyjnych, ktérych sekwencje poddano szczeg&towym analizom bioinformatycznym.
Analizy te obejmowaty m.in. powtérng adnotacje sekwencji nukleotydowych (byto to konieczne ze
wzgledu na btedy i niescistosci w adnotacii sekwencji zdeponowanych przez innych badaczy) oraz
wyréznienie modutéw genetycznych determinujgcych funkcje i wiasciwosci poszczegodlnych replikonéw.

Stwierdzono, ze niemal potowa analizowanych plazmidéw to niewielkie replikony kryptyczne, o
wielkosci nieprzekraczajgcej 10 kb. Natomiast w pozostatych plazmidach zidentyfikowano liczne moduty
0 znaczeniu adaptacyjnym, w tym geny kodujgce enzymy zapewniajgce: (i) ochrone przed zimnem, (ii)
ochrong przed promieniowaniem UV, (iii) metabolizm aminokwasow, cukréw, lipidéw i nukleotydéw, (iv)
produkcje i konwersje energii, (v) rozktad zwigzkéw toksycznych, (vi) oporno$¢ na jony metali i
antybiotyki, (vii) ruchliwo$¢ bakterii oraz (vii) ochrone przed egzogennym DNA. Wykazano rowniez, ze
50% analizowanych plazmidéw niesie moduty genetyczne odpowiedzialne za transfer koniugacyjny.
Poczynione obserwacje wskazuja, ze plazmidy bakterii psychrofilnych stanowig rezerwuar cech, ktore
moga okaza¢ sie przydatne w trudnych i zmiennych warunkach Srodowiskowych, dajgc przewage
gospodarzom nad innymi populacjami bakterii ,Zimnolubnych”, zasiedlajgcymi dang niszg ekologiczng
(Dziewit and Bartosik, 2014).

GLOWNE OSIAGNIECIA:

* ldentyfikacja i kompleksowa analiza genomiczna 12 nieopisanych wczesniej plazmidow bakterii psychrotolerancyjnych.

e ldentyfikacja modutéw o znaczeniu adaptacyjnym, tj. (i) operonu rulAB kodujgcego system naprawy uszkodzen DNA
wywotanych promieniowaniem UV, (i) systemu restrykgji i modyfikacji typu Il zapewniajacego ochrone przed obcym DNA
oraz (iii) genu ahpC kodujgcego reduktaze wodoronadtlenkéw alkilowych, ktéra ma dziatanie antyoksydacyjne.

e Przeprowadzenie pierwszej meta-analizy plazmidéw psychrotolerantéw, co pozwolito oceni¢ udziat tych MGE w adaptac;i
bakterii zimnolubnych.

° ldentyfikacja, charakterystyka i skatalogowanie modutéw fenotypowych plazmidéw bakterii psychrotolerancyjnych.

RUCHOME ELEMENTY GENETYCZNE BAKTERII METALOTOLERANCYJNYCH

PUBLIKACJE HABILITANTA W TEMACIE:

Dziewit L., A. Pyzik, M. Szuplewska, R. Matlakowska, S. Mielnicki, D. Wibberg, A. Schluter, A. Pihler i D. Bartosik. 2015.
Diversity and role of plasmids in adaptation of bacteria inhabiting the Lubin copper mine in Poland, an environment rich in heavy
metals. Front. Microbiol. 6: 152.

Dziewit L., A. Pyzik, R. Matlakowska, J. Baj, M. Szuplewska i D. Bartosik. 2013. Characterization of Halomonas sp. ZM3 isolated
from the Zelazny Most post-flotation waste reservoir, with a special focus on its mobile DNA. BMC Microbiol. 13: 59.

Zanieczyszczenie $rodowiska metalami ciezkimi jest zjawiskiem bardzo powszechnym. Wynika ono
zaréwno z naturalnie przebiegajgcych proceséw geochemicznych (tj. wietrzenia skat bogatych w metale,
erupcji wulkanéw, pozaréw etc.), jak i dziatalnosci cziowieka, zwigzanej m.in. ze spalaniem paliw
kopalnych oraz rozwojem gérnictwa i hydrometalurgii (Adriano, 2001). Mikroorganizmy zamieszkujgce
tereny zanieczyszczone, nazywane metalotolerantami, wyksztatcity liczne mechanizmy umozliwiajgce im
przezycie w srodowisku zawierajgcym duzg koncentracje metali ciezkich.
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W ramach badan, ktére prowadzitem, dokonano analizy puli szczepdw bakterii, wyizolowanych (i)
z najwigkszego w Europie zbiornika odpadéw poflotacyjnych - ,Zelazny Most” (powierzchnia 1394 ha,
objeto$é 340 min m®) (Dziewit et al., 2013c) oraz sgsiadujgcej z nim (ii) kopalni miedzi ,Lubin” (okreg
kopalniany Lubin-Gtogdw) (Dziewit et al., 2015). Wszystkie zgromadzone szczepy, zidentyfikowane na
podstawie analizy sekwencji genu 16S rRNA, scharakteryzowano, zwracajgc szczegdlng uwage na
fenotypy opornosci na jony metali cigzkich, ktére wystepujg w obu $rodowiskach w bardzo wysokich
stezeniach. Wykazano, ze szczepy te sa hipertolerancyjne i wielooporne w stosunku do badanych metali.
Konsekwencjg tych obserwaciji byto podjecie analiz ruchomych elementéw genetycznych tych szczepow,
celem zbadania ich roli w generowaniu fenotypoéw o charakterze adaptacyjnym.

W szczepie Halomonas sp. ZM3 (metalotolerant i halofil wyizolowany ze zbiornika ,Zelazny
Most", zdolny do wzrostu w warunkach wysokiego zasolenia - nawet do 12%) zidentyfikowano jeden
plazmid oraz dwie funkcjonalne sekwencje insercyjne z rodziny IS5 oraz 1S630 (Dziewit et al., 2013c).
Nalezy podkresli¢, ze byly to pierwsze zidentyfikowane i scharakteryzowane MGE bakterii z rodzaju
Halomonas. Analiza genomiczna plazmidu wykazata, ze jest to replikon z grupy niezgodnosci IncU. Co
ciekawe, zaobserwowano, ze biatko inicjujgce replikacje (Rep) tego plazmidu jest relatywnie odlegte
filogenetycznie od biatek Rep innych plazmidéw bakterii gramujemnych. W genomie tego replikonu
zidentyfikowano fragment transpozonu z rodziny Tn3, zawierajgcy dwa moduty genetyczne, warunkujgce
oporno$¢ na jony kobaltu, cynku, kadmu oraz rteci. Oba moduty zostaly sklonowane w wektorze o
szerokim zakresie gospodarzy, co umozliwito zbadanie ich funkcji w réznych bakteriach. W wyniku
przeprowadzonej analizy wykazano, ze aktywno$¢ ww. modutéw opornosci jest zalezna od ,tta
genetycznego” szczepdw poszczegolnych gospodarzy (Dziewit et al., 2013c).

Analogiczne analizy wykonano dla 20 szczepdéw wyizolowanych z kopalni ,Lubin”.
Zidentyfikowano w nich 11 nieopisanych wczes$niej plazmidow (w zakresie wielkosci od 1,7 kb do 117,5
kb), ktére pogrupowano w zaleznosci od rodzaju niesionych przez nie modutdw genetycznych. Byty to: (i)
trzy plazmidy warunkujgce oporno$¢ na jony metali cigzkich, (i) plazmid kataboliczny, (iii) plazmid-
profag, (iv) dwa plazmidy wirulenciji oraz (v) cztery plazmidy kryptyczne (Dziewit et al., 2015).

Sposréd plazmidow opornosciowych, na szczegéina uwage zastuguje replikon wyizolowany z
Achromobacter sp. LM16. Plazmid ten zawiera funkcjonalny transpozon nieztozony, TnAO22a,
warunkujacy oporno$¢ na jony rteci. Analiza systemu replikacyjnego tego plazmidu wykazata jego
szeroki zakres gospodarzy, co podkresla potencjat tego replikonu, jako naturalnego wektora, zdolnego
do przekazywania modutu oporno$ci nawet do odlegtych filogenetycznie gatunkéw bakterii (Dziewit et al.,
2015).

Wszystkie zidentyfikowane w pracy moduly opornosci zostaty sklonowane w odpowiednim
wektorze, co umozliwito zbadanie ich aktywnosci w innych szczepach bakterii z kopalni ,Lubin”. Réwniez
w tym przypadku zaobserwowano, ze wprowadzenie modutéw do poszczegolnych szczepdw, skutkowato
roznymi fenotypami (tj. opornoscig na odmienne stezenia jonow, brakiem opornosci, czy tez,
paradoksalnie, zwigkszeniem wrazliwoéci biorcy na jony metali), co potwierdza wczesniejszg obserwacje,
wskazujgcg na role swoistych cech réznych gospodarzy w zapewnianiu fenotypéw opornosci (Dziewit et
al., 2013c).

Wyniki te podkreslajg, jak wazng role odgrywaja relacje MGE-gospodarz. W $wietle poczynionych
obserwacji staje sie oczywiste, ze stwierdzenie obecnosci danego modutu opornosci w genomach
réznych szczepéw bakterii, nie pozwala jednoznacznie wnioskowa¢ o warunkowanym fenotypie.
Niezmiernie wazng role odgrywajg zatem analizy funkcjonalne, jakim powinny byé standardowo
poddawane wyréznione in silico moduty genetyczne.

Wsrod pozostatych replikonow, zidentyfikowanych w bakteriach pochodzgcych z kopalni miedzi
,Lubin”, znalazt sie réwniez plazmid kataboliczny, ktory niést moduty fenotypowe odpowiedzialne za
katabolizm histydyny i kwasu wanilinowego. Zwiazki te, dzieki obecnosci odpowiednich enzymoéw
(kodowanych w  zidentyfikowanych modutach), mogg zosta¢ wykorzystane przez bakterie jako
alternatywne zrédto wegla. Ponadto, w Sinorhizobium sp. LM21 zidentyfikowano interesujgcy replikon,
tgczacy cechy zaréwno plazmidéw (system replikacyjny typu repC charakterystyczny dla plazmidéw
Alphaproteobacteria), jak i bakteriofagow (peten zestaw genéw spotykanych w genomach fagow).
Analizy porownawcze pozwolity stwierdzi¢, ze zidentyfikowany plazmid-profag wykazuje podobienstwo
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sekwencji do indukowalnego faga RHEph10 zidentyfikowanego w Rhizobium etli (Santamaria et al.,
2014). Oba elementy sg wigc archetypami nowej rodziny do$¢ nietypowych fagow, zawierajgcych
elementy plazmidow Alphaproteobacteria. Co ciekawe, w plazmidzie-profagu ze szczepu LM21
zidentyfikowano modut fenotypowy, odpowiedzialny za synteze de novo NAD* Jest zatem
prawdopodobne, ze wprowadzenie w tym replikonie dodatkowych genow zaangazowanych w produkcje
NAD moze zwigkszy¢ zdolnoéci przystosowawcze gospodarza do warunkow wymagajgcego $rodowiska
[NAD" i jego pochodne sg najwazniejszymi koenzymami w komérkowych reakcjach utleniania i redukc;i
(Martin et al., 2001)].

GLOWNE OSIAGNIECIA:

e ldentyfikacja i kompleksowa analiza genomiczna 12 nieopisanych wczesniej plazmidéw oraz 2 sekwencji insercyjnych
bakterii metalotolerancyjnych, przy czym dla niektérych rodzajow bakterii (np. Halomonas) byly to pierwsze opisane MGE.

e ldentyfikacja i charakterystyka plazmidu-profaga stanowigcego archetyp nowej rodziny fagéw bakterii z klasy
Alphaproteobacteria.

e Wykazanie, ze aktywno$¢ modutéw opornosci na jony metali ciezkich jest zalezna od ,tta genetycznego” w danym
gospodarzu.

e Wykazanie mozliwo$ci przenoszenia na plazmidach modutow zwigzanych z katabolizmem histydyny i kwasu wanilinowego
oraz syntezg de novo NAD*.

RUCHOME ELEMENTY GENETYCZNE BAKTERII ROZKEADAJACYCH ZWIAZKI TOKSYCZNE

PUBLIKACJE HABILITANTA W TEMACIE:

Dziewit L., J. Czarnecki, D. Wibberg, M. Radlinska, P. Mrozek, M. Szymczak, A. Schiiiter, A. Piihler i D. Bartosik. 2014.
Architecture and functions of a multipartite genome of the methylotrophic bacterium Paracoccus aminophilus JCM 7686,
containing primary and secondary chromids. BMC Genomics 15: 124.

Dziewit L., J. Baj, M. Szuplewska, A. Maj, M. Tabin, A. Czyzkowska, G. Skrzypczyk, M. Adamczuk, T. Sitarek, P. Stawinski, A.
Tudek, K. Wanasz, E. Wardal, E. Piechucka i D. Bartosik. 2012. Insights into the transposable mobilome of Paracoccus spp.
(Alphaproteobacteria). PLoS ONE 7: e32277.

Interesujgcg grupe wsréd ekstremofili stanowig bakterie zdolne do degradacji zwigzkéw toksycznych,
czesto pochodzenia antropogenicznego. Mikroorganizmy te sg zazwyczaj hipertolerancyjne wobec
utylizowanych zwigzkéw. Wiasciwosci takie majg niektére szczepy bakterii z rodzaju Paracoccus spp.
(Alphaporoteobacteria), ktére wykorzystuja, jako zrédto wegla i energii, liczne zwigzki, ktére sa toksyczne
dla innych organizméw, m.in. pestycydy, wielopierscieniowe weglowodory aromatyczne, aceton i
tiocyjanian. Dzigki temu mikroorganizmy te znajdujg zastosowania np. w systemach bioremediacyjnych
(Foglar et al., 2005; Swaroop et al., 2009; Sanjeevkumar et al., 2013).

Bakterie z rodzaju Paracoccus, badane przeze mnie w ramach przedstawionego osiggniecia
naukowego, pochodzity z: (i) zanieczyszczonej gleby (P. aminophilus, P. alcaliphilus i P. versutus), (ii)
biofiltra toksycznych gazéw (P. alkenifer), (iii) bioreaktora, w ktérym prowadzono proces denitryfikaciji
(P. ferrooxidans) oraz (iv) oczyszczalni Sciekdw (P. pantotrophus). Wykazano, ze szczepy te moga
utylizowac rézne toksyczne zwigzki organiczne, w tym typu C1 (nie posiadajace wigzan wegiel-wegiel),
np. N,N-dimetyloformamid (DMF), metyloaminy, metanol (Urakami et al., 1989; Urakami et al., 1990:
Katayama et al., 1995; Lipski et al., 1998; Kelly et al., 2006; Kumaraswamy et al., 2006).

Wykorzystujac zestaw wektorow putapkowych, stuzgcych do identyfikacii funkcjonalnych
elementéw transpozycyjnych, przeprowadzono kompleksowa analize szczepéw z 20 gatunkow
Paracoccus. Dzigki temu zidentyfikowano 37 sekwencji insercyjnych, reprezentujgcych 9 rodzin IS (1S3,
IS5, 1S6, 1S21, 1S66, 1S256, 1IS1182, 1IS1380 i IS1634), (ii) 3 transpozony nieztozone z rodziny Tn3, w tym
Tn5393 warunkujgcy opornos¢ na streptomycyne, (i) mobilng wyspe genomowg TnPpat oraz (iv)
transpozon ztozony Tn6097, niosgcy moduly fenotypowe warunkujgce rozktad argininy w warunkach
beztlenowych oraz oporno$¢ na daunorubicyne i doksorubicyne (tj. antybiotyki z grupy antracyklin o
dziataniu cytostatycznym, stosowane gtéwnie w terapiach przeciwnowotworowych) (Dziewit et al., 2012).

Przeprowadzono réwniez analizy funkcjonalne wybranych TE, dzieki czemu wykazano, ze
sekwencja ISPve? (rodzina 1S27) moze generowa¢ podczas transpozycji rozlegte, jednokierunkowe
delecje segmentow DNA, przylegtych do miejsca insercji elementu. Jest to unikatowa cecha wsrod
poznanych dotad IS, ktéra moze prowadzi¢ do znaczacych zmian w strukturze genomu gospodarza
(Dziewit et al., 2012).
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Zbadano réwniez, w jaki sposéb elementy transpozycyjne oraz sam proces transpozycji moga
zapewniC ekspresje bezpromotorowych gendéw, znajdujgcych sie ponizej miejsca docelowego
transpozycji. Wykazano, ze geny takie mogg by¢ aktywowane dzieki: (i) obecnosci promotora
znajdujgcego sig w terminalnej czesci TE, (i) wytworzeniu hybrydowego promotora, w ktorym heksamer -
35 jest dostarczony przez TE, a sekwencja -10 wystepuje w bezposrednim sgsiedztwie miejsca
docelowego transpozycji, (i) aktywnosci promotora transpozazy, (iv) aktywnos$ci promotora
usytuowanego w regionie rdzeniowym transpozonéw ztozonych, lub (v) dostarczeniu promotora
pochodzgcego z innego replikonu poprzez utworzenie kointegratu, powstatego w wyniku transpozycji
replikacyjnej (Dziewit et al., 2012).

Badajgc bakterie z rodzaju Paracoccus szczegéing uwage zwrdcono na szczep P. aminophilus
JCM 7686. Jest to bakteria metylotroficzna, zdolna do wykorzystywania zwigzkéw typu C1 jako zrodia
wegla, azotu i energii. Szczep ten nie tylko wydajnie utylizuje toksyczny DMF, formamid, metyloaminy i
metanol, lecz réwniez toleruje ich bardzo wysokie stezenia w podtozu (Urakami et al., 1990; Dziewit et
al., 2010; Dziewit et al., 2014).

Odczytano kompletng sekwencje nukleotydowg genomu P. aminophilus JCM 7686, dokonano jej
adnotacji oraz dogtebnej analizy. Wykazano, ze genom tego szczepu ma ztozona strukture, bowiem w
jego skiad, oprécz pojedynczego, kolistego chromosomu, wchodzi az osiem replikonéw
pozachromosomowych, w zakresie wielkosci od 5,6 kb do 438,1 kb. Analizy funkcjonalne wykazaty, ze
dwa z nich to elementy niezbedne do przezycia gospodarza, czyli tzw. chromidy, ktére tgczg cechy
plazmidéw (struktura, system replikacyjny) i chromosomow (geny metabolizmu podstawowego).
Dokonano tez klasyfikacji chromidéw, wyrézniajgc chromidy (i) pierwszorzedowe - obligatoryjnie
potrzebne do przezycia gospodarza (np. pAMI5 z JCM 7686 niosgcy geny nadABC odpowiedzialne za
biosynteze NAD) oraz (ii) drugorzedowe - niezbedne bakteriom tylko w okreslonych warunkach
srodowiska (np. pAMIB, zawierajgcy jedyng kopie genu transportera amoniaku w genomie JCM 7686).
Pozostate replikony pozachromosomowe analizowanego szczepu to plazmidy, w ktérych réwniez
zidentyfikowano geny o znaczeniu adaptacyjnym, np. w pAMI2 odkryto modut kodujgcy N,N-
dimetyloformamidaze (DMFaze) odpowiedzialng za rozktad DMF (Dziewit et al., 2010; Dziewit et al.,
2014).

Ponadto, w genomie P. aminophilus zidentyfikowano in silico wiele innych MGE, w tym: (i) 20
sekwencji insercyjnych, (ii) 4 transpozony nieztozone z rodziny Tn3 oraz (iii) 10 regionéw profagowych, z
ktorych jeden, ¢Pam-6, stanowit genom funkcjonalnego bakteriofaga, kodujacego, nietypowg dla fagow
dsDNA, integraze serynowg. Przeprowadzono, réwniez kompleksowag analize genomu szczepu JCM
7686 w celu identyfikacji sktadowych sieci regulacji transkrypcji, odpowiedzi na stres, rekombinacji oraz
naprawy i metylacji DNA (Dziewit et al., 2014).

GLOWNE OSIAGNIECIA:

»  Kompleksowa charakterystyka elementéw transpozycyjnych wchodzacych w sktad mobilomu Paracoccus spp.

» ldentyfikacja nieopisanych wczesniej elementéw transpozycyjnych, w tym transpozonu ztozonego Tn6097, niosacego
moduly fenotypowe warunkujgce rozktad argininy w warunkach beztlenowych oraz oporno$¢ na daunorubicyne i
doksorubicyne.

e Wykazanie, ze sekwencja ISPve? (rodzina IS27) moze generowaé duze jednokierunkowe delecje regionow DNA

przylegtych do konca 5' IS.

Opisanie sposobdow aktywaciji transkrypcji przylegtych genow przez elementy transpozycyjne.

Odczytanie peinej sekwencji genomu P. aminophilus i kompleksowa analiza jego struktury oraz funkgji.

Identyfikacja i analiza funkcjonalna chromidéw pierwszo- i drugorzedowych P. aminophilus.

Identyfikacja i analiza genomu pierwszego funkcjonalnego faga Paracoccus spp.

PODSUMOWANIE

Przedstawione w ninigjszym wniosku prace, w ktérych opisano analize struktury i funkcji licznych
ruchomych elementéw genetycznych, obejmujg badania z zakresu zaréwno mikrobiologii $rodowiskowej,
jak i genetyki, ekologii molekularnej, biologii molekularnej, bioinformatyki oraz genomiki, w tym genomiki
poréownawczej. Sg to zatem badania interdyscyplinarne o wymiarze ogélnobiologicznym, ktérych myslag
przewodnig jest poznanie genetycznych podstaw zmiennos$ci mikroorganizmoéw oraz ich adaptacji do
srodowisk, okreslanych jako ekstremalne. Nalezy podkresli¢, ze nie sg to $rodowiska niszowe, bowiem,
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jak wida¢ na przyktadzie srodowisk zimnych, moga one obejmowaé znaczaca czesé biosfery naszej
planety. W przeprowadzonych badaniach duzo uwagi po$wiecono relacjom MGE-gospodarz, wskazujac
m.in. na mozliwo$¢ ,niedopasowania’” modutu genetycznego plazmidu do niektorych szczepdw bakterii,
co moze skutkowac pojawieniem sie zaskakujgcych fenotypow (np. ,uwrazliwienie” szczepu na jony
metali ciezkich, po wprowadzeniu danego modutu opornosciowego). Nalezy rowniez podkresli¢, ze
uzyskanie przez komorki bakterii modutow adaptacyjnych, moze prowadzi¢ do powstania szczepow
,pionierskich”, zdolnych nie tylko do zasiedlenia nowego $rodowiska, lecz réwniez do zmiany jego
wiasciwosci (np. poprzez eliminacje zwigzkoéw toksycznych i jondw metali ciezkich), co czyni je
dostepnym dla innych organizmow.

PLANY NAUKOWE

W najblizszych latach planuje realizacje projektéw naukowych zwigzanych z nastepujgcymi

zagadnieniami:

* genomika bakterii psychrotolerancyjnych pochodzacych z Arktyki i Antarktyki — badania te s3
kontynuacjg juz rozpoczetych prac i dotyczg identyfikacji ruchomych elementéw genetycznych
bakterii psychrotolerancyjnych oraz analizy funkcjonalnej modutow adaptacyjnych niesionych przez
te MGE;

e metagenomiczna charakterystyka $rodowisk polarnych — badania beda stanowity uzupetnienie i
rozwinigcie analiz genomicznych i umozliwig wglad w strukture zespotow mikroorganizméw
zasiedlajgcych regiony polarne;

 identyfikacja i charakterystyka bakteriofagéw Alphaproteobacteria — badania majg na celu poznanie i
scharakteryzowanie puli fagéw lizogennych i litycznych, a takze sekwencji profagowych
Alphaproteobacteria oraz stworzenie modeli sieci powigzan ewolucyjnych pomiedzy bakteriofagami
wystepujgcymi w jednej grupie taksonomicznej bakterii;

 opracowanie technologii produkcji biogazu z osadéw $ciekowych — badania dotycza opracowania
technologii przyspieszonej utylizacji osadéw $ciekowych pochodzacych z oczyszczalni $ciekéw z
wykorzystaniem biopreparatéw oraz biosuplementéw zwiekszajgcych tempo i wydajnos¢ procesu
fermentacji metanowe;.
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5. Oméwienie pozostafych osiggnie¢ naukowo-badawczych.

OSIAGNIECIA NAUKOWO-BADAWCZE PRZED UZYSKANIEM STOPNIA DOKTORA

PUBLIKACJE:

Bartosik D., M. Putyrski, L. Dziewit, E. Malewska, M. Szymanik, E. Jagiello, J. Lukasik and J. Baj. 2008. Transposable modules
generated by a single copy of insertion sequence ISPme1 and their influence on structure and evolution of natural plasmids of
Paracoccus methylutens DM12. J. Bacteriol. 190: 3306-3313.

Dziewit L., M. Jazurek, L. Drewniak, J. Baj and D. Bartosik. 2007. SXT conjugative element and linear prophage N15 encode
novel type of toxin-antitoxin stabilizing systems homologous to the tad-ata module of Paracoccus aminophilus plasmid pAMI2. J.
Bacteriol. 189: 1983-1997.

Badania dotyczyly przede wszystkim identyfikacji niescharakteryzowanej wczesniej grupy systemoéw
stabilizujgcych, kodujgcych toksyne i antytoksyne, ktérej archetypem jest modut tad-ata z plazmidu
PAMI2 P. aminophilus JCM 7686. Przeprowadzono analizy funkcjonalne czterech homologicznych loci z
tej grupy, pochodzacych z réznych elementéw genetycznych, tj. z (i) plazmidu pAMI2 (tad-ata), (ii)
elementu SXT Vibrio cholerae (s045-s044), (iii) bakteriofaga N15 Escherichia coli (gp49-gp48) oraz (iv)
wyspy genomowej enterokrwotocznego szczepu E. coli O157:H7 EDL933 (£3230-23231). W wyniku
przeprowadzonych analiz wykazano, migdzy innymi, ze: (i) trzy sposrod badanych elementow sg w
stanie stabilizowa¢ plazmidy testowe, jednak réznig sie one zakresem gospodarzy, w ktérych sg
funkcjonalne, (i) geny wchodzace w sktad badanych systemow TA tworzg operony, w ktérych toksyna
kodowana jest przez pierwszy gen operonu, (jii) wszystkie badane moduty TA zawierajg dwa promotory o
roznej aktywnosci, zlokalizowane, odpowiednio, powyzej genu toksyny (P1) oraz genu antytoksyny (P2),
(iv) wszystkie badane toksyny rozpoznajg cel komérkowy w E. coli i wywotujg efekt bakteriostatyczny,
przejawiajacy sie zaburzeniem podziatdw komorkowych, (v) indukcja antytoksyn systemow
pochodzgcych z bakteriofaga N15 i elementu SXT umozliwia petne odwrdcenie efektu toksycznego,
natomiast antytoksyny modutéw plazmidu pAMI2 i wyspy genomowej EDL933, powodujg powolny wzrost
przezywalnosci bakterii, nie sg jednak w stanie w petni odwrécié efektu bakteriostatycznego w E. coli, (vi)
antytoksyny badanych modutéw TA sg degradowane przez roézne proteazy komérkowe (Dziewit et al.,
2007).

Prowadzono réwniez badania majace na celu identyfikacje i charakterystyke modutow
transpozycyjnych (TMo) P. methylutens DM12, generowanych przez pojedyncza kopie sekwencji
insercyjnej ISPme1. Wykazano, ze transpozycja TMo moze powodowaé rozlegte zmiany w genomach
bakterii, co zaobserwowano na przyktadzie plazmidéw pMTH1 i pMTH4 (Bartosik et al., 2008).

OSIAGNIECIA NAUKOWO-BADAWCZE PO UZYSKANIU STOPNIA DOKTORA

Prace prowadzone po uzyskaniu stopnia doktora miaty charakter zaréwno badan podstawowych, jak i
aplikacyjnych, i dotyczyly zagadnien zwiazanych z: (i) genomikg strukturalng i funkcjonalng ruchomych
elementow genetycznych Alphaproteobacteria, (i) genomika strukturalna i funkcjonalna bakterii z rodzaju
Psychrobacter, (iii) konstrukcjg nowych narzedzi i uktadéw biologicznych na potrzeby biotechnologii oraz
(iv) mikrobiologig kliniczna.

GENOMIKA STRUKTURALNA | FUNKCJONALNA RUCHOMYCH ELEMENTOW GENETYCZNYCH
ALPHAPROTEOBACTERIA
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Methods in Molecular Biology 1231: 15-29. Springer Protocols/Humana Press, USA, New York.

Czarnecki J., L. Dziewit, L. Kowalski, M. Ochnio and D. Bartosik. 2015. Maintenance and genetic load of plasmid pKON1 of
Paracoccus kondratievae, containing a highly efficient toxin-antitoxin module of the hipAB family. Plasmid. (w druku)
doi:10.1016/j.plasmid.2015.02.003.

Dziewit L., K. Oscik, D. Bartosik and M. Radlinska. 2014. Molecular characterization of a novel temperate Sinorhizobium
bacteriophage ®LM21, encoding DNA methyltransferase with CcrM-like specificity. J. Virol. 88: 13111-13124.

14



tukasz Dziewit
Zatgcznik 2 [Autoreferat (w jezyku polskim)]

Maj A., L. Dziewit, J. Czarnecki, M. Wlodarczyk, J. Baj, G. Skrzypczyk, D. Giersz and D. Bartosik. 2013. Plasmids of carotenoid-
producing Paracoccus spp. (Alphaproteobacteria) - structure, diversity and evolution. PLoS ONE 8: e80258.

Drewniak L., L. Dziewit, M. Ciezkowska, J. Gawor, R. Gromadka and A. Sklodowska. 2013. Structural and functional genomics of
plasmid pSinA of Sinorhizobium sp. M14 encoding genes for the arsenite oxidation and arsenic resistance. J. Biotechnol. 164:
479-488.

Dziewit L., K. Kuczkowska, M. Adamczuk, M. Radlinska and D. Bartosik. 2011. Functional characterization of the type Il Paml
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dimethylformamide degradation-related genes whose expression is activated by a LuxR family regulator. Appl. Environ. Microbiol.
76: 1861-1869.

Obiektem badan byty bakterie z rodzajéow Paracoccus oraz Sinorhizobium. Zidentyfikowano, dokonano
adnotacji i przeanalizowano sekwencje 19 nieopisanych wczesniej plazmidéw oraz genomu 1
bakteriofaga. Wybrane moduty genetyczne zidentyfikowanych MGE poddano nastepnie analizom
funkcjonalnym.

W plazmidzie pKON1 z P. kondratievae zidentyfikowano oraz przeprowadzono analizy
funkcjonalne bardzo wydajnego systemu stabilizujgcego (hipAB) typu toksyna-antytoksyna (Czarnecki et
al., 2015). Liczne systemy toksyna-antytosyna zidentyfikowano réwniez w plazmidach bakterii z rodzaju
Paracoccus, zdolnych do produkcji barwnikéw karotenowych (Maj et al., 2013). Co ciekawe, w
genomach tych plazmidéw zidentyfikowano réwniez niewielkie ,wysepki’ (ang. plasmid islets), niosgce
niekiedy moduty genetyczne o potencjalnym znaczeniu adaptacyjnym, np. gen kodujgcy pyrofosfokinaze
GTP (Maj et al,, 2013). Analizowano réwniez moduty genetyczne plazmidéw P. aminophilus, tj. (i)
system restrykcji i modyfikacji typu Il z plazmidu pAMI7 (okreslono jego specyficzno$é i role w stabilizacii
plazmidu) (Dziewit et al., 2011) oraz (ii) modut genetyczny z pAMI2 kodujgcy N, N-dimetyloformamidaze
(DMFaze), enzym odpowiedzialny za rozktad toksycznego DMF. Wykazano, ze ekspresja genéw tego
modutu jest zalezna od aktywatora transkrypcji z rodziny LuxR i ulega indukcji w obecnosci DMF
(Dziewit et al., 2010).

Bardzo ciekawym przyktadem replikonu niosgcego moduly o znaczeniu adaptacyjnym jest
plazmid koniugacyjny pSinA z Sinorhizobium sp. M14, o szerokim zakresie gospodarzy. W plazmidzie
tym zidentyfikowano geny kodujgce enzymy warunkujgce: (i) opornosé na jony arsenu, kobalty, cynku,
kadmu i rteci, (i) utlenianie arseninéw oraz (iii) transport fosforanéw (i prawdopodobnie arsenianow).
Obecnos¢ tych modutdw ma zapewne kluczowe znaczenie dla adaptacji szczepu gospodarza, ktory
wyizolowano z silnie skazonego arsenem $rodowiska (Drewniak et al., 2013).

Nowg Sciezke stanowig niedawno rozpoczete analizy genomiczne bakteriofagdéw
Alphaproteobacteria. Dotychczas zidentyfikowano, zsekwencjonowano i przeanalizowano genom faga
®LM21 z Sinorhizobium sp. LM21. Przeprowadzono réwniez analizy dwoch modutéw genetycznych tego
faga, kodujgcych, odpowiednio: (i) potencjalng chitynaze powodujacag szybkg lize komérek bakteryjnych
oraz (ii) metylotransferaze DNA o specyficznosci identycznej z gtéwng metylotransferazg komérkowa
CcerM, regulujgca cykl komérkowy Sinorhizobium spp. (Dziewit et al., 2014).

Prowadzone badania staty sie¢ punktem wyjscia dla stworzenia pracy przegladowej, w ktérej
opisano zagadnienia zwigzane z genomikg bakterii i archeonéw (Dziewit i Bartosik, 2011) oraz rozdziatu
w ksigzce pt. ,Bacterial Pangenomics”’, w ktérym opisano metodologie zwigzang z analizami
bioinformatycznymi ruchomych elementéw genetycznych bakterii oraz z identyfikacjg i analizg
funkcjonalng chromidéw (Dziewit i Bartosik, 2015).
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W ramach prowadzonych badan zidentyfikowano, zsekwencjonowano i przeprowadzono analize
plazmidu pP62BP1 z arktycznego szczepu Psychrobacter sp. W genomie tego plazmidu wyrdézniono
moduty konserwowanego rdzenia (modut replikacyjny i stabilizacyjny), dwa homologiczne systemy
restrykcji i modyfikacji typu Il oraz modut fenotypowy, ktérego geny kodujg enzymy szlaku przemian reszt
alkilowych siarczanéw organicznych do acylo-CoA (Lasek et al., 2012).

Badania bakterii z rodzaju Psychrobacter $g obecnie kontynuowane. Aktualnie sg prowadzone
analizy bioinformatyczne genomu szczepu DAB_AL43B, ktérego petng sekwencje odczytano w trakcie
prowadzonych prac badawczych.

KONSTRUKCJA  NOWYCH NARZEDZI | UKtADOW BIOLOGICZNYCH NA POTRZEBY
BIOTECHNOLOGII

PUBLIKACJA HABILITANTA W TEMACIE:
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ZGLOSZENIA PATENTOWE HABILITANTA W TEMACIE:

Bartosik D., A. Maj, L. Dziewit, J. Czarnecki, M. Garstka, K. Gieczewska, E. Furmanczyk i J. Baj. 2014. Zgtoszenie patentowe
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krajowe nr P.407493 (z dnia 12.03.2014), pt. ,Plazmid pCRTO01 i jego konstrukcja, nowe szczepy bakteryjne, ich zastosowania
oraz sposoby wytwarzania karotenoidow”.

Dziewit t., D. Bartosik, K. Romaniuk, t. Drewniak, A. Pyzik, A. Sobczak i L. Lipinski. 2014. Zgloszenie patentowe krajowe nr
P.408466 (z dnia 06.06.2014), pt. +Markery molekularne do identyfikacji oraz badania obecnosci konsorcjow metanogennych”.

W ramach prowadzonych badan skonstruowano i przetestowano ponad 100 nowych kaset
genetycznych, uzytecznych do tworzenia wektoréw plazmidowych, umozliwiajacych prowadzenie analiz
molekularnych w Alphaproteobacteria. Skonstruowane narzedzia genetyczne zawierajg systemy
replikacyjne oraz stabilizacyjne naturalnych plazmidéw Paracoccus spp., odpowiednie geny markerowe,
polilinkery utatwiajgce klonowanie kaset oraz moduty umozliwiajgce wydajny transfer koniugacyjny
(Dziewit et al., 2011).

W trakcie badan skonstruowano réwniez nowy wektor plazmidowy niosacy geny enzymow szlaku
biosyntezy karotenoiddw, ktory zapewnia bakteriom wydajng produkcje barwnikéw karotenowych
(zgtoszenia patentowe nr PCT/IB2015/051782 i P.407493). Opracowany zostat sposob wytwarzania (z
wykorzystaniem skonstruowanego wektora) nowych szczepéw bakteryjnych zdolnych do wydajnej
produkcji karotenoidéw oraz sposéb wykorzystania otrzymanych szczepéw w procesie produkcyjnym.

W ramach opracowywania nowych narzedzi biotechnologicznych skonstruowano réwniez serie
zdegenerowanych starteréw do reakcji PCR, ktore amplifikuja wytypowane geny - markery molekularne
procesu metanogenezy. Ich zastosowanie umozliwia szybka detekcje archeonéw metanogennych oraz
analize filogenetyczng zespotow metanogenow. Wynalazek znajduje zastosowanie nie tylko w badaniach
srodowiskowych z zakresu ekologii molekularnej, lecz ma réwniez zastosowanie praktyczne, np. do
monitoringu dziatania biogazowni rolniczych (zgtoszenie patentowe nr P.408466).
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SERS substrate for selective identification of bacteria in human blood. Analyst 139: 1037-1043.

W ramach prowadzonych badan wykonano analizy bioinformatyczne danych epidemiologicznych.
Badano rozpowszechnienie oraz czgstoS¢ mutacji w genach rrs, rpsL i gidB w Mycobacterium
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tuberculosis i wykazano korelacje wystepowania poszczegdinych mutacji genetycznych z fenotypem
opornosci na streptomycyne (Jagielski et al., 2014).

Prace badawcze dotyczyty réwniez opracowania nowej metody identyfikacji bakterii patogennych
bezposrednio w probkach krwi pacjentéw z zastosowaniem wzmocnionej spektroskopii Ramana (SERS,
ang. surface-enhanced raman spectroscopy). Wstepne wyniki wskazujg, ze zaproponowana technika
moze znacznie przyspieszy¢ identyfikacje patogenéw (Sivanesan et al., 2014).

6. Dane bibliometryczne.

e Sumaryczny wspoétczynnik oddziatywania czasopism, w ktérych ukazaly sie wszystkie publikacje
habilitanta, zgodnie z rokiem opublikowania (w przypadku prac z lat 2014/15 wykorzystano ostatnig
dostepng w bazach wartos¢ IF,qq3) — 60,74.

e Sumaryczna liczba punktow MNiISW za wszystkie publikacje habilitanta — 615.

e Liczba cytowan wszystkich publikacji habilitanta (wg bazy Web of Science) — 112.

* Indeks Hirscha habilitanta (wg bazy Web of Science) - 5.
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