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»Wyschnijmy i przezyjmy razem”:
czy anhydrobioza u niesporczakéw (Tardigrada) jest modulowana przez specyficzny mikrobiom
i zalezy od bakterii, ktore razem z nimi przezywaja wysuszenie?

Niesporczaki (Tardigrada), potocznie nazywane wodnymi niedzwiadkami i mierzace zaledwie od 0.01
do 1.2 mm, uznawane sg za najbardziej odporne zwierz¢ta na Ziemi. Te kosmopolityczne, mikroskopijne
organizmy, zasiedlaja wszystkie ekosystemy na wszystkich kontynentach. Niesporczaki wzbudzaja
zainteresowanie naukowcow na calym $wiecie, z uwagi na swoja niezwykla zdolnos¢ do kryptobiozy.
Dzigki niej moga one przetrwac bardzo niskie i bardzo wysokie temperatury (od zera absolutnego do ponad
150°C), wysokie dawki promieniowania UV i jonizujacego (do 9 tys. Gy), bardzo niskie i bardzo wysokie
ci$nienie atmosferyczne (nawet do 74 tys. atmosfer), czy tez wystawienie na dziatanie prozni kosmiczne;j.
W stanie catkowitego odwodnienia, czyli tzw. anhydrobiozy, potrafig przetrwaé nawet kilkanascie lat. Pojawia
si¢ wigc pytanie, co sprawia, ze niesporczaki wydaja si¢ by¢ prawie niezniszczalne? Czy te niezwykle
zdolnosci moga zawdzigcza¢ swoistemu mikrobomowi zasiedlajacemu ich organizm? Jesli tak,
to ktore z bakterii odgrywaja w tym procesie istotng rolg?

Powszechnie wiadomo, ze sktad mikrobiomu u réznych zwierzat zalezy od wielu czynnikow,
w tym m.in. diety, zajmowanej niszy ekologicznej czy sposobu rozmnazania. Z kolei bakterie wchodzace
w sktad owego mikrobiomu wplywaja na rézne aspekty zycia swojego gospodarza, takie jak metabolizm
czy inaktywacja toksyn. Szczegoélnie istotne funkcje dla biologii i w procesach mikroewolucyjnych swoich
gospodarzy odgrywaja bakterie symbiotyczne. Istniejg liczne badania skupiajace si¢ na analizie profili
mikrobiomowych i identyfikacji symbiotycznych bakterii bezkregowcoéw ladowych, szczegdlnie
u stawonogow (Arthropoda). Natomiast wiedza dotyczaca mikrobiomu Tardigrada ogranicza si¢ do zaledwie
kilku artykutow, w ktorych wykazano jego specyficznos¢ gatunkowa i odmienno$¢ od bakterii zasiedlajacych
siedliska wystepowania badanych gatunkéw niesporczakow. Obecnie, narz¢dzia biologii molekularnej,
w tym technologia sekwencjonowania metagenomowego, sa na tyle rozwinigte, ze moga byé uzywane
do precyzyjnej analizy profili mikrobiomowych niesporczakow. Przeprowadzone przez nasz zespot
pilotazowe badania mikrobiomu kilku gatunkéw Tardigrada, z wykorzystaniem nowych narzedzi
bioinformatycznych, pozwolity na dokonanie pionierskiego odkrycia endosymbiotycznej bakterii z rodzaju
Wolbachia. Bakteria ta jest horyzontalnie i/lub wertykalnie transmitowana od rodzicow do potomstwa
przez zainfekowane samice i w sposOb znaczacy moze zaktocaé biologie zywiciela, gtdéwnie poprzez
manipulacje procesem reprodukcji.

Celem niniejszego projektu jest kompleksowa analiza mikrobiomu réznych gatunkéw niesporczakow,
na drodze sekwencjonowania metagenomowego. U kazdego z gatunkow niesporczakow mikrobiom bedzie
badany na réznych etapach jego rozwoju tj. jaja, osobniki doroste (przed i po anhydrobiozie), a takze osobniki
w stadium anhydrobiozy. Badania beda obejmowaty gatunki zasiedlajace rozne ekosystemy (stodkowodne,
ladowe wilgotne i ladowe kserotermiczne), charakteryzujace si¢ rozng dietg (ro$linozerne i drapiezne)
oraz z roéznymi strategiami rozrodczymi (partenogeneza, rozdzielnoptciowo$é). Sekwencjonowanie
metagenomowe bedzie obejmowato fragment VV3-VV4 bakteryjnego genu 16S rRNA. Otrzymane operacyjne
jednostki taksonomiczne (operational taxonomic units; OTUSs) réznych bakterii zostang poddane analizie
bioinformatycznej na  podstawie  dostepnych  baz  danych  sekwencji referencyjnych.
W rezultacie mozliwa bedzie identyfikacja bakterii specyficznych dla danego gatunku niesporczaka
w konkretnym stadium rozwojowym. W ten sposéb uzyskamy roéwniez dane na temat rdznic
w sktadzie mikrobiomu u gatunkéw odzywiajacych si¢ réznymi rodzajami pokarmu, charakteryzujace sig
réznymi strategiami rozrodu czy zasiedlajace rézne mikrosiedliska. A co najwazniejsze, uzyskamy odpowiedz,
ktore bakterie wystepuja u niesporczakéw anhydrobiotycznych, a tym samym ktore z nich moga odpowiada¢
za zdolno$¢ niesporczakéw do anhydrobiozy. Aby potwierdzi¢ role mikrobiomu w anhydrobiozie
niesporczakow, przeprowadzimy tez eksperyment, ktory pozwoli na analiz¢ zmian zachodzacych
w mikrobiomie, a zdolno$cig niesporczakoéw do anhydrobiozy. W tym celu poprzez odpowiednio
przeprowadzone hodowle eksperymentalne zamienimy mikrobiom niesporczakow posiadajacych zdolnosé
do anhydrobiozy, z mikrobiomem niesporczakow, ktore tej zdolnosci nie majg. Nastepnie pierwotny
mikrobiom bedzie eksperymentalnie odtwarzany. Tym samym zbadamy, czy to wiasnie bakterie wchodzace
w sktad mikrobiomu odpowiadaja za skuteczng anhydrobioz¢ u niesporczakow. Dokonamy tez analizy profili
metabolicznych mikrobiomu i sprawdzimy, jak si¢ zmienia, na kazdym etapie prowadzonego eksperymentu.

Jesli bakterie rzeczywiscie odgrywajg istotng role w anhydrobiozie, nasze badania beda miaty
charakter przetomowy w zrozumieniu zjawiska anhydrobiozy, nie tylko u niesporczakéw, ale takze
u innych bezkregowcow, takich jak nicienie, wrotki czy niektore skorupiaki.



