
Streszczenie 

Na przestrzeni ostatnich dziesi^cioleci obserwowany jest ci^gty wzrost 

powierzchni gleb dotkni?tych zasoleniem. Geneza tego problemu moze bye zwi^zana 

zarowno z oddzialywaniem czynnikow o charakterze naturalnym (np. zmiany 

hydrologiczne, geologiczne), jak rowniez antropogenicznym (np. niewlasciwe^ 

nawozenie i nawadnianie gruntow rolnych). Zasolenie gleb jest jednym z wazniejszych 

czynnikow abiotycznych wykazuj^cym negatywny wplyw na wzrost i rozwqj roslin. 

Uwaza si?, ze halotolerancyjne mikroorganizmy endofityczne i ryzosferowe posiadaĵ ce 

specyficzne wlasciwosci metaboliczne mog^ bezposrednio lub posrednio oddzialywac 

na rosliny, promuj^c ich wzrost w niekorzystnych warunkach srodowiskowych. 

Niestety wiedza dotycz^ca struktury populacji oraz potencjahi metabolicznego 

halotolerancyjnych bakterii towarzysz^cych slonoroslom jest w c i ^ niewystarczaj^ca 

i wymaga uzupehiien. 

Przedmiotem badan zaprezentowanych w niniejszej pracy byly bakterie 

kolonizujqce korzenie (endofity, E) i ryzosfer? (R) halofitow Salicornia europaea 

(herbacea) L. (solirod) i Aster tripolium L. (aster solny) zasiedlaj^cych dwa stanowiska 

badawcze I (Inowroclaw) i C (Ciechocinek) zlokalizowane w centralnej Polsce. 

Stanowiska badawcze wybrane do badan roznily si? poziomem zasolenia: I —> 55 dS/m, 

C -* 112 dS/m. Gatunek S. europaea wyst?powal na obydwu stanowiskach, zas 

A. tripolium obecny byl tylko na stanowisku I . 

Celem pracy byJo: (i) zbadanie bioroznorodnosci funkcjonalnej, struktury 

populacji oraz liczebnosci bakterii kolonizuj^cych wn?trze korzeni (E) i ryzosfer? (R) 

S. europaea (stanowiska I i C) i ̂ . tripolium (stanowisko I), w odniesieniu do bakterii 

wyst?puj^cych w glebie pozakorzeniowej (G, stanowiska I i C), (ii) oznaczenie 

roznorodnosci taksonomicznej endofitow korzeniowych S. europaea pochodz^cych 

z dwoch stanowisk badawczych, (iii) identyfikacja i ocena potencjahj metabolicznego 

wyizolowanych szczepow endofitycznych i ryzosferowych, jak rowniez (iv) okreslenie 

wplywu wyselekcjonowanych endofitow na parametry ekologiczne i biochemiczne 

dwoch roslin uprawnych: Brassica napus i Beta vulgaris, rosn^cych w warunkach 

stresu solnego. 

Przeprowadzone badania wykazaly istotny wplyw poziomu zasolenia stanowiska 

badawczego na bioroznorodnosc funkcjonaln^ (BIOLOG EcoPlate™) badanych 
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populacji bakterii (R, E, G). Na stanowisku I (nizsze zasolenie) bioroznordodnosi 

funkcjonalna wzrastala wedhjg schematu: G<E<R, natomiast na stanowisku I (wyzsz( 

zasolenie): E<G<R. 

Analiza fosfolipidowych kwasow thiszczowych (PLFA) wykazala, ze biomast 

bakterii zalezala od stanowiska badawczego (I<C), gatunku rosljny {S. europaed> 

A. tripolium) i strefy izolacji (S. europaea: G<E<R; A. tripolium: E i G<R). 

Przynaleznosc morfologiczna bakterii dokonana na podstawie skladu PLFA ujawnifa 

istotny wplyw strefy izolacji. Uzyskane wyniki wykazaly, ze w ryzosferze A. tripolium 

i S. europaea i glebie pozakorzeniowej dominowaty bakterie Gram-ujemne, natomiast 

we wn?trzu korzeni odnotowano wi?cej bakterii Gram-dodatnich. Wyj^tek stanowily 

endofity S. europaea na stanowisku C, wsrod ktorych ilosc obydwu form 

morfologicznych byla zblizona. 

Analiza metagenomowa endofitow korzeniowych S. europaea pochodz^cych 

z obydwu stanowisk badawczych wykazala stosunkowo wysok^ liczb? roboczych 

jednostek taksonomicznych (OTU). Nieznacznie wyzszy ich wartosc stwierdzono 

w przypadku endofitow pochodz^cych ze stanowiska o wyzszym poziomie zasolenia 

(stanowisko I - 2608, C - 3366), zas liczba OTU wspolnych dia obu badanych 

stanowisk wynosila 1479. Endofity dominuj^ce na obu stanowiskach nalezaty 

do typow: Proteobacteria, Bacteriodetes, Firmicutes, Planctomycetes, Actinobacteria, 

Chloroflexi, Acidobacteria, Verrucomicrobia, ODl, Chlamydiae, TM7, Fibrobacteres. 

Przeprowadzona analiza ordynacyjna niemetrycznego skalowania wielowymiarowego 

(NMDS) wykazala dodatniq korelacj? pomi?dzy OTU nalezacymi do endofitow 

S. europaea na stanowisku I a poziomem OC, N, i Câ "̂  w glebie ryzosferowej. Endofity 

korzeniowe S. europaea na stanowisku o wyzszym poziomie zasolenia byly pozytywnie 

skorelowane z CaCOa. SP, ECe, Na^, K^, Mg^^, CF, S04^~. 

Liczebnosc bakterii hodowalnych zalezala od stanowiska badawczego (E i G: 

KC, R: I>C), strefy izolacji (E<G<R) oraz st?zenia NaCI (najwyzsze st?zenie NaCl 

ograniczato liczebnosc bakterii pochodz^cych ze stanowiska 1, natomiast brak NaCl w 

podlozu mikroblologicznym wplywal na obnizenie liczebnosci bakterii pochodz^cych 

ze stanowiska C). 

Identyfikacja wyizolowanych bakterii endofitycznych i ryzosferowych (wykonana 

w oparciu o analiz? regionu 16S rDNA) wykazala dominacj? bakterii Gram-dodatnich 

zarowno 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). Przynaleznosc taksonomiczna 

bakterii zwi^ana byla raczej ze stanowiskiem, z ktorego pochodzily mikroorganizmy 

niz z gatunkiem rosliny oraz strefy ich izolacji (E, R). Na stanowisku 1 zidentyfikowano 

najwi?cej szczepow endofitycznych nalez^cych do typu Firmicutes, natomiast 

w przypadku stanowiska C dominowaly bakterie reprezentuĵ ce typ Proteobacteria. 

Identyfikacja ryzobakterii S. europaea 1 A. tripolium wyizolowanych ze stanov^ska 

I wykazala ich przynaleznosc do typow: Proteobacteria < Firmicutes < Actinobacteria, 

zas w przypadku bakterii ryzosferowych S. europaea pochodz^cych ze stanowiska 

C: Proteobacteria < Actinobacteria < Firmicutes. W obr?bie Firmicutes odnotowano 

dominacj? szczepow Bacillus sp. Obecnosc szczepow Streptomyces sp. 

i Microbacterium sp. zaobserwowano zarowno wsrod endofitow i ryzobakterii 

S. europaea (I i C), jak i A. tripolium (C). 

W pracy zbadano zdolnosc zidentyfikowanych bakterii do syntezy kwasu 

indolilo-3-octowego (LAA), sideroforow i celulaz oraz oznaczono obecnosc genow 

koduj^cych: reduktaz? nitrogenazy (AJZ/H) i deaminaz? kwasu 1-aminocyklopropano-l-

karboksylowego {acdS). Zdolnosc badanych szczepow do syntezy LAA z w i ^ n a byla 

przede wszystkim z gatunkiem rosliny oraz strefy izolacji (E, R). Endofity 

i ryzobakterie A. tripolium cz?sciej wykazywaly zdolnosc do syntezy LAA, a ponadto 

charakteryzowaly si? wyzszym srednim poziomem syntezy tego zwi^ku anizeli 

S. europaea. Ponadto, wyzszy sredni poziom syntezy LAA wsrod bakterii pochodzqcych 

ze stanowiska I odnotowano w przypadku E, zas odwrotn^ tendencj? zaobserwowano 

w przypadku stanowiska C (E<R). Ryzobakterie S. europaea ze stanowiska C oraz 

A. tripolium cz?sciej wykazywaly zdolnosc do syntezy sideroforow anizeli endofity, zas 

bakterie towarzysz^ce (E, R) S. europaea na stanowisku I charakteryzowala podobna 

cz?stosc wyst?powania badanej aktywnosci. Sredni poziom syntezy sideroforow zalezai 

od stanowiska z ktorego pochodzily badane szczepy (I>C). Endofity pochodz^ce 

ze stanowiska I wykazywaly wyzszy sredni poziom tej aktywnosci anizeli ryzobakterie 

(w przypadku E i R 5. europaea pochodz^ce ze stanowiska C nie odnotowano istotnej 

roznicy w srednim poziomem syntezy sideroforow). Analiza aktywnosci celulolitycznej 

badanych szczepow wykazala, ze endofity 5'. europaea pochodz^ce ze stanowiska 

o nizszym poziomie zasolenia (I) cz?sciej wykazywaly zdolnosc do syntezy celulaz 

w porownaniu do ryzobakterii. Odwrotn^ zaleznosc zaobserwowano na stanowisku 

bardziej zasolonym (E<R). Na obu stanowiskach badawczych odnotowano wyzszy 
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sredni poziom syntezy celulaz wsrod endofitow S. europaea niz wsrod ryzobakterii, zj 

odwrotn^ tendencj^ charakteryzowaly si? bakterie towarzysz^ce A. tripolium (R>E 

Analiza wyizolowanych szczepow E i R pod k^tem obecnosci genow niJR i acd 

wykazala wyzszy ich liczb? wsrod tych, ktore pochodzily z A. tripolium (I) anize 

S. europaea (I i C). 

Inokulacja roslin uprawnych (B. napus i B. vulgaris) wyselekcjonowanym 

endofitami korzeniowymi S. europaea wplywala na obnizenie skutkow stresu solnego 

jednak w duzym stopniu zalezala od dopasowania gatunku rosliny i badanego szczepu 

Wzrost i rozwqj B. napus byl istotnie promowany przez szczep Pseudomonas stutzer 

ISE-12 (jego obecnosc prowadzila do wzrostu wartosci badanych parametrov 

ekologicznych i obnizenia poziomu parametrow biochemicznych), zas endofity Serratii 

marcescens CSE-5 oraz Kuschneria marisflavi CSE-9 nie wplywaty korzystni* 

na parametry ekologiczne. W przypadku B. vulgaris zaobserwowano, ze zarownc 

P. stutzeri ISE-12, jak i K. marisflavi CSE-9 wplywaly na wzrost wartosci parametrow 

ekologicznych (np. sila i energia kielkowania, liczba lisci, dhigosc korzeni oraz swiezf 

i sucha biomasa) oraz obnizaly stres abiotyczny wywolany wysokim zasoleniem, 

wyrazony spadkiem poziomu proliny oraz nadtlenku wodoru w organach roslinnych. 

Przeprowadzone badania wykazaly istotny rol? poziomu zasolenia gleb, badanej 

strefy (E, R, G) oraz gatunku rosliny (5'. europaea, A. tripolium) w ksztahowaniu 

bioroznorodnosci funkcjonalnej oraz struktury populacji bakterii. Struktura 

taksonomiczna endofitow korzeniowych 5". europaea byla raczej zwi^ana 

z wlasciwosciami fizyko-chemicznymi gleby ryzosferowej. Analiza wlasciwosci 

metabolicznych wyizolowanych bakterii pozwalila na wyselekcjonowanie 

halotolerancyjnych szczepow wykazuj^cych zdolnosc do promowania wzrostu roslin 

uprawnych. Zgodnosc pomi?dzy przynaleznosci^ taksonomicznq roslin, z ktorych 

wyizolowano szczepy bakterii oraz rosliny uprawn^ ktorq wykorzystano do inokulacji, 

okazala si? bye czynnikiem determinujqcym utworzenie korzystnej interakcji 

w ukladzie endofit - roslina gospodarz. 
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