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Streszczenie

Na przestrzeni ostatnich dziesigcioleci obserwowany jest ciggly wzrost
powierzchni gleb dotknigtych zasoleniem. Geneza tego problemu moze by¢ zwigzana
zarbwno z oddzialywaniem czynnikéw o charakterze naturalnym (np. zmiany
hydrologiczne, geologiczne), jak réwniez antropogenicznym (np. niewlasciwe’
nawozenie i nawadnianie gruntéw rolnych). Zasolenie gleb jest jednym z wazniejszych
czynnikéw abiotycznych wykazujacym negatywny wplyw na wzrost i rozw6j roslin.
Uwaza sie, ze halotolerancyjne mikroorganizmy endofityczne i ryzosferowe posiadajace
specyficzne whasciwosci metaboliczne moga bezposrednio lub posrednio oddziatywaé
na roéliny, promujgc ich wzrost w niekorzystnych warunkach Srodowiskowych.
Niestety wiedza dotyczaca struktury populacji oraz potencjatu metabolicznego
halotolerancyjnych bakterii towarzyszacych stonoro$lom jest wcigz niewystarczajgca
i wymaga uzupelnien.

Przedmiotem badan zaprezentowanych w niniejszej pracy byly bakterie
kolonizujace korzenie (endofity, E) i ryzosfer¢ (R) halofitéw Salicornia europaea
(herbacea) L. (soliréd) i Aster tripolium L. (aster solny) zasiedlajacych dwa stanowiska
badawcze 1 (Inowroctaw) i C (Ciechocinek) zlokalizowane w centralnej Polsce.
Stanowiska badawcze wybrane do badan réznily si¢ poziomem zasolenia: I — 55 dS/m,
C — 112 dS/m. Gatunek S. europaea wystgpowal na obydwu stanowiskach, za$
A. tripolium obecny byt tylko na stanowisku 1.

Celem pracy bylo: (i) zbadanie biordznorodnosci funkcjonalnej, struktury
populacji oraz liczebnosci bakterii kolonizujacych wngtrze korzeni (E) i ryzosferg (R)
S. europaea (stanowiska 1 i C) i A. tripolium (stanowisko I), w odniesieniu do bakterii
wystepujacych w glebie pozakorzeniowej (G, stanowiska I i C), (ii) oznaczenie
réznorodnosci taksonomicznej endofitéw korzeniowych S. euwropaea pochodzacych
z dwoéch stanowisk badawczych, (iii) identyfikacja i ocena potencjatu metabolicznego
wyizolowanych szczepéw endofitycznych i ryzosferowych, jak réwniez (iv) okreslenie
wpltywu wyselekcjonowanych endofitow na parametry ekologiczne i biochemiczne
dwéch roélin uprawnych: Brassica napus i Beta vulgaris, rosnacych w warunkach
stresu solnego.

Przeprowadzone badania wykazaty istotny wptyw poziomu zasolenia stanowiska
badawczego na biordznorodno$¢ funkcjonalng (BIOLOG EcoPlate™) badanych
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populacji bakterii (R, E, G). Na stanowisku I (nizsze zasolenie) bioréznordodnog,
funkcjonalna wzrastata wedtug schematu: G<E<R, natomiast na stanowisku I (Wyzsz
zasolenie): E<G<R.

Analiza fosfolipidowych kwasow tluszczowych (PLFA) wykazata, ze biomas;
bakterii zalezala od stanowiska badawczego (I<C), gatunku rosliny (S. europaea>
A. tripolium) i strefy izolacji (S. europaea: G<E<R: A. tripolium: E i G<R),
Przynaleznos¢ morfologiczna bakterii dokonana na podstawie sktadu PLFA ujawnita
istotny wptyw strefy izolacji. Uzyskane wyniki wykazaty, ze w ryzosferze A. tripolium
i S. europaea i glebie pozakorzeniowej dominowaly bakterie Gram-ujemne, natomiast
we wnetrzu korzeni odnotowano wiecej bakterii Gram-dodatnich. Wyjatek stanowily
endofity S. euwropaea na stanowisku C, wsréd ktérych ilogé obydwu form
morfologicznych byta zblizona.

Analiza metagenomowa endofitow korzeniowych S. europaea pochodzacych
z obydwu stanowisk badawczych wykazata stosunkowo wysokg liczbg roboczych
Jjednostek taksonomicznych (OTU). Nieznacznie wyzszg ich warto$¢ stwierdzono
W przypadku endofitéw pochodzacych ze stanowiska 0 WyZszym poziomie zasolenia
(stanowisko I - 2608, C - 3366), zas liczba OTU wspélnych dla obu badanych
stanowisk wynosita 1479. Endofity dominujgce na obu stanowiskach nalezaty
do typéw: Proteobacteria, Bacteriodetes, Firmicutes, Planctomycetes, Actinobacteria,
Chloroflexi, Acidobacteria, Verrucomicrobia, ODI, Chlamydiae, TM7, Fibrobacteres.
Przeprowadzona analiza ordynacyjna niemetrycznego skalowania wielowymiarowego
(NMDS) wykazata dodatnig korelacje pomigdzy OTU nalezacymi do endofitéw
S. europaea na stanowisku I a poziomem OC, N, i Ca** w glebie ryzosferowe;. Endofity
korzeniowe S. europaea na stanowisku o Wyzszym poziomie zasolenia byty pozytywnie
skorelowane z CaCO; SP, EC,, Na*, K*, Mg*, CI', SO~

Liczebnosé bakterii hodowalnych zalezata od stanowiska badawczego (E i G:
I<C, R: I>C), strefy izolacji (E<G<R) oraz stezenia NaCl (najwyzsze stezenie NaCl
ograniczalo liczebno$¢ bakterii pochodzacych ze stanowiska I, natomiast brak NaCl w
podiozu mikrobiologicznym wplywal na obnizenie liczebnosci bakterii pochodzacych
ze stanowiska C).

Identyfikacja wyizolowanych bakterii endofitycznych i ryzosferowych (wykonana
W oparciu o analiz¢ regionu 16S rDNA) wykazata dominacje bakterii Gram-dodatnich
zar6wno w przypadku A. tripolium (E: 72.7%, R: 90.9%), jak i S. europaea
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(I — E: 77.3%, R: 86.3%; C — E: 59.1%, R: 87.5). Przynalezno$¢ taksonomiczna
bakterii zwigzana byfa raczej ze stanowiskiem, z ktérego pochodzity mikroorganizmy
niz z gatunkiem rosliny oraz strefg ich izolacji (E, R). Na stanowisku I zidentyfikowano
najwigcej szczepow endofitycznych nalezacych do typu Firmicutes, natomiast
w przypadku stanowiska C dominowaly bakterie reprezentujace typ Proteobacteria.
Identyfikacja ryzobakterii S. europaea i A. tripolium wyizolowanych ze stanowiska
I wykazata ich przynaleznos¢ do typoéw: Proteobacteria < Firmicutes < Actinobacteria,
zas w przypadku bakterii ryzosferowych S. europaea pochodzacych ze stanowiska
C: Proteobacteria < Actinobacteria < Firmicutes. W obrg¢bie Firmicutes odnotowano
dominacje szczepdw  Bacillus sp. Obecno$¢ szczepdw Streptomyces  sp.
i Microbacterium sp. zaobserwowano zar6wno wsréd endofitéw i ryzobakterii
S. europaea (11 C), jak i A. tripolium (C).

W pracy zbadano zdolno$¢ zidentyfikowanych bakterii do syntezy kwasu
indolilo-3-octowego (IAA), sideroforéw i celulaz oraz oznaczono obecnos¢ genow
kodujacych: reduktaze nitrogenazy (nifH) i deaminaz¢ kwasu 1-aminocyklopropano-1-
karboksylowego (acdS). Zdolnos$¢ badanych szczepdw do syntezy IAA zwigzana byla
przede wszystkim z gatunkiem ro$liny oraz strefg izolacji (E, R). Endofity
i ryzobakterie A. tripolium cze¢sciej wykazywaty zdolno$¢ do syntezy IAA, a ponadto
charakteryzowaly si¢ wyzszym s$rednim poziomem syntezy tego zwigzku anizeli
S. europaea. Ponadto, wyzszy sredni poziom syntezy IAA wsrdd bakterii pochodzacych
ze stanowiska I odnotowano w przypadku E, za$ odwrotng tendencj¢ zaobserwowano
w przypadku stanowiska C (E<R). Ryzobakterie S. europaea ze stanowiska C oraz
A. tripolium czesciej wykazywaty zdolno$¢ do syntezy sideroforéw anizeli endofity, za$
bakterie towarzyszace (E, R) S. europaea na stanowisku I charakteryzowata podobna
czesto$é wystepowania badanej aktywnosci. Sredni poziom syntezy sideroforéw zalezat
od stanowiska z ktérego pochodzity badane szczepy (I>C). Endofity pochodzace
ze stanowiska I wykazywaly wyzszy $redni poziom tej aktywnosci anizeli ryzobakterie
(w przypadku E i R S. europaea pochodzace ze stanowiska C nie odnotowano istotnej
réznicy w $rednim poziomem syntezy sideroforow). Analiza aktywnosci celulolitycznej
badanych szczep6w wykazala, ze endofity S. euwropaea pochodzace ze stanowiska
o nizszym poziomie zasolenia (I) czg¢séciej wykazywaly zdolno$¢ do syntezy celulaz
w poréwnaniu do ryzobakterii. Odwrotng zalezno$¢ zaobserwowano na stanowisku
bardziej zasolonym (E<R). Na obu stanowiskach badawczych odnotowano wyzszy
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$redni poziom syntezy celulaz wéréd endofitéw S. europaea niz wéréd ryzobakterii, z:
odwrotng tendencjg charakteryzowaly si¢ bakterie towarzyszace A. tripolium (R>E
Analiza wyizolowanych szczepow E i R pod katem obecnosci genéw nifH i acd
wykazata wyzszg ich liczbg wsréd tych, ktére pochodzity z 4. tripolium (I) anize
S. europaea (11 C).

Inokulacja roslin uprawnych (B. napus i B. vulgaris) W}{selekcjonowanym'
endofitami korzeniowymi S. europaea wptywata na obnizenie skutkéw stresu solnegc
Jednak w duzym stopniu zalezata od dopasowania gatunku rosliny i badanego szczepu
Wzrost i rozwdj B. napus byt istotnie promowany przez szczep Pseudomonas stutzer
ISE-12 (jego obecnos¢ prowadzita do wzrostu wartosci badanych parametréy
ekologicznych i obnizenia poziomu parametréw biochemicznych), zas endofity Serratic
marcescens CSE-5 oraz Kuschneria marisflavi CSE-9 nie wplywaly korzystnic
na parametry ekologiczne. W przypadku B. vulgaris zaobserwowano, ze zardwnc
P. stutzeri ISE-12, jak i K. marisflavi CSE-9 wptywaly na wzrost wartosci parametréw
ekologicznych (np. sita i energia kietkowania, liczba lisci, dtugo$é korzeni oraz $wiezz
i sucha biomasa) oraz obnizaly stres abiotyczny wywotany wysokim zasoleniem,
wyrazony spadkiem poziomu proliny oraz nadtlenku wodoru w organach roslinnych.

Przeprowadzone badania wykazaty istotng rolg poziomu zasolenia gleb, badanej
strefy (E, R, G) oraz gatunku ro$liny (S. europaea, A. tripolium) w ksztaltowaniu
bior6znorodnoéci  funkcjonalnej oraz struktury populacji bakterii. Struktura
taksonomiczna endofitéw korzeniowych S. europaea byla raczej zwiazana
z wiasciwodciami fizyko-chemicznymi gleby ryzosferowej. Analiza wiasciwosci
metabolicznych ~ wyizolowanych  bakterii pozwalita na  wyselekcjonowanie
halotolerancyjnych szczepéw wykazujacych zdolno$é do promowania wzrostu roglin
uprawnych. Zgodno$¢ pomigdzy przynaleznoscig taksonomiczng roélin, z ktérych
wyizolowano szczepy bakterii oraz rosling uprawna, ktérg wykorzystano do inokulacji,
okazala si¢ by¢ czynnikiem determinujgcym utworzenie korzystnej interakcji

w ukladzie endofit - roslina gospodarz.
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