Syntetyczna spolecznosS¢ mikroorganizmow (SynCom) jako skladnik
biopreparatu wspomagajacego funkcjonowanie holobiontu pszenicy

Wprowadzenie Materialy 1 metody

Eksperyment wstepny - analiza przynaleznosci taksonomicznej szczepow PGPM 2z
wykorzystaniem genu 16S rRNA (sekwencjonowanie Sangera)

o . .\ anstrukcja SynCom o .
rosumienia naturalnych Spolecrnose: Plewszy ek§peryment - 1.<onstr1‘1k.CJa Syn(}om - szczepy byly dodawane oddzielnie w tej
y samej objetosci o ustalonej gestosci hodowli- SynCom_1
S Drugi eksperyment - konstrukcja SynCom - szczepy byly dodawane w nastepujacych
hodowla mikroorganizmow wspierajacych CEI wariantach: . . o . o .
wzrost roslin (ang. plant growth promotion SynCom_2 - szczepy dodawano do bioreaktora w objetosci zaleznej od gestoSci optyczne
microorganism, PGPM) y Py ] d & Pty d
’ y . : danego szczepu okreslonej w fazie log wzrostu
zaprojektowanie . . : . . :
A\ N ’ SynCom_3 - szczepy dodawano jako mieszanine szczepow - inokulum - po hodowaniu (do
p0prawie;jla fyznoéé gleby, produktywnos¢ sktadu szczepow 24h) - mieszajac je w tej objetosci co w metodzie (1)
upraw, 1cn stosowarnie 1moze przyczynic Si . .
i Zr6Wnowazonego worosty SynCom do analizy Hodowla bioreaktorowa - prowadzona w bioreaktorach (4 1 SARTORIUS), w temperaturze
produktywnosci gospodarstw rolnych 28°C, na pozywce bulionowej (sktad w g-L!: ekstrakt miesny, ekstrakt drozdzowy, pepton,

; . .
genetyczne) szezepow chlorek sodu, glukoza; pH 7,5 * 0,1; sterylizacja 121°C 15 min) w warunkach tlenowych.

produkcja wymaganej ilosci SynComs do na duiq skalg HOdOWl@ prowadzono przez 24h - 48h .

zastosowan na duza skale wymaga L. . . . . .
dodatkowych technologii, takich jak Gestos¢é hodowli (OD,,)- analizowano poprzez pomiar gestosci optycznej (OD) przy 600

hodowla bioreaktorowa . .
nm za pomoca BioSpectrometer® basic (Eppendorf).

Izolacja DNA - wykorzystano zestaw Genomic Mini AX Bacteria+ (A&A Biotechnology)
Analiza bioinformatyczna - analiza z uzyciem ASV (ang. amplicon sequencing variants
ASV) jako alternatywy dla OTU (ang. operational taxonomic units OTU) do analiz

spotecznosci drobnoustrojow

Wyniki

Sekwencjonowanie Sangera Sekwencjonowanie NGS (ang. Next Generation Sequenci

Analiza genu 16S rRNA Analiza OTU Analiza ASV \

Odczyty zostaly zgrupowane w Analiza metabarcodingu  ASV
OTU w oparciu o dywergencje pozwolila na klasyfikacje 11

sekwencji na poziomie 3%. [roznych ASV nalezacych do
Otrzymano 6 klastrow || gatunkow Bacillus w materiale

oznaczonych jako CL. Jeden || genetycznym wyizolowanym z
obejmowal  Pseudoclavibacter || hodowli bioreaktorowej. Nalezy
sp. i pie¢ roznych klastrow dla | podkreslic, se W
rodzaju Bacillus, co moze

Szczepy endofityczne zostaty
wybrane do skonstruowania
SynCom pod wzgledem cech
promujacych wzrost roslin
(PGPM). Analiza rangi
taksonomicznej metoda
Sangera badanych szczepow
do rodzaju wykazala, ze
wszystkie szczepy naleza do
Bacillus sp. (Tabela 1).

metabarcodingu OTU tych

oznaczaC, ze znaleziono pieC . : :
roznych gatunkow (Tabela 2). ﬁaug?ll;o;; S ZIECHITEne

40 50 60 70
czas (h)
20 24 45 81 90 101 '

HLA 277 MT181077 B Bacillus_3 0,108 | 20,831 0,000
HLB 2-8 MT181082 acillus_CL2 2,891 0,051 _
Bacillus 4 0,460 6,399 0,024
HLCT MT754565 Bacillus CL3 11408 0 Bacillus_5 0,000 3,769 0,000
HLC 9 MT181095 aciits_ ’ .
Bacillus sp. Bacillus 6 0,000 1,625 0,000
K2-12 MT181091 -
C 1.0 181111 Bacillus CL4 3,211 0,014 Baczollus_7 0,000 1,452 0,000
Bacillus_8 2,249 0,000 0,000
TLA 2-11 MT181156 -
oA 15 T1e11cs Bacillus CL5 46,173 31,553 Bacillus_9 0,000 0,000 0,000
} Bacillus_10 0,000 0,356 0,000
TPC 1-2 MT181175 Pseudoclavibacter_CL6 2,508 0,044 Bacillus 11 0,000 0,191 0,000
]

1. Najbardziej optymalng kombinacjq projektowania SynCom dla wysokiej bioroznorodnosci jest uzycie szczepow - =
w odpowiedniej ilosci w zaleznosci od ich gestosci optycznej - SynCom_2.

2. Metoda analizy z wykorzystaniem ASV odzwierciedla nieco bogatsza roznorodnosc¢ sekwencji danego genu

w hodowlach.

3. Porownanie ASV miedzy roznymi ekperymentami, sprawia, ze ASV sa bardziej praktyczne niz OTU do analizy funkcjonalnej genow

w mikrobiologii Srodowiskowej.
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