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Wykaz skrotow stosowanych w pracy

Wykaz skrotow stosowanych w pracy
ABA kwas abscysynowy (ang. abscisic acid)

ACC kwas 1-aminocyklopropano-1-karboksylowy (ang. 1-aminocyclopropane-1-
carboxylic acid)

AHL N-acylohomoserynowe czasteczki laktonowe (ang. N-acyl homoserine lactone)

ANOVA analiza wariancji (ang. analysis of variance)

ATP adenozynotrifosforan (ang. adenosine triphosphate)

BLAST  algorytm Basic Local Alignment Search Tool

CAS barwnik chrom azurol S (ang. chrome azurol S)

CFU jednostka tworzgca koloni¢ (ang. colony forming unit)

CTAB bromek heksadecylotrimetyloamoniowy (ang. cetyltrimethylammonium bro-
mide)

CWDEs enzymy degradujace Sciane komorkows (ang. cell-wall degrading enzymes)

DMSO sulfotlenek dimetylu (ang. dimethyl sulfoxide)

EDTA dwuwodna s6l sodowa kwasu etylenodiaminotetraoctowego (ang. ethylenedia-

minetetraacetic acid disodium salt dihydrate)
EPS egzopolisacharyd (ang. exopolysaccharide)

FAO Organizacja Narodéw Zjednoczonych do spraw Wyzywienia 1 Rolnictwa (ang.

Food and Agriculture Organization of the United Nations)
GA3 kwas giberelinowy (ang. gibberellic acid)

GTR model substytucji nukleotydéw zaktadajacy odwracalnos¢ ewolucji (ang. gene-

ral time reversible)

HCN cyjanowodor (ang. hydrogen cyanide)

HMX oktogen; 1,3,5,7-tetranitro-1,3,5,7-tetraazacyklooktan (ang. octahydro-1,3,5,7-
tetranitro-1,3,5,7-tetrazocine)

IAA kwas indolilo-3-octowy (ang. indole-3-acetic acid)

ISP mi¢dzynarodowy projekt badawczy dotyczacy rodzaju Streptomyces (ang. In-

ternational Streptomyces Project)
ISR indukowana odporno$¢ systemiczna (ang. induced systemic resistance)

ISTA Miegdzynarodowy Zwiazek Oceny Nasion (ang. International Seed Testing As-

sociation)

12



Wykaz skrotow stosowanych w pracy

LPS
MAMPs

MLSA
PAHSs
PAMPs

PCR
PHs
PGPB
PGPE
PIPES

PPFMs

PRR

pz
QS
RDX

ROS
SAM
SAR
TCP
Tris
UPGMA

VBNC
VOCs

lipopolisacharyd (ang. lipopolysaccharide)

molekularne wzorce zwigzane z mikroorganizmami (ang. microbe-associated
molecular patterns)

wielolokusowa analiza sekwencji (ang. multilocus sequence analysis)
cykliczne weglowodory aromatyczne (ang. polycyclic aromatic hydrocarbons)

molekularne wzorce zwigzane z patogenami (ang. pathogen-associated mole-
cular patterns)

tancuchowa reakcja polimerazy (ang. chain polymerase reaction)
weglowodory ropopochodne (ang. petroleum hydrocarbons)

bakterie promujace wzrost roslin (ang. plant growth promoting bacteria)
endofity promujgce wzrost roslin (ang. plant growth promoting endophytes)
kwas piperazyno-1,4-bis(2-etanosulfonowy) (ang. piperazine-1,4-bis(2-ethane-
sulfonic acid))

grupa fakultatywnych metylotroféw, charakteryzujacych si¢ rozowym zabar-
wieniem kolonii (ang. pink pigmented facultative methylotrophs)

receptory rozpoznajace wzorce molekularne (ang. pattern recognition recep-

tors)

par zasad; odnosi si¢ do liczby nukleotydow w sekwencji nukleotydowe]
oddziatywania typu quorum sensing

heksogen; heksahydro-1,3,5-trinitro-1,3,5-triazyna (ang. hexahydro-1,3,5-trini-
tro-1,3,5-triazine)

reaktywne formy tlenu (ang. reactive oxygen species)

S-adenozylometionina (ang. S-adenozylmethionine)

nabyta odporno$¢ systemiczna (ang. systemic acquired resistance)

fosforan (V) wapnia; Cas(POa4)2 (ang. tricalcium phosphate)
tri(hydroksymetylo)aminometan (ang. tris(hydroxymethyl)aminomethane)
metoda $rednich potaczen (ang. unweighted pair-group method using arithme-
tic averages)

,zywe, lecz niedajace si¢ hodowac” (ang. viable but nonculturable state)

lotne zwigzki organiczne (ang. volatile organic compounds)

13



Streszczenie i stowa kluczowe w jezyku polskim

Streszczenie i stowa kluczowe w jezyku polskim

W niniejszej pracy oceniono zdolnos¢ dwudziestu szes$ciu szczepoéw bakterii endofi-
tycznych, wyizolowanych z brodawek korzeniowych ro$lin z rodziny bobowate (Fabaceae)
do realizacji mechanizmoéw promowania wzrostu roslin in vitro oraz in planta. W celu okre-
$lenia przynaleznos$ci taksonomicznej bakterii, pozyskane izolaty poddano analizie porow-
nawczej sekwencji genu 16S rRNA oraz wielolokusowej analizie sekwencji (MLSA) czte-
rech genéw rdzeniowych. Scharakteryzowano wybrane cechy biochemiczne bakterii, m.in.
okreslono tolerancj¢ badanych szczepéw wobec réznego pH, zdolno$¢ do wzrostu w roz-
nych temperaturach, na podtozach zawierajacych roézne stezenia NaCl oraz na podlozach
zawierajacych rozne stezenia As, Cu lub Al. Oceniono zdolnos$¢ bakterii do realizacji me-
chanizméw zaangazowanych w promocje wzrostu roslin: zdolnosci do aktywnego ruchu,
oddziatywan typu quorum sensing, tworzenia biofilmu, degradacji ACC i wigzania azotu;
zbadano zdolnos$¢ do produkeji: IAA, indolu, metaloforow i HCN oraz rozktadu: trifosfora-
noéw, celulozy 1 biatek. Okre§lono zdolnos¢ bakterii do wykorzystywania weglowodorow
zawartych w oleju napedowym jako jedynego zrodla wegla i energii. Zbadano potencjat
szczepoéw do hamowania wzrostu fitopatogenow bakteryjnych i grzybowych oraz indukcji
kietkowania nasion. Wyselekcjonowane na podstawie wynikow testow in vitro szczepy wy-
korzystano w doswiadczeniach roslinnych, w ktérych badano wplyw inokulacji roslin za-
wiesinami pojedynczych szczepdw bakterii (lub w koinokulacji z bakteriami ryzobiowymi)
na wybrane cechy biometryczne ro$lin uprawianych w substracie torfowym lub w substracie
torfowym zanieczyszczonym jonami Cu, jonami As lub olejem napedowym.

Na podstawie przeprowadzonych analiz bakterie przyporzadkowano do rodzajéw Met-
hylobacterium, Methylorubrum oraz Micromonospora. Wykazano, ze badane szczepy cha-
rakteryzujg si¢ zr6znicowanym potencjatlem do realizowania badanych mechanizméw zwia-
zanych z promowaniem wzrostu roslin in vitro, tym samym wykazujac zr6znicowany po-
tencjal do promowania wzrostu roslin in vivo. Szczepy Methylobacterium sp. Red Mix I,
Micromonospora sp. 5056, Micromonospora sp. 48 i Micromonospora sp. N5 cechowaty
si¢ efektywnoscig w promowaniu wzrostu gospodarza roslinnego (in planta), co stanowi o
mozliwo$ci wykorzystania tych bakterii do produkcji preparatow biologicznych, uzytecz-

nych w rolnictwie lub fitoremediacji terenéw skazonych.

stowa kluczowe: bakterie endofityczne; bakterie promujace wzrost roslin; mechanizmy

promowania wzrostu roslin; Methylobacterium; Methylorubrum; Micromonospora
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Streszczenie i stowa kluczowe w jezyku angielskim

In vitro and in planta analyses of the potential of twenty-six plant growth-promoting
endophytic bacterial strains isolated from root nodules of Fabaceae plants have been carried
out. The comparative analysis of the 16S rRNA gene and the multilocus sequence analysis
(MLSA) of four housekeeping genes were conducted to determine the taxonomic affiliation
of the tested isolates. The tolerance to different pH values and the abilities to grow at various
temperatures and different NaCl, As, Cu, and Al concentrations were assessed. The abilities
of the bacteria towards motility, production of quorum sensing signaling molecules, biofilm
formation, ACC degradation, and nitrogen fixation were assessed. The evaluation of the bac-
terial abilities to produce IAA, indole, metallophores, and hydrogen cyanide were carried
out. Their capabilities of solubilization of triphosphates, decomposition of cellulose and pro-
teins, and utilization of diesel oil hydrocarbons were tested. The potential of the bacteria to
induce the seeds germination process and to inhibit bacterial and fungal phytopathogens
growth was tested. The strains selected based on in vitro tests results were tested in pot
experiments to assess the influence of single bacterial strains (or in co-inoculation with rhi-
zobial bacteria) on the growth properties of inoculated plants cultivated in peat substrate or
peat substrate contaminated with copper or arsenic ions or diesel fuel.

Based on the genetic analyses, the bacteria were assigned to the genera Methylobacte-
rium, Methylorubrum and Micromonospora. The tested strains of endophytic bacteria sho-
wed different abilities to implement the plant growth mechanisms studied in vitro; therefore,
the strains exhibited different potential to promote plant growth in planta. Strains Methylo-
bacterium sp. Red Mix I, Micromonospora sp. 5056, Micromonospora sp. 48, and Micro-
monospora sp. N5 were effective in promoting the growth of the plant hosts. Thus, we po-
stulate that these selected bacteria have the potential to be used in agriculture or phytoreme-

diation processes as biological agents.

key words: endophytic bacteria; plant growth promoting bacteria; plant growth promoting

mechanisms; Methylobacterium; Methylorubrum; Micromonospora

15



Wstep

1. WSTEP
1.1. Rosliny i ich mikrobiota

W warunkach naturalnych, wzrost i rozw6j roslin odbywa si¢ w obecnosci wielu mi-
kroorganizmoéw, zasiedlajacych kazdy mozliwy ekosystem. Taki stan rzeczy implikuje ko-
niecznos$¢ ciaglych i dynamicznych interakcji pomigdzy rozwijajaca si¢ rosling a mikroor-
ganizmami, jednocze$nie prowadzac do formowania si¢ zaleznosci ekologicznych pomiedzy
konkretnym parterem roslinnym a drobnoustrojami. Mikroorganizmy (oraz wirusy), pozo-
stajace w Scistych zaleznos$ciach ekologicznych z dang rosling definiuje si¢ jako jej mikro-
biote. Mikrobiota roslinna stanowi wiec ogot roznych gatunkoéw bakterii, grzybdw, legniow-
coOw (oraz wiruséw), reprezentowanych przez patogeny roslinne (fitopatogeny), komensale
oraz dobroczynne mikroorganizmy, promujgce wzrost roslin. To dzigki zachowaniu rowno-
wagi pomiedzy roznymi grupami mikroorganizmdow w obrebie mikrobioty, mozliwe jest za-

chowanie homeostazy partnera roslinnego (Vermai in., 2021; Chialva i in., 2022).

fylosfera — rozwoj

endosfera — rozwgj mikroorganizméw

mikroorganizmow odpornych
wewnatrz tkanek na niekorzystne warunki
roslinnych srodowiskowe

gleba — rezerwuar

miejsce ksztaltowania Lt .
= mikroorganizmow

sktadu gatunkowego
mikrobioty

Fig. 1. Miejsca kolonizacji roslin przez mikroorganizmy. Ciemnoniebieskie strzatki obrazujg swo-
bodny przeptyw mikroorganizméw pomiedzy ryzosfera a sSrodowiskiem glebowym wokét ryzos-

fery (na podstawie: Vandenkoornhuyse i in., 2015)
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Mikroorganizmy tworzace mikrobiot¢ wykazuja zdolno$¢ do zasiedlania i kolonizacji
r6znych nisz ekologicznych, zwigzanych z danym partnerem roslinnym, tworzac w ten spo-
s6b mniejsze podgrupy w obrebie mikrobioty (Fig. 1). Siedliskiem o najbardziej zréznico-
wanej pod wzgledem gatunkowym i funkcjonalnym zbiorowosci mikroorganizméw jest
strefa korzeniowa (ryzosfera), definiowana jako ta cze$¢ gleby, ktora przylega do korzeni.
Ryzosfera kolonizowana jest przez mikroorganizmy glebowe (edafon), stanowigce podsta-
wowe zrodto mikroorganizmoéow endofitycznych. Obejmujaca wewngtrzne tkanki roslin en-
dosfera, stanowi miejsce rozwoju mikrobioty endofitycznej, kolonizujgcej zarowno we-
wnetrzng przestrzen korzenia, jak i organy nadziemne. Fylosfera, charakteryzuje si¢ nato-
miast najmniej korzystnymi warunkami do rozwoju mikroorganizmow; obejmuje ona po-
wierzchni¢ tkanek okrywajacych liscie oraz pedy (Berlec, 2012; Vandenkoornhuyse i in.,
2015).

Fenomen S$cistych zalezno$ci pomiedzy roslinami a mikroorganizmami, sigga w swo-
ich poczatkach czasu pojawienia si¢ pierwszych roslin ladowych; przypuszcza si¢, ze to wia-
s$nie zdolno$¢ do interakcji z mikroorganizmami, a doktadniej zdolno$¢ do wykorzystywania
tzw. dobroczynnych wiasciwosci mikroorganizméw, umozliwita roslinom skuteczng kolo-
nizacje statego ladu. Mikrobiota w sposob istotny wplywa na prawidlowy rozwoj partnera
roslinnego, uczestniczac w procesie pozyskiwania substancji mineralnych oraz w produkc;ji
substancji o charakterze fitohormonow, ktore umozliwiajg bezposredniag regulacje wzrostu
gospodarza. Warto zaznaczy¢, ze o niezastgpionej roli mikrobioty w prawidlowym rozwoju
ro$lin, dobitnie $wiadczg trudno$ci w rozmnazaniu roslin sztucznie pozbawionych naturalnej
mikrobioty, do czego dochodzi w czasie procedury rozmnazania metodg kultur in vitro (Har-
doim i in., 2008).

Na podstawie wspotczesnej wiedzy nalezy podkresli¢, ze pojmowanie rosliny jako po-
jedynczego, odseparowanego organizmu jest definicja niepetna. Wptyw mikroorganizmow
na fenotyp ros$liny jest na tyle istotny, ze stuszne wydaje si¢ rozszerzenie definicji rosliny,
rozumianej odtad jako ,,wspdlnota organizméw”, tworzona przez rosling i mikrobiote jako
tzw. ,,holobiont” czy ,,superorganizm” (Vandenkoornhuyse i in., 2015; Pathak i in., 2022).

Ostatnia dekada to czas intensywnych badan nad zagadnieniami dotyczacymi interak-
cji pomigdzy roslinami a mikroorganizmami stanowiagcymi ich mikrobiote, m.in. nad czyn-
nikami ksztattujacymi jej strukture gatunkowa, szczeg6lnie w konteks$cie roli systemu im-

munologicznego roslin oraz wykorzystania w praktyce korzystnych wtasciwosci mikroorga-
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nizmoéw. Pelne zrozumienie relacji zachodzacych w obrebie holobiontu roslina — mikroor-
ganizmy, bedzie kluczem do ukierunkowanego 1 praktycznego wykorzystania dobroczyn-

nych mikroorganizmow (Tian i in., 2020; Chialva i in., 2022).

1.2. Endofity — mikroorganizmy kolonizujace wewnetrzne tkanki roslin

Kiedy w 1866 roku niemiecki botanik i mikrobiolog Anton De Bary po raz pierwszy
uzyt terminu ,,endofit” w celu zdefiniowania odkrytych wewnatrz tkanek roslinnych niepa-
togennych mikroorganizméw, wielu wspotczesnych badaczy nadal uwazato, ze w tkankach
zdrowej rosliny nie bytuja zadne mikroorganizmy (Kumar 1 in., 2020). Dzis, cho¢ doktadna
definicja terminu ,,endofit” oraz kierunki jej rozwoju podlegaja cigglym dyskusjom, spo-
teczno$¢ naukowcow akceptuje definicje zredagowang wg Hardoima i wsp. (2015), obejmu-
jaca wszystkie organizmy, ktore przynajmniej cze$¢ cyklu zyciowego realizujg wewnatrz
tkanek roslinnych, nie powodujac przy tym objawow chorobowych u partnera roslinnego
(Card 1 in., 2016; Mishra 1 in., 2021). Wystgpowanie mikrobioty endofitycznej jest zjawi-
skiem na tyle powszechnym u ro$lin, ze ewentualny brak bakterii endofitycznych wewnatrz
konkretnej rosliny, nalezatoby rozpatrywac jako osobliwy wyjatek (Partida-Martinez i Heil,
2011; Dudeja 1 Giri, 2014). Stanowigce wewngtrzng (endosferyczng) mikrobiote endofity
zwyczajowo zalicza si¢ do dwoch grup: endofitéw wlasciwych (obligatoryjnych) oraz prze;j-
sciowych (fakultatywnych). Endofity wlasciwe charakteryzuja si¢ stala obecnoscig we-
wnatrz tkanek rosliny; w zwigzku z wertykalnym sposobem zasiedlania roslin (z rosliny ma-
tecznej na rosliny potomne), wykazuja opornos¢ na dziatanie metabolitow roslinnych oraz
pozostajg w statych zaleznosciach mutualistycznych z partnerem roslinnym, niezaleznie od
warunkow $rodowiska oraz zdrowotnos$ci rosliny. Endofity przej$ciowe to te mikroorgani-
zmy, ktorych przynajmniej cze$¢ cyklu zyciowego przebiega wewnatrz roslin. W zaleznosci
od genotypu gospodarza oraz zmieniajacych si¢ warunkéw wewnetrznych i zewnetrznych
(ostabienie ro$liny, wystgpowanie czynnikow stresowych) moga wykazywac¢ dzialanie an-
tagonistyczne wobec gospodarza, przechodzac od mutualizmu do pasozytnictwa. W przeci-
wienstwie do endofitow obligatoryjnych, zasiedlanie kolejnych roslin, w tym przypadku od-
bywa si¢ gtéwnie poprzez wnikanie mikroorganizmow wolnozyjacych do wnetrza rosliny,
czyli horyzontalnie (Wani i in., 2015; Kumar i in., 2020).

Badania dotyczace mikroorganizméw endofitycznych nabieraja szczegdlnego znacze-

nia w kontekscie wykorzystania dobroczynnych mikrobow lub ich metabolitéw w medycy-
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nie oraz przemysle i rolnictwie. Uzytecznos$¢ aplikacyjna stata si¢ przyczynkiem do szer-
szego zainteresowania naukowcow biologig mikroorganizmow endofitycznych, szczegdlnie
w odniesieniu do relacji pomigedzy gospodarzem roslinnym a mikrobiotg endosfery roslinnej
oraz pomig¢dzy poszczeg6lnymi grupami mikroorganizméw endofitycznych (Fig. 2). Zasto-
sowanie nowoczesnych technik, szczegdlnie interdyscyplinarnej systeomiki, pozwala dzi$
na zrozumienie oraz identyfikacj¢ genetycznych i metabolicznych podstaw interakcji po-
miedzy partnerem roslinnym oraz mikroorganizmami endofitycznymi (Wani i in., 2015; Ti-

wari i in., 2023).

— wplyw endofitow
na promowanie wzrostu
roslin i tolerancji stresoréw

efekt symbiozy na wtorny
— metabolizm gospodarza
roslinnego

interakcje roslina — endofit |
(plant-microbe interactions)

efekt symbiozy na wtorny
metabolizm organizmu
endofitycznego

endofity L
— glowne kierunki badan

metabolity
gospodarza roslinnego

wykorzystanie w
przemysle i medycynie
— (bioprospecting)

metabolity organizmow
endofitycznych

lotne zwiazki organiczne

Fig. 2. Gléwne kierunki badan endofitow (na podstawie: Wani i in., 2015)

Nalezy jednak podkresli¢, ze pomimo stosowania zaawansowanych technik 1 metod
badawczych, fenomen interakcji pomigdzy roslinami a endofitami oraz pomig¢dzy poszcze-
golnymi grupami endofitdw nie zostat jeszcze w pelni wyjasniony (Afzal i in., 2019; Tiwari
1 in., 2023), za$ dotychczas wykorzystywane techniki badawcze, obejmujace metody ho-

dowlane oraz testy ro$linne, wciaz stanowia wazny 1 integralny element badan interakcji
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ros$lin oraz endofitdw, stanowigc uzupelnienie systeomiki (biomiki) (Papik i in., 2020;

Orozco-Mosqueda i Santoyo, 2021).

1.3. Bakterie endofityczne

Aplikacyjny charakter badan nad biologia endofitow, znajduje odzwierciedlenie w
prowadzonych od dekad badaniach nad praktycznym wykorzystaniem dobroczynnych
szczepdw bakterii endofitycznych, ze szczegdlnym uwzglednieniem wykorzystywania pro-
duktow przemian metabolicznych tych bakterii oraz ich korzystnych wtasciwosci w promo-
waniu wzrostu i rozwoju roslin (Glick i in., 2020a; Eid i in., 2021). Szacuje si¢, ze dotych-
czas scharakteryzowane szczepy bakterii endofitycznych, nalezace zarowno do grupy bak-
terii wykazujacych wzrost na podtozach mikrobiologicznych oraz VBNC (,,zywe, lecz nie-
dajace si¢ hodowac”, ang. viable but nonculturable state), reprezentujg ponad 200 r6znych
rodzajow, nalezacych do 23 typow. Najliczniej reprezentowany jest typ Proteobacteria (po-
nad potowa wszystkich sklasyfikowanych endofitoéw bakteryjnych); nastepnie typ Actino-
bacteria (promieniowce), typ Firmicutes oraz typ Bacteroidetes (Fig. 3). Do najliczniej re-
prezentowanych rodzajow zalicza si¢ nalezace do typu Proteobacteria rodzaje: Pseudomo-
nas, Enterobacter, Pantoea, Stenotrophomonas, Acinetobacter, Serratia, Rhizobium, Bra-
dyrhizobium, Methylobacterium, Sphingomonas, Burkholderia, Massilia, Variovorax oraz
Collimonas. Typ Actinobacteria reprezentujg rodzaje: Streptomyces, Microbacterium, My-
cobacterium, Arthrobacter oraz Curtobacterium, natomiast do typu Firmicutes nalezg ro-
dzaje: Bacillus, Paenibacillus i Staphylococcus (Malfanova i in., 2013; Hardoim i in., 2015;
Khan i in., 2020).

Proteobacteria
Actinobacteria
Firmicutes
Bacteroidetes
pozostale

Fig. 3. Procentowy udziat poszczegdlnych typoéw bakterii w zbiorowosci scharakteryzowanych do-

tychczas szczepdw bakterii endofitycznych (na podstawie: Hardoim i in., 2015; Khan i in., 2020)
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Struktura gatunkowa bakterii wchodzacych w sktad mikrobioty endofitycznej zmienia
si¢ w wyniku dziatania wielu czynnikow, poczynajac od gatunku rosliny oraz jej genotypu,
typu gleby oraz ewentualnych zabiegdw agrotechnicznych, szerokosci geograficznej, zdro-
wotnosci rosliny, czy fazy jej rozwoju (Edwards i in., 2015; Naylor i in., 2017). W efekcie
wzajemnego oddzialywania czynnikoéw biotycznych i abiotycznych, struktura gatunkowa
mikrobioty endofitycznej podlega licznym fluktuacjom; nie nalezy wigc oczekiwac, iz nale-
zace do tego samego gatunku rosliny uprawiane w tym samym typie gleby, charakteryzowac
si¢ bedg identycznym skladem gatunkowym bakterii endofitycznych (Germida 1 in., 1998;
Siciliano i in., 2001).

1.4. Charakterystyka interakcji roslina — bakterie endofityczne
1.4.1. Kolonizacja wewnetrznych tkanek roslinnych przez bakterie

Proces kolonizacji wewnetrznych tkanek roslinnych przez szczepy bakteryjne jest wie-
loetapowy (Fig. 4) 1 polega na wzajemnej komunikacji pomiedzy komorkami bakterii a part-
nerem roslinnym, dokonujacej si¢ na poziomie molekularnym i sekrecyjnym. W przypadku
bakterii, o mozliwo$ci komunikacji z ro§linami decyduja tzw. zdolnosci kolonizacyjne (ang.
colonization traits): obecnos$¢ dwusktadnikowego systemu regulacyjnego (ang. two-compo-
nent regulatory system), zdolno$¢ do aktywnego ruchu, chemotaksji oraz formowania bio-
filmu; ponadto obecno$¢ struktur komérkowych takich jak flagelle oraz pilusy. Kolonizacja
wewnetrznych tkanek roslin przez szczepy bakteryjne dokonuje si¢ zazwyczaj poprzez wni-
kanie bakterii do przestrzeni migdzykomorkowych wewnetrznych tkanek korzenia, skad

moga one migrowac¢ do innych czgsci gospodarza roslinnego (Kumar i in., 2020; Noman 1

in., 2021).

adhezja
i namnazanie

na powierzchni

korzeni

wytwarzanie
wydzielin
korzeniowych

wnikanie do kolonizacja
wewnetrznych nadziemnych
tkanek czesci roslin

Fig. 4. Etapy procesu kolonizacji wewngtrznych tkanek roslinnych przez bakterie endofityczne

(na podstawie: Kumar i in., 2020)
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1.4.1.1. Kolonizacja przez korzenie

Sygnatem do rozpoczecia kolonizacji tkanek korzenia jest zapoczatkowywany przez
ro$ling proces wytwarzania wydzielin korzeniowych — zwigzkdéw chemicznych o charakte-
rze selektywnych, organicznych chemoatraktantéw. Wydzielane szczegdlnie przez wtosniki
oraz szczytowe czeSci nowo powstajacych korzeni substancje (gléwnie weglowodory, li-
pidy, fenole, aminokwasy oraz flawonoidy i strigolaktony), moga by¢ wykorzystywane
przez bakterie jako zrédto energii i sktadnikéw odzywczych, co umozliwia ich rozwéj w
bezposredniej bliskosci tkanek okrywajacych korzenie oraz — w pdzniejszym etapie — adhe-
zje do komorek ryzodermy. Co wazne, sktad chemiczny wydzielin korzeniowych rozni si¢
nie tylko w zaleznos$ci od genotypu rosliny, ale takze jej kondycji fizjologicznej (wiek, zdro-
wotnos¢), co pozwala na aktywne modelowanie sktadu mikrobioty endofitycznej przez part-
nera ro$linnego (Sharma i in., 2020; Taulé i in., 2021).

Obecnos¢ wydzielin korzeniowych umozliwia promowanie wzrostu wielu szczepow
bakterii, wykazujacych dodatnig chemotaksje w stosunku do wytwarzanych przez rosling
substancji. Pomimo to, adhezja komorek bakteryjnych do powierzchni rosliny jest newral-
gicznym etapem kolonizacji i tylko szczepy zdolne do wytworzenia biofilmu i/lub zagrego-
wania komoérek bakteryjnych na powierzchni tkanki okrywajacej korzen moga w sposob
skuteczny skolonizowa¢ wnetrze rosliny. Na tym etapie, bakterie wykazuja daleko posunigta
adaptacje do warunkéw srodowiskowych panujacych w ryzoplanie. Kluczowg role w proce-
sie adhezji odgrywajg rowniez struktury komérkowe: flagelle, fimbrie oraz pilusy; ponadto
wydzielany EPS (egzopolisacharyd), obecnos$¢ LPS (lipopolisacharyd) oraz biatka btony ze-
wnetrznej (w tym poryny) ulatwiajg konstytuowanie si¢ komorek bakteryjnych na po-
wierzchni skorki korzenia (Bogino i in., 2013; Pinski i in., 2019).

Whikanie bakterii do wnetrza roslin z zasady odbywa si¢ w sposob pasywny, cz¢sto
poprzez przenikanie w miejscach naturalnych otar¢ powstatych w efekcie intensywnego
wzrostu komorek wio$nikowych lub w miejscach wzrostu apikalnego nowopowstajacych
korzeni bocznych. Ponadto, bakterie moga penetrowaé korzenie w sposob aktywny, dzigki
wytwarzaniu enzymow degradujacych $ciang komorkowa, tzw. CWDEs (ang. cel-wall de-
grade ensymes) takich jak endoglukanazy oraz pektynazy, zaangazowanych w degradacje
polimerow $cian komorkowych komorek korzenia. Co ciekawe, zdolnos¢ do produkcji
CWDE jest cechg wspolna dla endofitow oraz fitopatogenow, jednak jak zauwazaja Bulga-
relli i wsp. (2013) oraz Afzal i wsp. (2019), w przypadku bakterii endofitycznych ilo$¢ pro-
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dukowanych CWDE:s jest mniejsza niz w przypadku fitopatogenow i zazwyczaj nie prowa-
dzi do indukowania odpowiedzi systemoéw obronnych rosliny-gospodarza.

Migracja bakterii do oddalonych czesci roslin odbywa si¢ systemicznie, z wykorzysta-
niem elementéw ksylemu oraz tzw. strumienia transpiracyjnego, polegajacego na statej mi-
gracji wody z korzeni i przemieszczaniu jej w kierunku lisci, bedacych zarazem najczgst-
szym miejscem lokowania si¢ bakterii endofitycznych w nadziemnych czg$ciach roslin
(Afzal iin., 2019). Nalezy podkresli¢, ze istotnym czynnikiem utatwiajagcym czy umozliwia-
jacym migracje bakterii sg ich wlasne struktury komoérkowe, takie jak flagelle oraz pilusy
(Kumar i in., 2020). W naturalnych warunkach, liczba CFU (jednostek tworzacych kolonig,
ang. colony forming unit) bakterii w czgsciach nadziemnych roslin jest o wiele mniejsza, niz
w tkankach korzeni i siega od 10® do10* CFU/g $wiezej masy. Szacuje sie, ze liczebno$é
endofitow wewnatrz korzeni waha sie pomiedzy 10%a 108 CFU/g $éwiezej masy korzeni.
Liczby te wyraZnie kontrastujg z szacowang liczebnos$cig bakterii w ryzosferze oraz w glebie
— liczebnoé¢ miedzy 108 a 10° CFU/g (Compant i in., 2010; Bulgarelli i in., 2013). Co wazne,
kolonizacja tkanek korzenia nie musi pocigga¢ za sobg transmisji bakterii do dalej oddalo-
nych tkanek (Prieto i in., 2011).

1.4.1.2. Kolonizacja przez cze$ci nadziemne

Mechanizm kolonizacji endosfery ro$lin poprzez organy nadziemne pozostaje stosun-
kowo stabo poznanym procesem, charakterystycznym raczej dla mikroorganizmow fitopa-
togennych, niz dla endofitow. Zrodtem mikroorganizméw jest mikrobiota fyllosfery, w tym
bakterie lub spory przenoszone przez wiatr, deszcz czy owady. Proces wnikania moze od-
bywac si¢ przez naturalne otwory w tkankach okrywajacych, czyli aparaty szparkowe, hy-
datody, a nawet organy rozmnazania generatywnego lub w przypadku ro$lin okrytonasien-
nych — owoce. Co wigcej, bakterie moga takze wnika¢ do wnetrza roslin poprzez otwory
powstajace pod wplywem czynnikéw biotycznych i abiotycznych, szczegdlnie poprzez
uszkodzenia mechaniczne spowodowane przez czynniki atmosferyczne lub zerowanie

szkodnikow (Bodenhausen i in., 2013).
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1.4.2. Rola systemu immunologicznego rosliny w ksztaltowaniu struktury

mikrobioty endofitycznej

Naruszenie integralno$ci tkanek rosliny skutkuje uruchomieniem reakcji obronnych,
bedacych jednym z wielu elementéw systemu odpornosciowego roslin. W wielu przypad-
kach, reakcja immunologiczna partnera roslinnego uniemozliwia penetracj¢ endosfery przez
endofity oraz wytworzenie si¢ Scistych interakcji roslina — endofit. Jednocze$nie wiadomo,
ze wnikajace do wnetrza tkanek roslinnych bakterie endofityczne nie zaburzaja homeostazy
gospodarza roslinnego, cho¢ roéznice pomiedzy bakteriami endofitycznymi a patogennymi
mogg by¢ nieznaczne (Lopez-Fernandez i in., 2015; Sheibani-Tezerji i in., 2015). Wydaje
si¢, ze istotng role w procesie identyfikacji bakterii jako potencjalnych endofitow (w odroz-
nieniu od potencjalnych fitopatogenow) odgrywa wiasnie system odpornosciowy roslin (Fe-
sel i Zuccaro, 2016).

Kolonizujace powierzchnie roslin czy tkanki wewnetrzne mikroorganizmy, charakte-
ryzuja si¢ wystepowaniem tzw. molekularnych wzorcéw zwigzanych z patogenami (PAMP,
ang. pathogen-associated molecular patterns) lub w przypadku innych drobnoustrojéw, mo-
lekularnych wzorcow zwigzanych z mikroorganizmami (MAMP, ang. microbe-associated
molecular patterns). Wsrod nich szczeg6lng role odgrywaja flagelle, LPS, EPS czy wcho-
dzacy w sktad $ciany komoérkowej peptydoglikan. Komorki roslinne, dzigki obecnosci bto-
nowych receptorow okreslanych jako receptory rozpoznajgce wzorce molekularne (PRR,
ang. pattern recognition receptors) wigzace czasteczki typu MAMP/PAMP, wykazuja zdol-
no$¢ do rozpoznawania zagrozen zwigzanych z atakiem patogenéw (PAMP), w wyniku
czego uruchomione zostajg mechanizmy obronne, wspottworzace tzw. pierwsza lini¢
obrony: produkcja reaktywnych form tlenu (ROS, ang. reactive oxygen species), wytwarza-
nie okreslonych metabolitéw wtornych oraz aktywacja genéw zwigzanych z reakcjami od-
porno$ciowymi (Pinski i in., 2019; Dubey i in., 2020; Kumar i in., 2020). W przypadku
roslinnej odpowiedzi na MAMP bakterii endofitycznych, zazwyczaj nie dochodzi do silnych
reakcji obronnych (lub nie wystgpuja weale). W toku koewolucji z ro§linami, endofity wy-
ksztatcity bowiem zdolnos$¢ do ,,unikania” indukcji systemu immunologicznego, chociazby
poprzez wytwarzanie substancji cze$ciowo maskujgcych wtasne MAMP czy produkowanie
enzymow antyoksydacyjnych, zdolnych do czgsciowej obrony przed ROS (Alquéres i in.,
2013; Fukami i in., 2016; Deng i in., 2019).
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1.4.3. Mechanizmy promowania wzrostu roslin przez bakterie endofi-

tyczne

Bakterie endofityczne promujace wzrost roslin stanowia szczeg6lng czes¢ szerszej
grupy dobroczynnych mikroorganizméw, tzw. bakterii promujacych wzrost roslin (ang.
plant growth promoting bacteria, PGPB) i jako takie, charakteryzujg si¢ zdolnoscig do rea-
lizowania niejednokrotnie takich samych mechanizméw promowania wzrostu gospodarza
ros$linnego, jak pozostale PGPB. Nalezy jednak podkresli¢, ze o ile w przypadku grupy
PGPB, zrozumienie istoty tych mechanizméw w duzej mierze zawdzigcza si¢ badaniom
zwigzanym z bakteriami glebowymi, o tyle w przypadku bakterii endofitycznych, w wielu
przypadkach pozostaja one nie w peini wyjasnione (Etesami i in., 2017).

Bakterie endofityczne mogg promowac wzrost gospodarza roslinnego w sposéb bez-
posredni lub posredni (Fig. 5); to rozr6znienie, stato si¢ podstawg do szeroko akceptowanego
podzialu poznanych jak dotad mechanizmoéw promowania wzrostu roslin (Santoyo 1 in.,

2016; Prasad i in., 2020).

MECHANIZMY

MECHANIZMY POSREDNIE

BEZPOSREDNIE

zwigkszanie tolerancji
<+—— roflin na dziatanie
stresorow abiotycznych i

udostepnianic )
biotycznych

Skiadnikowak——
imineralnych

biokontrola organizméw

<«—— fitopatogennych
1 szkodnikow

produkcjalsubstancji \ /)
olcharakterzc )W\
e

Fig. 5. Bezposrednie i posrednie mechanizmy promowania wzrostu roslin przez bakterie endofi-

tyczne (na podstawie: Santoyo i in., 2016; Prasad i in., 2020)
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1.4.3.1. Mechanizmy bezposrednie

Bezposrednie mechanizmy promowania wzrostu ro$lin przez bakterie endofityczne
obejmuja szereg reakcji biochemicznych, zwigzanych z udostepnianiem roslinom sktadni-
koéw mineralnych oraz produkcja substancji chemicznych, petnigcych w roslinie role hormo-

now roslinnych (Fig. 6).

wigzanie azotu atmosferycznego

udostepnianie skladnikow

. uwalnianie jonow potasu i fosforu
mineralnych

sekwestracja jonow zZelaza

produkcja auksyn

produkcja substancji

] produkcja giberelin i cytokinin
o charakterze fitohormonow

produkcja kwasu abscysynowego

Fig. 6. Bezpo$rednie mechanizmy promowania wzrostu ro$lin przez bakterie endofityczne

(opracowanie wilasne)

Udostepnianie skladnikow mineralnych

Azot (N) jest jednym z pierwiastkdw biogennych, ktorego niedobor w sposéb istotny
ogranicza zdolnosci plonotworcze roslin. Dominujaca w przyrodzie forma tego pierwiastka
jest forma gazowa (N2), ktora cho¢ biologicznie niedostepna dla roslin, moze by¢ w sposob
efektywny przeksztatcania przez niektore bakterie do postaci amoniaku (NH3z), ktorego jony
sa w pelni przyswajalne przez rosliny. Proces biologicznego wigzania (redukcji) azotu at-
mosferycznego przez bakterie endofityczne mozliwy jest dzigki obecnosci w komorkach
bakteryjnych kompleksu enzymatycznego zwanego nitrogenazg. Enzym ten, wrazliwy na
dziatanie tlenu czasteczkowego, sktada si¢ z dwoch komponentow — nitrogenazy oraz re-
duktazy nitrogenazowe;j. Nitrogenaza, nazywana biatkiem Mo-Fe, charakteryzuje si¢ obec-
no$cig jonow molibdenu, zelaza i siarki, cho¢ znane sa roOwniez alternatywne wersje tego
biatka, zawierajace jedynie zelazo i siarke lub wanad, Zelazo i siarke. Nitrogenaza odpo-
wiada za redukcj¢ azotu czasteczkowego do amoniaku. Rozerwanie potrdjnego, kowalen-

cyjnego wigzania wystepujacego pomigdzy atomami pojedynczej czasteczki azotu (N=N)
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jest procesem kosztownym energetycznie i odbywa si¢ z wykorzystaniem energii pochodza-

cej z hydrolizy 16 czasteczek adenozynotrifosforanu (ATP), wedlug wzoru:
N2 + 8H" + 8e” + 16ATP — 2NH3 + Hy + 16 ADP + 16Pi

Reduktaza nitrogenazowa, zwana rowniez biatkiem Fe, zawiera w swojej strukturze jony
zelaza oraz siarki, i odpowiada za transport elektronow z donora (ferrodoksyna) na akceptor,
ktoérym jest utleniona dinitrogenaza, przez co przywrocony zostaje jej pierwotny charakter
oraz zdolno$¢ do ponownego katalizowania reakcji redukcji azotu czasteczkowego. Zdolne
do diazotrofii bakterie endofityczne (zwane diazotrofami), uwazane sa za szczegdlne zrodto
azotu dla roslin nienalezacych do rodziny bobowate. Co wigcej, endosfera, rozpatrywana
jako siedlisko dla diazotroféow, charakteryzuje si¢ lepszymi warunkami do wigzania azotu
atmosferycznego niz ryzosfera (Demtroder i in., 2019; Li i in., 2019; Rana i in., 2023). Zdol-
nos¢ endofitow do diazotrofii wykazano w przypadku wielu rodzajow, m.in. Azoarcus, Glu-
conacetobacter, Pantoea czy Enterobacter (Cocking i in., 2005; Ullah i in., 2019; Guo i in.,
2020; Singh i in., 2021).

Fosfor (P), jest makroelementem, ktory powszechnie wystepuje w glebie, jednak w
ponad 95 % w formie niedostepnej dla roslin. Jest on pierwiastkiem niezbednym dla prawi-
dtowego wzrostu i rozwoju roslin. Odgrywa wazng role w metabolizmie komorki, migdzy
innymi w procesie fotosyntezy, czy tez akumulowania energii. Zardwno nieorganiczne, jak
1 organiczne zwigzki fosforu mogg by¢ udostepniane roslinom na drodze rozpuszczania czy
mineralizacji za posrednictwem bakterii endofitycznych, wykazujacych zdolnos¢ do pro-
dukcji kwasow organicznych czy enzymow takich jak fosfatazy czy fitazy, uczestniczacych
w hydrolizie form organicznych fosforu. Co wigcej bakterie endofityczne moga przyczyniaé
si¢ do zwigkszania biodostgpnosci fosforu poprzez chelatacj¢ jonoéw odpowiedzialnych za
jego precypitacj¢ (Sharma 1 in., 2013; Prasad i in., 2020; Divjot i in., 2021). Zdolno$¢ do
udostepniania jonéw fosforanowych stwierdzono m.in. u endofitycznych szczepoéw z rodza-
jow Pseudomonas czy Enterobacter (Oteino i in., 2015; Lucero i in., 2021).

Kolejny pierwiastek biogenny — potas (K), niezbedny m.in. w procesach regulacji wy-
miany gazowej oraz transportu wody i sktadnikéw odzywczych wewnatrz roslin, wystgpuje
zazwyczaj w glebie w postaci trudno rozpuszczalnych zwigzkéw nieorganicznych. Podobnie
jak w przypadku fosforu, uwalnianie tego pierwiastka zachodzi przy udziale mikroorgani-

zmo6w, a doktadniej dzieki produkowanym przez nie kwasom organicznym, takim jak kwas
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cytrynowy, jablkowy, szczawiowy czy glukonowy. Chociaz w przypadku nierozpuszczal-
nych form potasu, zdolno$¢ do solubilizacji tych zwigzkow jest raczej domeng bakterii gle-
bowych, bakterie endofityczne, m.in. nalezace do rodzajow Bacillus oraz Pseudomonas,
réwniez moga wykazywac zdolnos¢ do udostgpniania ro§linom tego pierwiastka w formie
tatwo przyswajalnej, tj. jonéw kationowych (K*) (Etesami i in., 2017; Bolivar-Anillo i in.,
2021; Rana i in., 2021).

Zelazo (Fe) pehi role kofaktora w wielu procesach enzymatycznych w roélinie. Jest
roOwniez niezbedne w procesie fotosyntezy oraz akumulacji azotu. Jednym z mechanizméw
utatwiajacych pobieranie tatwo przyswajalnych form tego pierwiastka, uwolnionych z do-
minujgcych w glebie, trudno rozpuszczalnych zwigzkow zelaza (I11), jest produkcja sidero-
forow, produkowanych m.in. przez bakterie endofityczne, w warunkach niskiej zawartosci
biodostepnego zelaza. Siderofory sa niskoczasteczkowymi, organicznymi zwigzkami, kto-
rych podstawowa funkcjg jest chelatowanie jonow zelaza (Fe®") i ich redukcja do jonow
(Fe?"), przez co jony te staja si¢ dostepne dla roslin. Ze wzgledu na charakter strukturalny,
wiekszos$¢ produkowanych sideroforow zalicza si¢ do klasy sideroforow hydroksamowych
(pochodnych kwasow hydroksamowych) lub katecholowych (pochodne fenolu); ponadto,
siderofory jako takie zalicza si¢ do szerszej grupy zwigzkéw zwanych metaloforami, cha-
rakteryzujacych sie¢ wysokim powinowactwem nie tylko do zelaza, ale rowniez do innych
metali (Galazka i in., 2015; Glick, B.R., 2020b). Metalofory produkowane m.in. w celu uta-
twiania pobierania mikroelementow, wykazuja zdolnos¢ do adsorpcji roznych metali i pot-
metali (m.in. jonow AI¥*, Cd?*, Co?*, Cr?*, Cu?*, Hg?*, Mn?*, Ni?*, Pb?*, Zn?"). Metalofory
odgrywajg szczegolng rolg w warunkach wzrostu rosliny w glebie zanieczyszczonej meta-
lami cigzkimi, zwiekszajac tolerancj¢ roslin na stres wywolany obecnosciag szkodliwych
pierwiastkow oraz utatwiajgc bioimmobilizacje metali cigzkich wewnatrz tkanek roslinnych,
co znajduje szczegblne zastosowanie w przypadku tzw. ro§lin hiperakumulatorowych,
szczegollnie przydatnych w procesach fitoremediacji. Co ciekawe, niewielkie ilosci metali
ciezkich mogg nawet stymulowa¢ wzrost bakterii (Kraemer i in., 2014; Cuaxinque-Flores i
in., 2020). Zdolno$¢ do wytwarzania metaloforéw stwierdzono m. in. u endofitycznych
szczepOw nalezacych do rodzajow Micromonospora, Frankia czy Pseudomonas (Chen,
2014; Deicke i in., 2019; Ortazar i in., 2020).

CyKkl ryzofagii (rhizophagy cycle)
Na szczegblng uwage zastuguje proces uzupetniania sktadnikoéw mineralnych przez

ro$liny, zwany cyklem ryzofagii (Fig. 7). Opisany pierwotnie przez Paungfoo-Lonhienne i
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wsp. (2010), cykl ten wydaje si¢ zjawiskiem wlasciwym dla wszystkich roslin wytwarzaja-
cych wlosniki, za$ samo pozyskiwanie zwigzkoéw mineralnych (szczegdlnie azotu oraz mi-
kroelementow) w wyniku cyklu ryzofagii moze by¢ istotnym mechanizmem wspomagaja-
cym wzrost i rozwdj roslin (Verma i in., 2017).

Zyijace w ryzosferze bakterie, namnazajace si¢ w wyniku wykorzystywania wydzielin
korzeniowych, wnikaja do przestrzeni miedzykomérkowych merystemu apikalnego korze-
nia. Bakterie endofityczne zostaja nastepnie uwolnione do przestrzeni peryplazmatycznych
komorek merystemu; tam, w wyniku dziatania reaktywnych form tlenu (ROS, ang. reactive
OXygen species) zostaja pozbawione Sciany komoérkowej i przyjmuja charakterystyczny
ksztatt litery ,,L”.
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Fig. 7. Schematyczny przebieg cyklu ryzofagii

(opracowanie wlasne)
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W miar¢ dojrzewania komorek korzenia, cze$¢ bakterii zostaje ponownie poddawana dzia-
taniu reaktywnych form tlenu powstajacych przy udziale oksydazy NADPH na btonach pla-
zmatycznych komorek korzenia, co prowadzi do uszkodzenia komoérki bakteryjnej i pozy-
skania przez rosling sktadnikow odzywczych. Bakterie, ktore przezyja w komorkach korze-
nia, gromadzg si¢ w szczytowych czgsciach komorek wtosnikowych. Co ciekawe, ich obec-
no$¢ w komorkach wtosnikowych jest obligatoryjna w procesie elongacji wtosnikow. Endo-
fity zostajg nastgpnie uwolnione do srodowiska glebowego poprzez pory w komorkach wio-
snikowych; tu nastepuje proces odbudowy $ciany komorkowej oraz uzupeiniania sktadni-
kéw mineralnych przez bakterie, ktore nastepnie moga zosta¢ ponownie wiaczone do cyklu

(White i in., 2018).

Produkcja substancji o charakterze fitohormonow

Bakterie endofityczne mogg w sposdb bezposredni ingerowac w procesy zwigzane ze
wzrostem 1 rozwojem rosliny poprzez produkcje i sekrecje zwigzkdw chemicznych petnig-
cych w roslinach role hormonow (fitohormondw) oraz regulatorow wzrostu.

Auksyny odpowiadajg za wzrost wydtuzeniowy korzeni oraz czesci nadziemnych. Po-
nadto regulujg wytwarzanie wydzielin korzeniowych oraz uczestniczg w regulacji mechani-
zmoOw obronnych przeciwko fitopatogenom. Biosynteza kwasu indolilo-3-octowego (1AA,
ang. indole-3-acetic acid) oraz zwigzkéw podobnych do IAA (m.in. kwasy indolilo-3-ma-
stowy czy indolilo-3-mlekowy) przez bakterie endofityczne moze przebiega¢ z wykorzysta-
niem co najmniej kilku zachodzacych na siebie szlakow metabolicznych, co dowodzi o istot-
nosci tego mechanizmu dla PGPB (Goswami i in., 2015; Orozco-Mosqueda i in., 2023).
Produkcja duzych ilosci IAA, charakterystyczna raczej dla fitopatogenéw niz PGPE, nie
zawsze jest korzystna dla roslin, moze bowiem skutkowac ich kartowaceniem lub powsta-
waniem narosli (Rashid i in., 2012; Morales-Cedenoi in., 2021). Zdolnos$¢ do produkc;ji auk-
syn jest jednak jedna z charakterystycznych cech endofitycznych PGPB. Jak wykazano, sku-
teczno$¢ w promowaniu wzrostu gospodarza roslinnego wykazano w przypadku rodzaju Ba-
cillus, Pseudomonas, Stenotrophomonas czy Enterobacter (Bhutani i in., 2018; Adeleke i
in., 2022; Tian i in., 2023).

Chociaz do najczesciej produkowanych przez bakterie endofityczne fitohormondw za-
licza si¢ IAA 1 jego pochodne, endofity bakteryjne moga rowniez produkowaé zwiazki o
charakterze aktywnych biologicznie giberelin, cytokinin lub jak w przypadku niektorych
szczepoOw — obydwu hormondéw jednoczesnie, co wykazano m.in. w przypadku opisanego

przez Hamzah i wsp. (2017) szczepu Bacillus amyloliquefaciens LKM-UL. Gibereliny
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uczestniczg w procesach wzrostu siewek, lisci 1 pgdow, rozwoju organdéw generatywnych
oraz opOznianiu starzenia si¢ rosliny. Sposréd ponad stu substancji chemicznych, zaklasyfi-
kowanych do grupy giberelin, jedynie nieliczne zwigzki wykazujg aktywno$¢ biologiczng
wobec roslin, m.in. produkowany przez bakterie endofityczne kwas giberelinowy (GA3). Co
wazne, wplyw giberelin na procesy fizjologiczne zachodzace w roslinie moze si¢ ré6zni¢ w
zalezno$ci od jej gatunku. W przypadku roslin nalezacych do rodziny Fabaceae — gibereliny
uczestniczg w procesie regulacji brodawkowania z udziatem tzw. bakterii ryzobiowych (He-
dden, 2020).

Cytokininy odpowiadajg m.in za dzielenie i réznicowanie si¢ komorek, co w sposob
bezposredni przektada si¢ na opdznianie procesOw starzenia si¢ roslin. Ponadto, stymuluja
elongacje korzeni oraz zwigkszanie odpornosci rosliny na dziatanie stresorow. Wytwarzane
sg zaré6wno przez mikroorganizmy promujace wzrost roslin jak i przez fitopatogeny, jednak
— podobnie jak w przypadku IAA —ilo$ci cytokinin produkowanych przez fitopatogeny pro-
wadzi raczej do zahamowania wzrostu ro$liny niz stymulacji (Glick, 2012). Zdolno$¢ do
syntezy giberelin lub cytokinin wykazano m.in. u endofitéw z rodzajéw Methylobacterium,
Azospirillum, Sphingomonas, Serratia czy Bacillus (Cohen i in., 2009; Shahzad i in., 2016;
Asaf i in., 2017; Jorge i in., 2019).

Kolejnym fitohormonem, ktéry moze by¢ produkowanym przez bakterie jest kwas
abscysynowy (ABA, ang. abscisic acid), pelnigcy szczegdlng role w procesie dojrzewania
nasion oraz w aktywacji mechanizmow obronnych zwigzanych z dziataniem niektorych stre-
soré6w (m.in. stresu wodnego). Inokulacja ryzu (Oryza sativa L.) z wykorzystaniem endofi-
tycznego szczepu Bacillus amyloliquefaciens RWL-1, zdolnego do produkcji ABA w wa-
runkach in vitro, skutkowata zwigkszeniem tolerancji ro$lin na stres solny in planta; po-
dobny efekt uzyskano w przypadku soi (Glycine max L.), inokulowanej endofitycznym
szczepem Curtobacterium sp. SAK1 zdolnym do produkcji kwasu abscysynowego (Shahzad
1in., 2016; Khan i in., 2019; Ali i in., 2021). Zdolnos¢ bakterii endofitycznych do produkc;ji
ABA ma réwniez niebagatelne znaczenie w przypadku proceséw zwigzanych z fitoremedia-
cja. Produkowany przez mikroorganizmy kwas abscysynowy odpowiada za zwiekszenie to-
lerancji roslin na stres zwigzany z obecnoscig metali cigzkich w podtozu poprzez zmniejsze-
nie akumulacji metali wewnatrz rosliny. Mechanizm ten, zwigzany z promowaniem wzrostu
gospodarza roslinnego, moze okazac si¢ niepozadany w przypadku wykorzystywania w pro-
cesach remediacji terendw skazonych z wykorzystaniem ro$lin hiperakumulatorowych, kto-
rych dziatanie opiera si¢ m.in. na bioakumulacji zanieczyszczen wewnatrz tkanek roslinnych

(Luiin., 2020).
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1.4.3.2. Mechanizmy posrednie

Bakterie endofityczne moga wykazywac¢ zdolno$¢ do promowania wzrostu gospoda-
rza ro$linnego w sposob posredni, przyczyniajac si¢ zwigkszenia tolerancji rosliny na dzia-
tanie stresoréw biotycznych i abiotycznych. Dodatkowo, bakterie endofityczne mogg pro-
mowac wzrost roslin poprzez szeroko pojeta biokontrole szkodliwych organizméw, w szcze-

goblnosci fitopatogenow oraz szkodnikow roslin (Fig. 8).

deaminacja ACC

zwiekszanie tolerancji roslin
na dzialanie stresorow abiotycznych
i biotycznych

wywotywanie odpornosci
systemicznej ISR

remediacja gleb zanieczyszczonych

__ produkcja zawiazkow
antagonistycznych wobec patogenow

1 produkcja lotnych zwiazkow
biokontrola organizmow organicznych i nicorganicznych
fitopatogennych i szkodnikéw

. konkurencja o sktadniki odzywcze
oraz siedlisko z patogenami

L. produkcja enzymoéw degradujacych
sciane komorkowa patogenow

Fig. 8. Posrednie mechanizmy promowania wzrostu roslin przez bakterie endofityczne

(opracowanie wlasne)

Zwigkszanie tolerancji roslin na dzialanie stresoréw abiotycznych i biotycznych
Ekspozycja roslin na niekorzystne czynniki srodowiska skutkuje tzw. stanem stresu
ro$liny. Susza, zalanie, zasolenie, niedobor sktadnikow mineralnych, ekstremalne tempera-
tury (stresory abiotyczne) czy atak mikroorganizmdw fitopatogennych lub szkodnikéw (stre-
sory biotyczne) moga powodowa¢ powazne zachwianie homeostazy rosliny, co w konse-
kwencji prowadzi do jej zamierania (Liu 1 in., 2020). Jedna z kluczowych funkcji, jaka bak-
terie endofityczne mogg petni¢ w warunkach stresu jest zdolno$¢ do zwigkszania tolerancji
gospodarza ro$linnego na niekorzystne warunki srodowiskowe m.in. poprzez rozklad ety-
lenu (Glick, 2020a; Orozco-Mosqueda i in., 2023). Etylen to gazowy fitohormon, petnigcy
w roslinie wiele funkcji, zwigzanych m.in. z synteza antocyjanow, transportem auksyn czy

pobudzaniem procesu kietkowania nasion. Etylen odpowiada réwniez za procesy starzenia
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si¢ roslin i jako tzw. hormon stresu, wytwarzany jest w odpowiedzi na pojawienie si¢ stre-
sorow biotycznych i abiotycznych, przy czym zar6wno nadmierne ilosci etylenu, jak tez
kwasu 1-aminocyklopropano-1-karboksylowego (ACC, ang. l-aminocyclopropane-1-
carboxylic acid), bedacego prekursorem etylenu, wywotuja szereg reakcji fizjologicznych,
prowadzacych do stopniowego zamierania rosliny (Vanderstraeten i in., 2019). Biosynteza
etylenu w tkankach roslinnych rozpoczyna si¢ od konwersji S-adenozylometioniny (SAM,
ang. S-adenozylmethionine) do kwasu 1-aminocyklopropano-1-karboksylowego, ktory na-
stepnie przeksztatcany jest przy udziale enzymu oksydazy ACC do gazowego etylenu. Roz-
ktad ACC, zachodzacy przy udziale enzymu deaminazy ACC skutkuje wigc zmniejszeniem
koncowej ilosci wytwarzanego fitohormonu, za§ w wyniku tej reakcji powstaje a-ketoma-
Slan oraz amoniak, ktoéry z powodzeniem moze by¢ wykorzystywany przez ostabione wy-
stepowaniem dlugotrwatego stresu rosliny jako zrodto azotu (Glick, 2014). Zdolnos$¢ do roz-
ktadu ACC wykazano migdzy innymi u endofitycznych szczepdw reprezentujacych rodzaje
Sphingomonas, Methylobacterium czy Arthrobacter (Alemneh i in., 2021; Choudhury i in.,
2021; Sriwati i in., 2023).

Kolonizujace wewnetrzne tkanki roslin bakterie endofityczne, mogg wywotywac u go-
spodarza roslinnego szereg niespecyficznych reakcji obronnych przeciwko innym mikroor-
ganizmom (fitopatogenom) oraz szkodnikom (tzw. odpornos¢ horyzontalna) przygotowujac
W ten sposob rosling na ewentualny stres biotyczny. Dzigki produkeji zwigzkéw chemicz-
nych, bedacych w istocie czasteczkami sygnatlowymi zaangazowanymi w indukcje roslin-
nych mechanizméw obronnych, endofity bakteryjne moga wyzwala¢ tzw. indukowang od-
pornos¢ systemiczng (ISR, ang. induced systemic resistance) (Miliute i in., 2015; Oukala i
in., 2021). Wyzwalanie mechanizméw ISR, zwigzanych m.in. z intensyfikacja procesu li-
gnifikacji $cian komérkowych rosliny oraz zwigkszeniem aktywnosci enzymdw peroksy-
dazy i dysmutazy ponadtlenkowej, nastgpuje w efekcie produkcji kwasu jasmonowego lub
etylenu, chociaz w przypadku indukcji systemicznych mechanizméw obronnych przez bak-
terie endofityczne, molekularne podtoze wywolywania ISR wydaje si¢ bardziej skompliko-
wane. W ostatnich latach wykazano, ze bakterie endofityczne moga wywotywac ISR takze
poprzez produkcj¢ kwasu salicylowego, zaangazowanego przede wszystkim w indukcje na-
bytej odpornosci systemicznej (SAR, ang. systemic acquired resistance), uruchamianej w
odpowiedzi na atak fitopatogendw czy szkodnikéw. Indukcje ISR poprzez produkcje SA
wykazano w przypadku Gluconacetobacter diazotrophicus (Pieterse i in., 2014, Jacob i in.,

2020; Srebot i in., 2023). Jak wykazano na przyktadzie bakterii z grupy PGPB, do elicytorow

33



Wstep

ISR nalezy zaliczy¢ rowniez komponenty komorkowe bakterii, m.in. flagelle, LPS czy side-
rofory (Rumyantsev i in., 2023). Nalezy jednak podkresli¢, iz zdolno$¢ szczepow endofi-
tycznych bakterii do wzbudzania ISR odnosi si¢ raczej do konkretnego genotypu rosliny i
jako taka moze nie wywotywacé podobnego skutku w wyniku inokulacji innych gatunkow
roslin z wykorzystaniem tych samych szczepow (Bakker i in., 2007; Glick, 2020c). Wyzwa-
lanie ISR gospodarza roslinnego, jakkolwiek wciaz pozostawia wiele niejasnosci, potwier-
dzono m.in. w przypadku endofitow nalezacych do rodzajow Bacillus czy Micromonospora
(Martinez-Hidalgo i in., 2015; Hossain i in., 2019).

Wykorzystanie endofitow bakteryjnych w remediacji gleb skazonych

Istotng cechg niektorych gatunkéw bakterii endofitycznych, jest promowanie wzrostu
ros$lin wykorzystywanych w procesie fitoremediacji. Istotg tej techniki jest remediacja $ro-
dowisk zanieczyszczonych zarowno w sposob naturalny, jak 1 w efekcie przemian antropo-
genicznych, zwigzanych m.in z industrializacjg czy urbanizacja. Dzigki wykorzystaniu tzw.
roslin hiperakumulatorowych, charakteryzujacych si¢ wysoka tolerancja na znajdujace si¢
w srodowisku zanieczyszczenia oraz zdolnoscig do ich akumulowania wewnatrz tkanek ro-
slinnych, mozliwe staje si¢ usuwanie takich zanieczyszczen jak metale cigzkie, pozostatosci
herbicydow czy substancji organicznych, m.in. weglowodorow ropopochodnych (PHs, ang.
petroleum hydrocarbons) czy cyklicznych weglowodorow aromatycznych (PAHSs, ang.
polycyclic aromatic hydrocarbons). Co wazne, fitoremediacja jest w petni ekologiczna, po-
wszechnie akceptowalng technika remediacji, charakteryzujacg si¢ skuteczno$cig oraz sto-
sunkowo niskimi naktadami ekonomicznymi, co w sposob jednoznaczny przemawia za wy-
korzystywaniem tej techniki w praktyce. Szczegdlnym typem fitoremediacji jest tzw. fitore-
mediacja wspomagana mikroorganizmami, w tym szczepami bakterii endofitycznych (Feng
i in., 2017b; Kafle i in., 2022; Pouresmaieli i in., 2022).

Wykorzystywane w fitoremediacji rosliny pobieraja zanieczyszczenia gtdéwnie po-
przez korzenie w celu ich zakumulowania lub degradacji wewnatrz tkanek ro§linnych, m.in.
w procesie fitotransformacji (transformacji toksycznych substancji w celu zmniejszenia ich
toksycznosci z udzialem enzymow roslinnych), fitowolatylizacji (polegajacej na przemianie
niektorych substancji w zwigzki lotne 1 uwolnienie do atmosfery) lub przemianom zwigza-
nym z dzialalno$cig mikroorganizmow endofitycznych (Ijaz i in., 2015). Rozwijajace si¢
wewnatrz rosliny bakterie, dzigki mozliwosci rozwoju w siedlisku o mniejszej presji srodo-
wiskowej w poroéwnaniu do mikrobioty stanowigcej edafon, moga w sposéb bardziej efek-

tywny uczestniczy¢ w procesie biodegradacji zanieczyszczen wewnatrz tkanek roslinnych
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(Stepniewska i Kuzniar, 2013). Bakterie endofityczne mogg uczestniczy¢ w procesach bio-
akumulacji niebezpiecznych substancji, polegajacych na inkorporacji toksycznych zwigz-
kéw do wnetrza komorek bakteryjnych, co umozliwia czasowe wycofanie tych substancji z
obiegu wewnatrz rosliny. Dzigki wytwarzanym enzymom, takim jak hydrolazy, transferazy,
katalazy czy peroksydazy, bakterie uczestniczg w bezposredniej degradacji lub stabilizacji
ztozonych zwigzkéw chemicznych, umozliwiajac m.in. ich inkorporacje przez rosliny. Co
wigcej, bakterie nie dziatajg ,,w pojedynke” ale w uktadzie roslina — mikroorganizmy,
uczestniczgc w procesach degradacji toksycznych zwigzkéw chemicznych w ramach tzw.
kometabolizmu, gdy produkt metabolizmu jednego gatunku, staje si¢ substratem w proce-
sach degradacji realizowanych przez inne gatunki. Dzigki aktywnoS$ci enzymatycznej bak-
terii endofitycznych, zakumulowane w ro$linie toksyczne zwigzki organiczne mogg zostac
zmineralizowane, a nastepnie wykorzystane do budowy biomasy ro$liny. Ponadto, bakterie
endofityczne moga uczestniczy¢ w degradacji zakumulowanych w roslinie lotnych zwigz-
koéw organicznych, ktore zanim zostang uwolnione do atmosfery, zalegaja w przestrzeniach
miedzykomorkowych rosliny. W przypadku zanieczyszczen zwigzanych z wystgpowaniem
w glebie metali cigzkich, bakterie przyczyniajg si¢ do ich ekstrakeji poprzez produkcje me-
taloforow, jak réwniez poprzez syntezg utatwiajacych demineralizacje gleby kwaséw orga-
nicznych oraz zdolnych do redukcji napigcia powierzchniowego biosurfaktantow, uczestni-
czacych w akumulacji zanieczyszczen. Co wigcej, bakterie endofityczne mogg przyczyniaé
si¢ do zwickszonej bioakumulacji jonow metali wewnatrz tkanek roslinnych, m.in. dzigki
wytwarzaniu substancji biatkowych (poryny, biatka transportowe, metalotioneiny). Zwigzki
te uczestniczg w procesach zwigzanych ze zmniejszeniem fitotoksycznosci pobranych przez
ro$ling jondw, przez co ich pobieranie przez rosling moze by¢ bardziej efektowne (Weyens
i in., 2010; Yu i Powles, 2014; Choppala i in., 2014; He i in., 2020; Gavrilescu, 2022). Nie
nalezy zapomina¢, ze obecnos$¢ endofitycznych PGPB wewnatrz roslin wykorzystywanych
w procesach fitoremediacji, wigze si¢ rowniez z innymi, ,,tradycyjnymi’ procesami promo-
wania wzrostu roslin. Bakterie mogg ulatwia¢ wzrost partnera ro§linnego poprzez utatwianie
pobierania sktadnikéw mineralnych (azot, fosfor, potas), czy produkcje fitohormonow
(szczegolnie auksyn) przy jednoczesnym zwigkszeniu tolerancji rosliny na stres wywotany
obecnoscia chemicznych zanieczyszczen, m.in. poprzez produkcje deaminazy ACC.
Wykazano, ze szczepy nalezace do rodzajow Bacillus, Enterobacter, Pantoea, Pseu-
domonas czy Serratia wykazuja zdolno$¢ do promowania wzrostu roslin narazonych na stres

spowodowany obecnoscia toksycznych metali w glebie (Mello 1 in., 2020; Ma i in., 2022).
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Podobnie udowodniono, ze nalezace do rodzajow Sphingomonas oraz Enterobacter endofi-
tyczne izolaty bakteryjne wykazuja zdolno$¢ do degradacji chloropiryfosu, bedacego sub-
stancja czynng popularnych niegdys insektycydow (Li i in., 2007; Feng i in., 2017a; Prodhan
i in., 2023). Ponadto, jak donosza Mitter i wsp. (2019) oraz Fang i wsp. (2023), bakterie z
rodzaju Pseudomonas czy Bacillus wykazuja zdolno$¢ do degradacji niebezpiecznych dla
srodowiska weglowodoréw, promujgc wzrost inokulowanych roslin uprawianych odpo-
wiednio w glebie zanieczyszczonej olejem napedowym lub pierscieniowym weglowodorem

— fenantrenem.

Biokontrola organizmow fitopatogennych i szkodnikéw

Endofity bakteryjne moga skutecznie ogranicza¢ rozwqj fitopatogendéw oraz szkodni-
kow roslin. Dzigki zdolnosci do produkcji zwigzkow o charakterze antagonistycznym wzgle-
dem fitopatogennych bakterii czy grzyboéw, a nawet szkodnikow roslin, bakterie endofi-
tyczne mogg uczestniczy¢ w ich biokontroli, tj. procesach biologicznego ograniczania li-
czebnosci szkodliwych organizmow (Aravind i in., 2009; Narayanan i Glick, 2022).

Bakterie endofityczne moga wykazywa¢ zdolno$¢ do produkcji substancji chemicz-
nych umozliwiajacych bezposrednig inhibicj¢ wzrostu mikroorganizmow, szczegolnie po-
przez produkcje antybiotykow. Bakterie endofityczne (zwtaszcza fakultatywne), uwaza sig
za szczegOlnie cenne zrddto antybiotykdéw, poniewaz mikroorganizmy te wykazujg wieksze
przystosowanie do produkcji wielu biologicznie czynnych substancji chemicznych, koniecz-
nych do realizacji endofitycznego trybu funkcjonowania (Narayanan i Glick, 2022). Produ-
kowane przez bakterie endofityczne antybiotyki charakteryzujg si¢ dziataniem antybakteryj-
nym, przeciwgrzybiczym i antywirusowym; ponadto moga chroni¢ rosline przed atakiem
szkodnikow. Szczegblng role w procesie biosyntezy antybiotykdw odgrywajg bakterie nale-
zace do rodzajow Bacillus, Pseudomonas oraz typu Actinobacteria (Ma i in., 2013; Azevedo
i in., 2000; Gamalero i Glick, 2020). Fikri i wsp. (2018) wykazali potencjat dwoch endofi-
tycznych szczepow, nalezacych do rodzajow Pseudomonas i Bacillus, do hamowania wzro-
stu patogennych bakterii oraz fitopatogennych grzyboéw z rodzaju Fusarium. Diale i wsp.
(2018) wykazali natomiast zdolno$¢ endofitycznych szczepow Bacillus, Enterobacter oraz
Pseudomonas do hamowana wzrostu patogennych bakterii z rodzajow Escherichia czy Sta-
phylococcus. Z kolei jak wykazano w pracy Jiang i wsp. (2018), blisko potowa bakterii na-
lezacych do typu Actinobacteria, wyizolowanych z tkanek wewnetrznych roslin namorzy-
nowych, wykazywata zdolno§¢ do hamowania wzrostu innych bakterii w wyniku wydziela-

nia substancji o charakterze antybiotycznym.
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Bakterie endofityczne moga wykazywa¢ zdolno$¢ do syntezy CWDE, zwigzkéw
szczegOlnie uzytecznych w biokontroli fitopatogennych grzybow. Uczestniczace w degra-
dacji polimeréw wchodzacych w sktad §cian komorkowych patogenéw enzymy bakteryjne
(m.in. chitynazy, glukanazy czy lipazy) prowadza do lizy komorek patogendw, ograniczajac
lub uniemozliwiajac ich wzrost, co wykazano m.in. w przypadku gatunkéw z rodzajow Ba-
cillus, Paenibacillus czy Stenotrophomonas (Ma i in., 2013; Mamangkey i in., 2022). Co
wiecej, endofity bakteryjne moga charakteryzowac si¢ zdolnoscig do pasozytnictwa. WYy-
twarzane w niewielkich ilosciach CWDE mogg zosta¢ wykorzystane przez bakterie w pro-
cesach degradacji Sciany komorkowej fitopatogendw oraz przyswajania pozyskanych w ten
sposob sktadnikow odzywczych (Spadaro 1 Droby, 2016).

Niektore z bakterii, charakteryzujace si¢ zdolnoscig do produkeji niskoczasteczko-
wych, lotnych zwiazkéw organicznych (VOCs, ang. volatile organic compounds), wyka-
zujacych antagonistyczng aktywno$¢ wobec fitopatogendéw juz w niewielkich stezeniach (al-
kohole, terpeny, estry, aldehydy 1 inne), mogg rownie skutecznie ogranicza¢ wzrost fitopa-
togenow. Antagonistyczne wlasciwosci zwigzane z wydzielaniem VOCs wykazano m.in na
przyktadzie endofitycznych bakterii z rodzaju Streptomyces oraz Pantoea, charakteryzuja-
cych si¢ zdolnoscig do produkcji lotnych zwigzkéw organicznych oraz antagonizmem wo-
bec fitopatogennej bakterii Bacillus pumilus. W literaturze opisano roéwniez endofityczny
szczep bakterii z rodzaju Bacillus, zdolny do produkcji VOCs, ktory wykazywat jednocze-
$nie dziatanie antybakteryjne wobec patogennych Klebsiella pneumoniae i Staphylococcus
aureus oraz antygrzybiczne w stosunku do fitopatogennych szczepdéw nalezacych do rodza-
jow Rhizoctonia oraz Sclerotium (Jasim i in, 2016; Eid i in., 2021; Safara i in., 2022).

Bakterie endofityczne moga réwniez produkowaé cyjanowodor (HCN), gazowy
zwiazek nieorganiczny ograniczajacy wzrost patogenow grzybowych m.in. poprzez bloko-
wanie oksydazy cytochromu C. Efektywnos¢ cyjanowodoru jako substancji ograniczajace;j
proliferacj¢ grzybow zalezy w duzym stopniu od st¢zenia tego zwiazku w tkankach roslin-
nych. Niestety, ze wzgledu na gazowy charakter HCN, utrzymanie podwyzszonego st¢zenia
tego zwigzku jest trudne do osiggni¢cia. Zdolnos¢ do produkcji tego zwigzku stwierdzono
m.in. u szczepow nalezacych do rodzaju Pseudomonas, charakteryzujacych si¢ rowniez pro-
dukcja antybiotykdéw, co moze sugerowa¢ pomocniczy charakter cyjanowodoru jako czyn-
nika antygrzybowego (Ramette i in., 2006). Zdolnos¢ do biosyntezy cyjanowodoru wyka-
zano u wielu bakterii endofitycznych, szczegolnie u gatunkow rodzaju Pseudomonas i Ba-
cillus (Etesami i in., 2014; da Silveira i in., 2019).
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Endofity bakteryjne moga ogranicza¢ rozwoj fitopatogendow poprzez konkurencje 0
skladniki odzywcze oraz siedlisko (miejsce bytowania) (Afzal i in., 2019; Glick, 2020a).
W pracy przedstawionej przez Lecomte i wsp. (2016), opisano endofityczny szczep rodzaju
Pseudomonas, ktory dzigki produkcji sideroforow efektywniej konkurowat o dostepnosé ze-
laza, ograniczajac rozwoj fitopatogennego szczepu Fusarium oxysporum f. sp. dianthi. Po-
nadto, jak wykazali Achari i Ramesh (2019), zdolno$¢ do skutecznej kolonizacji wewnetrz-
nych tkanek oberzyny (Solanum melongena L.) przez endofityczny szczep Bacillus cereus
skutkowato zwigkszeniem ochrony gospodarza roslinnego przed patogenicznym szczepem

Ralstonia solanacearum.

1.5. Metody pozyskiwania efektywnych szczepow bakterii endofitycznych

Pozyskiwanie nowych szczepow bakterii endofitycznych, charakteryzujacych sie
zdolnos$cig do wzrostu na podtozach mikrobiologicznych, stoi u podstaw wykorzystywania
efektywnych szczepoéw endofitow bakteryjnych w szeroko rozumianym rolnictwie oraz w
przemysle. Najbardziej rozpowszechniong metoda pozyskiwania izolatow bakterii endofi-
tycznych jest bezposrednia izolacja z wnetrza tkanek roslinnych (w tym nasion). Kluczo-
wym czynnikiem tego procesu jest dobor odpowiedniej metody jalowienia powierzchni tka-
nek roslinnych, dokonywanej zazwyczaj metodami chemicznymi (np. z wykorzystaniem 70
% roztworu etanolu, 10 % roztworu podchlorynu sodu czy soli metali cigzkich, np. HgCly).
Zewngetrznie jalowe czesci roslin poddaje si¢ maceracji. Pozyskany macerat (lub jego roz-
cienczenia), zawierajacy endofityczne mikroorganizmy, przenosi si¢ na podtoza mikrobio-
logiczne, gdzie nastepuje wzrost tych izolatow, ktore wykazuja zdolno$¢ do wzrostu na pod-
tozach sztucznych (szacuje sie, ze jest to ok. 10 % endofitycznej populacji) (Liu 1 in., 2012;
Narayanan i Glick, 2022; Kashyap i in., 2023).

Na uwage zastuguje réwniez proces ukierunkowanego pozyskiwania bakterii endofi-
tycznych. Metoda ta, wykorzystywana w wielu wspolczesnych pracach badawczych, za-
ktada izolacje bakterii o pozadanych cechach, takich jak np. opornos$¢ na zasolenie czy obec-
no$¢ metali cigzkich w podtozu, za$ bakterie pozyskiwane sa wowczas z roslin uprawianych
lub dziko rosngcych w miejscach, w ktorych roslina narazona jest na dzialanie danego czyn-
nika stresowego. Podejscie ukierunkowanej izolacji bakterii endofitycznych z powodzeniem
wykorzystano m.in. w pracy Mahgoub i wsp. (2021) czy Li i wsp. (2023).

Wedhug niektorych autoréw, zdolnos¢ bakterii endofitycznych do enzymatycznego

rozkladu ACC jawi si¢ jako kluczowy mechanizm promowania wzrostu i rozwoju roslin
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przez bakterie, dlatego izolacja bakterii endofitycznych w celu pozyskiwania nowych, efek-
tywnych szczepéw PGPB powinna polegac¢ na selektywnej izolacji tych szczepow, ktore
wykazuja zdolnos¢ do produkcji tego enzymu. Ponadto, za takim podej$ciem przemawia
fakt, iz wystepujaca u bakterii endofitycznych zdolno$¢ do deaminacji ACC zazwyczaj nie
stanowi jedynej cechy promujacej wzrost roslin, lecz wspottworzy jeden z wielu roznych
mechanizmow promowania wzrostu i rozwoju gospodarza roslinnego (Hardoim 1 in., 2008;
Glick, 2020a; Orozco-Mosqueda i in., 2023).

Pozyskane izolaty bakterii endofitycznych poddaje si¢ wieloetapowej ewaluacji, ktorej
celem jest wyselekcjonowanie bakterii charakteryzujacych si¢ zdolnoscig do posredniego
lub bezposredniego promowania wzrostu roslin (Afzal i in., 2019; Maela i Serepa-Dlamini,
2019). Dzigki wykorzystaniu analiz biochemicznych in vitro, mozliwa jest ocena zdolnosci
pojedynczych izolatéw do realizowania konkretnych mechanizmoéow, charakterystycznych
dla PGPB, jak chociazby zdolno$¢ do wigzania azotu atmosferycznego wg metody Balda-
niego i wsp. (2014), zdolno$¢ do produkcji sideroforow wg metody Schwyna i Neilandsa
(1987) czy zdolnos¢ do produkceji IAA wg Salkowskiego (Usmanova i in., 2021). W ujeciu
klasycznym wykorzystuje si¢ takze metod¢ badania zdolnosci bakterii do produkcji cyjano-
wodoru (Khatri i in., 2018), wykorzystywania ACC jako jedynego zrodta wegla i energii
(Husen i in., 2009), degradacji weglowodorow (Waghmode i in., 2012), uwalnianiu jonéw
fosforu (Sharon i in., 2016) lub potasu (Breitkreuz i in., 2021) z trudno rozpuszczalnych
zwiazkow tych pierwiastkow.

Uzupetnieniem badan biochemicznych sg analizy genetyczne, majace na celu zarowno
ustalenie pozycji taksonomicznej izolatow, jak 1 detekcje w genomie bakterii genéw zwig-
zanych ze zdolno$cig do kolonizacji oraz promowania wzrostu roslin (Carro i Nouioui, 2017,
Afzal i in., 2019; Maela i Serepa-Dlamini, 2019). Szeroko rozpowszechnionym narzedziem,
umozliwiajacym oznaczenie przynaleznosci taksonomicznej izolatoéw (przynajmniej na po-
ziomie rodzaju) jest analiza filogenetyczna genu 16S rRNA, kodujacego rybosomalne RNA
oraz gen6w metabolizmu podstawowego, takich jak kodujacy biatko rekombinazy A gen
recA, kodujacy podjednostke B gyrazy gen gyrB, kodujacy podjednostke 3 polimerazy RNA
gen rpoB, kodujacy podjednostke B syntetazy adenozynotrifosforanu (ATP) gen atpD czy
kodujacy jedno z biatek szoku cieplnego gen dnaK (Yarza i in., 2014; Glaeser i Kéampfer,
2015).

Wykorzystanie techniki PCR umozliwia detekcje w genomie pozyskanych bakterii
obecnosci genow charakterystycznych dla grupy PGPB, m.in. genu nifH, kodujacego pod-
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jednostke nitrogenazy, tzw. biatko Fe (Terakado-Tonooka i in., 2008), genu acdS, koduja-
cego deaminaze¢ ACC (Zuidiga i in., 2013), genu kodujacego monooksygenaze alkanowg
(alkB), zwigzanego z degradacja oleju napedowego (Andria i in., 2009), genow ipdC/ppdC,
zwigzanych z produkcjg IAA (Bruto i in., 2014) czy chociazby genow PKS, kodujacych
syntazy poliketydowe, zwigzane z produkcja metabolitow wtoérnych niekodowanch geno-
mowo (Vargas-Bautista i in., 2014). Obecnie, coraz szerzej stosowang praktyka jest sekwen-
cjonowanie pelnych genoméw bakterii endofitycznych. Dzigki uzyskaniu sekwencji catego
materiatu genetycznego, mozliwa jest pelna charakterystyka taksonomiczna bakterii. Po-
nadto, dzigki mozliwosci scharakteryzowania genéow wystepujacych w genomie danego
szczepu, mozliwa jest eksploracja genomu (ang. genome mining), umozliwiajaca detekcje
genow kodujacych cechy charakterystyczne dla endofitycznych szczepow PGPB, z
uwzglednieniem genow charakterystycznych dla poszczegolnych typow, czy nawet rodza-
jow bakterii (Carro i Nouioui, 2017; Gamalero i in., 2022).

Potwierdzona in vitro lub in silico zdolnos$¢ bakterii do promowania wzrostu roslin,
musi zosta¢ potwierdzona in vivo/in planta, z wykorzystaniem ro$lin poddanych technice
inokulacji (zakazania). Dzigki rozwojowi nowoczesnych technik, zwigzanych m.in. ze zna-
kowaniem bakterii, mozliwa jest ocena zdolno$ci bakterii do wnikania oraz rozwoju w ro-
slinie. Wykorzystanie wysoce zaawansowanych technik ,,omicznych”, w tym metageno-
miki, metatranskryptomiki czy metabolomiki, pozwala natomiast oceni¢ przemiany zacho-
dzace w roslinie pod wptywem bakterii endofitycznych. Niemniej jednak, wykorzystanie
tradycyjnych technik, zwigzanych m.in. z analizg chemiczng tkanek roslinnych czy oceng
parametréw fizjologicznych, nadal wykorzystuje si¢ do oceny efektywnosci szczepdéw bak-
terii endofitycznych jako PGPB (ALKahtani i in., 2020; Orozco-Mosqueda i Santoyo, 2021;
Gamalero i in., 2022).

1.6. Wykorzystanie endofitow bakteryjnych w rolnictwie

Zwigkszenie produkcji zdrowej zywnosci przy jednoczesnej dbalosci o srodowisko
naturalne, stanowi obecnie najwigksze wyzwanie rolnictwa XXI wieku. Wedtug statystyk 1
prognoz FAO (Organizacja Narodow Zjednoczonych do spraw Wyzywienia i Rolnictwa), w
najblizszych dziesigcioleciach §wiatowa populacja przekroczy liczbe 10 miliardow, za$ pro-
dukcja zywnosci dla stale zwigkszajacej si¢ populacji musi, do 2050 roku, zwigkszy¢ si¢ o

70 % w stosunku do roku 2005 (Noel i in., 2015; Arora, 2019).
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Konieczno$¢ intensyfikacji produkcji rolniczej w najblizszych dziesigcioleciach przy-
pada na okres globalnych zmian klimatycznych. Towarzyszace tym procesom niekorzystne
zjawiska pogodowe, takie jak: susze, powodzie, wystepowanie ekstremalnych temperatur
Czy proces pustynnienia terendw uprawowych, w sposob istotny przyczyniaja si¢ do obnizki
plonow. W przypadku upraw pszenicy, globalne zwigkszenie temperatury o 1 °C wigze si¢
Z 4-6 % obnizka plonu (Asseng i in., 2015). Jednoczes$nie powaznym zagrozeniem dla pro-
duktywnos$ci upraw rolniczych sg choroby roslin powodowane przez fitopatogeny oraz ze-
rowanie szkodnikow, ktore — pomimo czgsto nadmiernego stosowania pestycydow — przy-
czyniaja si¢ do powaznych strat, szacowanych na okoto 20-40 % ilosci plonéw. Co wigcej,
zapoczatkowany w czasach ,,Zielonej Rewolucji” model niekontrolowanego stosowania na-
wozow sztucznych 1 innych agrochemikaliow doprowadzit do zanieczyszczenia sSrodowiska
rolniczego oraz przenikania substancji chemicznych do wod 1 ekosystemow naturalnych. Z
kolei ekstensywne wykorzystywanie gruntow uprawnych w sposob istotny ograniczyty pro-
duktywno$¢ gleby, za$ postepujaca urbanizacja w zasadzie uniemozliwia zwigkszenie ob-
szaru terenow uprawnych (Syed Ab Rahman i in., 2018; Kopittke i in., 2019; Mamangkey i
in., 2022; Cao i in., 2023).

1.6.1. Bakterie endofityczne jako alternatywa agrochemikaliow

Konkludujac przedstawione powyzej wyzwania zwigzane z produkcja zywnosci oraz
dbatoscia o srodowisko naturalne, nalezy z cata stanowczoscig podkresli¢ konieczno$¢ po-
szukiwania alternatywnych rozwigzan, ktorych zastosowanie we wspotczesnym rolnictwie
pozwolitoby na realng redukcje ilosci stosowanych nawozéw sztucznych 1 chemicznych pe-
stycydow, przy jednoczesnym zwickszaniu produktywnosci upraw.

Wspoéliczesng alternatywa dla agrochemikaliow jest stosowanie biopreparatow wyko-
rzystujacych endofityczne bakterie z grupy PGPB lub ich metabolity (Olanrewaju i in. 2017,
Glick 2020a). Biopreparaty to nowoczesne preparaty wykorzystywane w uprawie i ochronie
ro$lin oraz remediacji terenow skazonych. Ukierunkowany dobor szczepow bakteryjnych
(lub ich metabolitoéw), wykorzystywanych do produkeji biopreparatdéw umozliwia produkcje
preparatéw o z gory okreslonych wilasciwosciach, zwigzanych z mechanizmami promocji
wzrostu ro$lin realizowanymi przez wyselekcjonowane szczepy, co przektada si¢ na po-
wszechnie stosowany podziat biopreparatow na bionawozy, biostymulatory i biopestycydy
(Santos i in., 2019; Chaudhary i in., 2020). Bionawozy oparte na PGPB to preparaty zawie-

rajace w swoim sktadzie mikroorganizmy zdolne do kolonizacji roslin lub ich ryzosfery. W

41



Wstep

efekcie ich dziatania (wigzanie i udost¢gpnianie azotu atmosferycznego czy uptynnianie
trudno rozpuszczalnych soli) zwigkszeniu ulega pula sktadnikéw mineralnych, dostepnych
dla uprawianych ro$lin. Zwigkszenie biodostgpnosci makro- i mikroelementow w glebie
skutkuje z kolei zwickszeniem ich pobierania przez rosling, co bezposrednio przektada si¢
na wyzsze plony przy nizszym zaangazowaniu energetycznym rosliny, zwigzanym cho-
ciazby z rozbudowa systemu korzeniowego. Z kolei biostymulatory oparte na bakteriach
promujacych wzrost roslin definiuje si¢ jako preparaty biologiczne, ktérych zastosowanie
pozytywnie wptywa na procesy fizjologiczne rosliny, przektada si¢ na wigksze plony. Bio-
stymulatory to preparaty rozne od bionawozow, ktore moga stymulowac pobieranie sktad-
nikéw mineralnych przez rosliny, jak rowniez wptywac na ich metabolizm, zwigkszajac wy-
dajnos$¢ zwiazang z gospodarowaniem sktadnikami mineralnymi pobranymi juz przez ro-
sling. Biostymulatory mogg przyczynia¢ si¢ takze do zwigkszenia tolerancji roslin na wa-
runki stresowe zwigzane z niedoborem wody czy zasoleniem, a takze indukowac¢ odpornos¢
roslin na atak ze strony patogenow. Biopestycydy oparte na mikroorganizmach to bioprepa-
raty wykorzystywane do ochrony ro$lin przed patogenami i szkodnikami oraz w celu regu-
lacji zachwaszczenia. Co wazne, wykorzystywane w biopestycydach mikroorganizmy cha-
rakteryzujg si¢ zazwyczaj waskim zakresem patogenow, szkodnikow lub roslin (chwastow),
wobec ktorych wykazujg dziatanie o charakterze antagonistycznym, hamujagcym. Wykorzy-
stanie takich mikroorganizméw w produkcji biopreparatéw umozliwia produkcj¢ prepara-
tow celowanych lub o waskim zakresie dziatania. Warto zauwazy¢, ze utrzymujacy si¢ w
ostatnich latach trend systematycznego zwigkszania si¢ udziatu biopestycydéw w produkcji
rolniczej utrzymuje si¢ na statym poziomie i wynosi ok. 10 % rok do roku (Hamid i in.,
2021; Yadav, 2022; Ibafiez i in., 2023; Jacob i Paranthaman, 2023; Singh i in., 2024). Nalezy
jednak podkresli¢, ze biopreparaty charakteryzuja si¢ mniejszg skutecznoscig dziatania ,,tu i
teraz” niz stosowane doraznie agrochemikalia. Dziatanie chemicznych pestycydoéw i nawo-
zO6w sztucznych opiera si¢ bowiem na szybkim, niemal skokowym dziataniu. W przypadku
biopreparatow, dzialanie jest rozciagnigte w czasie 1 polega na przywroceniu wlasciwej row-
nowagi pomi¢dzy rosling, mikroorganizmami i Srodowiskiem glebowym. Co wigcej, dzigki
wielokierunkowym badaniom dotyczacym interakcji pomigdzy roslinami a mikroorgani-
zmami, producenci biopreparatow dysponuja wiedza, umozliwiajaca coraz bardziej sku-
teczng introdukcje bakterii endofitycznych (m.in. poprzez odpowiednig formulacj¢ prepara-
tow) oraz produkcje selektywnych biopestycydow o waskim, celowanym spektrum dziatania
(Santos i in., 2019; Thakur i in., 2020). Warto zauwazy¢, ze wpisujaca si¢ w strategie ,,Eu-
ropejskiego Zielonego Ladu” idea wykorzystywania PGPB (w tym bakterii endofitycznych)
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w rolnictwie rozwija si¢, pomimo braku odpowiednich uregulowan prawnych, dotyczacych

m.in rejestracji nowych preparatow na terenie Unii Europejskiej (Mazurek, 2023).

1.7. Charakterystyka rodzajow Methylobacterium i Methylorubrum oraz
rodzaju Micromonospora

Rodzaje Methylobacterium i Methylorubrum (rodzina Methylobacteriaceae) oraz ro-
dzaj Micromonospora (rodzina Micromonosporaceae) charakteryzuja si¢ duza plastyczno-
scig ekologiczng, a co za tym idzie, wystgpuja powszechnie w wielu naturalnych siedliskach,
w tym w przestrzeni endofitycznej roslin. Wiele sposrdd dotychczas wyizolowanych i scha-
rakteryzowanych szczepow, nalezacych do wspomnianych rodzajow, cechuje si¢ zdolnoscia
do promowania wzrostu roslin, zmniejszania ich podatno$ci na stres biotyczny 1 abiotyczny,
czy zdolnos$cig do wytwarzania zwigzkéw uzytecznych w bioremediacji (Ortazar i in., 2020;
Photolo i in., 2020; Abdul Rahim i Ishak, 2022; Koskiméki i in., 2022). Zdolnos$¢ bakterii
endofitycznych, nalezacych do rodzajow Methylobacterium, Methylorubrum oraz Micromo-

nospora, do realizowania r6znych mechanizmoéw zaangazowanych bezposrednio lub po-

$rednio w promowanie wzrostu roslin, podsumowano w Tabeli 1.

Tabela 1. Bakterie endofityczne nalezgce do rodzajow: Methylobacterium, Methylorubrum oraz

Micromonospora, o potwierdzonych aktywnosciach zwigzanych z promowaniem wzrostu roslin

(opracowanie wilasne)

szczep mechanizmy promowania wzrostu roslin zrodlo
Methylobacterium ..
o . ) Jourand i in.,
nodulans ORS zdolno$¢ do wigzania azotu atmosferycznego
2004
2060
Micromonospora promocja wzrostu siewek Discaria trinervis, rosliny Solans. 2007
sp. MM 18 z rodziny szaktakowatych (Rhamnaceae) ’
Methylobacterium  zdolno$¢ do degradacji RDX (heksogen) oraz HMX Van Akeniin.,,
populi BJOO1 (oktogen) 2011

Micromonospora
sp.

zdolno$¢ do wzbudzania ISR

Martinez-Hidalgo
iin., 2015

Micromonospora
spp.

zdolnos$¢ do produkcji IAA in vitro oraz promocji
wzrostu lucerny siewnej (Medicago sativa L.)
in planta

Martinez-Hidalgo
iin., 2014a

Methylobacterium
sp.

zwigkszenie bioakumulacji jondw arsenu w tkankach
rosliny hiperakumulatorowej Acacia farnesiana

Alcantara-Mar-
tinez 1 in., 2018
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Methylobacterium
oryzae CBMB20

zwigkszanie tolerancji ryzu siewnego (Oryza
sativa L.) na stres solny poprzez deaminacj¢ ACC

Chatterjee i in.,
2019

Micromonospora
chalcea UAE1

zdolno$¢ do deaminacji ACC

El-Tarabily i in,
2019

Methylobacterium
radiotolerans
MAMP 4754

zdolno$¢ do produkcji metabolitdéw wtdrnych, zwia-
zanych z aktywnoscia antyoksydacyjna oraz zdolno-
$cig do antagonizmu przeciwko patogenicznym bak-
teriom (m.in. Klebsiella oxytoca
i Mycolicibacterium smegmatis syn. Mycobacterium
smegmatis)

Photolo i in.,
2020

Methylobacterium
spp.

zdolno$¢ do produkcji IAA oraz rozpuszczania
trudno rozpuszczalnych zwigzkoéw fosforu in vitro

Rahim i in., 2021

Methylorubrum
spp.

zdolno$¢ do produkcji IAA oraz rozpuszczania
trudno rozpuszczalnych zwigzkéw fosforu in vitro;
zdolnos$¢ do zwickszania wigoru siewek fasoli mung
(Vigna radiata L.)

Abdul Rahim i Is-
hak, 2022

Methylorubrum
extorquens
DSM 13060

zwickszenie tolerancji na stres oraz promocja wzro-
stu siewek sosny (Pinus sylvestris L.)

Koskimaki i in.,
2022

Bakterie z rodzaju Methylobacterium oraz bakterie nalezace do rodzaju Methyloru-
brum (Green i Ardley, 2018) naleza do klasy a-Proteobacteria i zaliczane sa do tzw. grupy
fakultatywnych metylotrofow (PPFMs, ang. pink pigmented facultative methylotrophs). Ce-
chg charakterystyczng wigkszosci szczepow tych bakterii jest zdolno$¢ do oksydacji meta-
nolu (z wykorzystaniem enzymow dehydrogenaz metanolowej MxaF 1 XoxF) oraz wyko-
rzystywania innych jednoweglowych zwigzkéw organicznych, takich jak metyloamina,
mrowczan, formaldehyd, a nawet metan, jako jedynego zrodta wegla i energii. Bakterie na-
lezace do rodzaju Methylobacterium lub rodzaju Methylorubrum to Gram ujemne, zdolne do
aktywnego ruchu, tlenowe pateczki, charakteryzujace si¢ zazwyczaj rézowym do czerwono-
pomaranczowego zabarwieniem kolonii (Fig. 9AB), zwigzanym ze zdolnoscig tych bakterii
do produkcji barwnikow — karotenoidéw. Bakterie nalezace do rodzaju Methylobacterium
wystepuja powszechnie w glebie, osadach dennych wod stonych i stodkich, w powietrzu, na
powierzchni ro$lin oraz w ryzosferze. Dzigki zdolno$ci do produkcji zwigzkow biologicznie
czynnych (aminokwaséw, fitohormondéw), moga pozytywnie wplywa¢ na metabolizm ro-
$lin, zwlaszcza w warunkach stresowych. Zdolno$¢ niektérych szczepow do produkcji bio-
filmu oraz wykorzystywania metanolu jako Zzrodta wegla i energii, uznaje si¢ za szczegdlnie

wazne w procesie kolonizacji wnetrza roslin (Dourado i in. 2015; Gamit i in., 2023) Rodzaj
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Methylobacterium obecnie liczy 69 opisanych gatunkow, natomiast Methylorubrum — 11
(https://lpsn.dsmz.de).

Rozdzielenie opisywanych rodzajow bakterii nastapito w 2018 roku, w wyniku prze-
prowadzonych analiz filogenetycznych i biochemicznych dotyczacych opisanych gatunkow
nalezacych do rodzaju Methylobacterium. Decydujace znaczenie mial stosunkowo niski sto-
pien podobienstwa, ponizej 97 %, dla sekwencji genu 16S rRNA w puli badanych 61 szcze-
poéw, co na podstawie ustalen taksonomicznych sugeruje obecnos¢ wigcej niz jednego ro-
dzaju w puli analizowanych mikroorganizmoéow (Yarza i in., 2014). Watpliwosci co do jed-
norodnosci rodzaju Methylobacterium budzit rowniez fakt wystgpowania w obrebie rodzaju
gatunkow o cechach atypowych, tj. charakteryzujacych si¢ brakiem pigmentacji czy zdolno-
scig do indukowania procesu brodawkowania. W zwigzku z tymi rdéznicami genotypowymi
oraz fenotypowymi przeprowadzono rewizj¢ rodzaju Methylobacterium, w wyniku czego
powstat nowy rodzaj — Methylorubrum. Co wazne, przynajmniej kilka gatunkoéw w obrebie
nowopowstatego rodzaju Methylorubrum, charakteryzuje si¢ dalej niepewng pozycja takso-
nomiczng (incertae sedis); dlatego wcigz niewykluczone pozostaje ponowne (przynajmniej
czasowe) wilgczenie wybranych gatunkéw rodzaju Methylorubrum do rodzaju Methylobac-
terium (Green i Ardley, 2018; Hordt i in., 2020).

Fig. 9. Kolonie bakterii endofitycznych nalezacych do rodzaju Methylobacterium (A) oraz Methy-
lorubrum (B) na podtozu statym 79CA z dodatkiem metanolu (1 % v/v) oraz Micromonospora (C)

na podtozu statym ISP2

Rodzaj Micromonospora obejmuje Gram dodatnie, tlenowe, nalezace do klasy Acti-
nobacteria bakterie, wytwarzajace rozgat¢zione strz¢pki i zdolne do sporulacji. Na podto-
zach statych tworzg kolonie o zabarwieniu od z6itego do pomaranczowoczerwonego; W trak-
cie sporulacji czarnozielone do czarnych (Fig. 9C). Wytwarzanie pojedynczych (najczesciej)
spor, umieszczonych na krotkich trzonkach powietrznych jest uznawane za ceche charakte-
rystyczng tego rodzaju. Szczepy nalezace do rodzaju Micromonospora sg szeroko rozpo-

wszechnione w §rodowisku, jednak ich gtéwnym rezerwuarem jest gleba. Bakterie nalezace
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do tego rodzaju izolowane sa rowniez z tzw. srodowiskach ekstremalnych (pustynie, osady
morskie czy siedliska o wysokim stopniu zasolenia) co wskazuje na wysoki stopien toleran-
cji niektorych gatunkow wobec stresorow abiotycznych. Bakterie te charakteryzuja si¢ zdol-
nos$cig do produkcji bioaktywnych metabolitow wtornych, w tym antybiotykow (m.in. gen-
tamycyny oraz netamycyny) oraz substancji przeciwnowotworowych, ust¢pujac liczba opi-
sanych substancji bioaktywnych jedynie bakteriom nalezagcym do rodzaju Streptomyces. Ze
wzgledu na szczegdlng aktywnos$¢ biologiczng, bakterie nalezace do rodzaju Micromono-
spora uznaje si¢ za zrodto metabolitow uzytecznych nie tylko w medycynie, ale 1 w rolnic-
twie, ochronie roslin czy nawet produkcji biopaliw (Hirsch 1 Valdés, 2010; Genilloud, 2015).

Obecnie, rodzaj obejmuje 158 opisanych gatunkéw (https://Ipsn.dsmz.de).
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2. HIPOTEZA | CEL PRACY

Na podstawie kwerendy literaturowej, sformutowano nast¢pujaca hipoteze badawcza:
Endofity bakteryjne wyizolowane z brodawek korzeniowych roslin z rodziny bobowate (Fa-
baceae), mogq wykazywac¢ zdolnos¢ do promowania wzrostu roslin, zarowno w sposob bez-
posredni (poprzez udostepnianie roslinom sktadnikow mineralnych czy produkcje fitohor-
monow), jak i posrednio (poprzez hamowanie wzrostu fitopatogenow czy ograniczanie skut-
kow dziatania stresorow abiotycznych). Szczepy te mogq by¢ wykorzystywane w postaci pre-
paratow biologicznych, uzytecznych w szeroko rozumianym rolnictwie, co moze przyczynic¢

si¢ do ograniczenia stosowania agrochemikaliow w ekosystemach rolniczych.

W celu zweryfikowania postawionej hipotezy, wyznaczono nastepujace cele badawcze:

= izolacja bakterii endofitycznych z brodawek korzeniowych roslin nalezacych do ro-
dziny bobowate (Fabaceae)

- pozyskanie czystych kultur bakterii endofitycznych z wykorzystaniem podloza ogranicza-
jacego wzrost ryzobiow;

- genotypowanie bakterii i selekcja izolatow o zroznicowanych profilach genetycznych.
= Kklasyfikacja taksonomiczna pozyskanych izolatow

- amplifikacja i sekwencjonowanie fragmentow genu 16S rRNA oraz wybranych genoéw
rdzeniowych, nastepnie analiza filogenetyczna uzyskanych sekwencji oraz klasyfikacja tak-
sonomiczna izolatow na poziomie rodzaju;

- detekcja, amplifikacja, sekwencjonowanie 1 analiza filogenetyczna wybranych genow

zwigzanych ze zdolnos$cig bakterii do promowania wzrostu roslin.

= wielokierunkowa analiza zdolnosci badanych bakterii do realizowania mechani-

zméw zwiazanych z promowaniem wzrostu roslin (badania in vitro)

- okreslenie tolerancji bakterii wobec réznego pH podloza, stopnia zasolenia oraz stezenia
wybranych metali cigzkich;
- ocena zdolnosci bakterii do aktywnego ruchu, oddziatywan typu quorum sensing oraz two-

rzenia biofilmu;
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- ocena zdolnosci szczepdéw do deaminacji kwasu 1-aminocyklopropano-1-karboksylowego
(ACC), wigzania azotu atmosferycznego, produkcji metaloforéw, rozpuszczania trudno roz-
puszczalnych fosforanéw, produkcji indolu, kwasu indolilo-3-octowego (IAA) oraz cyjano-
wodoru;

- okreslenie zdolno$ci do rozktadu biatek, celulozy oraz utylizacji weglowodorow;

- ocena zdolnosci szczepdéw do hamowania wzrostu wybranych mikroorganizmow fitopato-

gennych.

= ocena skutecznosci wybranych, potencjalnie dobroczynnych szczepéw do promowa-

nia wzrostu wybranych roslin uprawnych (doswiadczenia in planta)

- przeprowadzenie testow roslinnych w warunkach szklarniowych lub w warunkach fito-

tronu, z wykorzystaniem wybranych roslin rolniczych uprawianych w Polsce.
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3. MATERIALY I METODY
3.1. Materialy

3.1.1. Material roslinny

Bakterie endofityczne pozyskano z roslin nalezacych do rodziny bobowate (Faba-

ceae): koniczyny biatej (Trifolium repens L.), koniczyny dlugoktosowej (Trifolium ru-

bens L.), szczodrzenca zmiennego (Chamaecytisus albus (Hacg.) Rothm.) oraz soi warzyw-

nej (Glycine max L.) Zebrane rosliny pochodzity z obszaru Polski potudniowo-wschodniej

oraz Republiki Poludniowej Afryki (okolice miasta Pretoria).

3.1.2. Izolaty bakterii endofitycznych

Przedmiotem badan byta grupa dwudziestu sze$ciu izolatow bakteryjnych (Tabela 2),

wyizolowanych z brodawek korzeniowych roslin bobowatych (podrozdziat 3.1.1).

Tabela 2. Wykaz izolatow bakterii endofitycznych, wyizolowanych z brodawek korzeniowych

ro$lin nalezacych do rodziny bobowate (Fabaceae)

igi?gﬁ gospodarz roslinny pochodzenie
29 koniczyna biala Republika Potudniowej Afryki
30 koniczyna biala Republika Potudniowej Afryki
33 koniczyna biala Republika Potudniowej Afryki
43 koniczyna biala Republika Potudniowej Afryki
45 koniczyna biala Republika Potudniowej Afryki
48 koniczyna biala Republika Poludniowej Afryki
50 koniczyna biala Republika Poludniowej Afryki
53 koniczyna biala Republika Poludniowej Afryki
55 koniczyna biala Republika Poludniowej Afryki
66 koniczyna biala Republika Potudniowej Afryki
124 koniczyna biala Republika Poludniowej Afryki
126 koniczyna biala Republika Potudniowej Afryki
152 koniczyna biala Republika Poludniowej Afryki
230 koniczyna biala Republika Poludniowej Afryki
249 koniczyna biala Republika Poludniowej Afryki
N2 koniczyna biala Republika Poludniowej Afryki
N4 koniczyna biala Republika Poludniowej Afryki
N5 koniczyna biala Republika Poludniowej Afryki
5052 koniczyna biala Polska
5056 koniczyna biata Polska
Red Mix | koniczyna dtugoktosowa Polska
Red Cyt szczodrzeniec zmienny Polska
1117 szczodrzeniec zmienny Polska
MV6lI szczodrzeniec zmienny Polska
C2llls so0ja warzywna Polska
C44s soja warzywna Polska
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3.1.3. Szczepy bakterii oraz grzybow fitopatogennych

W Tabeli 3 oraz w Tabeli 4 przedstawiono wykaz szczepéw mikroorganizmoéw fito-

patogennych (odpowiednio bakterii i grzybow) wykorzystanych w badaniach.

Tabela 3. Wykaz szczepow fitopatogennych bakterii

nazwa szczepu zrodlo
Erwinia amylovora 659 KGiM, UMCS
Agrobacterium tumefaciens (syn. Rhizobium radiobacter) C58 KGiM, UMCS
Xanthomonas vesicatoria NCCB 92059 KGiM, UMCS
Pseudomonas syringae pv. syringae 2905 KGiM, UMCS
Pectobacterium atrosepticum NCCB 100429 KGiM, UMCS

Tabela 4. Wykaz szczepow fitopatogennych grzyboéw

nazwa szczepu zrodlo
Sclerotinia sclerotiorum 10Ss01 ZOR, 10-PIB
Botrytis cinerea 10Bc01 ZOR, I0-PIB
Fusarium oxysporum 10Fo01 ZOR, I0-PIB
Fusarium equiseti KOR, UP
Verticillium albo-atrum CBS 745.83 KGiM, UMCS

KGiM, UMCS Katedra Genetyki i Mikrobiologii, Uniwersytet Marii-Curie Sktodow-
skiej w Lublinie;

ZOR, 10-PIB  Zaktad Ochrony Roslin, Instytut Ogrodnictwa, Panstwowy Instytut Ba-
dawczy w Skierniewicach;

KOR, UP Katedra Ochrony Roélin, Uniwersytet Przyrodniczy w Lublinie.

3.1.4. Pozostale mikroorganizmy

W Tabeli 5 przedstawiono wykaz pozostatych mikroorganizméw wykorzystanych w
badaniach.

Tabela 5. Pozostate szczepy bakteryjne wykorzystane w badaniach

nazwa szczepu zrodlo
Pseudomonas sp. 267 KGiM, UMCS
Escherichia coli K12 KGiM, UMCS
Proteus mirabilis KGiM, UMCS
Pseudomonas fluorescens KGiM, UMCS
Azospirillum lipoferum D74 KGiM, UMCS
Chromobacterium violaceum CV026 KGiM, UMCS
Rhizobium leguminosarum bv. trifolii TA1 KGiM, UMCS
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3.1.5. Podloza mikrobiologiczne

Podloza mikrobiologiczne sterylizowano w autoklawie w standardowych warunkach
(temperatura: 121 °C, ci$nienie: 1,8 Bara, czas: 15 min). Substancje ulegajgce degradacji
podczas autoklawowania sterylizowano poprzez saczenie z wykorzystaniem jatowych fil-
trow strzykawkowych (Chemland) i dodawano do jatowego podtoza, wystudzonego do

okoto 50 °C. Odczyn podtozy regulowano poprzez dodanie roztworow: 35 % kwasu solnego

(HCI) lub 50 % wodorotlenku potasu (KOH).

podloze 79CA (Vincent, 1970)

mannitol 10 g
KH2PO4 500 mg
MgSO4 x 7 H.0 200 mg
NaCl 100 mg
glicerofosforan wapnia 100 mg
wyciag drozdzowy 1lg
kwasny hydrolizat kazeiny 1g

H20 MilliQ do 1000 ml
pH 7,2

wykorzystywano podtoze plynne, pétplynne (3,5 g agaru x 1000 ml podtoza) oraz state
(13 g agaru x 1000 ml* podtoza)

podloze ISP2 (Shirling i Gottlieb, 1966)

glukoza 49

wyciag drozdzowy 49

wyciag stodowy 109

agar 13 g

H20 MilliQ do 1000 ml
pH 7,2

podloze minimalne MM (Hopwood, 1967)

(modyfikacja wlasna)
L-asparagina (bezwodna) 500 mg
K2HPO4 500 mg
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MgSO4 x 7 H20
FeSQO4 x 7 H20
mannitol

agar

H20 MilliQ

pH 7,2

podloze AMS (Whittenbury i in., 1970)

200 mg

10 mg
109

139

do 1000 ml

K2HPO4 700 mg
KH2PO4 540 mg
MgSO;, x 7 H20 1g
CaClz x 2 H.0 200 mg
FeSO4 x 7 H,0 4 mg
NH4CI 500 mg
ZnS04 x 7 H20 100 pg
MnCl; x 4 H,0 30 ug
H3BOs 300 pg
CoCl2 x 6 H20 200 ug
CuSOq4 100 pg
NiSO4 x 7 H20 40 pg
Na:MoO; x 2 H20 60 ug
agar 13 g
H20 MilliQ do 1000 ml
pH 6,8

po autoklawowaniu i wystudzeniu podtoza dodawano:
metanol 5mi
podloze SA1 (Trujillo i in., 2005)

glukoza 10¢g
wyciag drozdzowy 39
trypton 59
tryptoza 29
skrobia (rozpuszczalna w wodzie) 24
CaCOs 100 mg
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CoCl> $ladowe ilosci
cytrynian zelaza sladowe ilosci
agar 13 ¢

H20 MilliQ do 1000 ml
pH 7,2

podloze GYM (Vétrovsky i in., 2014)

glukoza 49

wyciag drozdzowy 49

wyciag stodowy 10 g

CaCOs 29

agar 13 g

H20 MilliQ do 1000 ml
pH 7,2

podloze Dworkina i Fostera (Husen i in., 2009)

KH2PO4 49
NazHPO4 60
MgSO4 x 7 H20 200 mg
glukoza 29
kwas glukonowy 29
kwas cytrynowy 29
FeSO4 x 7 H20 1 mg
H3sBOs 10 ug
MnSQO4 10 pg
ZnS0Oy4 70 pg
CuSOq4 50 ug
MoO3 10 pg
pH 7,2

podloze NFb (Baldani i in., 2014)
(modyfikacja wlasna)

mannitol 59
K2HPO4 500 mg
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MgSO4 x 7 H.0

NaCl

CaCl, x 2 H,O
roztwor soli NFb

NaFeEDTA x 2 H20

KOH

czerwien fenolowa

agar
H>0 MilliQ
pH 6,5

po autoklawowaniu i wystudzeniu podtoza dodawano:

roztwor witamin

roztwor soli NFb:
CuS0O4 x 5 H,O
ZnS04 x 7 H20

HsBOs

Na;MoOs x 2 H20
MnSQO4 x H,O

H,0 MilliQ

roztwor witamin:

biotyna

chlorowodorek pirydoksalu

H,0 MilliQ

200 mg
100 mg

20 mg

2 mi

66 mg
459

50 mg
164

do 1000 ml

1 ml

40 mg

120 mg
1449

1g

1,175¢

do 1000 ml

10 mg
20 mg
do 100 ml

roztwor witamin jatowiono poprzez filtracje

podloze TMRT (Manassila i in., 2007)

roztwor [

mannitol

CaCly x 2 H20
MgSO4 x 7 H20

wyciag drozdzowy

L-tryptofan

10g
200 mg
250 mg
200 mg
61 mg
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H20 MilliQ do 500 ml
pH 7,2

roztwor 11

Tris 1,219
H20 MilliQ do 500 ml
pH 7,2

roztwory polgczono przed autoklawowaniem

podloze CAS (Mehnerti in., 2017)

roztwor |
A) 1 mM roztwor FeClz x 6 H2O (lub CuSOs,
Na:HAsOa4 x 7 H20, AICIz x 6 H20)

w 10 mM HCI 10 ml
roztwor wodny CAS

(1,21 mg x ml?) 50 ml
B) roztwor wodny CTAB

(1,82 mg x mlh) 40 ml

ciemnofioletowy roztwér A dodawano powoli, do roztworu B, ciggle mieszajgc

roztwor Il

PIPES 30,24 g
agar 13 g

H20 MilliQ do 900 ml
pH 6,8

roztwory I oraz Il autoklawowano i potgczono po wczesniejszym wystudzeniu do tempera-

tury ok. 50 °C

podloze Pikovskaya (Sharon i in., 2016)

(modyfikacja wlasna)

glukoza 10¢g

wyciag drozdzowy 500 mg
(NH4)2S04 500 mg
MgSO4 x 7 H,0 200 mg
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Ca3(P0Oa):2 59

KCI 200 mg
MnSO4 x 2 H,0 2mg
FeSO4 x 7 H20 2mg

agar 13¢g

H20 MilliQ do 1000 ml

Podloze z karboksymetyloceluloza (Pawlik, 2018)

karboksymetyloceluloza 10¢g
FeCls 4 mg
(NH4)2S04 1g
NaCl 600 mg
K2HPO, 500 mg
MgSO4 x 7 H.0 500 mg
KH2PO4 500 mg
CaCl; x 2 H.0 2 mg
wyciag drozdzowy 100 mg
agar 139
H20 MilliQ do 500 ml
pH 7,2

podloze z mlekiem w proszku (Guzzo i in., 1991)

(modyfikacja)

roztwor 1

mannitol 10¢g
KH2PO4 500 mg
MgSO4 x 7 H20 200 mg
NaCl 100 mg
glicerofosforan wapnia 100 mg
wyciag drozdzowy 19
kwasny hydrolizat kazeiny 1g
agar 139
H20 MilliQ do 500 ml
pH 7,2
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roztwor 11
odttuszczone mleko w proszku 509
H20 MilliQ do 500 ml

roztwory I oraz Il autoklawowano i polgczono po wystudzeniu do temperatury ok. 50 °C

podloze Bushnell Haas (Waghmode i in., 2012)

MgSO4 200 mg
CaCl; 20 mg
KH2PO,4 1g
K2HPO,4 1g
NH4NO3 1g

FeCls 50 mg
H20 MilliQ do 1000 ml
pH 7,2

podloze Luria-Bertani (LB) (Sezonov i in., 2007)
LB Agar (A&A Biotechnology) 409
H20 MilliQ do 1000 ml

podloze PDA (Griffith i in., 2007)
Potato Dextrose Broth (Biomaxima) 26,59

agar 209
H20 MilliQ do 1000 ml

podloze Hoaglanda zmodyfikowane (Zhour i in., 2022)

KNO3 10 mg

CaCl; 222 mg
KCI 373 mg
MgSO4 x 7 H,0 493 mg
KH2PO4 136 mg
H3BOs 775 ug
MnCl; 252 ug
ZnS0Oy4 483 ug
CuSOq4 80 ng
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Na2MoO4 20,6 ug
NiSO4 15,5 g
NaFeEDTA x 2 H.0 42 mg
agar 13¢g

H>0 MilliQ do 1000 ml
pH 7,2

podloze Fahraeusa (Catoira i in., 2000)

CaCl» 0,132 g
MgSO4 x 7 H.0 0,12 ¢
KH2PO4 0,1¢g
NazHPO4 x 2 H20 0,075 ¢
cytrynian zelaza 0,005¢g
MnCl; x 4 H.O 0,07 mg
CuSO4 x 5 H.0 0,07 mg
ZnCl; 0,07 mg
H3BOs 0,07 mg
Na:MoO; x 2 H20 0,07 mg
agar 13 g
H20 MilliQ do 1000 ml
pH 7,5

3.1.6. Bufory, roztwory, odczynniki

bufory:

bufor TE (1x) (Vincent, 1970)

Tris 1,21 ¢
EDTA 372 mg
H20 MilliQ do 1000 ml
pH 8,0

bufor sterylizowano przez autoklawowanie
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bufor TAE (50%) (Ausubel, i in., 2003)

Tris 242 g
kwas octowy lodowaty 57,1 ml
0,5 M EDTA (pH 8,0) 100 ml
H>0 MilliQ do 1000 ml
pH 8,0

bufor glicyna-wodorotlenek sodu (Mohan, 2003)

0,1 M roztwér glicyny 50 ml
0,1 M roztwor wodorotlenku sodu X ml
H>0 MilliQ do 100 ml

X = 8,8 ml dla podtoza o pH 9
X =32 ml dla podtoza o pH 10

0,1 M roztwor glicyny
glicyna 0,759
H20 MilliQ do 100 ml

sterylizowano przez autoklawowanie

0,1 M roztwor NaOH
NaOH 044
H20 MilliQ do 100 ml

sterylizowano przez autoklawowanie

bufor kwas cytrynowy-Na,HPO4 (Carro, 2011)

0,2 M roztwoér kwasu cytrynowego Y ml
0,4 M roztwér NapHPO4 X ml
X =454 ml, Y =54,6 ml dla podtoza o pH 4,5
X =56,9ml, Y =43,1 ml dla podtoza o pH 5,5

0,2 M roztwor kwasu cytrynowego
kwas cytrynowy (jednowodny) 4,29
H20 MilliQ do 100 ml

sterylizowano przez autoklawowanie
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0,4 M roztwor Na,HP Oy
Na;HPO4 5,689
H.0 MilliQ do 100 ml

sterylizowano przez autoklawowanie

odczynniki:
odczynnik Kovacsa (Kedzia, 1990)

p-dimetyloaminobenzaldehyd 10g
alkohol n-amylowy 150 ml
35 % HCI 50 ml

odczynnik ninhydrynowy (Li i in., 2011)

ninhydryna 500 mg
kwas askorbinowy 15 mg
glikol etylenowy 60 ml
bufor cytrynianowy 1M (pH 6) 60 mi

bufor cytrynianowy 1M (pH 6):

cytrynian sodu dwuwodny 24,27 g
kwas cytrynowy 3,36 g
H20 MilliQ do 100 ml
pH 6

odczynnik Salkowskiego (Usmanova i in., 2021)

FeCls x 6 H20 270 mg
HCIO4 (35 %) 100 ml
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3.1.7. Preparaty i zestawy komercyjne

preparaty DNA:

Wykaz oligonukleotydéw wykorzystanych w badaniach przedstawiono w Tabeli 6.

Tabela 6. Oligonukleotydy (startery) wykorzystane w badaniach

nazwa sekwencja sekwencja startera zrodlo
startera docelowa
regiony
Box-Al migdzyge- 5’-TACGGCAAGGCGACGCTGACG-3’ Durlik, 2021
nowe BOX
fD1d 16SrRNA  5’-GAGAGTTTGATCCTGGCTCAGA-3’ Parker, 1999
rPla 16SrRNA  5-TTCAGCATTGTTCCATCGGCATC-3’ Parker, 1999
RAU recA 5’-GGYAARGGYKCBGYNATGCG-3’ Carro, 2011
RAD recA 5’-CTTVRMSCGGGTGCGGTT-3’ Carro, 2011
GYF3 gyrB 5’-ACsGTCGACTTCGACTTCCA-3’ Carro, 2011
GYR3B gyrB 5’-CAGCACsAYyCTTGTGGTA-3’ Carro, 2011
MY COF rpoB 5’-GGYAAGGTCACSCCSAAGGG-3’ Carro, 2011
MYCOR rpoB 5’-ARCGGCTGCTGGGTRATC-3’ Carro, 2011
ATPDF1 atpD 5’-AAGGGsSMAsGTMTTCAA-3’ Carro, 2011
ATPDF3 atpD 5’-GTsCTsATyCAGGAGATGATC-3’ Carro, 2011
ATPDR3 atpD 5’-GAAGAAsSGCCTGYTCnGG-3’ Carro, 2011
recAF recA 5-CGAACTGCATGGTC(G)ATCTTC-3’ Dourzac?f; -
recAR recA 5-ATGTCGAACTCGACCTGCTT-3’ Dourzac?f; -
IMetavrB B 5’-GAGGTCATCATGACC- I
gy 9y CAGCTsCAYGCCGGCGGWAAG-3’ P
rMetavrB B 5’-AGCGGGTACGGATGTGCGAGCCIT- ta praca
9y 2 CnACITCNGCITCNGTC-3’ P
MethylRPOF rpoB 5’-ATGGCCAACACGCTGGTCGGT-3’ ta praca
MethylRPOR rpoB 5’-TCGAYCTCGCCCTTGCCGTC-3’ ta praca
MethylATPF atpD 5’-GGCAAGATCACCCAGGTYAT-3’ ta praca
MethylATPR atpD 5’-CTTCTTGGCCTTYyTCCTGGG-3’ ta praca
, , Ayuso-Sacido i
A3 NRPS 5’-GCSTACsysATSTACACSTCsGG-3 Genilloud, 2005
, , Ayuso-Sacido i
A7R NRPS 5’-sAsGTCvCCsGTsCGGTAs-3 Genilloud, 2005
, , Ayuso-Sacido i
K1 PKS | 5’-TSAAGTCsAACATCGGbCA-3 Genilloud, 2005
, , Ayuso-Sacido i
M6R PKS | 5’-CGCAGGTTsCsGTACCAGTA-3 Genilloud, 2005
IIPF6 PKS 1l 5’-TsGCsTGCTTCGAYGCsATC-3’ Suniin., 2012
IIPR6 PKS 1l 5’-TGGAANCCGCCGAADLCCGCT-3’ Suniin., 2012
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ACCMetLf acds 5-GACCGGGTCGGCAACATC-3’ Dougjfs' n-
ACCMet2r acds 5’-AGCCCGCCGTACTTGTGC-3’ Dougjfs' n.
nifH-F nfH  5-CGGGAAGGGCGGAATCGGCAAG-3’ ta praca
nifH-R nifH 5-GCATGTCCTCGAGCTCWTCCAT-3’ ta praca

Mcdonald i
1003 mxaF 5’-GCGGCACCAACTGGGGCTGGT-3’

Murrel, 1997
1561 mxaF 5-GGGCAGCATGAAGGGCTCCC-3’ Mcdonald i

Murrel, 1997

wzorzec mas czasteczkowych DNA:

GeneRuler DNA Ladder Mix (100-10 000 pz) Thermo Scientific SM0331

pozostale:

Tag PCR Master Mix (2x)
REDTaq ReadyMix PCR Reaction Mix
6x Loading Buffer BLUE

SimplySafedye

lizozym (228 U x pl?)

mutanolizyna (10 U x ul?)

TestOxidase Reagent

zestawy komercyjne:

Clean-up
ExTerminator
Gel-Out

BigDye Terminator Cycle Sequencing Kit

APl ZYM

EURX
EURX
EURX
EURX
EURX
(A&A Biotechnology)

(Biomaxima)

(A&A Biotechnology)
(A&A Biotechnology)
(A&A Biotechnology)
(Applied Biosystems)

(bioM¢érieux)

LIVE/DEAD BacL.ight Bacterial Viability Kit (Invitrogen)

3.1.8. Pozostale materialy

alkohol etylowy

alkohol izoamylowy

alkohol izopropylowy

alkohol metylowy
alkohol skazony
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bufor PBS

chlorek rteci

chloroform

chlorotalonil

cykloheksimid

czerwien fenolowa

fenol

filtry strzykawkowe polipropylenowe o $rednicy @ 25mm, $rednica poréw @ 0,22 pm
fiolet krystaliczny

kwas 1-aminocyklopropano-1-karboksylowy

kwas nalidyksowy

kwas octowy

kwas pikrynowy

kwas solny

lignina

nasiona koniczyny biatej (Trifolium repens L.) odm. Grasslands Huia
nasiona pszenicy zwyczajnej (Triticum aestivum L.) odm. Foxx (odmiana 0zima)
nasiona rzepaku (Brassica napus L.) odm. Goliat (odmiana jara)
octan amonu

olej napedowy

olej silnikowy (przepracowany)

perlit ogrodniczy

ptyn fizjologiczny

ptytki GEN III MicroPlate (Biolog, Inc.)

plyn inokulacyjny GEN III MicroPlate IFA (Biolog, Inc.)

plyn inokulacyjny GEN III MicroPlate IFC (Biolog, Inc.)

podchloryn sodu

substrat torfowy (ziemia uniwersalna)

sulfotlenek dimetylu

woda MilliQ

wodorotlenek potasu
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3.2. Metody
3.2.1. Pozyskanie izolatow bakteryjnych (bakterii endofitycznych)
3.2.1.1. I1zolacja bakterii endofitycznych z brodawek korzeniowych

Odseparowane brodawki korzeniowe (po 50 brodawek z kazdego gatunku pozyska-
nych ro$lin) przeptukano w strumieniu biezacej wody w celu usunigcia zanieczyszczen. Osu-
szone brodawki poddano procedurze powierzchniowej sterylizacji, wykorzystujac metode
opisang przez Vincenta (1970): brodawki moczono w 0,1 % roztworze HgCl, przez 1 mi-
nute, nastepnie w 75 % roztworze etanolu, rowniez przez 1 minute. Zewngetrznie jalowe bro-
dawki pieciokrotnie ptukano w jalowej wodzie destylowanej 1 jatowo rozcierano. Uzyskang
zawiesing przenoszono za pomoca ezy na podtoze state 79CA oraz podtoze state 79CA z
dodatkiem metanolu (1 % v/v). Szalki inkubowano w temperaturze 28 °C przez 30 dni; po-
jawiajace si¢ kolonie bakterii, wyraznie roznigce si¢ morfologia kolonii od typowych bakte-
rii ryzobiowych pasazowano na nowe szalki z podtozem statym 79CA oraz podtozem statym
79CA z dodatkiem metanolu (1 % v/v), otrzymujac kolekcje czystych kultur bakterii, ktore
przechowywano na skosach agarowych 79CA oraz w 15 % roztworze glicerolu, w tempera-
turze -70 °C.

3.2.2. Analiza genetyczna bakterii endofitycznych
3.2.2.1. Izolacja genomowego DNA izolatow bakteryjnych

Izolacje genomowego DNA izolatéw przeprowadzono na podstawie metody Pitchera
i wsp. (1989), modyfikujgc sposob degradacji $ciany komoérkowej bakterii: 15-minutowa
inkubacj¢ komorek bakteryjnych (zawieszonych w buforze TE) z odczynnikiem GES za-
mieniono na 16-godzinng inkubacj¢ zawiesiny bakteryjnej, przeprowadzong w 37 °C, z do-
datkiem 20 pl lizozymu (4560 U) oraz 10 ul mutanolizyny (100 U). Stezenie i czysto$é
wyizolowanego DNA oznaczono za pomocg spektrofotometru Thermo Scientific NANOD-

ROP 2000 (Thermo Fisher Scientific).

3.2.2.2. Genotypowanie izolatow bakteryjnych metoda BOX-PCR

Stopien zroéznicowania genomowego badanych izolatow okreslono technikag BOX-
PCR (Rademaker i in., 2004). Reakcje przeprowadzono przy uzyciu startera Box-Al (Tabela
6). W skiad mieszaniny reakcyjnej wchodzity: 12,5 pl 2x Ready-Mix PCR, 0,5 pl startera
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Box-A1 (stezenie 100 pM) oraz x ul matrycy DNA o stezeniu 100 ng x ml™%; catos¢ uzupet-
niono jalowa woda wolng od nukleaz do objgtosci koncowej 25 ul. Reakcje amplifikacji

przeprowadzono w nast¢pujacych warunkach:

% wstepna denaturacja 95 °C 4 min
% 35 cykli:
denaturacja 94 °C 1 min
hybrydyzacja starterow (annealing) 53°C 1 min
synteza amplifikowanych fragmentow (elongacja) 65 °C 8 min
% koncowe wydtuzanie 65 °C 10 min

Produkty PCR poddano rozdziatowi elektroforetycznemu (120 min, 100 V, 400 mA)
w 1,5 % zelu agarozowym, nastepnie przeprowadzono wizualizacj¢ prazkow w swietle UV.
Na podstawie uzyskanego obrazu profili badanych izolatéw przeprowadzono analiz¢ nume-
ryczng podobienstwa genomowego, wykorzystujac oprogramowanie BIO1D v. 11.10 (Vil-
ber-Lourmat).

3.2.2.3. Amplifikacja genu 16S rRNA

Amplifikacje fragmentu genu 16S rRNA przeprowadzono z wykorzystaniem starte-
réw fD1d oraz rPla (Tabela 6). Mieszania reakcyjna (25 ul) zawierata 12,5 pl Tag PCR Ma-
ster Mix 2x, 0,25 ul kazdego z oligonukleotydow (100 uM), x ul genomowego DNA o ste-
zeniu 100 ng x ml?! oraz wode wolng od nukleaz (x ul); amplifikacje przeprowadzono w

nastepujacych warunkach:

% wstepna denaturacja 95 °C 4 min
s+ 35 cykli:
denaturacja 95 °C 45s
hybrydyzacja starter6w (annealing) 53-59°C 1 min
synteza amplifikowanych fragmentoéw (elongacja) 72 °C 2 min
% koncowe wydtuzanie 72 °C 7 min

65



Materiaty i metody

3.2.2.4. Amplifikacja wybranych genéw rdzeniowych (recA, gyrB, rpoB,
atpD)

Amplifikacj¢ fragmentéw genow rdzeniowych (recA, gyrB, rpoB oraz atpD) przepro-
wadzono w objetosci 25 pl mieszaniny reakcyjnej, zawierajacej 12,5 ul Tag PCR Master

Mix 2x, 0,25 ul kazdego z oligonukleotydow (100 uM), 100-150 ng genomowego DNA

oraz wode wolng od nukleaz (x pl).

rodzaje Methylobacterium i Methylorubrum
Amplifikacje¢ genu recA wykonano zgodnie z procedurg opisang przez Dourado 1 wsp.

(2013), wykorzystujac startery recAF oraz recAR (Tabela 6):

% wstepna denaturacja 94 °C 5 min
% 35 cykli:
denaturacja 94 °C 1 min
hybrydyzacja starterow (annealing) 54 °C 45s
synteza amplifikowanych fragmentow (elongacja) 72 °C 2 min
% koncowe wydtuzanie 72 °C 7 min

Reakcje amplifikacji genu gyrB przeprowadzono z wykorzystaniem starterow

1MetgyrB oraz 2rMetgyrB (Tabela 6) i przeprowadzono w nastepujacych warunkach:

% wstepna denaturacja 94 °C 5 min
%+ 35 cykli:
denaturacja 94 °C 1 min
hybrydyzacja starterow (annealing) 52-55°C 45s
synteza amplifikowanych fragmentoéw (elongacja) 72 °C 2 min
% koncowe wydtuzanie 72 °C 7 min

Startery MethylRPOF oraz MethylRPOR (Tabela 6) wykorzystano w celu amplifikacji

genu rpoB, z zastosowaniem ponizszych warunkow reakcji:

% wstepna denaturacja 94 °C 5 min
%+ 35 cykli:
denaturacja 94 °C 1 min
hybrydyzacja starterow (annealing) 57 °C 45s
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synteza amplifikowanych fragmentoéw (elongacja) 72 °C 2 min

% koncowe wydluzanie 72 °C 7 min

W celu amplifikacji genu atpD wykorzystano startery MethylATPF oraz Methyl ATPR

(Tabela 6); reakcje amplifikacji przeprowadzono w nastepujacych warunkach:

% wstepna denaturacja 94 °C 5 min
% 35 cykli:
denaturacja 94 °C 1 min
hybrydyzacja starterow (annealing) 50 °C 45s
synteza amplifikowanych fragmentow (elongacja) 72 °C 2 min
% koncowe wydtuzanie 72 °C 7 min

rodzaj Micromonospora

Reakcje amplifikacji genéw rdzeniowych przeprowadzono z wykorzystaniem warun-
kow reakeji opublikowanych przez Carro (2011).

Amplifikacje genu recA przeprowadzono z wykorzystaniem starterow RAU 1 RAD
(Tabela 6):

%+ wstepna denaturacja 95 °C 9 min
%+ 35 cykli:
denaturacja 94 °C 1 min
hybrydyzacja starterow (annealing) 55-62 °C 1 min
synteza amplifikowanych fragmentoéw (elongacja) 72 °C 2 min
% koncowe wydtuzanie 72 °C 7 min

Reakcja amplifikacji genu gyrB zostata przeprowadzona z wykorzystaniem starterow
GYF3 oraz GYR3B (Tabela 6):

% wstepna denaturacja 95 °C 9 min
%+ 35 cykli:
denaturacja 94 °C 1 min
hybrydyzacja starter6w (annealing) 55-62°C 1 min
synteza amplifikowanych fragmentoéw (elongacja) 72 °C 2 min
% koncowe wydtuzanie 72 °C 7 min
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W celu amplifikacji genu rpoB wykorzystano startery MYCOF oraz MYCOR
(Tabela 6):

% wstepna denaturacja 95 °C 9 min
% 35 cykli:
denaturacja 94 °C 1 min
hybrydyzacja starterow (annealing) 52-60 °C 1 min
synteza amplifikowanych fragmentow (elongacja) 72 °C 2 min
% koncowe wydtuzanie 72 °C 7 min

Do amplifikacji genu atpD wykorzystano pary starterow ATPDF1 i ATPDR3 oraz
ATPDF3 i ATPDR3 (Tabela 6):

% wstepna denaturacja 95 °C 9 min
% 35 cykli:
denaturacja 94 °C 1 min
hybrydyzacja starterow (annealing) 55-62 °C 1 min
synteza amplifikowanych fragmentow (elongacja) 72 °C 2 min
% koncowe wydtuzanie 72 °C 7 min

3.2.2.5. Detekcja i amplifikacja genu mxaF u bakterii z rodzajéw Methylo-

bacterium i Methylorubrum

Detekcje genu mxaF przeprowadzono z wykorzystaniem starteréw f1003 oraz r1561
(Tabela 6). Reakcje amplifikacji przeprowadzono w objetosci 25 ul, w sktad mieszaniny
reakcyjnej wchodzity: 12,5 pl 2x Ready-Mix PCR, 0,25 ul kazdego z oligonukleotydow
(100 pM), x ul genomowego DNA o stezeniu 100 ng x ml* oraz woda wolna od nukleaz

(x ul). Reakcje amplifikacji przeprowadzono w nastgpujacych warunkach:

% wstepna denaturacja 94 °C 5 min
% 40 cykli:
denaturacja 95 °C 30s
hybrydyzacja starter6w (annealing) 54 °C 1 min
synteza amplifikowanych fragmentéw (elongacja) 72 °C 2 min
% koncowe wydtuzanie 72 °C 7 min
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3.2.2.6. Detekcja i amplifikacja wybranych genéw zwigzanych ze zdolno-
scig bakterii do realizowania mechanizmow promowania wzrostu roslin
Reakcje amplifikacji genéw nifH oraz acdS dla rodzajow Methylobacterium i Methy-
lorubrum przeprowadzono w objetosci 50 pl. W sktad mieszaniny reakcyjnej wchodzity: 25
ul 2x Ready-Mix PCR, 0,5 ul kazdego z oligonukleotydow (100 uM), x ul genomowego

DNA o stezeniu 100 ng x ml* oraz woda wolna od nukleaz (x pl).

W celu detekcji genu nifH wykorzystano startery nifH-F oraz nifH-F (Tabela 6) z za-

stosowaniem nastepujacych warunkow:

% wstepna denaturacja 94 °C 5 min
% 40 cykli:
denaturacja 95 °C 30s
hybrydyzacja starterow (annealing) 54 °C 1 min
synteza amplifikowanych fragmentéw (elongacja) 72 °C 2 min
% koncowe wydtuzanie 72 °C 7 min

Amplifikacj¢ genu acdS przeprowadzono wykorzystujgc wezesniej opublikowane wa-
runki reakcji (Dourado i wsp., 2013) oraz sekwencje starterow ACCMet1fi ACCMet2r (Ta-
bela 6):

% wstepna denaturacja 94 °C 5 min
%+ 35 cykli:
denaturacja 95 °C 30s
hybrydyzacja starterow (annealing) 55-59°C 1 min
synteza amplifikowanych fragmentoéw (elongacja) 72 °C 1 min
% koncowe wydtuzanie 72 °C 5 min

Reakcje amplifikacji genéw NRPS, PKS | oraz PKS Il dla rodzaju Micromonospora
przeprowadzono w objetosci 50 ul. W sktad mieszaniny reakcyjnej wchodzity: 25 ul 2x
Ready-Mix PCR, 0,5 ul kazdego z oligonukleotydow (100 uM), x ul genomowego DNA o

stezeniu 100 ng x ml, 3 pl DMSO oraz woda wolna od nukleaz (x pl).

69



Materiaty i metody

W celu amplifikacji genu NRPS, wykorzystano startery A3 oraz A7R (Tabela 6) oraz

nastepujace warunki reakcji:

% wstepna denaturacja 95 °C 9 min
% 35 cykli:
denaturacja 94 °C 1 min
hybrydyzacja starterow (annealing) 48 °C 1 min
synteza amplifikowanych fragmentow (elongacja) 72 °C 2 min
% koncowe wydtuzanie 72 °C 7 min

Amplifikacj¢ genu PKS I, przeprowadzono z wykorzystaniem starteréw K1 oraz M6R

(Tabela 6), w opisanych wczesniej warunkach reakcji (Ayuso-Sacido i Genilloud, 2005):

% wstepna denaturacja 95 °C 5 min
% 35 cykli:
denaturacja 95 °C 30s
hybrydyzacja starterow (annealing) 53°C 2 min
synteza amplifikowanych fragmentow (elongacja) 72 °C 4 min
% koncowe wydtuzanie 72 °C 10 min

Detekcje genu PKS 11 przeprowadzono z wykorzystaniem starterow IIPF6 oraz IIPR6
(Tabela 6), w nastepujacych warunkach (Sun i in., 2012):

% wstepna denaturacja 94 °C 4 min
%+ 35 cykli:
denaturacja 94 °C 1 min
hybrydyzacja starter6w (annealing) 60 °C 30s
synteza amplifikowanych fragmentoéw (elongacja) 72 °C 1,5 min
% koncowe wydtuzanie 72 °C 10 min

3.2.2.7. Wizualizacja wynikow reakcji amplifikacji w Zelu agarozowym

W celu wizualizacji wynikoéw reakceji PCR oraz przyblizonej oceny ilosci otrzymanego
materiatu DNA po procedurze oczyszczania, przygotowywano 1 % zel agarozowy z dodat-
kiem barwnika SimplySafe dye. Rozdziat elektroforetyczny prowadzono w obecno$ci

wzorca mas czgsteczkowych GeneRuler DNA Ladder Mix (100-10 000 pz) przez 30 min
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(120 V, 400 mA) w 1x stezonym buforze TAE. Wyniki elektroforezy wizualizowano w
Swietle UV.

3.2.2.8. Oczyszczanie zamplifikowanych fragmentow DNA

W przypadku otrzymania pojedynczego produktu o spodziewanej wielkosci (bez pro-
duktow niespecyficznych), otrzymane fragmenty DNA oczyszczano z wykorzystaniem ze-
stawu Clean-up (A&A Biotechnology), stosujac si¢ do procedury zalecanej przez produ-

centa.

3.2.2.9. Oczyszczanie zamplifikowanych fragmentow DNA z zelu agarozo-
wego

W przypadku otrzymania dodatkowych, niespecyticznych produktoéw reakcji, zampli-
fikowany materiat genetyczny oczyszczano z zelu agarozowego z wykorzystaniem zestawu
Gel-Out (A&A Biotechnology). Rozdziat elektroforetyczny produktow PCR prowadzono w
obecnosci wzorca mas czasteczkowych GeneRuler DNA Ladder Mix (100-10 000 pz) w1 %
zelu agarozowym przy parametrach elektroforezy: 70 min, 90 V, 400 mA. Nastepnie poste-

powano zgodnie z protokotem zatagczonym przez producenta.

3.2.2.10. Sekwencjonowanie zamplifikowanych fragmentéw DNA

Przed wtasciwg reakcja sekwencjonowania (tzw. PCR sekwencyjny), w celu ustalenia
przyblizonego st¢zenia matrycy DNA, oczyszczone produkty reakcji wizualizowano na 1 %
zelu agarozowym w swietle UV. W sktad mieszaniny reakcyjnej (10 pl) wchodzity: 2 ul
BDX64 (BigDye® Enhancing Buffer), 0,2 ul BigDye 3.1, 1 ul 5x Sequencing Buffer
(BigDye™ Terminator v1.1, v3.1), 1 ul odpowiedniego startera (stezenie 5 uM), od 1 do 5,8
ul matrycy DNA oraz woda wolna od nukleaz (x pl). Reakcje sekwencjonowania przepro-

wadzono w nastepujacych warunkach:

% wstepna denaturacja 96 °C 3 min
++ 30 cykli:
denaturacja 96 °C 10s
hybrydyzacja starter6w (annealing) 50 °C 5s
synteza amplifikowanych fragmentéw (elongacja) 60 °C 2 min
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Produkty reakcji sekwencjonowania oczyszczano za pomoca zestawu ExTerminator
(A&A Biotechnology) zgodnie z instrukcja uzytkowania; odczyt sekwencji tak przygotowa-

nych preparatéw zlecono firmie zewngtrznej (Genomed S.A., Warszawa).

3.2.2.11. Analiza filogenetyczna genu 16S rRNA

Uzyskane odczyty sekwencji fragmentéw genu 16S rRNA poroéwnano z sekwencjami
DNA zdeponowanymi w bazie danych GenBank (https://www.ncbi.nlm.nih. gov/genbank/),
wykorzystujac narzgdzie BLAST (Altschul i in., 1990). Oprogramowanie MEGA7 (Kumar
11in., 2016) wykorzystano do skonstruowania drzewa filogenetycznego obrazujacego stopien
podobienstwa sekwencji badanych izolatow do sekwencji pozyskanych z bazy GenBank,
wykazujacych najwyzszy stopien podobienstwa w stosunku do sekwencji badanych bakterii.
Filogram zbudowano w oparciu o metod¢ najwiekszej wiarygodnos$ci (ang. Maximum Like-
lihood), z zastosowaniem analizy ,,bootstrap” (1000 powtdrzen) oraz odpowiedniego mo-
delu ewolucyjnego, obliczonego przez oprogramowanie MEGA7 na podstawie dopasowa-
nych sekwencji. Program BioEdit 7.2 (Hall, 1999) wykorzystano do skonstruowania macie-

rzy podobienstwa sekwencji oraz okreslenia ich podobienstwa.

3.2.2.12. Wielolokusowa analiza sekwencji (MLSA) genéw rdzeniowych

Wielolokusowg analize¢ sekwencji, przeprowadzong na podstawie sekwencji czterech
gendw rdzeniowych (recA, gyrB, rpoB oraz atpD), rozpoczeto od przyrownania sekwencji
poszczegbdlnych gendw z sekwencjami zdeponowanymi w bazie GenBank, wykorzystujac
algorytm BLAST. Nast¢pnie, sekwencje badanych izolatéw oraz bakterii wykazujacych naj-
Wyzszy stopien podobienstwa sekwencji potgczono w kolejnosci recA-gyrB-rpoB-atpD i do-
pasowano do siebie w programie MEGAY7. Tak skonstruowana biblioteka postuzyta do przy-
gotowania drzewa filogenetycznego, obrazujacego podobienstwo potaczonych sekwencji
badanych izolatoéw oraz sekwencji pozyskanych z bazy GenBank. Drzewo filogenetyczne
skonstruowano w oparciu o metode najwickszej wiarygodnosci (Maximum Likelihood), zas
wiarygodno$¢ poszczegolnych weztow poparto analizg ,,bootstrap” (1000 powtorzen). Od-
powiedni model ewolucyjny dobrano na podstawie obliczen dokonanych przez program
MEGAY. Program BioEdit 7.2 wykorzystano do skonstruowania macierzy podobienstwa se-

kwenciji.
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3.2.2.13. Analiza filogenetyczna genu mxaF oraz genow zwiazanych ze
zdolnos$cia bakterii do realizowania mechanizméow promowania wzrostu
roslin

Sekwencje gendéw badanych izolatow poréwnano z odpowiednimi sekwencjami ge-
néw szczepdéw referencyjnych, zdeponowanymi w bazie danych GenBank. Program
MEGA?7 wykorzystano do skonstruowania drzew filogenetycznych (dla kazdego genu z
osobna), obrazujacych stopien podobienstwa sekwencji badanych izolatoéw oraz sekwencji
0 najwyzszym stopniu podobienstwa, pozyskanych z bazy danych GenBank. Drzewa filo-
genetyczne skonstruowano z zastosowaniem metody najwickszej wiarygodnosci (Maximum
Likelihood), wskaznik poparcia okreslono metodg ,,bootstrap” oparta na 1000 powtorzen,
za$ odpowiedni model ewolucyjny dobrano na podstawie wyliczen programu MEGA7. Do
skonstruowania macierzy podobienstwa sekwencji oraz okreslenia procentowego podobien-

stwa sekwencji wykorzystano program BioEdit 7.2.

3.2.3. Przygotowanie inokulum bakteryjnego

W celu przygotowania zawiesiny bakteryjnej, bakterie hodowano w temperaturze
28 °C na podtozu statym 79CA z dodatkiem metanolu (1 % v/v) (rodzaje Methylobacterium
i Methylorubrum) przez 5 dni lub przez 8 dni na podtozu statym ISP2 dla szczepow z rodzaju
Micromonospora. Po tym czasie, bakterie nalezgce do rodzajow Methylobacterium/Methy-
lorubrum zbierano za pomocg jatowej ezy i zawieszano w proboéwkach zawierajacych 5 ml
ptynu fizjologicznego. W przypadku szczepow nalezacych do rodzaju Micromonospora,
mase bakteryjng zbierano za pomocg jatowej ezy i zawieszano w probowkach typu Eppen-
dorf, zawierajacych 1 ml ptynu fizjologicznego. Mieszaniny worteksowano i odstawiano na
okoto 10 min, az do momentu osadzenia si¢ zagregowanej masy na dnie probowki; superna-
tant rozcienczano w celu uzyskania odpowiedniej gestosci optycznej. W przypadku niekto-
rych testow biochemicznych proces przygotowania inokulum modyfikowano, co zazna-

czono w opisie metody.
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3.2.4. Analiza fenotypowa bakterii endofitycznych
3.2.4.1. Analiza cech fenotypowych bakterii z wykorzystaniem zestawu
GEN 111 (system Biolog)

Zdolnos¢ badanych izolatéw do utylizacji roznych zwigzkéw chemicznych, wykorzy-
stywanych przez mikroorganizmy jako jedyne zrodto wegla i energii, oraz wrazliwosci na
wybrane substancje chemiczne, badano z wykorzystaniem mikroptytek GEN III (system
Biolog), postepujac zgodnie z instrukcja producenta. Szczepy przyporzadkowane do rodzaju
Micromonospora hodowano przez 5 dni na podtozu GYM i badano z wykorzystaniem ptynu
inokulacyjnego IF C (ODeoo = 0,02); szczepy nalezgce do rodzajow Methylobacterium i Met-
hylorubrum hodowano na podtozu 79CA z dodatkiem metanolu (1 % v/v) przez 3 dni, za$
zawiesing przygotowywano z wykorzystaniem ptynu inokulacyjnego IF A (ODsgo inokulum
= 0,2). Ptytki inkubowano w temperaturze 28 °C przez 5 (rodzaje Methylobacterium i Met-
hylorubrum) lub 9 dni (rodzaj Micromonospora), tj. do momentu petnego wybarwienia dot-

kow kontrolnych (kontrola pozytywna).

3.2.4.2. Charakterystyka biochemiczna izolatow bakterii Gram ujemnych
z wykorzystaniem zestawu Microgen ID

Gram ujemne szczepy nalezgce do rodzajow Methylobacterium i Methylorubrum scha-
rakteryzowano wykorzystujac zestaw Microgen ID. Zgodnie z opisang procedurg, przed
przystapieniem do wykonania testu przeprowadzono badanie na aktywno$¢ oksydazy (wy-
korzystano odczynnik TestOxidase Reagent). Przygotowang zawiesine bakteryjna wykorzy-
stano do inokulacji paskow GN A oraz GN B; wyniki odczytano po 48 godzinnej inkubacji

testow w temperaturze 37 °C.

3.2.4.3. Okreslenie zdolnos$ci bakterii do produkcji wybranych enzymow
hydrolitycznych z wykorzystaniem zestawu APl ZYM (bioMérieux)

Aktywno$¢ enzymatyczng szczepoOw oceniono z wykorzystaniem zestawu APl ZYM
(bioM¢érieux), postepujac zgodnie z instrukcja zataczong przez producenta. Zawiesing bak-
teryjna o gestosci optycznej 6 w skali McFarland’a wykorzystano do inokulacji studzienek,

ktdre nastgpnie inkubowano przez 4,5 godziny w temperaturze 37 °C, w ciemnosci. Po tym
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czasie kontynuowano procedur¢ poprzez dodanie odczynnikoéw ZYM A oraz ZYM B; wy-
niki odczytano po uptywie 10 minut. Zgodnie z adnotacja producenta, test na aktywnos¢

esteraz uznano za niewazny.

3.2.4.4. Okreslenie tolerancji bakterii wobec r6znych stezen NaCl w pod-
lozu

Badane szczepy wysiewano na podtoza state 79CA z metanolem (1 % v/v; rodzaje
Methylobacterium oraz Methylorubrum) lub ISP2 (rodzaj Micromonospora) z dodatkiem
NaCl w stezeniu koncowym 1 %; 2 %; 3 % i 4 % poprzez nakroplenie 15 pl zawiesiny
bakteryjnej (ODeoo = 0,2). Plytki inkubowano w temperaturze 28 °C przez dwa tygodnie;
bakterie wysiane na podtoze 79CA lub ISP2 o standardowym sktadzie stanowity kontrole

pozytywna.

3.2.4.5. Okreslenie zakresu pH wzrostu bakterii

Bakterie wysiewano na podtoza state 79CA (rodzaj Micromonospora) lub 79CA z do-
datkiem metanolu (1 % v/v) (w przypadku szczepéw nalezacych do rodzaju Methylobacte-
rium/Methylorubrum), o ré6znym pH (4,5; 5.5; 6; 7; 8; 9; 10) poprzez nakroplenie 15 pl za-
wiesiny bakteryjnej 0 ODgoo = 0,2. Podtoza o pH 4,5 oraz 5,5 sporzadzono w oparciu o
metode opisang przez Carro (2011), mieszajac jatowy bufor kwas cytrynowy-NaHPO4z 2%
stezonym, jalowym podiozem agarowym w stosunku 1:1 (po wystudzeniu obydwu roztwo-
réw); w przypadku podtozy o pH 9 oraz 10, zastosowano bufor glicyna-wodorotlenek sodu
1 zmieszano po wystudzeniu z 2x stezonym, jatowym podtozem agarowym w stosunku 1:1.
Roztwory stezonego HCL oraz 50 % KOH wykorzystano do przygotowania podtozy o pH

roOwnym 6, 7 oraz 8.

3.2.4.6. OKkreslenie zdolnosci bakterii do wzrostu w réznych temperatu-
rach

Do probowek zawierajacych po 5 ml podtoza ptynnego 79CA dla rodzaju Micromo-
nospora lub 79CA z dodatkiem metanolu (1 % v/v) dla rodzajow Methylobacterium/Methy-
lorubrum, dodawano po 100 pl zawiesiny bakteryjnej o gestosci ODeoo = 0,2, nastepnie mie-
rzono gestos¢ optyczng w czasie To 1 inkubowano w temperaturach: 8 °C, 28 °C, 37 °C, 42 °C

i 45 °C przez dwa tygodnie. Po tym czasie powtornie mierzono gesto$¢ optyczna.
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3.2.4.7. Okreslenie zdolnosci bakterii do aktywnego ruchu

Szczepy bakteryjne wysiewano poprzez punktowe wkiucie masy bakteryjnej za po-
mocg ezy w 0,35 % podloze agarowe 79CA w przypadku szczepow z rodzaju Micromono-
spora lub 79CA z dodatkiem metanolu (1 % v/v) w przypadku szczepéw nalezacych do
rodzaju Methylobacterium/Methylorubrum. Kontrole pozytywng stanowil szczep nalezacy
do gatunku Pseudomonas fluorescens.

3.2.4.8. Okreslenie zdolnosci bakterii do oddzialywan typu quorum sensing

(QS)

W celu detekcji autoinduktorow produkowanych przez badane bakterie Gram ujemne,
szczepy nalezace do grupy Methylobacterium/Mrthylorubrum wysiewano na podtoze 79CA;
réwnoczes$nie wykonywano posiew szczepu wskaznikowego: Chromobacterium violaceum
CV026 (McClean i in., 1997) w taki sposob, aby szczep badany oraz szczep wskaznikowy
tworzyty litere ,,T”, zachowujac ok. 3 mm odstep pomiedzy nimi. Szalki inkubowano w

temperaturze 28 °C przez 7 dni.

3.2.4.9. Okreslenie zdolnosci bakterii do tworzenia biofilmu metoda bar-
wienia fioletem krystalicznym oraz przezywalnos$ci w biofilmie przy uzy-
ciu zestawu LIVE/DEAD® Bac-LightTM Bacterial Viability

W celu oceny zdolnosci szczepow z rodzajow Methylobacterium i Methylorubrum do
tworzenia biofilmu, wykonano test barwienia fioletem krystalicznym (Xu i in., 2014) z mo-
dyfikacjami oraz test oceny przezywalno$ci bakterii z wykorzystaniem zestawu
LIVE/DEAD BacL.ight Bacterial Viability Kit.

Test barwienia fioletem krystalicznym poprzedzono hodowlg wstepna: bakterie wsie-
wano do probowek zawierajacych 5 ml podtoza ptynnego 79CA z dodatkiem metanolu (1 %
V/V) i wytrzasano w temperaturze 28 °C przez 48 godzin. Po tym czasie hodowle zwirowano,
osad przeptukano jalowym buforem PBS i zawieszono w nowej porcji jatowego podtoza
79CA, ustalajac gestos¢ optyczna na poziomie ODeoo = 0,1. Tak uzyskang zawiesing, po
100 pl, nanoszono na ptytki 96-dotkowe (7 dotkdéw na kazdy szczep; dodatkowo dwa dotki
zawierajace niezainokulowane podtoze potraktowano jako kontrole negatywna). Phytki in-
kubowano w temperaturze 28 °C przez 90 godzin przy 90 rpm. Nastepnie usuwano hodowle

tak, aby nie naruszy¢ biofilmu, studzienki przeptukiwano buforem PBS i pozostawiano do
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wysuszenia (15 min w temperaturze 28 °C). Po tym czasie dodawano 180 ul 0,1 % roztworu
fioletu krystalicznego i inkubowano w temperaturze pokojowej przez 15 minut. Nastgpnie
fiolet usuwano, dotki ptukano dwukrotnie jalowa woda destylowang i nanoszono po 180 pl
30 % kwasu octowego; po 15 minutach inkubacji w temperaturze pokojowej wynik odczy-
tano za pomoca spektrofotometru Biotek Synergy H1 Hybrid Microplate Reader przy diu-
gosci fali 595 nm. Otrzymane wyniki porownano z odczytami uzyskanymi w przypadku
dotkéw kontrolnych.

W przypadku oceny przezywalnos$ci bakterii z wykorzystaniem zestawu LIVE/DEAD
BacLight Bacterial Viability Kit, szczepy hodowano w takich samych warunkach, jak opi-
sano powyzej z ta roznicg, ze po usuni¢ciu hodowli z dotkdéw 1 jednokrotnym przeptukaniu
buforem PBS, przystapiono do procedury barwienia bakterii zgodnie z instrukcjg producenta
zestawu. Przezywalno$¢ komorek bakterii oceniono we wspotpracy z Katedra Anatomii
Funkcjonalnej i Cytobiologii UMCS, przy uzyciu laserowego mikroskopu konfokalnego Ze-
iss Axiovert 200M.

3.2.4.10. Okreslenie zdolnosci bakterii do wykorzystywania kwasu 1-ami-
nocyklopropano-1-karboksylowego (ACC), jako jedynego zrodia azotu
Doswiadczenie jako$ciowe przeprowadzono bazujac na metodzie opisanej przez Pen-
rose 1 Glicka (2003) z modyfikacjami, wykorzystujac czerwien fenolowa jako wskaznik
zmiany odczynu podtoza, a tym samym identyfikujacego wzrost bakterii (Maheshwari 1
wsp., 2020).
Bakterie z rodzajow Methylobacterium i Methylorubrum hodowano na podtozu Dwor-
kina i Fostera (Husen i in., 2009), w nast¢pujgcych wariantach:
- z dodatkiem kwasu 1-aminocyklopropano-1-karboksylowego (proba badana);
- z dodatkiem NH4SO4 (2 g x I'Y) (kontrola pozytywna);
- bez dodatku zwigzkéw azotu (kontrola negatywna).
Szczepy z rodzaju Micromonopora hodowano na podtozu minimalnym MM:
- z dodatkiem kwasu 1-aminocyklopropano-1-karboksylowego zamiast L-asparaginy
(proba badana);
- podtoze niezmodyfikowane (kontrola pozytywna);
- bez dodatku Zrdédla azotu (kontrola negatywna).
Kwas 1-aminocyklopropano-1-karboksylowy nanoszono na podtoze w postaci 0,5 M

roztworu (30 uM ACC na jedng ptytke) i rozprowadzano po powierzchni podtoza za pomoca
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jatowej glaszczki. Bakterie wysiewano poprzez nakroplenie 15 ul zawiesiny bakteryjnej o
gestosci optycznej ODgoo = 0,2; szczepy hodowano przez okres 21 dni w temperaturze 28 °C.

Oceniono takze aktywno$¢ enzymu deaminazy kwasu 1-aminocyklopropano-1-kar-
boksylowego dla wybranych szczepéw, wykorzystujac metode opisang przez Li i wsp.
(2011). W tym celu, 100 pl zawiesiny bakteryjnej (ODesoo = 0,2) wsiewano do probowek
zawierajacych 5 ml podtoza AMS, w ktérym chlorek amonu zastgpiono roztworem ACC
(stezenie koncowe 3 mM). Hodowle wytrzasano z predkoscia 160 rpm przez 6 dni, w tem-
peraturze 28 °C. Nastepnie hodowle bakteryjne wirowano przez 5 minut z predkoscig 11 000
rpm. Supernatant z poszczegolnych hodowli bakteryjnych pobierano i mieszano z odczyn-
nikiem ninhydrynowym (podrozdziat 3.1.6) w stosunku 1:2 i poddawano inkubacji w tazni
wodnej, zgodnie z procedura. W celu oceny ilosci wykorzystanego ACC, uzyskane roztwory
nanoszono po 300 ul na ptytki 96-dotkowe i okreslano absorbancje przy dtugosci fali rowne;j
570 nm z wykorzystaniem spektrofotometru Biotek Synergy H1 Hybrid Microplate Reader.
Wyniki poréwnywano z wartosciami krzywej wzorcowej wykonanej dla ACC, sporzadzonej
w oparciu o wartosci absorbancji (dtugos¢ fali 570 nm) roztworow ACC o znanym stezeniu
molowym w podtozu AMS (0,005; 0,01; 0,015; 0,02; 0,03; 0,04; 0,5 mM x I'), wymiesza-
nych z odczynnikiem ninhydrynowym (podrozdziat 3.1.6) w stosunku 1:2 1 inkubowanych

w tazni wodnej zgodnie z procedurg (Li i in., 2011).

3.2.4.11. Okreslenie zdolno$ci bakterii do wigzania azotu atmosferycznego

Zdolnos¢ bakterii do wigzania azotu atmosferycznego oceniono z wykorzystaniem
procedury opisanej przez Baldaniego i wsp. (2014), wykorzystujac wtasng modyfikacje pod-
toza NFb (podrozdziat 3.1.5). Dodatkowo, w przypadku szczepdéw nalezacych do rodzaju
Methylobacterium/Methylorubrum, do podtoza dodawano metanol (1 % v/v).

5 ml podtoza inokulowano odpowiednimi szczepami bakterii i inkubowano przez okres
3 tygodni w temperaturze 28 °C. W przypadku pojawienia si¢ charakterystycznej ,,btony
bakteryjnej”, umiejscowionej tuz pod powierzchnig podloza, blon¢ pobierano za pomoca
pipety i wsiewano do nowego podloza (drugi pasaz); pojawienie si¢ charakterystycznej
,.btony” roéwniez w wyniku trzeciego pasazu uznawano za wynik pozytywny. Jako szczep

kontrolny wykorzystano diazotroficzng bakteri¢ Azospirillum lipoferum D74.
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3.2.4.12. Okreslenie zdolnosci bakterii do produkcji kwasu indolilo-3-oc-

towego (IAA) oraz indolu

100 ul zawiesiny bakteryjnej (ODeoo = 0,2) wsiewano do probowek zawierajacych 5
ml podtoza TMRT z dodatkiem metanolu (1 % v/v; szczepy Methylobacterium i Methyloru-
brum) lub ptynnego ISP2 z dodatkiem L-tryptofanu (0,2 % w/v), w przypadku szczepow z
rodzaju Micromonospora. Hodowle wytrzasano z predkoscig 160 rpm przez 14 dni, w tem-
peraturze 28 °C; po tym czasie pobierano po 1 ml hodowli i wirowano z predkoscig 11 000
rpm przez 5 minut. W celu oceny zdolnosci szczepdéw do produkeji IAA, 100 ul supernatantu
z kazdej hodowli mieszano z 200 pl odczynnika Salkowskiego. Mieszaning inkubowano w
ciemnosci przez 25 min, nast¢pnie mierzono absorbancj¢ za pomocg spektrofotometru Bio-
tek Synergy H1 Hybrid Microplate Reader przy dlugosci fali 530 nm. Sporzadzong uprzed-
nio krzywg wzorcowa IAA (10-100 ug x ml™") wykorzystano do oszacowania zawarto$ci
kwasu indolilo-3-octowego (IAA) w supernatancie. Zdolnos¢ szczepéw do produkeji indolu
badano poprzez dodanie kilku kropel odczynnika Kovacsa do hodowli bakteryjnych (ok. 4
ml), pozostatych w probéwkach. Jako kontrole pozytywng wykorzystano szczep Escheri-

chia coli K12, natomiast kontrolg negatywng byt szczep Proteus mirabilis.

3.2.4.13. Okreslenie tolerancji bakterii wobec roznych stezen wybranych
pierwiastkéw (arsenu, glinu, miedzi)

Zawiesiny badanych szczepow nakroplono (15 pl, ODsoo = 0,2) na podtoza state 79CA
w przypadku szczepow Micromonospora lub 79CA z dodatkiem 1 % v/v metanolu w przy-
padku szczepow nalezacych do rodzaju Methylobacterium/Methylorubrum. Do podtozy do-
dawano jatowe roztwory wodne nastepujacych zwigzkéw chemicznych: Na:HAsOa4 x 7 H2O
(jony arsenu), AICIz x 6 H20 (jony glinu) oraz CuSO4 (jony miedzi). Stezenie molowe wska-
zanych jonéw w podtozach wynosito 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9, 12, 15, 18 mM; szczepy hodo-
wano przez 2 tygodnie w temperaturze 28 °C. Szczepy z rodzaju Methylobacterium/Methy-
lorubrum wysiane na podtoze 79CA z dodatkiem 1 % v/v metanolu oraz szczepy reprezen-

tujace rodzaj Micromonospora hodowane na podtozu statym 79CA stanowity kontrole po-

zytywna.
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3.2.4.14. Okreslenie zdolnosci bakterii do produkcji metaloforow

Zdolnos¢ bakterii do sekwestracji jonow zelaza, miedzi, glinu oraz arsenu oceniono
przy uzyciu podtoza CAS z modyfikacjami wynikajacymi z niezdolno$ci promieniowcow
do wzrostu na podtozu zawierajacym CTAB (Rungin i in., 2012). W tym celu wykonywano
posiew dywanowy bakterii na podloza state i hodowano w 28 °C przez 5 dni na podtozu
79CA z dodatkiem metanolu 1 % v/v (rodzaje Methylobacterium i Methylorubrum) lub 8
dni na podtozu ISP2 (rodzaj Micromonospora). Nast¢pnie z hodowli wycinano korki aga-
rowe o $rednicy 0,7 cm 1 przenoszono na podtoza CAS zawierajace jony odpowiednich me-
tali. Cato$¢ inkubowano w temperaturze 28 °C przez 14 dni; korki agarowe wycigte z niein-

okulowanych podtozy stanowily kontrole negatywng.

3.2.4.15. Okreslenie zdolnos$ci bakterii do rozkladu trifosforanow (TCP)
15 ul zawiesiny bakteryjnej kazdego z badanych szczepdéw (ODsoo = 0,2) wysiewano
na zmodyfikowane podtoze state Pikovskaya (podrozdziat 3.1.5) i inkubowano w tempera-

turze 28 °C przez 28 dni. Kontrole pozytywng stanowit szczep Pseudomonas sp. 267.

3.2.4.16. Okreslenie zdolnosci bakterii do rozkladu celulozy

15 ul zawiesiny bakteryjnej kazdego z badanych szczepéw (ODegoo = 0,2) wysiewano
na podtoze stale z karboksymetylocelulozg. Hodowle prowadzono przez 14 dni w tempera-
turze 28 °C; po tym czasie na powierzchni¢ podtoza nanoszono ptyn Lugola w celu wybar-
wienia pozostatej w podtozu celulozy; pltyn Lugola zlewano po uptywie 5 minut, za$ po-
wierzchni¢ podtoza ptukano wodg destylowang. Kontrole pozytywna stanowit szczep Pseu-

domonas sp. 267.

3.2.4.17. OkreSlenie zdolnosci bakterii do produkcji enzymoéw proteoli-
tycznych
15 pl zawiesiny bakteryjnej kazdego z badanych szczepow (ODeoo = 0,2) wysiewano na

podtoze state z dodatkiem mleka w proszku (podrozdziat 3.1.5). Bakterie hodowano w tem-

peraturze 28 °C przez 14 dni.
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3.2.4.18. Okreslenie zdolnosci bakterii do rozkladu weglowodoréw zawar-

tych w oleju nap¢edowym oraz przepracowanym oleju silnikowym

Okreslenie zdolnosci bakterii do rozktadu weglowodoréow przeprowadzono w oparciu
o wczesniej opisang metode (Waghmode i in., 2012), wykorzystujac olej napedowy jako
jedyne zrodto wegla i energii. W tym celu, 100 ul zawiesiny bakteryjnej (ODsoo = 0,2) wsie-
wano do probowek zawierajacych 4,75 ml ptynnego podtoza Bushnell Haas (Waghmode i
in., 2012) uzupetnionego olejem napedowym (filtrowanym przez jatowy filtr strzykawkowy
o $rednicy porow 0,22 um) do objetosci koncowej 5 ml. Bakterie wytrzgsano z predkoscig
160 rpm w temperaturze 28 °C przez 28 dni (pierwszy pasaz); po tym czasie pobierano 0,5
ml hodowli, przenoszono do nowych probowek z tym samym podtozem (drugi pasaz) i ho-
dowano przez kolejne 28 dni; po uplywie tego czasu ponownie pobierano 0,5 ml hodowli,
wsiewano do nowych proboéwek z podiozem (trzeci pasaz). Przy trzecim pasazu mierzono
gestos¢ optyczng hodowli (ODsoo) W czasie 0 oraz po 28 dniach.

W przypadku wybranych szczepow, charakteryzujacych si¢ intensywnym wzrostem
w podlozu zawierajagcym olej napedowy jako jedyne zrodto wegla 1 energii, testowano row-
niez zdolno$¢ tych bakterii do wzrostu w podtozu zawierajacym przepracowany olej silni-
kowy jako jedyne zrodto wegla. Do hodowli szczepow wykorzystano podtoze Bushnell Haas
uzupetione przepracowanym olejem silnikowym, filtrowanym przez jatlowy filtr strzykaw-
kowy o $rednicy porow 0,22 um, do objetosci koncowej 5 ml. Bakterie wytrzasano z pred-
koscig 160 rpm w temperaturze 28 °C przez 28 dni (pierwszy pasaz); po tym czasie pobie-
rano 0,5 ml hodowli, przenoszono do nowych probéowek z tym samym podtozem (drugi pa-
saz) 1 hodowano przez nast¢gpne 28 dni. Po uptywie czasu inkubacji pobierano 0,5 ml ho-
dowli, wsiewano do nowych probowek z takim samym podtozem (trzeci pasaz). W czasie 0

i po 28 dniach hodowli mierzono gestos¢ optyczng ODeoo.

3.2.4.19. Okreslenie zdolnosci bakterii do produkcji cyjanowodoru

100 pl zawiesiny bakteryjnej (ODsoo = 0,2) wsiewano do probowek z 5 ml ptynnego
podtoza 79CA z dodatkiem metanolu (1 % v/v) w przypadku szczepow nalezacych do ro-
dzaju Methylobacterium/Methylorubrum lub podtoza ISP2 dla szczepdéw z rodzaju Micro-
monospora, uzupetionych dodatkiem glicyny, ktérej koncowe stgzenie wynosito 4,4 mg x
I*. Hodowle wytrzgsano z predkoscia 160 rpm przez 5 dni w temperaturze 28 °C; po tym

czasie do probowek wkladano paski jatowej bibuty (5 cm x 0,8 cm) nasaczonej do polowy

roztworem 2 % Na>CO3z w 0,5 % roztworze kwasu pikrynowego (Khatri i in., 2018). Paski
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umieszczano w taki sposob, aby nienasgczony koniec znajdowat si¢ migdzy $ciankg pro-
boéwki a korkiem; cato$¢ uszczelniano parafilmem i wytrzasano przez 14 dni z predkoscia

160 rpm, w temperaturze 28 °C.

3.2.5. Analiza wlasciwosci antagonistycznych bakterii endofitycznych
3.2.5.1. Ocena zdolnos$ci bakterii do hamowania wzrostu fitopatogenow
bakteryjnych

15 ul zawiesiny bakteryjnej kazdego z badanych szczepow (ODsoo = 0,2) wysiewano
na podtoze SA1 (podrozdziat 3.1.5) 1 hodowano przez 7 dni w temperaturze 20 °C (doswiad-
czenie 1) lub 28 °C (do$wiadczenie Il). Po tym czasie, 15 ul zawiesiny bakteryjnej poszcze-
golnych szczepow fitopatogennych (Tabela 3) o gestosci optycznej ODsoo = 0,1, wysiewano
w poblizu kolonii bakterii endofitycznych (0,5 cm, +/- 0,1 cm). Nastepnie kontynuowano
inkubacje w dotychczasowych warunkach. Stopien zahamowania wzrostu bakterii fitopato-
gennych oceniano po uptywie 48 godzin. Probe kontrolng stanowity szczepy testowanych

bakterii fitopatogennych, ktore wysiewano pojedynczo na podtoze SA1.

3.2.5.2. Ocena zdolnosci bakterii do hamowania wzrostu fitopatogenow

grzybowych

Zdolnos¢ bakterii do hamowania fitopatogennych grzybow (Tabela 4) oceniono z wy-
korzystaniem metody podwojnych kultur z wykorzystaniem podtoza SA1 (podrozdziat
3.1.5). 15 ul zawiesiny bakteryjnej (ODsoo = 0,2) wysiewano na podtoze SA1 (w poblizu
brzegdw szalki) i hodowano przez 7 dni w temperaturze 20 °C (doswiadczenie I) lub 28 °C
(do$wiadczenie Il). Po tym czasie, w centrum szalki umieszczano inokulum grzybowe w
postaci korka agarowego 1 kontynuowano inkubacje¢ w dotychczasowych warunkach. Kon-
trolg stanowity szalki z podtozem SA1, zaszczepione tylko inukulum grzybowym; do po-
miaru strefy zahamowania wzrostu grzybni przystepowano po uptywie 4 dni (rodzaje Scle-

rotinia oraz Botrytis), lub 6 dni (rodzaj Fusarium), lub 28 dni (rodzaj Verticilium).
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3.2.6. Doswiadczenia roslinne

3.2.6.1. Warunki uprawy

Uprawa w szklarni
Uprawe roslin prowadzono w doniczkach o wymiarach 14x14x14 cm, odkazonych z

uzyciem skazonego alkoholu oraz poddanych dziataniu promieniowania UV przez 25 min.
Rosliny uprawiano w nast¢pujacych podtozach ogrodniczych:

% podtoze torfowe:
Substrat torfowy (pH 6,8-7) wymieszano z perlitem ogrodniczym w stosunku 1:3 i autokla-
wowano (1x).

% podloze torfowe zanieczyszczone jonami miedzi (1 g Cu x kg™ podtoza):
2 kg powietrznie suchego, jalowionego przez autoklawowanie (1x) substratu torfowego
(pH 6,8-7) wymieszano z 11 g Cu w formie roztworu CuSOa4 x 7 H20. Tak przygotowany
koncentrat przetrzymywano w worku foliowym przez 4 tygodnie w celu stabilizacji jonéw
w podtozu; po tym okresie przygotowany substrat dodawano do 9 kg jalowej mieszanki po-
wietrznie suchego substratu torfowego i perlitu (w stosunku 1:3).

% podloze torfowe zanieczyszczone jonami arsenu (24 mg As x kg podtoza):
2 kg powietrznie suchego, jatowionego przez autoklawowanie (1x) substratu torfowego (pH
6,8-7) wymieszano z 264 mg As w formie roztworu NazHAsOs x 7 H2O. Przygotowany
koncentrat przetrzymywano w worku foliowym przez 4 tygodnie; nastgpnie przygotowany
substrat wymieszano z 9 kg powietrznie suchego, jalowego substratu torfowego i jatowego
perlitu (w stosunku 1:3).

% podloze torfowe zanieczyszczone olejem napedowym (6 g x kgt podtoza):
2 kg powietrznie suchego, jatowionego przez autoklawowanie (1x) substratu torfowego (pH
6,8-7) wymieszano z 54 g oleju napedowego i przetrzymywano w worku foliowym przez 4
tygodnie; nastgpnie podtoze wymieszano z 7 kg powietrznie suchego substratu torfowego 1

jalowego perlitu (w stosunku 1:3).

Rosliny do$wietlano za pomocg lamp sodowych w warunkach 10 godzinnego dnia i
14 godzinnej nocy, w temperaturze ok. 20 °C (+/- 4 °C) 1 wilgotno$ci wahajacej si¢ w grani-
cach 50-70 %. Do momentu inokulacji, rosliny podlewano jatowa woda destylowana, na-
stepnie zastosowano nawadnianie kropelkowe w celu zapewnienia statego nawodnienia pod-

toza (w zaleznosci od fazy rozwojowej roslin, od 50 do 120 ml do jednej doniczki dziennie).
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Uprawa w komorze fitotronowej
Rosliny uprawiano na skosach agarowych ze zmodyfikowanym podtozem Hoaglanda
w probowkach szklanych o objetosci 30 ml. Uprawg prowadzono w warunkach 10 godzin-

nego dnia i 14 godzinnej nocy, w temperaturze 20 °C 1 wilgotnosci ok. 90 %.

3.2.6.2. Jalowienie i siew nasion

Powierzchni¢ nasion koniczyny biatej jalowiono wedlug nastgpujacych etapéw, mo-
dyfikujac metodg opisang przez Mierzwe (2008):
1) 1x ptukanie jatowg woda destylowang
2) jalowienie przez 5 min w 0,1 % roztworze HgCl»
3) 1x ptukanie jatowg woda destylowang
4) jatowienie przez 3 min w 75 % roztworze etanolu

5) 3x ptukanie jatowg woda destylowang

Nasiona pszenicy oraz rzepaku poddano powierzchniowemu jatowieniu, wykorzystu-
jac metode Canbolata i wsp. (2006):
1) 1x ptukanie jatowg woda destylowang
2) jalowienie przez 2 min w 70 % etanolu
3) 1x ptukanie jatowg woda destylowang
4) jalowienie przez 10 min w 1,2 % NaClO
5) 5% ptukanie jatowg woda destylowanag
Jalowione zewnetrznie nasiona wysiewano w nadmiarze do doniczek z podtozem; na-

stepnie nadmiar siewek usuwano przed inokulacjg (Tabela 7):

Tabela 7. Norma siewu nasion oraz liczba siewek pozostawionych (w jednej doniczce)

gatunek rosliny liczba wysianych nasion liczba pozostawionych siewek
pszenica zwyczajna 30 10
koniczyna biata 20 15
rzepak 5 4

3.2.6.3. Wplyw inokulacji na energie¢ i zdolno$¢ kietkowania nasion

Wptyw badanych bakterii na energi¢ i zdolno$¢ kietkowania nasion przeprowadzono
na podstawie opisanej wczesniej metody (Anwar i in., 2016) z modyfikacjami. Powierzch-
niowo wyjatowione nasiona koniczyny biatej (Trifolium repens L.) odm. Grasslands Huia

oraz pszenicy zwyczajnej (Triticum aestivum L.) odm. Foxx (po 30 nasion kazdego gatunku)
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wytrzasano przez 20 minut w szklanych szalkach Petriego, zawierajacych po 24 ml zawie-
siny bakteryjnej kazdego z badanych szczepéw w podtozu Fahracusa (ODesoo = 0,2). Tak
zaprawione nasiona przenoszono do jalowych szalek Petriego wytozonych trzema war-
stwami jatlowej ligniny, zwilZzonej jalowa woda destylowang (10 ml). Nasiona wytrzasane w
jalowym podtozu Fahracusa stanowity probe kontrolng. Szalki z nasionami inkubowano w
temperaturze 20 °C, w ciemnosci. Zgodnie z zaleceniami ISTA (Migdzynarodowy Zwigzek
Oceny Nasion, ang. International Seed Testing Association, 2006), energig¢ kietkowania oce-

niono w czwartej dobie do§wiadczenia, natomiast zdolnos$¢ kietkowania, w 6smej dobie.

3.2.6.4. Wplyw inokulacji siewek zawiesinami bakterii endofitycznych na

wybrane cechy biometryczne roslin, uprawianych w substracie torfowym
W doswiadczeniu oceniono wptyw wybranych szczepow bakterii endofitycznych na
dhugos¢ i mase czesci nadziemnej roslin koniczyny biatej (Trifolium repens L.) odm. Gras-
slands Huia oraz pszenicy zwyczajnej (Triticum aestivum L.) odm. Foxx. W tym celu, 30
roslin koniczyny bialej oraz 30 roslin pszenicy zwyczajnej przeznaczono do inokulacji za-
wiesing pojedynczego szczepu (1 ml zawiesiny bakteryjnej, ODgoo = 0,2 w podtozu ptynnym
Fahraeusa nanoszono na podtoze wokot pojedynczej siewki); rosliny uprawiano w odkazo-
nym podtozu torfowym i poddano jednorazowej inokulacji (w 5 dniu od momentu siewu).
Rosliny nieinokulowane (do podtoza wprowadzono 1 ml jalowego podtoza Fahraeusa) sta-
nowity probe kontrolng. Uprawe prowadzono w warunkach szklarniowych przez 30 dni
(pszenica zwyczajna) lub 63 dni (koniczyna biata). Po tym czasie rosliny usuwano, czes¢

nadziemng wazono i mierzono.

3.2.6.5. Wplyw koinokulacji siewek koniczyny bialej zawiesinami bakterii
endofitycznych i ryzobiowych na wybrane cechy biometryczne roslin,

uprawianych w substracie torfowym

W doswiadczeniu badano wplyw koinokulacji roslin koniczyny biatej zawiesinami
bakterii endofitycznych i ryzobiowych na dlugo$¢ i mase czgsci nadziemnej roslin. W tym
celu zastosowano te same szczepy endofityczne oraz warunki uprawy jak w doswiadczeniu
3.2.6.4; 30 roslin koniczyny biatej (Trifolium repens L.) odm. Grasslands Huia poddano jed-

norazowej inokulacji doglebowej zawiesing pojedynczego szczepu endofitycznego (1 ml za-
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wiesiny bakteryjnej, ODsoo = 0,2 w podtozu ptynnym Fahraeusa nanoszono na podtoze wo-
kot pojedynczej siewki); dodatkowo, rosliny koniczyny koinokulowano wykorzystujac 1 ml
zawiesiny szczepu ryzobiowego na kazda rosling (ODeoo = 0,2 w podtozu ptynnym Fahra-
eusa). Do koinokulacji wykorzystano szczep Rhizobium leguminosarum bv. trifolii TA1,
wykazujacy zdolnos$¢ do indukceji procesu brodawkowania na badanych roslinach. Podobnie
jak w do$wiadczeniu 3.2.6.4, okreslano mase 1 dlugos¢ czesci nadziemne;j. Rosliny inokulo-

wane jedynie zawiesing Szczepu ryzobiowego stanowily probe kontrolna.

3.2.6.6. Ocena zdolnosci bakterii do kolonizacji réznych organow roslin
Zdolno$¢ poszczegodlnych szczepow kolonizacji wewnetrznych tkanek roslinnych z

wykonanych do§wiadczen (podrozdziaty 3.2.6.4. oraz 3.2.6.5.) oceniono poprzez wysiewa-

nie maceratu z odkazonych zewnetrznie brodawek korzeniowych, fragmentéw korzeni, to-

dyg 1 liSci na odpowiednie podtoza selektywne, ograniczajace wzrost innych mikroorgani-

zmow. W tym celu material roslinny jalowiono wedtug nastepujacej procedury:

1) 1x ptukanie w wodzie kranowej

2) 1x ptukanie w jatowej wodzie destylowane;j

3) jatowienie w 70 % roztworze etanolu przez 1 min

4) jalowienie w 3,5 % roztworze NaClO przez 2 min

5) 5% ptukanie w jatowej wodzie destylowane;j

Zewngtrznie jalowe fragmenty ro§lin macerowano i wysiewano na podtoza hodowlane z do-
datkiem zwiazkow chemicznych o wilasciwosciach ograniczajagcych wzrost mikroorgani-
zmoOw innych niz badane szczepy endofityczne, wykorzystane do inokulacji roslin. Na pod-
stawie oceny wrazliwosci tych bakterii na rozne antybiotyki i substancje o dziataniu bakte-
riobojczym/grzybobodjczym (gentamycyna, streptomycyna, kanamycyna, kwas nalidyk-
sowy, chlorotalonil, cykloheksimid) ustalono, ze badane szczepy bakteryjne charakteryzuja
si¢ oporno$cig na kwas nalidyksowy oraz chlorotalonil (Methylobacterium i Methyloru-
brum) lub kwas nalidyksowy oraz cykloheksimid (Micromonospora), co mogto stanowié
czynnik selekcyjny przy hodowli bakterii z maceratow.

W przypadku fragmentéw roslin inokulowanych szczepami z rodzajow Methylobac-
terium i Methylorubrum, tkanki ro$linne macerowano w probowkach typu Eppendorf (dla

kazdego organu 0sobno) i rozcienczano w ptynie fizjologicznym (1:100); macerat roslinny
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wysiewano w objetosci 50 pl na podtoze 79CA z dodatkiem metanolu (50 ml x I'Y), chloro-
talonilu (400 mg x I"') oraz kwasu nalidyksowego (20 mg x 1) oraz na podloze AMS z
dodatkiem chlorotalonilu (400 mg x 1Y) oraz kwasu nalidyksowego (20 mg x I'Y). Fragmenty
ro$lin zaszczepionych zawiesing poszczegdlnych szczepdw z rodzaju Micromonospora po-
dobnie macerowano i rozcienczano macerat (1:100), wykorzystujac w tym celu jatowa wode
destylowang z dodatkiem fenolu (1,5 % w/v) i inkubowano 30 minut w temperaturze 30 °C
(Hayakawa i in., 1991). Nastepnie, 50 pl mieszaniny wysiewano na podtoze SCA z dodat-
kiem metanolu (50 ml x I'Y), cykloheksimidu (50 mg x 1) oraz kwasu nalidyksowego (20

mg x IY).

3.2.6.7. Wplyw inokulacji siewek zawiesinami bakterii endofitycznych na
wybrane cechy biometryczne roslin koniczyny bialej, uprawianych w zmo-

dyfikowanym podlozu Hoaglanda

Zewnetrznie jalowe nasiona koniczyny biatej (Trifolium repens L.) odm. Grasslands
Huia wysiewano na podtoze 79CA i inkubowano w temperaturze 20 °C przez dwa dni w
celu pobudzenia kietkowania. Uzyskane po tym czasie siewki koniczyny przenoszono ja-
towo do proboéwek o objetosci 30 ml, na skosy agarowe ze zmodyfikowanym podtozem Ho-
aglanda i inokulowano zawiesing wybranych szczepow endofitycznych (ODsgo = 0,2 W pod-
tozu ptynnym Fahraeusa nanoszono na podtoze wokot pojedynczej siewki w objgtosci 0,5
ml na jedng rosling). W doswiadczeniu wykorzystano 20 roslin koniczyny bialej na jeden
szczep; dodatkowe 20 siewek pozostawiono bez inokulowania, jako probe kontrolng. Ro-
sliny uprawiano w komorze fitotronowej przez 40 dni. Po tym czasie mierzono i porowny-

wano mas¢ oraz dtugos¢ czgsci nadziemnej oraz korzeni.

3.2.6.8. Wplyw inokulacji siewek zawiesinami bakterii endofitycznych na
wybrane cechy biometryczne roslin, uprawianych w substracie torfowym

zanieczyszczonym metalami ciezkimi

W doswiadczeniu oceniono wptyw inokulacji roslin koniczyny biatej (Trifolium re-
pens L.) odm. Grasslands Huia oraz rzepaku (Brassica napus L.) odm. Goliat zawiesinami
bakterii endofitycznych na dlugo$¢ i mas¢ czgsci nadziemnych badanych roslin, uprawia-
nych w substracie torfowym zanieczyszczonym jonami metali cigzkich. W tym celu rosliny
(15 roslin koniczyny biatej oraz 12 roslin rzepaku przeznaczono do inokulacji zawiesing

pojedynczego szczepu endofitycznego) uprawiano w podtozu zanieczyszczonym jonami
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miedzi lub jonami arsenu inokulowano w 5 dniu od momentu siewu nasion zawiesinami
wybranych szczepow endofitycznych (1 ml zawiesiny bakteryjnej, ODgoo = 0,2 w podtozu
ptynnym Fahracusa nanoszono na podtoze wokot pojedynczej siewki). Probe kontrolng sta-
nowity ro$liny nieinokulowane (do podtoza wokoét roslin wprowadzono 1 ml jatowego pod-
toza Fahraeusa), uprawiane w podtozu niezanieczyszczonym (kontrola I), uprawiane w pod-
tozu zanieczyszczonym jonami miedzi (kontrola Il) lub uprawiane w podtozu zanieczysz-
czonym jonami arsenu (kontrola II1), po 15 ro$lin koniczyny bialej i 12 roslin rzepaku na
kazdy uktad. Uprawe prowadzono w warunkach szklarniowych (koniczyna biata 45 dni, rze-

pak 40 dni). Po tym czasie rosliny usuwano, cze$ci nadziemne roslin wazono i mierzono.

3.2.6.9. Wplyw inokulacji siewek zawiesinami bakterii endofitycznych na
wybrane cechy biometryczne roslin, uprawianych w substracie torfowym
zanieczyszczonym olejem napedowym

W doswiadczeniu oceniono wplyw inokulacji roslin koniczyny biatej (Trifolium re-
pens L.) odm. Grasslands Huia oraz rzepaku (Brassica napus L.) odm. Goliat zawiesinami
bakterii endofitycznych na dtugos¢ 1 mase czesci nadziemnych tych roslin. Rosliny upra-
wiano w podtozu zanieczyszczonym olejem napgdowym (15 roslin koniczyny biatej oraz 12
roslin rzepaku przeznaczono do inokulacji zawiesing pojedynczego szczepu endofitycz-
nego). Inokulacj¢ roslin przeprowadzono w 5 dniu od momentu siewu nasion zawiesinami
wybranych szczepdéw endofitycznych (1 ml zawiesiny bakteryjnej, ODeoo = 0,2 w podtozu
ptynnym Fahraeusa nanoszono na podtoze wokot pojedynczej siewki). Probe kontrolng sta-
nowity ro$liny nieinokulowane (w przypadku ktorych do podtoza wokoét rosliny wprowa-
dzono 1 ml jalowego podtoza Fahracusa), uprawiane w podtozu niezanieczyszczonym (kon-
trola 1) lub uprawiane w podtozu zanieczyszczonym olejem napedowym (kontrola Il), po 15
ro$lin koniczyny biatej 1 12 roslin rzepaku na kazdy uktad. Uprawe prowadzono w warun-
kach szklarniowych (koniczyna biata 45 dni, rzepak 40 dni). Po tym czasie rosliny usuwano,

czesci nadziemne roslin wazono i mierzono.

3.2.7. Analizy statystyczne

Doswiadczenia in vitro, wykonywane w ramach analizy fenotypowej i biochemicznej
bakterii endofitycznych wykonywano w co najmniej 3 powtorzeniach; za koncowy wynik

uznawano $rednig z trzech powtdrzen, jesli nie zaznaczono inaczej. Wyniki do$wiadczen
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ro$linnych poddawano analizom statystycznym z wykorzystaniem oprogramowania Stati-
stica (wersja 13). Oceng istotnosci roznic pomiedzy Srednimi wartosciami w probach ba-
dawczych oraz probie kontrolnej stosowano jednoczynnikowg analiz¢ wariancji (ANOVA).
Réznice uznawano za istotne, jesli zostaty wykazane z ryzykiem popelnienia btedu I rodzaju

mniejszym niz 5 % (poziom istotnosci a<0,05); woéwczas stosowano odpowiednie testy post
hoc (Stanisz, 2006).
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4. WYNIKI

4.1. lzolacja bakterii endofitycznych z brodawek korzeniowych

Podczas izolacji bakterii z brodawek korzeniowych roslin nalezacych do rodziny bo-
bowate (podrozdziat 3.1.1), oprocz typowych pod wzgledem morfologii szczepoéw ryzobio-
wych, wyizolowano szczepy o odmiennej strukturze kolonii (podrozdziat 3.2.1.1). W ten
sposob pozyskano pigédziesiat izolatow bakteryjnych, charakteryzujacych si¢ barwa o roz-
nych odcieniach koloru czerwonego/pomaranczowego, ktére ze wzgledu na réoznice w mor-
fologii kolonii, podzielono na dwie grupy. Grupe I stanowito dziesie¢ izolatow, charaktery-
zujacych si¢ wzrostem w postaci niewielkich, lekko wypuktych, §luzowatych kolonii o za-
barwieniu od blador6zowego do ciemnoczerwonego (Fig. 10A). Pozostate czterdziesci izo-
latow (grupa II) tworzylo niewielkie, suche, wypukle, i wrastajace w podtoze kolonie o za-
barwieniu od jasnopomaranczowego do ciemnopomaranczowego (Fig. 10B), o charaktery-
stycznym dla promieniowcoOw (Actinobacteria), zapachu ,,wilgotnej gleby”, zwigzanym z
produkcjg geosminy (1,10-dimetylo-9-dekalol).

Fig. 10. Wzrost pojedynczych kolonii izolatow bakteryjnych na podtozu 79CA z dodatkiem meta-
nolu (1 % v/v); A) izolat Red Cyt, nalezacy do grupy I; B) izolat 43, reprezentujacy grupe II

4.2. Analiza genetyczna bakterii endofitycznych
4.2.1. Izolacja genomowego DNA izolatéw bakteryjnych

Po uzyskaniu czystych kultur bakterii przeprowadzono procedur¢ izolacji genomo-
wego DNA bakterii przy uzyciu tiocyjanianu guanidyny (podrozdziat 3.2.2.1). W przypadku

izolatow grupy II, opisana technika okazala si¢ niewystarczajaca ze wzglgdu na niewielka
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wydajno$¢ metody. W zwigzku z tym, metoda izolacji genomowego DNA zostata zmodyfi-
kowana. W celu usunig¢cia $ciany komorkowej bakterii, zastosowano enzym mutanolizyne,
(N-acetylmuramidaza odpowiedzialna za hydroliz¢ wyst¢pujacych w $cianie komorkowej
bakterii wigzan B-1,4-glikozydowych) oraz dziatajacy synergistycznie lizozym (podrozdziat
3.2.2.1). Dalsza czeg$¢ procedury izolacji wykonano bez zmian, uzyskujac materiat gene-
tyczny dla wszystkich 50 izolatow, charakteryzujacy sie wysokim stopniem czystosci (ab-
sorbancja przy dtugosci fali 260nm/280nm pomiedzy 1,8 a 2,0) oraz stezeniem powyzej 100

ng x ml,

4.2.2. Genotypowanie izolatow metoda BOX-PCR

Analiza genetyczna technikg rep-PCR (metoda BOX-PCR) z wykorzystaniem startera
Box-Al (Tabela 6) pozwolita, w oparciu o wystepujace w genomie bakteryjnym sekwencje
powtorzone, na ustalenie zréznicowania genomowego piecdziesieciu badanych izolatow
(podrozdziat 3.2.2.2). W wyniku rozdziatu elektroforetycznego uzyskanych produktow re-
akcji PCR, otrzymano obraz profili genomowych charakterystycznych dla poszczegdlnych
izolatow. Wykorzystujac metode Srednich potgczen (UPGMA, ang. unweighted pair-group
method using arithmetic averages) w programie BIO1D v. 11.10 (Vilber-Lourmat) skon-
struowano dendrogramy obrazujace stopien podobienstwa i1 zréoznicowanie genomowe ana-
lizowanych izolatéw. Stwierdzono, ze wigkszo$¢ z izolatow charakteryzowata si¢ niepowta-

rzalnymi wzorami genomowymi.
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Fig. 11. Dendrogram przedstawiajacy zroznicowanie wzorcoOw genetycznych izolatow bakteryj-
nych nalezacych do grupy I, uzyskanych metoda BOX-PCR. Do konstrukcji dendrogramu wyko-
rzystano metod¢ UPGMA, przy 3 % wspotczynniku podobienstwa. Izolaty wyselekcjonowane do

dalszych badan zaznaczono pogrubiong czcionka
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Jak wykazano na dendrogramie (Fig. 11), izolaty I grupy utworzyly, przy wspotczynniku
podobienstwa wynoszacym 15 %, dwie grupy (obydwie obejmowaly po 5 izolatow). Zasto-
sowanie metody BOX-PCR pozwolito na uzyskanie 27 amplikonéw DNA (Srednio po 2-3
amplikony dla kazdego izolatu), ktorych wielko$¢ miescita si¢ w zakresie od ok. 660 do
1680 pz. Stopien podobienstwa genomowego dla badanych izolatéw grupy I wyniost od 15
do 100 %.
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Fig. 12. Dendrogram przedstawiajacy zroznicowanie wzorcoOw genetycznych izolatow bakteryj-
nych nalezacych do grupy I, uzyskanych metodga BOX-PCR. Do konstrukcji dendrogramu wyko-
rzystano metod¢ UPGMA, przy 3 % wspotczynniku podobiefistwa. Izolaty wyselekcjonowane do

dalszych badan zaznaczono pogrubiong czcionka
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W przypadku przedstawicieli II grupy réwniez wyodrebniono dwie grupy (wspotczynnik
podobienstwa 10 %) obejmujace 10 oraz 30 izolatow bakterii (Fig. 12). W wyniku zastoso-
wanej metody BOX-PCR, uzyskano tacznie 216 amplikonow ($rednio po 5-6 amplikonéw
dla kazdego szczepu); ich wielko$¢ miescita si¢ w granicach od ok. 310 do 1460 pz. Stopien
podobienstwa genomowego izolatow wynosit od 10 do 100 %.

Wyniki wskazuja, ze izolaty I grupy reprezentuja siedem réznych profili genetycz-
nych, natomiast w obrgbie Il grupy mozna wyr6zni¢ trzydziesci trzy rdzne profile gene-
tyczne. Na podstawie analizy numerycznej stopnia podobienstwa badanych izolatow oraz
cech morfologicznych kolonii bakteryjnych (m.in. zdolno$ci do produkcji pigmentéw dy-
fundujacych w glab podtoza), wybrano siedem réznych izolatow z grupy I oraz dziewigtna-

scie 1zolatow z grupy II, ktore poddano dalszym analizom.

4.2.3. Analiza filogenetyczna genu 16S rRNA

W celu okreslenia pokrewienstwa i relacji filogenetycznych badanych izolatow z in-
nymi bakteriami, przeprowadzono amplifikacje genu 16S rRNA z wykorzystaniem starte-
row fD1d oraz rPla (podrozdziat 3.2.2.3). Nastepnie przeprowadzono analiz¢ porownawcza
sekwencji genu 16S rRNA badanych bakterii oraz odpowiednich sekwencji tego genu, na-
lezacych do szczepdéw referencyjnych dostepnych w bazie danych GenBank (podrozdziat
3.2.2.11). W oparciu o stopien podobienstwa tych sekwencji, ustalony za pomocg programu
komputerowego BioEdit 7.2, skonstruowano filogramy przedstawiajgce pokrewienstwo ba-
danych izolatéw bakteryjnych oraz szczepow referencyjnych. Drzewa filogenetyczne skon-
struowano przy uzyciu metody najwickszej wiarygodnosci (ang. Maximum Likelihood), z
zastosowaniem trojparametrycznego modelu Tamury i z uwzglednieniem rozktadu gamma
oraz parametru ,,I”” opisujacego udziat miejsc niezmiennych (Tamura, 1992); do oceny wia-
rygodnosci poszczegdlnych wezidw zastosowano analize ,,bootstrap” (1000 powtorzen).
Uzyskane sekwencje zostaty zdeponowane w bazie danych GenBank (numery akcesyjne se-
kwencji umieszczono na drzewach filogenetycznych, w nawiasach; dla izolatow grupy I —

Fig. 13 oraz izolatow grupy II — Fig. 14).
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72 Methylobacterium oryzae CBMB20T (NR 043104)
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Methylobacterium radiotolerans JCM 28317 (NR 074244)
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Methylobacterium sp. 124 (PP058380)
Methylobacterium tardum RB677T (NR 041443)
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Fig. 13. Drzewo filogenetyczne dla genu 16S rRNA, skonstruowane w oparciu o 1330-nukleoty-
dowe sekwencje siedmiu szczepoéw grupy | oraz sekwencje szczepow referencyjnych z bazy da-
nych GenBank. Drzewo wykonane metoda najwigkszej wiarygodnosci (Maximum Likelihood),
przy zastosowaniu trdjparametrycznego modelu Tamury z uwzglednieniem rozktadu gamma oraz
parametru ,,I” opisujacego udzial miejsc niezmiennych. Do oceny wiarygodno$ci poszczegolnych
weztow zastosowano analize ,,bootstrap” (1000 powtorzen). Jako grupe zewnetrzng wykorzystano

referencyjny szczep Rhodopseudomonas palustris ATCC 170017
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Analiza podobienstwa sekwencji genu 16S rRNA badanych izolatéw ze szczepami
referencyjnymi z bazy danych GenBank wykazala, Ze najblizszym filogenetycznie rodzajem
dla izolatéw I grupy byt rodzaj Methylobacterium/Methylorubrum. lzolaty 1117, C2llls,
C44s oraz MVe6II wykazaty 100 % podobienstwo uzyskanych fragmentéw sekwencji genu
16S rRNA do szczepu typowego reprezentujacego gatunek Methylorubrum pseudosasae,
tworzac z nim wspdlne grono przy wspotczynniku poparcia wynoszacym 98 % (Fig. 13).
Izolat Red Cyt charakteryzowat si¢ 99,8 % podobienstwem sekwencji genu 16S rRNA do
sekwencji szczepu referencyjnego Methylorubrum rhodesianum. Izolat Red Mix I wykazat
najwieksze podobienstwo sekwencji (99,8 %) do sekwencji genu 16S rRNA szczepu refe-
rencyjnego Methylobacterium radiotolerans, natomiast izolat 124, do sekwencji szczepu re-
ferencyjnego Methylobacterium tardum (99,8 %).

Stopien podobienstwa sekwencji genu kodujacego 16S rRNA izolatéw grupy I miescit
si¢ w zakresie 94,6-100 %. Podobienstwo pomiedzy sekwencjami izolatow grupy I, a se-
kwencjami szczepow referencyjnych reprezentujgcymi rodzaj Methylobacterium wynosito
od 94,6 do 99,8 %, natomiast podobienstwo pomiedzy sekwencjami grupy I a sekwencjami
szczepow referencyjnych reprezentujgcymi rodzaj Methylorubrum — od 94,7 do 99,8 %.

W wyniku przeprowadzonej analizy porownawczej sekwencji genu 16S rRNA izola-
tow grupy II oraz sekwencji genu 16S rRNA szczepow referencyjnych, pozyskanych z bazy
GenBank (Fig. 14) wykazano, ze najblizszym filogenetycznie rodzajem w stosunku do izo-
latow tej grupy byt rodzaj Micromonospora. Izolaty 29, 30, 33, 45, 66, 126, 230 oraz 249
wykazaty 99,9 % podobienstwo sekwencji badanego genu do sekwencji szczepdéw referen-
cyjnych Micromonospora chokoriensis oraz Micromonospora inaquosa. lzolat 152 zgrupo-
wat si¢ z referencyjnym szczepem M. inaquosa przy wspotczynniku poparcia wynoszacym
61 %, wykazujac 100 % podobienstwo sekwencji genu 16S rRNA do tego gatunku. Izolat
43 wykazal 100 % podobiefnstwo sekwencji badanego genu do sekwencji szczepu referen-
cyjnego M. chokoriensis, natomiast izolat N2 charakteryzowat si¢ 99,8 % podobienstwem
sekwencji do sekwencji gatunkéw M. chokoriensis oraz M. inaquosa. Izolat 5052 utworzyt
na filogramie (Fig. 14) wspolny klad wraz ze szczepami referencyjnymi Micromonospora
lupini, Micromonospora parathelypteridis oraz Micromonospora luteifusca, natomiast izo-
laty 50, 53 1 55 wykazaty 100 % podobienstwo sekwencji do sekwencji genu 16S rRNA

szczepu referencyjnego M. alfalfae.
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Fig. 14. Drzewo filogenetyczne dla genu 16S rRNA, skonstruowane w oparciu o 1298-nukleoty-

dowe sekwencje dziewigtnastu szczepow grupy Il oraz sekwencje szczepow referencyjnych z bazy
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danych GenBank. Filogram wykonany metoda najwigkszej wiarygodnosci (Maximum Likelihood),

przy zastosowaniu trojparametrycznego modelu Tamury z uwzglednieniem rozktadu gamma oraz

parametru ,,I” opisujacego udziat miejsc niezmiennych (Tamura, 1992). Do oceny wiarygodnos$ci
poszczegdlnych weztow zastosowano analize ,,bootstrap” (1000 powtdrzen). Jako grupe ze-

wnetrzng wykorzystano szczep referencyjny Catellatospora citrea subsp. citrea IMSNU22008"

Izolaty N5 oraz 5056 wykazaly 99,6 % stopien podobienstwa sekwencji do sekwencji
szczepu referencyjnego Micromonospora palomenae oraz odpowiednio 99,6 % oraz 99,4 %
podobienstwo do sekwencji gatunku M. purpureochromogenes. 1zolaty 48 oraz N4 zgrupo-
waly si¢ z referencyjnym szczepem Micromonospora tulbaghiae, przy wspotczynniku po-
parcia 100 %, wykazujac odpowiednio 99,9 % oraz 100 % podobienstwo sekwencji genu
16S rRNA do sekwencji gatunku M. tulbaghiae.

Stopien podobienstwa sekwencji pomiedzy izolatami grupy Il miescit si¢ w zakresie
97,1-100 %, natomiast podobienstwo sekwencji pomiedzy izolatami grupy II a sekwencjami
genu 16S rRNA szczepow referencyjnych z rodzaju Micromonospora wynosito od 99,6 %
do 100 %.

4.2.4. Analiza filogenetyczna wybranych genéw rdzeniowych (recA, gyrB,
rpoB, atpD)

W celu okreslenia stopnia pokrewienstwa filogenetycznego oraz potwierdzenia przy-
naleznosci taksonomicznej badanych izolatow do bakterii rodzaju Methylobacterium/Met-
hylorubrum oraz Micromonospora wykonano wielolokusowg analize¢ sekwencji czterech ge-
noéw metabolizmu podstawowego (MLSA, ang. multilocus sequence analysis) (podrozdziat
3.2.2.12). Sekwencje potgczono w kolejnosci: recA, gyrB, rpoB, atpD, uzyskujac konstrukt
o dhugosci 2396 pz dla izolatow grupy I oraz 2620 pz dla izolatow grupy II. Uzyskane dla
pojedynczych genow sekwencje zostaty zdeponowane w bazie danych GenBank (numery
akcesyjne sekwencji umieszczono na drzewach filogenetycznych, w nawiasach, w kolejno-
$ci recA-gyrB-rpoB-atpD). Przy zastosowaniu metody najwigkszej wiarygodnosci (Maxi-
mum Likelihood) oraz modelu odwracalnego w czasie (GTR, ang. general time reversible)
(Nei 1 Kumar, 2000) utworzono drzewa filogenetyczne dla potaczonych sekwencji genow

izolatow grupy I (Fig. 15) oraz II (Fig. 16).
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Fig. 15. Drzewo filogenetyczne utworzone w oparciu o wyniki wielolokusowej analizy sekwencji

gendw metabolizmu podstawowego (MLSA), skonstruowane w oparciu o 2396-nukleotydowsg se-
kwencje potgczonych gendéw recA, gyrB, rpoB i atpD siedmiu szczepow grupy I oraz szczepow re-
ferencyjnych z bazy GenBank. Filogram zostat wykonany metoda najwigkszej wiarygodnosci (Ma-

ximum Likelihood), przy zastosowaniu modelu odwracalnego w czasie (GTR) z uwzglednieniem
rozktadu gamma oraz parametru ,,I” opisujacego udzial miejsc niezmiennych. Do oceny wiarygod-

nos$ci poszczegdlnych weztow zastosowano analize ,,bootstrap” (1000 powtdrzen)

W wyniku przeprowadzonej analizy MLSA wykazano, ze badane izolaty grupy I cha-
rakteryzuja si¢ najwickszym podobienstwem sekwencji do sekwencji réznych gatunkdéw na-
lezacych do rodzajow Methylobacterium oraz Methylorubrum. Izolat Red Cyt charakteryzo-
wat sie najwiekszym stopniem podobienstwa sekwencji (98,7 %) do sekwencji szczepu re-
ferencyjnego Methylobacterium radiotolerans. Z kolei izolat Red Mix I, wykazujacy podo-
bienstwo sekwencji do sekwencji M. radiotolerans na poziomie 99,4 %, utworzyt z tym
szczepem wspdlne grono (Fig. 15), przy wspotczynniku poparcia réwnym 87 %. 1zolat 124
wykazat 95,5 % podobienstwo sekwencji do sekwencji szczepdw referencyjnych nalezacych
do gatunku Methylobacterium tardum. Izolaty 1117 oraz C2IIIs cechowaly si¢ podobien-
stwem sekwencji do sekwencji referencyjnego szczepu Methylorubrum extorquens, odpo-

wiednio na poziomie 98,4 % 1 99,9 %. Izolaty C44s oraz MV6II, tworzace wspdlne grono
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przy wspotczynniku poparcia 100 %, charakteryzowaty si¢ odpowiednio 98,5 % oraz 98,3 %
stopniem podobienstwa sekwencji do szczepu referencyjnego M. extorquens.

Na podstawie analizy MLSA potwierdzono, ze izolaty grupy Il wykazuja najwigksze
podobienstwo sekwencji do sekwencji rodzaju Micromonospora. 1zolaty: 50, 53 i 55 utwo-
rzyty na filogramie wspolne grono (Fig. 16) przy wspodtczynniku poparcia wynoszacym
100 %; izolaty te charakteryzowaly si¢ podobienstwem sekwencji do sekwencji szczepu re-
ferencyjnego Micromonospora alfalfae na poziomie 99,1 %. Izolat 5052 utworzyt na filo-
gramie wspolne grono z referencyjnym szczepem M. lupini, wykazujac podobienstwo se-
kwencji do sekwencji M. lupini na poziomie 98,5 %. Izolat 43 wykazal najwyzszy stopien
podobienstwa sekwencji do sekwencji szczepu referencyjnego Micromonospora violae, wy-
noszacy 97 %, natomiast izolaty 249, 29, 45, 66, 126 utworzyly wspdlne grono przy wspot-
czynniku poparcia 100 %, wykazujac podobienstwo sekwencji do sekwencji M. violae na
poziomie 97,4 %. 1zolaty N2, 152, 30, 33, 230 utworzyty wspolng grupe przy wspotczynniku
poparcia wynoszacym 100 %. Wykazaty one najwigksze podobienstwo sekwencji nukleoty-
dowej potaczonych gendéw recA, gyrB, rpoB i atpD do referencyjnego szczepu Micromono-
spora inaquosa (w zakresie od 97,3 % do 97,8 %). Izolat 5056 utworzyt z referencyjnym
szczepem Micromonospora purpureochromogenes wspolne grono, przy wspotczynniku po-
parcia 99 %, wykazujac podobienstwo sekwencji do sekwencji M. purpureochromogenes na
poziomie 98,8 %, natomiast izolat N5, charakteryzowat si¢ 97,6 % podobienstwem sekwen-
cji do sekwencji M. purpureochromogenes. Izolaty 48 i N4 zgrupowaly si¢ ze szczepem
referencyjnym Micromonospora tulbaghiae (wspotczynnik poparcia 100 %). Izolaty te cha-
rakteryzowaly si¢ podobienstwem sekwencji do sekwencji M. tulbaghiae, odpowiednio na
poziomie 99,5 % oraz 99,1 %.
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Micromonospora sp. 50 (0Q943085, 0Q943104, 0Q943123, 0Q943142)
100 sicromonospora sp. 53 (0Q943086, 0Q943105, 0Q943124, 0Q943143)
Micromonospora sp. 55 (0Q943087, 0Q943106, 0Q943125, 0Q943144)
Micromonospora alfalfae MEDO1T (TJAKKFH010000045, JAKKFH010000021, JAKKFH010000007, JAKKFH010000026)
Micromonospora arida LB32T (QGSY01000259, GSY01000325, GSY01000218, GSY01000186)
Micromonospora saelicesensis DSM 4487|T(|"MCR0100[)0()3, FN662508, FMCR0O1000004, FN659935)
Micromonospora noduli GU143T (FN659039, FN662528, FN659844, FN659957)
Micromonospora ureilytica DSM 1016927 (JADOTX010000001)
Micromonospora salmantinae PSHO3T (JAKKFG010000044, JAKKFG010000001, JAKKFG010000012, JAKKFGO010000007)
Micromonospora vinacea DSM 1016957 (JADOTY010000001)
Micromonospora parva NRRL B-2680T (JNZS01000025, JINZS01000009, JINZS01000005, INZS01000011)
Micromonospora luteifusca GUI2T (FN659023, FN662512, FN659827, FN659940)
Micromonospora profundi DSM 459811 (JAATIK010000001)
Micromonospora parathelypteridis DSM 103125T (JACHDP010000001)
Micromonospora lupini DSM 448747 (FN659010, FN662504, FN659888,FN659924)
Micromonospora sp. 5052 (0Q943088, 0Q943107, 0Q943126, 0Q943145)
Micromonospora jinlongensis DSM 458767 (JACCIHKO010000001)
Micromonospora zeae NEAUgq9T (LN898175, KF053533, LN898176, LN898174)
Micromonospora zamorensis CR38" (FN659046, FN662535, FN659851, FN659964)
96— Micromonospora taraxaci DSM 458857 (VIWZ01000001)
Micromonospora chokoriensis DSM 451607 (LT607409)
Micr pora sp. 43 (0Q943089, 0Q943108, 0Q943127, 0QY43146)
Micromonospora violae DSM 45888T (SHKK01000001)
Micromonospora sp. 249 (0Q943094, 0Q943113, 0Q943132, 0Q943151)
Micromonospora sp. 29 (0Q943090, 0Q943109, 0Q943128, 0Q943147)
Micromonospora sp. 45 (0Q943091, 0Q943110, 0Q943129, 0Q943148)
7| Micromonospora sp. 66 (0Q943092, 0Q943111, 0Q943130, 0Q943149)
Micromonospora sp. 126 (0Q943093, 0Q943112, 0Q943131, 0Q943150)
Micromonospora inaquosa LB39" (QGSZ01000380, QGSZ010003326, QGSZ010003249, QGSZ010003216)
Micromonospora sp. N2 (0Q943099, 0Q943118, 0Q943137, 0Q943156)
Micromonospora sp. 152 (0Q943097, 0Q943116, 0Q943135, 0Q943154)
Micromonospora sp. 30 (0Q943095 0Q943114 0Q943133 0Q943152)
Micromonospora sp. 33 (0Q943096, 0Q943115, 0Q943134, 0Q943153)
Micromonospora sp. 230 (0Q943098, 0Q943117, 0Q943136, 0Q943155)
Micromonospora coriariae DSM 448757 (LT607412)

—99'—— Micromonospora cremea CR30T (FN659044, FN662533, FN659849, FN659962)
Micromonospora purpureochromogenes DSM 438217 (LT607410)
Micromonospora sp. 5056 (0Q943103, 0Q943122, 0Q943141, 0Q943160)
Micromonospora sp. N5 (0Q943102, 0Q943121, 0Q943140, 0Q943159)
Micromonospora veneta CAP181T(JAEMUWO010000004, JAEMUWO010000015, JAEMUWO010000001, JAEMUWO010000001)
Micromonospora kangleipakensis DSM 456127 (SHLDO01000001)
Micromonospora globispora S2901T (QGGF01000521, QGGF01000409, QGGF01000737, QGGF01000367)
Micromonospora palomenae DSM 102131 (VIXA01000004, VIXA01000002, VIXA01000002, VIXA01000003)

94

99

99|

69)

Micromonospora narathiwatensis DSM 452487 (LT594324)

Micromonospora eburnea DSM 448147 (FN659003, FN662499, FN659880, FN659916)
Micromonospora viridifaciens DSM 439097 (LT607411, FN662511, FN659902, LT607411)
Micromonospora echinospora DSM 438167 (LT607413, LT607413, LT607413, EN659919)
Micromonospora coxensis DSM 451617 (LT607753, LT607753, LT607753, EN659915)

:|iEM[cmmuna.\pum terminaliae DSM 101760 (CP045309)
9

100]

591

— 9 Micromonospora chaiyaphumensis DSM 45246" (FMCS01000012, FMCS01000006, FMCS01000004, FMCS01000004)
57 Micromonospora chersina DSM 44151 (FN658998, FMIB01000002, FN659874, FN659910)

62 Micromonospora halotolerans CR18" (FN659042, FN662531, FN659847, FN659960)

L Micromonospora fulviviridis JICM 3259

Micromonospora halophytica DSM 431717 (FMDNO01000007, FMDNO01000005, FMDN01000001, FN659922)
Micromonospora auratinigra DSM 448157 (FN658995 FN662494 FN659871 FN659907)

Micromonospora maritima DSM 45782 (CADEAU010000141, LR594484, CADEAU010000157, 172)
=2 94 Micromonospora chalcea DSM 430267 (FN658997, MAGP01000002, FN659873, MAGP01000173)
100 Micromonospora aurantiaca ATCC 270297 (CP002162)
Micromonospora sp. 48 (0Q943101, 0Q943120, 0Q943139, 0Q943158)
Micromonospora sp. N4 (0Q943100, 0Q943119, 0Q943138, 0Q943157)
.01

Micromonospora tulbaghiae DSM 451427 (FMCQO01000003, FMCQO01000001, FMCQO01000009, FMCQO01000005)
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Fig. 16. Drzewo filogenetyczne przedstawiajace wyniki wielolokusowej analizy sekwencji genow
metabolizmu podstawowego (MLSA), skonstruowane w oparciu 0 2620-nukleotydowg sekwencje
potaczonych gendw recA, gyrB, rpoB i atpD dziewigtnastu szczepdw grupy 1l oraz szczepow refe-
rencyjnych z bazy GenBank. Drzewo wykonane metoda najwigkszej wiarygodnosci (Maximum Li-
kelihood), przy zastosowaniu modelu odwracalnego w czasie (GTR) z uwzglednieniem rozktadu
gamma oraz parametru ,,I”” opisujacego udzial miejsc niezmiennych. Do oceny wiarygodnosci po-

szczegOlnych wezldw zastosowano analizg ,,bootstrap” (1000 powtorzen)

4.2.5. Detekcja i analiza genetyczna genu mxaF u bakterii z rodzajow Met-

hylobacterium i Methylorubrum

Gen mxaF koduje wieksza podjednostke dehydrogenazy metanolowej, enzymu uczest-
niczacego w procesie wykorzystywania metanolu jako zrodta wegla 1 energii. Wysoce kon-
serwatywny gen mxaF stosuje si¢ jako marker genetyczny, pomocny w okresleniu relacji
filogenetycznych migdzy bakteriami nalezgcymi do grupy metylotroféw (Lau i in., 2013).

W wyniku przeprowadzonej amplifikacji technikg PCR (podrozdziat 3.2.2.5) wyka-
zano obecnos¢ genu mxaF w genomach wszystkich badanych szczepdéw grupy 1. Na podsta-
wie sekwencji badanego genu szczepoéw grupy I oraz odpowiednich sekwencji szczepow
referencyjnych pozyskanych z bazy GenBank (podrozdziat 3.2.2.13), skonstruowano filo-
gram dla genu mxaF (Fig. 17). Uzyskane sekwencje genu mxaF badanych szczepoéw zdepo-
nowano w bazie danych GenBank (numery akcesyjne sekwencji umieszczono na filogramie,
w nawiasach). Stopien podobienstwa sekwencji genu mxaF badanych szczepéw miedzy
sobg miescit si¢ w granicach od 92 % do 100 %, natomiast w stosunku do sekwencji genu
mxaF szczepow referencyjnych — w granicach 99,4-100 %.

Na drzewie filogetycznym dla genu mxaF, badane szczepy zgrupowaly si¢ w dwa
klady (Fig. 17). W pierwszej grupie znalazly si¢ szczepy Methylorubrum sp. MV6II, C44s,
1117, C2llls oraz Methylobacterium sp. 124 wraz ze szczepami referencyjnymi reprezentu-
jacymi gatunki M. pseudosasae, M. extorquens oraz M. zatmanii, przy wspotczynniku po-
parcia 82 %. Szczepy Methylorubrum sp. MV6II oraz C44s utworzyly wspolne grono z re-
ferencyjnym szczepem Methylorubrum pseudosasae (wspotczynnik poparcia 80 %), nato-
miast Methylorubrum sp. C2IIIs utworzyt wspdlne grono z referencyjnymi szczepami Met-
hylorubrum extorquens oraz Methylorubrum zatmanii, przy wspoétczynniku poparcia 89 %.

Nalezace do drugiego kladu szczepy Methylobacterium sp. Red Cyt oraz Methylobacterium
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sp. Red Mix I utworzyly wspolne grono z referencyjnym szczepem Methylobacterium ra-
diotolerans oraz gatunkami Methylobacterium mesophilicum oraz Methylobacterium orga-
nophilum (wspoétczynnik poparcia 97 %).

Methylorubrum pseudosasae BL44T (HQ588896)
80| Methylorubrum sp. MV6IT (PP098446)
Methylorubrum sp. C44s (PP098444)

—— Methylorubrum sp. 1117 (PP09844)

Methylorubrum sp. C2111s (PP098445)

82

%5 Methylorubrum extorquens TK 00017 (LT962688)

Methylorubrum zatmanii PSBB041 (CP021054)
56

L Methylobacterium sp. 124 (PP098443)

69 Methylorubrum podarium DSM 15083T (HQ588895)

= Methylorubrum podarium FM4T (AY468366)
93

L Methylorubrum rhodesianum DSM 56871 (EF562473)

L Methylorubrum populi BJOO1T (CP001029)

Methylobacterium gregans NBRC 103626 (BSP101000005)

%{ Methylobacterium oryzae CBMB20T (CP003811)

Methylobacterium phyllosphaerae CBMB27" (CP015367)

Methylobacterium mesophilicum DSM 1708 (EF562470)
100

Methylobacterium radiotolerans JCM 2831T (CP001001)

57 Methylobacterium sp. Red Cyt (PP098447)

Methylobacterium sp. Red Mix I (PP098448)

Methylobacterium organophilum F4 (JAFDOX010000115)

oo
Fig. 17. Drzewo filogenetyczne przedstawiajace wyniki analizy sekwencji genu mxaF, skonstruo-
wane w oparciu 0 514-nukleotydowe fragmenty sekwencji siedmiu badanych szczepow bakteryj-
nych oraz sekwencje szczepow referencyjnych z bazy danych GenBank. Filogram wykonany me-
toda najwiekszej wiarygodnosci (Maximum Likelihood), przy zastosowaniu trojparametrycznego
modelu Tamury z uwzglednieniem rozktadu gamma. Do oceny wiarygodnos$ci poszczegolnych we-

zYow zastosowano analize ,,bootstrap” (1000 powtorzen)
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Sekwencje szczepéw Methylobacterium sp. Red Cyt oraz Methylobacterium sp. Red Mix |
charakteryzowaty si¢ najwyzszym stopniem podobienstwa do sekwencji szczepu referencyj-
nego Methylobacterium radiotolerans oraz odpowiednich sekwencji gatunkow Methylobac-
terium mesophilicum oraz Methylobacterium organophilum (100 %). Szczep Methyloru-
brum sp. C2I1Is wykazat najwicksze podobienstwo sekwencji genu mxaF (100 %) do odpo-
wiedniej sekwencji gatunku Methylorubrum extorquens. Szczepy Methylorubrum sp. MV6II
oraz Methylorubrum sp. C44s wykazaty najwicksze podobienstwo sekwencji w stosunku do
odpowiednich sekwencji referencyjnego szczepu Methylorubrum pseudosasae (100 %), na-
tomiast szczepy Methylobacterium sp. 124 oraz Methylorubrum sp. 1117, charakteryzowaty
si¢ odpowiednio 99,4 % 1 99,6 % podobienstwem sekwencji badanego genu do sekwencji

szczepu Methylorubrum pseudosasae.

4.2.6. Detekcja i analiza genetyczna wybranych genéw zwigzanych ze zdol-
noscia bakterii do realizowania mechanizmow promowania wzrostu roslin

Bazujac na dostepnych zrdodtach literaturowych, populacje badanych bakterii poddano
analizie w kierunku wystepowania w genomach tych szczepow gendow zwigzanych ze zdol-
noscig bakterii do realizowania mechanizmow promowania wzrostu ro$lin, charakterystycz-
nych dla danych grup (rodzajow) bakterii (podrozdziat 3.2.2.6). Pozyskane sekwencje ge-
noéw zdeponowano w bazie danych GenBank (numery akcesyjne sekwencji umieszczono na

drzewach filogenetycznych, w nawiasach).

Gen nifH — Methylobacterium/Methylorubrum

Gen nifH koduje tzw. biatko Fe, stanowigce podjednostke enzymu nitrogenazy. Jed-
noczeénie, gen NifH jest jednym z najbardziej rozpowszechnionych markerow genetycznych,
umozliwiajacych identyfikacje bakterii o potencjalnych zdolnosciach do wigzania azotu at-
mosferycznego (Gaby i Buckley, 2012). W wyniku przeprowadzonej reakcji amplifikacji z
uzyciem starterow nifH-F oraz nifH-R (Tabela 6), uzyskano sekwencj¢ o wielkosci 239 pz
jedynie dla jednego z analizowanych szczepow, tj. Methylobacterium sp. Red Cyt. Na pod-
stawie pozyskanej sekwencji oraz odpowiednich sekwencji dostepnych w bazie danych Gen-
Bank skonstruowano drzewo filogenetyczne, wykorzystujac metodg najwickszej wiarygod-

nosci (Maximum Likelihood), przy zastosowaniu trdjparametrycznego modelu Tamury
(Fig. 18).
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Rhizobium leguminosarum JHI362 (MN927474)

Rhizobium leguminosarum ATCC 10004T (NZ JAWXXW010000002)

Rhizobium binae BLR195T (CP071608)

Methylobacterium sp. Red Cyt (PP098441)
Rhizobium leguminosarum R45935 (FR850717)

— Methylobacterium nodulans CB376 (CP121648)

100

Methylobacterium nodulans ORS 20607 (AJ512205)

0.05

Fig. 18. Drzewo filogenetyczne przedstawiajgce wyniki analizy sekwencji genu nifH, skonstruo-
wane w oparciu 0 239-nukleotydowe fragmenty sekwencji szczepu Methylobacterium sp. Red Cyt
oraz sekwencje szesciu szczepow referencyjnych z bazy danych GenBank, wykonane metodg naj-
wiekszej wiarygodno$ci (Maximum Likelihood), przy zastosowaniu tréjparametrycznego modelu
Tamury z uwzglednieniem rozktadu gamma. Do oceny wiarygodnosci poszczegdlnych weztow za-

stosowano analize ,,bootstrap” (1000 powtorzen)

Analiza poréwnawcza sekwencji genu nifH wykazata podobienstwo badanego genu szczepu
Methylobacterium sp. Red Cyt do odpowiednich gendéw szczepow gatunku Rhizobium legu-
minosarum (stopien podobienstwa 93,3-93,7 %) oraz Rhizobium binae (92,8 %). Wysoki
stopien podobienstwa sekwencji genu nifH badanego izolatu do genéw bakterii rodzaju Rhi-
zobium moze $wiadczy¢ o horyzontalnym transferze tego genu z bakterii rodzaju Rhizobium
do Methylobacterium sp. Red Cyt. Poniewaz w obrgbie rodzaju Methylobacterium wyste-
puja gatunki o potwierdzonej zdolnosci do wigzania azotu atmosferycznego (m.in. Methylo-
bacterium nodulans), dlatego do analizy wiaczono szczepy referencyjne nalezace do tego
gatunku. Sekwencja genu nifH szczepu Methylobacterium sp. Red Cyt charakteryzowata si¢
podobienstwem do sekwencji tego genu referencyjnych szczepow M. nodulans na poziomie
76,1 %.

W przypadku szczepu Methylorubrum sp. C211ls, pomimo pozytywnego wyniku am-
plifikacji 1 wielu podjetych prob sekwencjonowania, odczytane sekwencje nukleotydowe
genu nifH wykazaty niska jako$¢, ktora uniemozliwiata wiaczenie ich do dalszych etapow

analizy filogenetycznej.
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Gen acdS — Methylobacterium/Methylorubrum

Obecnos¢ w genomie bakterii genu acdS, kodujacego deaminaze ACC, wskazuje na
potencjat danego szczepu do zwigkszania tolerancji ro§liny na dziatanie stresorow biotycz-
nych i abiotycznych (Gontia-Mishra i in., 2014). W wyniku przeprowadzonych reakcji PCR
z wykorzystaniem starterow ACCMetlf oraz ACCMet2r (Tabela 6), uzyskano produkty am-
plifikacji o oczekiwanej wielkosci dla wszystkich izolatow reprezentujacych grupe I. W
przypadku 5 szczepow uzyskano satysfakcjonujace odczyty fragmentow sekwencji, o dtu-

gosci 140 pz.

Methylobacterium sp. Red Cyt (OR958553)
Methylobacterium sp. Red Mix I (OR958554)

87| Methylobacterium organophilum F4 (JAFDOX010000089)

Methylobacterium radiotolerans JCM 28317 (CP001001)
62 Methylorubrum sp. C44 soja (OR958551)
86| Methylorubrum sp. MV6II (OR958552)

L—— Methylobacterium sp. 124 (OR958555)

——— Methylobacterium tardum DSM 195667 (CP097484)

Methylobacterium longum 4407 (MF124311)

—— Methylobacterium mesophilicum SR1.6/6 (CP043538)

Methylobacterium brachiatum B0021T (JAJALK010000010)

Methylobacterium gregans 002-074" (MF124310)

93
Methylobacterium phyllosphaerae CBMB27T (CP015367)
9 Methylobacterium fujisawaense DSM 5686 (JACIIM010000012)
Methylobacterium oryzae CBMB20T (EU430441)
—

0.01
Fig. 19. Drzewo filogenetyczne przedstawiajace wyniki analizy sekwencji genu acdS, skonstruo-
wane w oparciu 0 140-nukleotydowe fragmenty sekwencji pigciu badanych szczepow bakteryjnych
oraz dziesieciu sekwencji nukleotydowych, pozyskanych z bazy GenBank. Filogram wykonany
metoda najwiekszej wiarygodnosci (Maximum Likelihood ), przy zastosowaniu trojparametrycz-

nego modelu Tamury oraz analizy ,,bootstrap” (1000 powtdrzen)
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Na podstawie podobienstwa sekwencji genu acdS badanych szczepdw oraz pozyskanych z
bazy GenBank sekwencji tego genu szczepow referencyjnych, skonstruowano filogram, wy-
konany metodg najwigkszej wiarygodnosci (Maximum Likelihood), przy zastosowaniu trdj-
parametrycznego modelu Tamury (Fig. 19). Wykazano, ze podobienstwo sekwencji genu
acdS pomig¢dzy badanymi szczepami wynosito od 96,4 % do 100 %, natomiast stopien po-
dobienstwa tych sekwencji wzgledem sekwencji szczepoéw referencyjnych wynosit od
98,5 % do 100 %. Wszystkie badane szczepy zgrupowaly si¢ w jednym kladzie, razem z
referencyjnym szczepem Methylobacterium radiotolerans oraz gatunkiem Methylobacte-
rium organophilum, przy wspotczynniku poparcia 62 %. Stopien podobienstwa sekwencji
badanych szczepéw do sekwencji Methylobacterium radiotolerans JCM 28317 oraz Methy-
lobacterium organophilum F4, zawierat si¢ w przedziale od 98,5 % do 100 %.

Gen NRPS — Micromonospora

Gen NRPS (ang. nonribosomal peptide synthetase) koduje syntetazy peptydow niery-
bosomalnych, zwigzanych z produkcja metabolitow wtornych (Kouadri 1 in., 2014). W wy-
niku reakcji PCR z wykorzystaniem starterow A3 i A7R (Tabela 6), potwierdzono obecno$é
badanego genu w genomach czterech szczepow grupy II: Micromonospora sp. 30, Micro-
monospora sp. 33, Micromonospora sp. 230 oraz Micromonospora sp. 152. Na podstawie
podobienstwa uzyskanych odczytow sekwencji genu NRPS oraz sekwencji tego genu szcze-
pow referencyjnych, skonstruowano drzewo filogenetyczne, wykonane metodg najwigksze;j
wiarygodno$ci (Maximum Likelihood), przy zastosowaniu tréjparametrycznego modelu Ta-
mury (Fig. 20).

Sekwencje genu NRPS szczepow Micromonospora sp. 30, Micromonospora sp. 33,
Micromonospora sp. 230 oraz Micromonospora sp. 152 charakteryzowaly si¢ podobien-
stwem na poziomie od 99,1 % do 100 %, natomiast w stosunku do umieszczonych na filo-
gramie szczepow referencyjnych, podobienstwo sekwencji tego genu do sekwencji bada-
nych szczepow referencyjnych wyniosto od 97,2 % do 98,4 %. Badane szczepy utworzyty
na filogramie wspdlng grupe, przy wspotczynniku poparcia 99 % (Fig. 20), wykazujac naj-
wyzszy stopien podobienstwa sekwencji badanego genu do sekwencji genu szczepu referen-

cyjnego Micromonospora noduli (97,9-98,4 %).
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Micromonospora sp. 30 (OR958557)

71

Micromonospora sp. 33 (OR958556)

99

Micromonospora sp. 230 (OR958558)

Micromonospora sp. 152 (OR958559)

Micromonospora hortensis NIE111T (JAKKFE010000029)

—— Micromonospora noduli Lupac 07 (PYABO01000012)

79

—— Micromonospora noduli GU143T (PY AK01000007)

—
0.002

Fig. 20. Drzewo filogenetyczne przedstawiajace wyniki analizy sekwencji genu NRPS, skonstruo-
wane w oparciu 0 596-nukleotydowe fragmenty sekwencji genu NRPS czterech badanych szcze-
pow oraz sekwencje szczepow referencyjnych z bazy danych GenBank. Filogram wykonany me-
toda najwiekszej wiarygodnosci (Maximum Likelihood), przy zastosowaniu trojparametrycznego

modelu Tamury oraz analizy ,,bootstrap” (1000 powtdrzen)

Gen PKS | — Micromonospora

Gen PKS | koduje syntazy poliketydowe typu I, zwigzane m.in. z biosyntezg polikety-
doéw niearomatycznych, stanowigcych wazng grupg metabolitéw wtornych (Kouadri i in.,
2014). Na podstawie przeprowadzonych reakcji PCR (z wykorzystaniem starterow K1 1
M6R, Tabela 6) wykazano, ze cztery sposrod dziewigtnastu szczepoéw grupy II: Micromo-
nospora sp. N5, Micromonospora sp. 5056, Micromonospora sp. N2 oraz Micromonospora
sp. 5052, charakteryzuja si¢ obecno$cig genu PKS typu [ w genomie, wystepujacego w ba-
danej populacji grupy I w dwoch roéznych allelach. Na podstawie analizy podobienstwa se-
kwencji alleli genu PKS | badanych szczepow oraz pozyskanych z bazy GenBank sekwencji
tego genu szczepOw referencyjnych, wykonano drzewo filogenetyczne (Fig. 21) metoda naj-
wiekszej wiarygodnosci (Maximum Likelihood), przy zastosowaniu trojparametrycznego

modelu Tamury i z uwzglgdnieniem rozkladu gamma.
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Fig. 21. Drzewo filogenetyczne przedstawiajace wyniki analizy sekwencji genu PKS I, skonstruo-
wane w oparciu o0 474-nukleotydowe fragmenty sekwencji czterech badanych szczepdéw bakteryj-
nych oraz sekwencji szczepow referencyjnych z bazy danych GenBank. Filogram wykonano me-
toda najwiekszej wiarygodnosci (Maximum Likelihood), przy zastosowaniu trojparametrycznego
modelu Tamury z uwzglednieniem rozktadu gamma. Do oceny wiarygodnosci poszczegolnych we-

ztow zastosowano analize ,,bootstrap” (1000 powtorzen)

Szczepy Micromonospora sp. N5, Micromonospora sp. 5056 oraz Micromonospora sp.
5052, charakteryzujg si¢ obecnoscig tego samego allelu genu PKS typu | w genomie oraz
stopniem podobienstwa sekwencji na poziomie 97,4 % do 100 %. Tworzace wspdlne grono
(Fig. 21) szczepy Micromonospora sp. 5056 oraz Micromonospora sp. 5052, wykazaty naj-
wiekszy stopien podobienstwa sekwencji badanego genu do sekwencji tego genu gatunku
Micromonospora purpureochromogenes DSM 43814 (97,6 %), z ktorym na filogramie
utworzyly wspolng grupe (wspotczynnik poparcia 89 %). Z kolei szczep Micromonospora
sp. N5 wykazat najwyzszy stopien podobienstwa genu PKS | do sekwencji szczepu referen-
cyjnego Micromonospora purpureochromogenes DSM 438217 (97,8 %), z ktorym stworzyt
wspolne grono. Szczep Micromonospora sp. N2 posiada inny allel genu PKS | niz pozostate
badane izolaty i charakteryzowat si¢ najwyzszym stopniem podobienstwa genu PKS | do

referencyjnego szczepu Micromonospora taraxaci DSM 458857 (92,7 %), z ktorym utwo-
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rzyt wspdlne grono przy wspotczynniku poparcia réwnym 70 %. Stopien podobienstwa se-
kwencji genu PKS | szczepu Micromonospora sp. N2 a szczepami Micromonospora sp.
5052, Micromonospora sp. 5056 oraz Micromonospora sp. N5 miescit si¢ w zakresie od
61,3 % do 62 %.

PKS Il — Micromonospora

Gen PKS Il koduje syntazy poliketydowe typu I, zwigzane gléwnie z biosynteza po-
liketydow aromatycznych, w tym wielu substancji o charakterze zwigzkow antagonistycz-
nych wzgledem patogendéw (Kouadri i in., 2014). W przypadku genu PKS Il, sze$¢ sposrod
dziewigtnastu szczepow grupy II charakteryzowato si¢ wystgpowaniem w genomie genu
PKS Il. Na podstawie uzyskanych sekwencji genu PKS Il badanych szczepow oraz odpo-
wiednich sekwencji nukleotydowych szczepow referencyjnych z bazy danych GenBank,
skonstruowano filogram dla genu PKS Il (Fig. 23). Drzewo filogenetyczne utworzono w
oparciu o metodg ,,najwigkszej wiarygodnosci” (Maximum Likelihood), przy zastosowaniu
modelu odwracalnego w czasie (GTR) z uwzglednieniem rozktadu gamma oraz parametru
" opisujacego udzial miejsc niezmiennych. W analizie filogenetycznej genu PKS Il
uwzgledniono trzydziesci dwie sekwencje szczepoOw referencyjnych pozyskanych z bazy
GenBank. Reprezentujg one rodzaje Micromonospora, Actinoplanes, Catellatospora, Kra-
silnikovia, Nocardia i Streptomyces.

Sekwencje genu PKS Il badanych szczepow charakteryzowaty sie podobienstwem
mig¢dzy soba na poziomie od 79,2 % do 100 %, natomiast podobienstwo tych sekwencji do
odpowiednich sekwencji szczepow referencyjnych charakteryzowato si¢ stopniem podo-
bienstwa na poziomie od 95,4 % do 99,6 %.

Badane szczepy utworzyly na filogramie trzy grupy (Fig. 22). W grupie pierwszej zlo-
kalizowane zostaty cztery badane szczepy, tj. Micromonospora sp. 29, 45, 55 oraz 249 wraz
ze szczepami referencyjnymi, reprezentujacymi rézne gatunki rodzaju Micromonospora,
przy wspotczynniku poparcia rownym 100 %. Do grupy drugiej wlaczony zostal szczep Mi-
cromonospora sp. 5056 oraz gatunki M. palomenae i M. purpureochromogenes (wspotczyn-
nik poparcia dla tej grupy wyniost 100 %). Szczep Micromonospora sp. 5052 stworzyt ostat-
nig grupe, wraz ze szczepami gatunku M. lupni, przy wspotczynniku poparcia rownym 96

% (Fig. 22).
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Fig. 22. Drzewo filogenetyczne przedstawiajace wyniki analizy sekwencji genu PKS 11, skonstruo-
wane w oparciu 0 553-nukleotydowe fragmenty sekwencji tego genu szes$ciu badanych szczepow
oraz sekwencje szczepow referencyjnych z bazy danych GenBank, pozyskane z bazy GenBank. Fi-

logram wykonany metoda najwigkszej wiarygodnosci (Maximum Likelihood), przy zastosowaniu
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modelu odwracalnego w czasie (GTR) z uwzglednieniem rozktadu gamma oraz parametru ,,I”” opi-
sujacego udziat miejsc niezmiennych. Do oceny wiarygodnos$ci poszczegdlnych weztow zastoso-

wano analizg ,,bootstrap” (1000 powtorzen)

Szczepy Micromonospora sp. 29, Micromonospora sp. 45 oraz Micromonospora sp. 249
wykazaty najwyzszy stopien podobienstwa sekwencji w stosunku do referencyjnych szcze-
poéw Micromonospora saelicesensis oraz Micromonospora vinacea (95,8-96 %). Szczep Mi-
cromonospora sp. 55 charakteryzowat si¢ najwyzszym podobienstwem sekwencji badanego
genu (99,6 %) do sekwencji referencyjnego szczepu Micromonospora alfalfae. W przy-
padku szczepu Micromonospora sp. 5052, najwyzszy stopien podobienstwa sekwencji wy-
kazano w stosunku do gatunku Micromonospora lupini (95,4 %), natomiast szczep Micro-
monospora sp. 5056 wykazat 98 % podobienstwo sekwencji genu PKS Il do gatunkow Mi-

cromonospora palomenae oraz Micromonospora purpureochromogenes.

4.2.7. Podsumowanie analiz zwigzanych z obecnoscia w genomach bada-
nych bakterii genow zwigzanych z promowaniem wzrostu roslin

Na podstawie przeprowadzonych analiz genetycznych stwierdzono obecnos$¢ genéw
zwigzanych z promowaniem wzrostu roslin w genomach badanych bakterii. Wyniki tych

analiz przedstawiono w tabeli podsumowujacej (Tabela 8).

Tabela 8. Wyniki detekcji charakterystycznych genéw zwigzanych z promowaniem

wzrostu roslin w genomach badanych bakterii endofitycznych

mxaF nifH acdS NRPS PKSI PKSII

Methylobacterium sp. 124 + - + n.o. n.o. n.o.
Methylobacterium sp. Red Cyt + + + n.o. n.o. n.o.
Methylobacterium sp. Red Mix | + - + n.o. n.o. n.o.
Methylorubrum sp. 1117 + - S n.o. n.o. n.o.
Methylorubrum sp. C2llls + S S n.o. n.o. n.o.
Methylorubrum sp. C44s + - + n.o. n.o. n.o.
Methylorubrum sp. MV6lI + - + n.o. n.o. n.o.
Micromonospora sp. 30 n.o. n.o. n.o. + - -
Micromonospora sp. 33 n.o. n.o. n.o. + - -
Micromonospora sp. 230 n.o. n.o. n.o. + - -
Micromonospora sp. 152 n.o. n.o. n.o. + - -
Micromonospora sp. N2 n.o. n.o. n.o. - + -
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Micromonospora sp. 29 n.o. n.o. n.o. - - +
Micromonospora sp. 43 n.o. n.o. n.o. - - -
Micromonospora sp. 45 n.o. n.o. n.o. - - +
Micromonospora sp. 66 n.o. n.o. n.o. - - -
Micromonospora sp. 126 n.o. n.o. n.o. - - -
Micromonospora sp. 249 n.o. n.o. n.o. - - +
Micromonospora sp. 50 n.o. n.o.  n.o. - - -
Micromonospora sp. 53 n.o. n.o.  n.o. - - -
Micromonospora sp. 55 n.o. n.o. n.o. - - +
Micromonospora sp. 5052 n.o. n.o.  n.o. - + +
Micromonospora sp. 48 n.o. n.o.  n.o. - - -
Micromonospora sp. N4 n.o. n.o.  n.o. - - -
Micromonospora sp. N5 n.o. n.o. n.o. - + -
Micromonospora sp. 5056 n.o. n.o. n.o. - + +
T~ —wykazano obecno$¢ badanego genu w genomie; ,,-” — nie wykazano obecnosci

badanego genu w genomie; ,,5” — sekwencje stabej jakosci (brak odczytow); ,,n.0.” —

nie oznaczano

4.3. Analiza fenotypowa bakterii endofitycznych
4.3.1. Analiza cech fenotypowych bakterii z wykorzystaniem zestawu GEN
I11 (system Biolog)

Wykazujace roznice w morfologii kolonii szczepy: Methylobacterium sp. 124, Methy-
lorubrum sp. 1117, Methylorubrum sp. C211Is, Methylorubrum sp. C44s, Methylorubrum sp.
MV6II, Micromonospora sp. 43, Micromonospora sp. 48, Micromonospora sp. 55, Micro-
monospora sp. 66, Micromonospora sp. 5052 oraz Micromonospora sp. N2 poddano anali-
zie cech fenotypowych z wykorzystaniem zestawu GEN Il MicroPlate (system Biolog).
Zestaw ten stuzy do oceny wilasciwosci fenotypowych bakterii w oparciu o testy bioche-
miczne (94 testy), zwigzane ze zdolno$cig bakterii do metabolizowania 71 substancji wyko-
rzystywanych jako jedyne zrodto wegla oraz wrazliwo$ciag na dziatanie r6znych zwigzkow
chemicznych (23 testy). Na podstawie wyniku kolorymetrycznych reakcji typu redox, moz-
liwa jest ocena wlasciwosci biochemicznych testowanych szczepow (podrozdziat 3.2.4.1)

Badane szczepy charakteryzujg si¢ zdolno$cig do wykorzystywania réznych substancji
chemicznych jako zrédla wegla i energii (Fig. 23A oraz Fig. 23B). Wszystkie badane

szczepy nalezace do rodzajow Methylobacterium oraz Methylorubrum charakteryzowaty sig¢
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Fig. 23A. Zdolno$¢ wybranych bakterii do metabolizowania roéznych substancji chemicznych jako

jedynego zrodta wegla i energii, wykazanych w tesci GEN 111 (system Biolog)

zdolnoscig do rozktadu glukuronamidu, kwasu a-keto-glutarowego i Tweenu 40. Wszystkie
szczepy z rodzaju Micromonospora wykazaty zdolno$¢ do wykorzystywania dekstryny, D-
maltozy i gencjobiozy jako zrodet wegla. Zaden z jedenastu badanych szczepow nie wykazat
zdolnos$ci do rozktadu D-sorbitolu, a-D-laktozy, glicylo-L-proliny, mio-inozytolu, N-ace-

tylo-D-mannozaminy, kwasu piroglutaminowego, kwasu chinowego oraz D-seryny.
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Fig. 23B. Zdolnos¢ wybranych bakterii do metabolizowania roznych substancji chemicznych jako

jedynego zrodta wegla i energii, wykazanych w tescie GEN 11 (system Biolog) (cd.)
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Jak przedstawiono na wykresie (Fig. 24), szczep Micromonospora sp. 48 charaktery-
zowal si¢ najwigkszym potencjalem do wykorzystywania roznych substancji jako jedynego
zrodta wegla 1 energii, wykazujac zdolnos$¢ do rozktadu dwudziestu dziewieciu substancii;
dodatkowo, w przypadku zdolnosci do utylizacji kolejnych zwigzkow: 3-metylo-glukozy
oraz L-ramnozy, uzyskano wynik staby dodatni.

Methylobacterium sp. 124 [ NG
Methylorubrum sp. 1117 | GGG

Methylorubrum sp. C2111s NG

Methylorubrum sp. C44s | NG

Methylorubrum sp. MV oIl
Micromonospora sp. 43 | NN
Micromonospora sp. 48 | NN
Micromonospora sp. 53 | RGNS
Micromonospora sp. 66 RN
Micromonospora sp. 5052 _
Micromonospora sp. N2 [ R

0 5 10 15 20 25 30 35

liczba testéw opartych o metabolizm réznych zrodet wegla

badany szczep

®m wynik pozytywny = wynik staby dodatni

Fig. 24. Liczba substancji wykorzystywanych przez badane bakterie jako jedyne zrodto wegla
i energii, okreslona z wykorzystaniem systemu GEN III MicroPlate

Podobnie wysokim potencjatem do wykorzystywania réoznych zwigzkow chemicznych jako
jedynego zrodta wegla i energii charakteryzowat si¢ szczep Methylobacterium sp. 124, wy-
kazujacy zdolno$¢ do wykorzystywania 27 roznych substancji. Najnizszym potencjalem do
wykorzystywania réznych zrodet wegla charakteryzowat sie natomiast szczep Methyloru-
brum sp. C44s (zdolnos¢ do rozktadu dziesieciu roznych zwigzkéw wegla oraz — w przy-
padku trzech kolejnych —wykazano wynik staby dodatni).

W dos$wiadczeniu oceniono rowniez oporno$¢ badanych bakterii na poszczeg6lne sub-

stancje chemiczne (Fig. 25).
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Fig. 25. Opornos¢ badanych bakterii na poszczegdlne substancje chemiczne, wykazane w tescie
GEN 111 (system Biolog)

Wykazano, ze wszystkie badane szczepy wykazuja opornos¢ na chlorek sodu (st¢zenie 1 %),
kwas nalidyksowy oraz ryfamycyng¢ SV. Wszystkie badane szczepy wykazaty wrazliwos¢
na chlorek sodu w st¢zeniu 4 % i 8 %, maslan sodu oraz siarczan sodowy tetradecylu. Szczep
Methylobacterium sp. 124 wykazal opornos¢ na dziatanie najwigkszej liczby roéznych sub-
stancji (pigtnascie substancji) sposrod wszystkich jedenastu badanych szczepow. Szczep
Methylorubrum sp. MV6II charakteryzowat si¢ opornoscia na czternascie réznych substan-
cji. Szczep Micromonospora sp. 66 wykazat najwiekszy stopien wrazliwosci na badane sub-
stancje, wykazujac oporno$¢ jedynie w stosunku do pigciu réznych zwigzkéw chemicznych
(Fig. 26).
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Fig. 26. Opornos¢ badanych szczepow na poszczegolne substancje chemiczne, wykazane w tescie

GEN 111 (system Biolog)

4.3.2. Charakterystyka biochemiczna izolatow bakterii Gram ujemnych z

wykorzystaniem zestawu Microgen 1D

Dodatkowa charakterystyke biochemiczng Gram ujemnych szczepoéw nalezacych do
rodzaju Methylobacterium oraz Methylorubrum przeprowadzono z wykorzystaniem zestawu
komercyjnego Microgen ID. Zestaw Microgen ID panel A+B jest 24 substratowym syste-
mem stosowanym do charakterystyki wiasciwosci biochemicznych i identyfikacji mikroor-
ganizmOw, w oparciu o zmiany zabarwienia podt6z w studzienkach (podrozdziat 3.2.4.2).

Badania wykazaty, ze wszystkie badane szczepy nalezace do rodzajow Methylobacte-
rium oraz Methylorubrum charakteryzuja si¢ zdolnoscia do wytwarzania oksydazy cytochro-
mowej. Analiza wlasciwosci biochemicznych tych bakterii, przeprowadzona z uzyciem ze-
stawu Microgen ID wykazata, ze sze$¢ sposrod siedmiu badanych szczepdéw charakteryzo-

wato si¢ zdolnos$ciag do fermentacji arabinozy oraz hydrolizy mocznika. Szczep Methylobac-
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terium sp. Red Mix I wykazat ponadto zdolno$¢ do produkcji acetoiny (substratem byta glu-
koza) oraz rozktadu cytrynianu. Szczep Methylorubrum sp. MV6II jako jedyny z badanych
charakteryzowat si¢ zdolnoscia do fermentacji ramnozy. Szczep Methylobacterium sp. 124

wyrdzniat si¢ zdolnoscig do redukcji azotanéw do azotynéw (Fig. 27).
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Fig. 27. Aktywno$¢ biochemiczna badanych szczepow Gram ujemnych z wykazana w tescie Mi-

crogen ID
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4.3.3. Okreslenie zdolnosci bakterii do produkcji wybranych enzymow hy-
drolitycznych z wykorzystaniem zestawu APl ZYM (bioMérieux)

Aktywnos$¢ enzymatyczng wszystkich badanych szczepéw oceniono z wykorzysta-
niem poétilosciowej mikrometody z wykorzystaniem komercyjnego testu APl ZYM
(bioMérieux). Ostateczny produkt reakcji enzymatycznej, S$wiadczacy o obecnosci danego
enzymu, wykrywany jest dzigki zachodzacym w poszczegdlnych mikroprobowkach reak-
cjom barwnym (podrozdziat 3.2.4.3). Wykazano, ze wszystkie badane szczepy wykazujg
zdolno$¢ do produkcji enzymow hydrolitycznych (Fig. 28).

N-acetylo-f3-glukozaminidaza

o-mannozydaza

fosfohydrolaza naftylo-AS-BI
o-fukozydaza

o-galaktozydaza
3- galaktozydaza
3-glukuronidaza
a-glukozydaza

esteraza Lipaza (C 8)

lipaza (C +)
arylamidaza cystyny

fosfataza alkaliczna
arylamidaza leucyny
arylamidaza waliny
trypsyna
o-chymotrypsyna
kwasna fosfataza

B3- glukozydaza

Methylobacterium sp. 124
Methylobacterium sp. Red Cyt
Methylobacterium sp. Red mix |
Methylorubrum sp. 1117
Methylorubrum sp. C211ls
Methylorubrum sp. C44s
Methylorubrum sp. MV6I1
Micromonospora sp. 30
Micromonospora sp. 33
Micromonospora sp. 230
Micromonospora sp. 152
Micromonospora sp. N2

Micromonospora sp. 29
Micromonospora sp. 43
Micromonospora sp. 45
Micromonospora sp. 66
Micromonospora sp. 126
Micromonospora sp. 249
Micromonospora sp. 50
Micromonospora sp. 53
Micromonospora sp. 55
Micromonospora sp. 5052

Micromonospora sp. 48
Micromonospora sp. N4
Micromonospora sp. N5
Micromonospora sp. 5056

. wynik pozytywny |:| wynik negatywny

Fig. 28. Aktywnos$¢ enzymatyczna badanych szczepow, okreslona przy pomocy zestawu APl ZYM
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Szczepy nalezace do rodzaju Micromonospora charakteryzowaty si¢ wyzszym poten-
cjatem enzymatycznym (od 13 do 16 produkowanych enzymow), niz szczepy nalezace do
rodzajow Methylobacterium/Methylorubrum; te charakteryzowaty si¢ zdolno$cig do produk-

cji od 4 do 5 r6znych enzymow sposrod 19 badanych enzymow hydrolitycznych (Fig. 29).

Methylobacterium sp. 124
Methylobacterium sp. Red Cyt
Methylobacterium sp. Red mix I
Methylorubrum sp. 1117
Methylorubrum sp. C211Is
Methylorubrum sp. C44s
Methylorubrum sp. MV6I1
Micromonospora sp. 30
Micromonospora sp. 33
Micromonospora sp. 230
Micromonospora sp. 152
Micromonospora sp. N2
Micromonospora sp. 29

Micromonospora sp. 43

badany szczep

Micromonospora sp. 45
Micromonospora sp. 66
Micromonospora sp. 126
Micromonospora sp. 249
Micromonospora sp. 50
Micromonospora sp. 53
Micromonospora sp. 55
Micromonospora sp. 5052
Micromonospora sp. 48
Micromonospora sp. N4
Micromonospora sp. N5

Micromonospora sp. 5056
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Fig. 29. Liczba enzymo6w hydrolitycznych produkowanych przez poszczegdlne szczepy bakteryjne,
okreslona z wykorzystaniem zestawu APl ZYM
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Najwicgkszg aktywnoscig enzymatyczng charakteryzowaly si¢ szczepy Micromonospora sp.
N2, Micromonospora sp. 66 oraz Micromonospora sp. 55, za$ najmniejszg aktywnos$¢ wy-

kazaty szczepy Methylobacterium sp. Red Cyt oraz Methylorubrum sp. C44s.

4.3.4. Okreslenie tolerancji bakterii wobec réznych stezen NaCl w podiozu

W celu okreslenia tolerancji bakterii na zasolenie, szczepy wysiewano na podioze state
79CA z metanolem (1 % v/v; rodzaje Methylobacterium/Methylorubrum) lub ISP2 (rodzaj
Micromonospora) z dodatkiem NaCl w st¢zeniu 1-4 % (podrozdziat 3.2.4.4); dodatkowo,

bakterie wysiewano na wymienione podtoza o klasycznym sktadzie (proba kontrolna).

1 % NaCl
2 % NaCl
3 % NaCl

Methylobacterium sp. 124 ||
Methylobacterium sp. Red Cyt -
Methylobacterium sp. Red mix 1 [l
Methylorubrum sp. 1117 -
Methylorubrum sp. C2111s ||l
Methylorubrum sp. C44s |
Methylorubrum sp. MV6II -
Micromonospora sp. 30 -
Micromonospora sp. 33 - - -
Micromonospora sp. 230 -
Micromonospora sp. 152 -
Micromonospora sp. N2 -
Micromonospora sp. 29 -
Micromonospora sp. 43 - -
Micromonospora sp. 45 -
Micromonospora sp. 66 -
Micromonospora sp. 126 -
Micromonospora sp. 249 -

Micromonospora sp. 50 | ] IR staby
Micromonospora sp. 53 | ] IR Wzrost
Micromonospora sp. 55 - -

Micromonospora sp. 5052 - - -
Micromonospora sp. 48 - - wynik

Micromonospora sp. N4 - - -

Micromonospora sp. N5 ||}
Micromonospora sp. 5056 -

pozytywny

Fig. 30. Wptyw zasolenia (NaCl) w stezeniu od 1 % do 4 % na wzrost badanych bakterii
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Jak przedstawiono na rycinie (Fig. 30) wszystkie badane szczepy charakteryzowaty si¢ zdol-
no$cig do wzrostu na podtozach zawierajacych chlorek sodu w st¢zeniu 1 % (w tym szczep
Methylobacterium sp. 124, ktory charakteryzowat si¢ stabym wzrostem). Szczepy Micromo-
nospora sp. 43, Micromonospora sp. 50, Micromonospora sp. 55 oraz Micromonospora sp.
N4 wykazaty zdolno$¢ do wzrostu na podlozach zawierajacych do 2 % NaCl, natomiast
szczep Micromonospora sp. 33 charakteryzowat si¢ najwyzszym stopniem tolerancji wobec
NaCl w podtozu, wykazujac zdolno$¢ do wzrostu na podtozach zawierajacych ten zwigzek
w stezeniu od 1 do 3 % (Fig. 31). Ponadto szczepy Micromonospora sp. 53, Micromono-
spora sp. 5052 oraz Micromonospora sp. 48 charakteryzowaty si¢ stabym wzrostem na pod-
tozach zawierajacych NaCl w stezeniu 2 %, za$ szczep Micromonospora sp. N4 wykazat

staby wzrost na podtozu zawierajacym NaCl w stezeniu 3 %.

Fig. 31. Wzrost szczepu Micromonospora sp. 33 na podtozu ISP2 z dodatkiem NaCl

w stezeniu 3 %; A — rewers, B — awers

4.3.5. Okreslenie zakresu pH wzrostu bakterii

W doswiadczeniu oceniono zdolnos¢ wszystkich badanych bakterii do wzrostu na pod-
tozu statym 79CA (rodzaj Micromonospora) lub 79CA z dodatkiem metanolu (1 % v/v) w
przypadku szczepow nalezacych do rodzaju Methylobacterium/Methylorubrum, o réznym
odczynie (pH od 4,5-10, podrozdziat 3.2.4.5).

Wykazano, ze badane szczepy charakteryzuja si¢ zroznicowang wrazliwoscia na od-
czyn podtoza (Fig. 32). Szczepy Micromonospora sp. 30 oraz Micromonospora sp. N4 cha-
rakteryzowaty si¢ zdolnoscig wzrostu na podtozu 79CA o réoznym zakresie pH (od 5,5 do
10). Szczepy Methylobacterium sp. 124 oraz Micromonospora sp. N5 wykazaty najmniejszy
zakres tolerancji na odczyn podioza, wykazujac zdolnos¢ do wzrostu na podtozu o wartosci

odczynu odpowiednio od 5,5 do 7 oraz od 6,5 do 8.
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Fig. 32. Wzrostu bakterii endofitycznych na podtozach o pH w zakresie 4,5-10

Optymalne pH podtoza dla badanych szczepéw miescito si¢ w zakresie od 5,5 do 7 (szczep
Methylobacterium sp. 124); od 5,5 do 9 (szczepy Methylobacterium sp. Red Mix I, Micro-
monospora sp. 230), od 5,5 do 10 (szczepy Micromonospora sp. 30, Micromonospora sp.
N2 i Micromonospora sp. N4) od 5,5 do 8 (szczepy Micromonospora sp. 5052 oraz Micro-
monospora sp. 5056), od 6,5 do 8 (szczep Micromonospora sp. N5), od 6,5 do 9 (szczepy
Methylobacterium sp. Red Cyt, Methylorubrum sp. 1117, Methylorubrum sp. C2llls, Met-
hylorubrum sp.C44s, Methylorubrum sp. MV6Il, Micromonospora sp. 152, Micromono-
spora sp. 29, Micromonospora sp. 45, Micromonospora sp. 66, Micromonospora sp. 126,

Micromonospora sp. 249), od 6,5 do 10 (szczepy Micromonospora sp. 33, Micromonospora
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sp. 43, Micromonospora sp. 50, Micromonospora sp. 53, Micromonospora sp. 55, Micro-
monospora sp. 48). Wzrost reprezentatywnych szczepoéw, wykazujacych wzrost na podto-

zach o odczynie rownym 10 oraz 5,5 przedstawiono ponizej (Fig. 33).

Fig. 33. A) Kolonie szczepow Micromonospora sp. N2 oraz Micromonospora sp. N4 na podtozu
agarowym 79CA o pH 10; B) kolonie szczepow Methylobacterium sp. Red Mix | oraz Methylobac-
terium sp.124 na podtozu agarowym 79CA z 1 % dodatkiem metanolu, o pH 5,5.

4.3.6. Okreslenie zdolnos$ci bakterii do wzrostu w réznych temperaturach

Charakteryzujace si¢ réznicami w morfologii kolonii szczepy bakterii endofitycznych,
tj. szczepy Methylobacterium sp. 124, Methylobacterium sp. Red Cyt, Methylobacterium sp.
Red Mix I, Methylorubrum sp. MV6I1, Micromonospora sp. 33, Micromonospora sp. 43,
Micromonospora sp. 66, Micromonospora sp. 5052, Micromonospora sp. 48, Micromono-
spora sp. N4, Micromonospora sp. N5 oraz Micromonospora sp. 5056 hodowano przez 14
dni w podtozu ptynnym 79CA (rodzaj Micromonospora) lub 79CA z dodatkiem metanolu
(1 % v/v; Methylobacterium/Methylorubrum) w roznych temperaturach (podrozdziat
3.2.4.6). Na podstawie wzrostu gestosci optycznej hodowli (ODeoo), 0ceniono zakres tem-
peratur, w ktorych zachodzi wzrost badanych bakterii; wyniki przedstawiono ponizej (Fig.
34). Badane szczepy nalezace do rodzaju Methylobacterium oraz Methylorubrum charakte-
ryzowaty si¢ zdolnoscig do wzrostu w temperaturach od 8 °C do 37 °C; w przypadku szcze-
poéw Methylobacterium sp. Red Cyt, Methylobacterium sp. Red Mix | oraz Methylorubrum
sp. MV6II wykazano réwniez zdolno$¢ tych bakterii do stabego wzrostu w temperaturze 42
°C. Wszystkie szczepy nalezace do rodzaju Micromonospora charakteryzowaty si¢ zdolno-
$cig do wzrostu w temperaturach 28 °C oraz 37 °C. Szczepy Micromonospora sp. 66, Mi-
cromonospora sp. 5052, Micromonospora sp. 48, Micromonospora sp. N4, Micromono-
spora sp. N5 oraz Micromonospora sp. 5056 wykazaty zdolnos¢ do wzrostu w temperaturze
42 °C; ponadto szczepy Methylobacterium sp. Red Cyt, Methylobacterium sp. Red Mix |,
Methylorubrum sp. MV6I1 oraz Micromonospora sp. 43 charakteryzowaty sie stabym wzro-

stem w temperaturze 42 °C.
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Fig. 34. Zdolno$¢ wybranych szczepéw bakterii endofitycznych do wzrostu w ré6znych temperatu-
rach w podtozu ptynnym 79CA (Micromonospora) lub 79CA z dodatkiem metanolu (szczepy Met-
hylobacterium/Methylorubrum)

4.3.7. Okreslenie zdolnosci bakterii do aktywnego ruchu

W celu okreslenia zdolnos$ci bakterii do aktywnego ruchu, wszystkie badane szczepy
wysiewano w 0,35 % podtoze agarowe 79CA w przypadku szczepéw z rodzaju Micromo-
nospora lub 79CA z dodatkiem metanolu (1 % v/v) w przypadku szczepow nalezacych do
rodzaju Methylobacterium/Methylorubrum poprzez punktowe wkiucie masy bakteryjnej
(podrozdziat 3.2.4.7). Pojawienie si¢ charakterystycznej, poszerzajacej si¢ strefy zmetnienia
podtoza wokot miejsca szczepienia po siedmiu dniach od momentu wysiania bakterii, uzna-
wano za wynik pozytywny; szczep nalezacy do gatunku Pseudomonas fluorescens wyko-
rzystano jako kontrole pozytywna.

Wykazano, ze szczepy Methylobacterium sp. 124, Methylobacterium sp. Red Cyt,
Methylobacterium sp. Red Mix I, Methylorubrum sp. 1117, Methylorubrum sp. C211ls i Met-
hylorubrum sp. C44s charakteryzowaly si¢ zdolnoscig do aktywnego ruchu (Fig. 35).
Szczepy nalezace do rodzaju Micromonospora oraz szczep Methylorubrum sp. MV6II

uznano za niezdolne do aktywnego ruchu w 0,35 % podtozu agarowym 79CA.
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Fig. 35. Zdolno$¢ szczepoéw Methylobacterium sp. 124, Methylorubrum sp. 1117 oraz Methyloru-
brum sp. C2IIIs do aktywnego ruchu w podtozu 79CA z dodatkiem metanolu (1 % v/v)

4.3.8. Okreslenie zdolnosci bakterii do oddzialywan typu quorum sensing

(QS)

Szczepy bakterii z rodzajow Methylobacterium/Methylorubrum badano na podtozu
statym 79CA w obecnosci szczepu wskaznikowego: Chromobacterium violaceum CV026
(podrozdziat 3.2.4.8). Zdolno$¢ badanych bakterii Gram ujemnych do oddzialywan typu qu-
orum sensing, $wiadczy o wytwarzaniu czasteczek sygnatowych — autoinduktoréw (w przy-
padku bakterii Gram ujemnych: N-acylohomoserynowe czgsteczki laktonowe, AHL). Poja-
wienie si¢ fioletowego zabarwienia (wiolacyna) w przypadku szczepu Ch. violaceum trak-
towano jako wynik pozytywny.

Sposrod wszystkich badanych szczepdw, jedynie szczep Methylorubrum sp. MV6II
wykazatl zdolnos¢ do produkcji bakteryjnych autoinduktorow AHL (Fig. 36).

Fig. 36. Produkcja QS-zaleznej wiolacyny w obecnosci szczepu Chromobacterium violaceum.
1 — Methylorubrum sp. C2llIs; 2 — Methylorubrum sp. C44s; 3 — Methylorubrum sp. MV6II (wynik
pozytywny); 4 — Chromobacterium violaceum CV026
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4.3.9. Okreslenie zdolnosci bakterii do tworzenia biofilmu metoda barwie-
nia fioletem krystalicznym oraz przezywalnosci w biofilmie przy uzyciu
zestawu LIVE/DEAD® BacLight™ Bacterial Viability

Zdolnos$¢ do tworzenia biofilmu przez szczepy nalezace do rodzajow Methylobacte-
rium oraz Methylorubrum (podrozdziat 3.2.4.9) oceniono z wykorzystaniem testu z fioletem
krystalicznym. Na podstawie spektrofotometrycznej oceny ilosci pozostatosci fioletu kry-
stalicznego w studzienkach, swiadczacego o zakumulowaniu tej substancji przez tworzace
biofilm bakterie, oceniono zdolno$¢ badanych szczepoéw do wytwarzania tej struktury. Wy-
kazano, ze wszystkie testowane szczepy charakteryzuja si¢ zdolnoscig do tworzenia biofilmu

bakteryjnego (Fig. 37).
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Fig. 37. Ocena potencjatu bakterii z rodzajéw Methylobacterium oraz Methylorubrum do tworzenia
biofilmu bakteryjnego, okreslona metoda barwienia z uzyciem fioletu krystalicznego. Stupki bte-

dow reprezentujg odchylenia standardowe (dla siedmiu powtorzen)
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Warto$¢ absorbancji mierzona przy dhugosci fali 595 nm wynosita dla proby kontrolnej
0,054, natomiast warto$¢ absorbancji dla badanych szczepoéw miescita si¢ w przedziale od
0,213 do 1,044. Szczep Methylorubrum sp. 1117 cechowat si¢ najwyzszym potencjatem do
tworzenia biofilmu bakteryjnego, charakteryzujac si¢ najwyzsza warto$cig absorbancji
wzgledem kontroli (1,044), natomiast szczep Methylobacterium sp. 124 wykazat najnizszy
potencjat do tworzenia tej struktury (najnizsza warto$¢ absorbancji wzgledem kontroli —
0,213).

Nastepnie szczepy Methylobacterium sp. 124, Methylobacterium sp. Red Cyt, Methy-
lobacterium sp. Red Mix I, Methylorubrum sp. 1117, Methylorubrum sp. C2Il1s oraz Met-
hylorubrum sp. MV6I1 poddano ocenie z wykorzystaniem zestawu LIVE/DEAD BacLight
Bacterial Viability Kit, za pomocg ktorego oceniono zywotno$¢ komodrek bakteryjnych w

biofilmach (Fig. 38).

e |
50 pym

Fig. 38. Obraz biofilmu tworzonego przez szczep Methylorubrum sp. 1117, komoérki bakterii bar-

wiono przy uzyciu zestawu LIVE/DEAD BacLight Bacterial Viability Kit. Kolor zielony oznacza

komorki zywe. Zdjecie mikroskopowe wykonano przy uzyciu laserowego mikroskopu konfokal-
nego Zeiss Axiovert 200M przy powigkszeniu 200x

Wykazano, ze wszystkie badane szczepy nalezace do rodzajow Methylobacterium lub
Methylorubrum charakteryzowaty si¢ ponad 95 % przezywalnoscia komorek tworzacych
biofilm (Fig. 39); ocen¢ przezywalnosci oceniano po uplywie 48 godzin od momentu ino-
kulacji. Szczep Methylorubrum sp. 1117 charakteryzowat si¢ najwigkszym udziatem komo-
rek zywych (99 %).

128



Wyniki

100

80 1

60 1

40 :

20

szacunkowa ilo$¢ komorek bakterii wyrazona w procentach [%]

Methylobacterium sp. 124
Methylobacterium sp. Red Cyt
Methylobacterium sp. Red mix I
Methylorubrum sp. 1117
Methylorubrum sp. C211ls
Methylorubrum sp. MV6II

badany szczep
B - komoki zywe B - komoki martwe

Fig. 39. Ocena przezywalnosci komorek bakteryjnych tworzacych biofilm, okreslona z wykorzy-
staniem zestawu LIVE/DEAD BacLight Bacterial Viability Kit, przy uzyciu laserowego mikro-
skopu konfokalnego Zeiss Axiovert 200M. Stupki btedow reprezentuja odchylenia standardowe dla

siedmiu powtorzen

4.3.10. Okreslenie zdolnosci bakterii do wykorzystywania kwasu 1-amino-
cyklopropano-1-karboksylowego (ACC), jako jedynego zrodia azotu

W celu ewaluacji zdolnosci badanych szczepow do rozktadu kwasu 1-aminocyklopro-
pano-1-karboksylowego (ACC), oceniono mozliwos$¢ wzrostu badanych szczepow na pod-
tozach Dworkina i Fostera oraz podtozu minimalnym MM z dodatkiem ACC jako jedynego

zrédta azotu (podrozdziat 3.2.4.10). Po upewnieniu si¢, ze czerwien fenolowa nie wplywa
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na wzrost badanych bakterii (dane nieprezentowane), barwnik ten zastosowano jako wskaz-
nik zmiany odczynu podtoza, dla monitorowania aktywnosci metabolicznej bakterii. Odbar-
wienie (zmiana pH) podtoza w prébie kontrolnej i probie pozytywnej, przy jednoczesnym
braku odbarwien podtoza w kontroli negatywnej, uznawano za wynik pozytywny.
Wykazano, ze wszystkie szczepy nalezace do rodzajow Methylobacterium oraz Met-
hylorubrum charakteryzujg si¢ pozytywnym wynikiem testu jakosciowego na zdolnos$¢ do
ozktadu ACC (Fig. 40). Szczepy nalezace do rodzaju Micromonospora nie wykazaty zdol-
nosci do rozktadu ACC poprzez wzrost na podlozu zawierajacym ten zwigzek jako jedyne

zrodlo azotu.

Fig. 40. Szczepy Methylobacterium oraz Methylorubrum na podtozu minimalnym MM: A) nieza-
wierajacym zrodia azotu; B) zawierajacym zrodto azotu w postaci NH4SOs; C) zawierajacym zro-
dto azotu w postaci ACC. Odbarwienie podtoza wokoét bakterii na podtozach zawierajacych zrodio
azotu (NH4SO4lub ACC), przy jednoczesnym braku zmiany zabarwienia na podtozu kontrolnym

bez zrodta azotu, $wiadczy o zdolnosci do metabolizowania ACC jako jedynego zrodta azotu

Dla szczepoéw dajacych pozytywny wynik na wykorzystywanie ACC jako jedynego
zrédta azotu, przeprowadzono ilo§ciowg ocene zdolnosci rozktadu ACC, przy uzyciu testu
z ninhydryna. Na podstawie przeprowadzonej analizy wykazano (Fig. 41), ze wszystkie ba-
dane szczepy nalezace do rodzajow Methylobacterium lub Methylorubrum charakteryzo-
wata zdolnos¢ do wykorzystywania ACC jako jedynego zrodta azotu. Poszczeg6lne szczepy
bakterii charakteryzowaly si¢ zréznicowanym wykorzystaniem ACC, zawierajacym si¢ w
zakresie od 0,83 do 1,08 mM (zawartos¢ ACC w hodowlach ptynnych badanych bakterii
mierzono po uptywie szeSciodniowej inkubacji). Szczep Methylorubrum sp. C44s charakte-
ryzowat si¢ najwigkszym potencjatem do wykorzystywania ACC jako jedynego Zrddta azotu

(wykorzystanie 1,08 mM ACC w trakcie szesciodniowej inkubacji).
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Fig. 41. Tlos¢ ACC [mM] wykorzystana przez badane bakterie po sze$ciodniowej inkubacji w tem-

peraturze 28 °C. Stupki btedow reprezentuja odchylenia standardowe

4.3.11. OKkreslenie zdolnosci bakterii do wigzania azotu atmosferycznego
W celu oceny zdolnosci bakterii do wigzania azotu atmosferycznego, okreslono zdol-
nos¢ bakterii do wzrostu w zmodyfikowanym podtozu NFb, charakteryzujacym si¢ brakiem
zwigzkow azotu (podrozdziat 3.2.4.11). Bakterie wsiewano do probowek zawierajacych
podtoze polptynne, dzigki czemu ograniczano dostgp toksycznego dla wigkszosci rodzajow
nitrogenaz tlenu do komorek bakterii. Pojawiajaca si¢ tuz pod powierzchnig podtoza charak-
terystyczng blong bakteryjna, §wiadczacg o dzialaniu enzymu nitrogenazy i wzroscie danego

szczepu, pobierano za pomocg pipety i przenoszono do nowej porcji $wiezej pozywki. Po-
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jawienie si¢ w drugim i trzecim pasazu charakterystycznej btony uznawano za wynik pozy-
tywny; jako kontrole pozytywna wykorzystano diazotroficzny szczep Azospirillum lipofe-
rum D74 (Fig. 42A). Wykazano, ze jedynie szczep Methylobacterium sp. Red Cyt (Fig. 42B)
dal wynik pozytywny na wigzanie azotu atmosferycznego; wytwarzanie btony bakteryjnej
odnotowano rowniez w przypadku szczepu Methylorubrum sp. C2l1Is, jednak btona bakte-

ryjna pojawiala si¢ jedynie w czasie pierwszego pasazu.

Fig. 42. Btona bakteryjna (zaznaczono czerwong strzatka), Swiadczaca o potencjale bakterii do
wigzania azotu atmosferycznego: A) szczep Azospirillum lipoferum (kontrola pozytywna); B)

szczep Methylobacterium sp. Red Cyt

4.3.12. Okreslenie zdolnosci bakterii do produkcji kwasu indolilo-3-octo-

wego (IAA) oraz indolu

W doswiadczeniu oceniono zdolno$¢ badanych bakterii endofitycznych do produkcji
IAA oraz indolu, substancji zwigzanych z promowaniem wzrostu roslin (podrozdziat
3.2.4.12). Bakterie hodowano w podtozach ptynnych zawierajacych L-tryptofan, bedacy
substratem w procesie biosyntezy IAA oraz indolu, w celu oceny zdolno$ci badanych szcze-
pow do produkeji tych metabolitoéw. Po dodaniu odczynnika Salkowskiego mierzono absor-
bancje probki i odczytywano na spektrofotometrze przy dtugosci fali 530 nm. Uzyskane
wyniki odczytéw pordwnano ze sporzadzong uprzednio krzywa wzorcowg dla kwasu indo-
lilo-3-octowego. W przypadku testu na indol, pojawienie si¢ czerwono-fioletowego pierscie-
nia na powierzchni hodowli bakteryjnych po dodaniu odczynnika Kovacsa traktowano jako

reakcje pozytywna.
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Fig. 43. Produkcja IAA (ug/ml) w 1 ml supernatantu bakteryjnego. Stupki btedéw reprezentuja od-

chylenia standardowe

Wykazano, ze wszystkie badane szczepy wykazuja zdolno$¢ do produkcji TAA
(Fig. 43). Szczepy Micromonospora sp. 43, Micromonospora sp. 55, Micromonospora sp.
5052 oraz Micromonospora sp. N5 charakteryzowaty sie¢ najwickszym potencjatem do pro-
dukcji zwigzkoéw o charakterze auksyn (ponad 26 ug w 1 ml supernatantu bakteryjnego).
Szczepy Methylobacterium sp. 124 oraz Methylobacterium sp. Red Mix I wykazaty naj-
mniejszg zdolnos¢ do produkcji tych zwigzkow (ponizej 4 ug w 1 ml supernatantu).

Jednoczesnie wykazano, ze zaden z badanych szczepow bakterii endofitycznych nie

produkowat indolu (brak czerwonego pierscienia po dodaniu odczynnika Kovacsa).
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4.3.13. Okreslenie tolerancji bakterii wobec roéznych stezen wybranych
pierwiastkow (arsenu, glinu, miedzi)

Badane szczepy bakterii endofitycznych oceniono pod katem tolerancji roznych stgzen
wybranych pierwiastkdéw w podlozu, tj. jonéw arsenu, glinu oraz miedzi. Szczepy wysie-
wano na podloza state: ISP2 w przypadku szczepow Micromonospora lub 79CA z dodat-
kiem 1 % v/v metanolu w przypadku szczepow nalezacych do rodzajéow Methylobacte-
rium/Methylorubrum, o okreslonej zawartosci jondw wynoszacej od 1 do 18 mM (podroz-
dziat 3.2.4.13). Wzrost bakterii na danym podtozu uznawano za wynik pozytywny.

Wykazano, ze badane szczepy charakteryzowaty si¢ zroznicowang tolerancjg na obec-
nos¢ jonow metali/pdimetali w podtozu (Fig. 44). Pig¢ sposroéd dwudziestu szesciu badanych
szczepow (Methylobacterium sp. Red Mix I, Methylobacterium sp. Red Cyt, Methylorubrum
sp. 1117, Methylorubrum sp. C2l1lls oraz Micromonospora sp. 5056) charakteryzowato si¢
opornos$cig na wszystkie badane pierwiastki, jednak w réznym zakresie: od 1 do 18 mM dla
jondéw arsenu, od 1 do 2 mM dla jondéw glinu oraz od 1 do 6 mM dla jonéw miedzi. Wszyst-
kie szczepy nalezace do rodzajow Methylobacterium i Methylorubrum oraz osiem szczepow
z rodzaju Micromonospora charakteryzowalo si¢ tolerancjg na obecno$¢ arsenu w podtozu
(1-18 mM); dwanascie badanych szczepoéw (Methylobacterium sp. Red Cyt, Methylobacte-
rium sp. Red Mix I, Methylorubrum sp. 1117, Methylorubrum sp. C2lIl1s, Methylorubrum
sp. C44s, Methylorubrum sp. MV6I1 oraz Micromonospora sp. 33, Micromonospora sp. 43,
Micromonospora sp. 5052, Micromonospora sp. 48, Micromonospora sp. N5 i Micromono-
spora sp. 5056 wykazato opornos¢ na obecnos$¢ jondéw glinu w podtozu (1-2 mM); pigé
szczepow (Methylobacterium sp. Red Mix I, Methylobacterium sp. Red Cyt, Methylorubrum
sp. 1117, Methylorubrum sp. C2l1lls oraz Micromonospora sp. 5056) charakteryzowato si¢
tolerancjg na obecnos¢ jondw miedzi (1-6 mM). Dziesie¢ szczepow, nalezacych do rodzaju
Micromonospora, wykazato wrazliwo$¢ na wszystkie badane pierwiastki i charakteryzo-
walo si¢ niezdolno$cig do wzrostu na podtozach z dodatkiem arsenu, miedzi i glinu. Naj-
wicksza oporno$cig wobec jonow arsenu charakteryzowaty si¢ szczepy Methylobacterium
sp. Red Cyt, Methylobacterium sp. Red Mix I, Methylorubrum sp. 1117, Methylorubrum sp.
C2llls, Methylorubrum sp. C44s, Methylorubrum sp. MV611, Micromonospora sp. 33, Mi-
cromonospora sp. 5052 oraz Micromonospora sp. 48, cechujace si¢ zdolnoscig do wzrostu
na podtozach zawierajacych 18 mM jondéw tego pierwiastka (Fig.45). Szczepy Methylobac-
terium sp. Red Cyt, Methylobacterium sp. Red Mix I, Methylorubrum sp. 1117, Methyloru-
brum sp. C2lIlIs, Methylorubrum sp. C44s i Methylorubrum sp. MV6Il wykazaty réwniez
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najwyzsza opornoscig na zawarto$¢ jonodw glinu w podtozu (2 mM). Szczep Methylobacte-
rium sp. Red Mix I wyrdzniat si¢ na tle innych szczepow stosunkowo wysokim stopniem

tolerancji na zawarto$¢ jondw miedzi, tj. w stezeniu 6 mM (Fig. 46).

Methylobacterium sp. 124
Methylobacterium sp. Red Cyt
Methylobacterium sp. Red mix 1
Methylorubrum sp. 1117
Methylorubrum sp. C2I1Is
Methylorubrum sp. C44s
Methylorubrum sp. MV6II

Micromonospora sp. 30

Micromonospora sp. 33
Micromonospora sp. 230
Micromonospora sp. 152
Micromonospora sp. N2

Micromonospora sp. 29

Micromonospora sp. 43

Micromonospora sp. 45

badany szczep

Micromonospora sp. 66
Micromonospora sp. 126
Micromonospora sp. 249

Micromonospora sp. 50

Micromonospora sp. 53

Micromonospora sp. 55

Micromonospora sp. 5052

Micromonospora sp. 48

Micromonospora sp. N4
Micromonospora sp. NS

Micromonospora sp. 5056

“m

2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
stezenie jonow metali ciezkich w podtozu

- arsen m - glin ® - miedz

Fig. 44. Wzrost szczepow bakteryjnych na podtozach z jonami arsenu, glinu i miedzi,
zawartych w podtozu 79CA z dodatkiem metanolu (1 % v/v; Methylobacterium/Met-

hylorubrum) lub ISP2 (Micromonospora)
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Fig. 45. Szczepy Methylobacterium oraz Methylorubrum na podtozu 79CA z dodatkiem metanolu

(1 % v/v) oraz jonow arsenu w stezeniu 18 mM; A — rewers, B — awers

Fig. 46. Szczep Methylobacterium sp. Red Mix I na podtozu 79CA z dodatkiem metanolu

(1 % v/v) oraz jonéw miedzi w stezeniu 6 mM; A — rewers, B — awers

4.3.14. Okreslenie zdolnosci bakterii do produkcji metaloforow

Badane izolaty poddano ocenie zdolnosci do produkcji zwigzkow chelatujacych jony
zelaza (siderofory) oraz jony miedzi, glinu i arsenu (metalofory) (podrozdziat 3.2.4.14). Po-
niewaz nalezace do rodzaju Micromonospora szczepy nie wykazaty zdolnosci do wzrostu
na podtozu minimalnym CAS, standardowo wykorzystywanym w tego typu badaniach
(Schwyn 1 Neilands, 1987), test przeprowadzono w oparciu o metode korkow agarowych,
wycinanych z hodowli agarowych badanych bakterii (79CA z 1 % v/v dodatkiem metanolu
dla Methylobacterium/Methylorubrum oraz ISP2 dla Micromonospora) i umieszczanych na
powierzchni podloza statego CAS, zawierajacego odpowiednie jony metali (Fig. 47). Poja-
wienie si¢ czerwono-pomaranczowych przebarwien podtoza wokot korkow agarowych in-
terpretowano jako wynik pozytywny, swiadczacy o zdolno$ci szczepu do wytwarzania me-

taloforow 1 pobierania jonow metali z podtoza.
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Fig. 47. Zdolno$¢ do produkcji metaloforéw przez szczepy Micromonospora na podtozu CAS za-

wierajagcym jony: A) zelaza; B) miedzi; C) glinu; D) arsenu

Wykazano, ze dwadziescia sposrod dwudziestu szesciu badanych szczepoéw charakte-
ryzuje si¢ zdolnoscig do produkcji metaloforow (Fig. 48). Strefy przebarwien charakteryzo-
waly si¢ barwg od czerwono pomaranczowej do pomaranczowej, za$ ich srednica miescita
si¢ w zakresie od 13 do 40 mm. Sposrod wszystkich siedmiu szczepow nalezacych do ro-
dzaju Methylobacterium oraz Methylorubrum, jedynie szczep Methylobacterium sp. Red
Mix I charakteryzowat si¢ zdolnoscia do produkcji metaloforéw (pozytywny wynik testu dla
jondw miedzi, glinu 1 arsenu) przy $rednicach przebarwien w zakresie od 10 do 20 mm. Z
kolei wszystkie sposrod dziewigtnastu badanych szczepow z rodzaju Micromonospora wy-
kazaly zdolno$¢ do produkcji metaloforéw utatwiajacych sekwestracje wszystkich czterech
badanych metali/metaloidéw z podtoza CAS. Najwigksze strefy przebarwien odnotowano w
przypadku szczepow Micromonospora sp. 152, Micromonospora sp. 45, Micromonospora

sp. 66 oraz Micromonospora sp. 126.
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Fig. 48. Produkcja metaloforéw na podtozu CAS z réznymi pierwiastkami (Fe, Cu, Al, As). Za-

Najwigksze $rednie strefy przebarwien odnotowano w przypadku podiozy zawierajacych
jony arsenu — w przypadku trzynastu z dziewigtnastu badanych szczepoéw nalezacych do
rodzaju Micromonospora srednie stref przebarwien zawieraly si¢ w zakresie od 31 do 40
mm. Najmniejsze strefy przebarwien odnotowano w przypadku podtoza CAS zawierajacego

zelazo (jedynie w przypadku szczepu Micromonospora sp. 126 srednia strefa przebarwien
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4.3.15. OKkreslenie zdolnosci bakterii do rozkladu trifosforanow (TCP)

W celu okreslenia zdolnosci badanych szczepdéw do uwalniania jonéw fosforanowych
z trudno rozpuszczalnej soli tego zwiazku (Cas(POs)2), bakterie hodowano na podtozu Pi-
kowskaya (podrozdziat 3.2.4.15). Pojawienie si¢ przejasnien wokot badanych szczepoéw
$wiadczyto o uwalnianiu jonéw fosforanowych, co uznawano za wynik pozytywny.

Wykazano, ze trzy sposréd dwudziestu szesciu badanych szczepdw charakteryzowato
si¢ zdolnoscia do rozktadu zawartego w podtozu fosforanu (V) wapnia (Fig. 49): Methylo-
bacterium sp. Red Mix | (Fig. 50), Methylorubrum sp. MV6I1 oraz Micromonospora sp. 230.
W przypadku szczepu Micromonospora sp. 230 zaobserwowano najwigkszg strefe przeja-

snienia wokot kolonii, wynoszacg $rednio 11,5 mm.
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Fig. 49. Ocena zdolnosci badanych szczepéw do rozktadu soli Caz(POs)2. Stupki bledéw reprezen-

tuja odchylenia standardowe
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Fig. 50. Strefa przejasnienia (zaznaczono czerwong strzatka) wokot kolonii szczepu Methylobacte-

rium sp. Red Mix I na zmodyfikowanym podtozu Pikovskaya

4.3.16. Okreslenie zdolnosci bakterii do rozkladu celulozy

Oceng zdolnosci bakterii do syntezy enzymow celulolitycznych przeprowadzono na
podtozu z karboksymetylocelulozg (CMC, podrozdziat 3.2.4.16). Czternastodniowe ho-
dowle bakterii zalewano ptynem Lugola i oceniano zdolnos¢ rozktadu celulozy przez badane
szczepy. Nieroztozona karboksymetyloceluloza ulegata zabarwieniu, natomiast pojawienie
si¢ strefy przejasnienia wokot kolonii bakterii oznaczato rozktad celulozy, co stanowito wy-
nik pozytywny (Fig. 51).

Wykazano, ze wszystkie z dwudziestu szesciu badanych szczepdéw charakteryzujg si¢

zdolnoscig do produkcji enzyméw celulolitycznych (Fig. 52).

Fig. 51. Wzrost bakterii na podtozu z karboksymetyloceluloza. Strefa przejasnienia oznacza wynik

pozytywny na rozklad CMC
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Fig. 52. Zdolno$¢ badanych szczepow do degradacji karboksymetylocelulozy. Stupki btedow re-

prezentuja odchylenia standardowe dla trzech powtorzen

Szczepy Micromonospora sp. 43, Micromonospora sp. 5052 oraz Micromonospora
sp. 48 charakteryzowaly si¢ najwigkszymi §rednimi strefami przejasnien (powyzej 50 mm).
Szczep Methylorubrum sp. C2I1Is cechowat si¢ najmniejsza Srednig strefa przejasnienia spo-

$rod wszystkich badanych szczepdéw, wynoszacg 8 mm.

4.3.17. Okreslenie zdolnosci bakterii do produkcji enzymow proteolitycz-
nych

Zdolnos¢ badanych bakterii do wytwarzania enzymow proteolitycznych oceniono na
podtozu z mlekiem w proszku (podrozdziat 3.2.4.17). Pojawienie si¢ strefy przejasnienia

wokot kolonii bakteryjnej wskazywato na zdolno$¢ danego szczepu do produkcji enzymow

proteolitycznych (wynik pozytywny).
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Fig. 53. Ocena zdolnosci badanych szczepow do produkcji enzymow proteolitycznych na podtozu

z mlekiem w proszku. Stupki btedow reprezentujg odchylenia standardowe

Wykazano, ze siedemnascie sposrod dziewietnastu szczepow z rodzaju Micromonospora
charakteryzowato si¢ zdolnoscig do wytwarzania enzymdw proteolitycznych, uczestnicza-
cych w rozktadzie biatek zawartych w mleku (Fig. 53). Strefa przejasnienia dla tych szcze-
pow miescita si¢ w zakresie od 18 do 32 mm. Dla szczepow nalezacych do rodzajéow Met-
hylobacterium i Methylorubrum oraz szczepéw Micromonospora sp. 5056 i Micromono-
spora sp. N5 nie stwierdzono aktywnosci proteolitycznej w przeprowadzonym tescie.
Najwigksze $rednie strefy przejasnien powstaty wokot kolonii szczepu Micromono-
spora sp. 30 oraz Micromonospora sp. 48 (powyzej 30 mm). Szczep Micromonospora sp.

5052 cechowat si¢ wystgpowaniem najmniejszej sredniej strefy przejasnienia (18 mm).
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4.3.18. Okreslenie zdolnosci bakterii do rozkladu weglowodorow zawar-

tych w oleju napedowym oraz przepracowanym oleju silnikowym

W celu okreslenia zdolno$ci szczepdéw bakterii endofitycznych do wykorzystywania
weglowodoréw zawartych w oleju napgdowym, bakterie hodowano w podtozu Bushnell
Haas zawierajgcym jatowy olej napedowy jako jedyne zrodto wegla (podrozdziat 3.2.4.18).
Szczepy wykazujace zdolno$¢ wzrostu w pozywcee z jalowym olejem napgdowym (przy ko-
lejnych pasazach) oceniono jako wynik pozytywny.

Na podstawie wzrostu gestosci optycznej hodowli ODgoo wykazano, ze szesnascie spo-
$rod dwudziestu szesciu badanych szczepéw wykazato zdolnos¢ do wzrostu w podtozu za-
wierajagcym jalowy olej napedowy jako jedyne zrodto wegla i energii. Pozytywnym wyni-
kiem na wykorzystywanie weglowodorow zawartych w oleju napedowym charakteryzowaty
si¢ wszystkie szczepy nalezace do rodzajow Methylobacterium oraz Methylorubrum oraz
szczepy Micromonospora sp. 30, Micromonospora sp. 152, Micromonospora sp. N2, Mi-
cromonospora sp. 249, Micromonospora sp. 50, Micromonospora sp. 53, Micromonospora
sp. 55, Micromonospora sp. N5 oraz Micromonospora sp. 5056.

Szczepy Micromonospora sp. N5 oraz Micromonospora sp. 5056 (Fig. 54), charakte-
ryzowaty si¢ najwigkszg gestoscig optyczng hodowli, $wiadczacg o najwiekszym potencjale

do wykorzystywania r6znych weglowodoréw zawartych w oleju napedowym.

Fig. 54. Wzrost szczepow nalezacych do rodzaju Micromonospora w podtozu zawierajacym olej
napedowy jako jedyne zrodto wegla i energii (trzeci pasaz): A) Micromonospora sp. N5 oraz B)

Micromonospora sp. 5056
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Szczepy Micromonospora sp. N5 oraz Micromonospora sp. 5056 oceniono takze pod katem
wzrostu w podtozu zawierajacym jalowy, przepracowany olej silnikowy jako jedyne zrédto
wegla 1 energii. Wykazano, ze obydwa szczepy charakteryzowaly si¢ zdolnoscig do wyko-
rzystywania weglowodorow zawartych w przepracowanym oleju silnikowym jako zréodia

wegla i energii (Fig. 55).

Fig. 55. Wzrost bakterii (czerwone strzatki) w podtozu Bushnell Haas zwierajacym jatowy, prze-
pracowany olej silnikowy jako jedyne Zrodto wegla (trzeci pasaz): A) Micromonospora sp. N5;
B) Micromonospora sp. 5056; C) kontrola negatywna (bez bakterii)

4.3.19. Okreslenie zdolnosci bakterii do produkcji cyjanowodoru

Oceniono zdolno$¢ badanych bakterii do produkcji cyjanowodoru, gazowego zwigzku
nieorganicznego, wykazujacego dziatanie toksyczne m.in. wobec fitopatogenow grzybo-
wych. Wykonano test produkcji HCN z wykorzystaniem glicyny jako substratu, dodawa-
nego do réznych podtozy dedykowanych badanym rodzajom bakterii endofitycznych oraz
roztworu kwasu pikrynowego jako substancji umozliwiajacej detekcje gazowego produktu
(podrozdziat 3.2.4.19). Pojawienie si¢ rozowego do ciemnoczerwonego zabarwienia na na-
saczonym fragmencie paska (z wykorzystaniem 2 % weglanu sodu w 0,5 % roztworze kwasu

pikrynowego) oznaczalo wynik pozytywny. Wykazano, ze zaden z badanych szczepow z
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rodzajow Methylobacterium, Methylorubrum i Micromonospora nie wykazat zdolnosci do

produkcji cyjanowodoru z wykorzystaniem glicyny jako substratu.

4.4. Analiza wlasciwosci antagonistycznych bakterii endofitycznych
4.4.1. Ocena zdolnosci bakterii do hamowania wzrostu fitopatogenow bak-
teryjnych

Badane bakterie badano pod katem wtasciwos$ci antagonistycznych wobec pigciu fito-
patgenow bakteryjnych: Erwinia amylovora 659, Agrobacterium tumefaciens C58, Xantho-
monas vesicatoria NCCB 92059, Pseudomonas syringae pv. syringae 2905 oraz Pectobac-
terium atrosepticum NCCB 100429 (Tabela 3). Badane szczepy bakterii endofitycznych ho-
dowano na podtozu SA1 przez 7 dni w temperaturze 20 °C (doswiadczenie I) lub w tempe-
raturze 28 °C (doswiadczenie I1) (podrozdziat 3.2.5.1). Po tym czasie, zawiesiny szczepOw
fitopatogennych wysiewano w bezposredniej bliskosci kolonii badanych szczepoéw endofi-
tycznych (0,5 cm, +/- 0,1 cm); nastepnie szalki inkubowano przez 48 godzin w temperaturze
20 °C (doswiadczenie I) lub 28 °C (doswiadczenie II).

Wykazano, ze w temperaturze 20 °C zaden z badanych szczepow nie wykazat zdolno-
sci do hamowania wzrostu fitopatogennych bakterii (nie stwierdzono charakterystycznych
stref zahamowania wzrostu fitopatogennych bakterii). W przypadku doswiadczenia Il wy-
kazano, ze szczepy Methylobacterium sp. Red Cyt, Methylorubrum sp. 1117, Methyloru-
brum sp. MV6I1 oraz Micromonospora sp. 230 charakteryzujg si¢ zdolno$cig do hamowania

wzrostu fitopatogenow bakteryjnych (Fig. 56).

145



Wyniki

Methylobacterium sp. 124
Methylobacterium sp. Red Cyt
Methylobacterium sp. Red mix I
Methylorubrum sp. 1117
Methylorubrum sp. C2I1Is
Methylorubrum sp. C44s
Methylorubrum sp. MV6II
Micromonospora sp. 30
Micromonospora sp. 33
Micromonospora sp. 230
Micromonospora sp. 152
Micromonospora sp. N2
Micromonospora sp. 29
Micromonospora sp. 43
Micromonospora sp. 45
Micromonospora sp. 66
Micromonospora sp. 126
Micromonospora sp. 249
Micromonospora sp. 50
Micromonospora sp. 53
Micromonospora sp. 55
Micromonospora sp. 5052
Micromonospora sp. 48
Micromonospora sp. N4
Micromonospora sp. N5

Micromonospora sp. 5056

E . amylovora 659

A . tumefaciens C58
X . vesicatoria NCCB 92059

P. syringae pv. syringae 2905
P . atrosepticum NCCB 100429

brak

zahamowania

wzrostu

1-2 mm

Fig. 56. Zdolno$¢ badanych szczepoéw do hamowania wzrostu fitopatogenow bakteryjnych. Do-

$wiadczenie przeprowadzono w temperaturze 28 °C, pomiaréw dokonywano po uplywie 48 godzin

od wysiewu szczepoéw patogennych
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Szczep Methylorubrum sp. 1117 cechowat si¢ wlasciwosciami antagonistycznymi wobec
fitopatogennej bakterii A. tumefaciens C58 (Fig. 57AB). Szczep Methylobacterium sp. Red
Cyt I charakteryzowat si¢ zdolnoscig do hamowania wzrostu czterech sposrdd pigciu bada-
nych fitopatogendéw: A. tumefaciens C58, X. vesicatoria NCCB 92059 (Fig. 57CD), P. sy-
ringae pv. syringae 2905 oraz P. atrosepticum NCCB 100429. Szczep Methylorubrum sp.
MV6II wykazat zdolno$¢ do hamowania wzrostu P. syringae pv. syringae 2905, natomiast
szczep Micromonospora sp. 230 hamowat wzrost X. vesicatoria NCCB 92059. Zaden z ba-
danych szczepow nie wykazat zdolnoéci do hamowania wzrostu E. amylovora 659 . Srednia
$rednica strefy zahamowania wzrostu fitopatogenow miescita si¢ w zakresie od 1 mm do 4

mm.

Fig. 57. Strefa zahamowania wzrostu fitopatogennych bakterii wokot badanych bakterii endofitycz-
nych po uptywie 48 godzin; A) szczep Methylorubrum sp. 1117 oraz A. tumefaciens C58 (rewers);
B) szczep Methylorubrum sp. 1117 oraz A. tumefaciens C58 (awers); C) szczep Methylobacterium
sp. Red Cyt oraz X. vesicatoria NCCB 92059 (rewers); D) szczep Methylobacterium sp. Red Cyt
oraz X. vesicatoria NCCB 92059 (awers)
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4.4.2. Ocena zdolnosci bakterii do hamowania wzrostu fitopatogenow

grzybowych

Oceng zdolnos$ci badanych szczepow bakteryjnych do hamowania wzrostu fitopato-
gennych grzybow: Sclerotinia sclerotiorum 10Ss01, Botrytis cinerea 10Bc01, Fusarium
oxysporum 10Fo01, Fusarium equiseti, Verticillium albo-atrum CBS 745.83 (Tabela 4)
przeprowadzono metoda podwojnych kultur na podtozu statym. Do§wiadczenie wykonano
w dwoch uktadach doswiadczalnych: doswiadczenie | — hodowla szczepow w temperaturze
20 °C, doswiadczenie Il — hodowla szczepoéw w 28 °C (podrozdziat 3.2.5.2). Pojawienie si¢
strefy zahamowania wzrostu grzyba wokot kolonii bakterii uznawano za wynik pozytywny.

Pomiary zahamowania wzrostu wykonywano po uptywie 4 dni (Sclerotinia sclerotio-
rum 10Ss01, Botrytis cinerea 10Bc01), 6 dni (Fusarium oxysporum 10Fo01, Fusarium equi-
seti), lub 28 dni (Verticillium albo-atrum CBS 745.83). Wykazano, ze zaden z dwudziestu
szesciu testowanych szczepow bakteryjnych nie wykazat zdolnosci do hamowania wzrostu
fitopatogennych grzyboéw w temperaturze 20 °C. W doswiadczeniu Il wykazano, ze Micro-
monospora sp. 29, Micromonospora sp. 30, Micromonospora sp. 48, Micromonospora sp.
66 oraz Micromonospora sp. 152 wykazaly zdolno$¢ do hamowania wzrostu fitopatogen-
nych grzybow (Fig. 58). Powstate wokot kolonii bakteryjnych strefy zahamowania wzrostu
grzybow miescity si¢ w przedziale od 1 mm do 4 mm. Szczep Micromonospora sp. 66 cha-
rakteryzowat si¢ zdolnoscig do hamowania wzrostu fitopatogennych gatunkéw grzybow: B.
cinerea 10Bc01, F. oxysporum 10F001 oraz F. equiseti. Szczep Micromonospora sp. 48 ce-
chowat si¢ zdolno$cig do hamowania wzrostu szczepow F. oxysporum 10Fo01, F. equiseti
oraz V. albo-atrum CBS 745.83. Szczep Micromonospora sp. 152 wykazal si¢ antagoni-
zmem wzgledem patogendw nalezgcych do rodzaju Fusarium, za$ szczep Micromonospora
sp. 29 wykazat zdolno$¢ do hamowania wzrostu szczepu F. oxysporum 10Fo01 (Fig. 59). Z
kolei szczep Micromonospora sp. 30, wykazat si¢ zdolno$cig do hamowania wzrostu fitopa-

togennego szczepu V. albo-atrum CBS 745.83.
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Methylobacterium sp. 124
Methylobacterium sp. Red Cyt
Methylobacterium sp. Red mix I
Methylorubrum sp. 1117
Methylorubrum sp. C21lls
Methylorubrum sp. C44s
Methylorubrum sp. MV6II
Micromonospora sp. 30
Micromonospora sp. 33
Micromonospora sp. 230
Micromonospora sp. 152 [ .
Micromonospora sp. N2
Micromonospora sp. 29 —
Micromonospora sp. 43
Micromonospora sp. 45 brak
Micromonospora sp. 66 ] 1 zahamowania
Micromonospora sp. 126 wzrostu
Micromonospora sp. 249
Micromonospora sp. 50
Micromonospora sp. 53 1-2 mm

Micromonospora sp. 55
Micromonospora sp. 5052 -

Micromonospora sp. 48 B 2,1-3 mm

Micromonospora sp. N4

Micromonospora sp. N5 -
Micromonospora sp. 5056 3,1-4 mm

Fig. 58. Zdolno$¢ badanych szczepdéw do hamowania wzrostu fitopatogenow grzybowych. Do-

$wiadczenie przeprowadzono w temperaturze 28 °C
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Fig. 59. Strefa zahamowania wzrostu fitopatogennych grzybow wokot szczepow bakterii endofi-
tycznych; A) szczep Micromonospora sp. 29 oraz F. equiseti (rewers); B) szczep Micromonospora
sp. 29 oraz F. equiseti (awers); C) fitopatogenny grzyb Fusarium equiseti - kontrola pozytywna (re-

wers); D) fitopatogenny grzyb Fusarium equiseti - kontrola pozytywna (awers)

4.5. Podsumowanie wlasciwosci zwigzanych ze zdolnoscia bakterii do ko-

lonizacji wnetrza ro$lin oraz promowania ich wzrostu in vitro

Na podstawie przeprowadzonych testow biochemicznych oceniono zdolno$¢ bada-
nych bakterii do realizowania wybranych mechanizméw zwigzanych z kolonizacja wnetrza
roslin oraz promowaniem wzrostu gospodarza roslinnego. Wyniki testow biochemicznych

podsumowano w Tabeli 9, Tabeli 10 oraz Tabeli 11.
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Tabela 9. Podsumowanie wtasciwosci zwigzanych ze zdolnoscig badanych bakterii do koloni-

zacji wnetrza roslin oraz promowania wzrostu gospodarza

ruch QS biofilm CMC PROT ON

Methylobacterium sp. 124 + - + + - +
Methylobacterium sp. Red Cyt + - + + - +
Methylobacterium sp. Red Mix | + - + + - +
Methylorubrum sp. 1117 + - + + - +
Methylorubrum sp. C2ll1s + - + + - +
Methylorubrum sp. C44s + - + + - +
Methylorubrum sp. MV6lI - + + + - +
Micromonospora sp. 30 - n.b. n.b. + + +
Micromonospora sp. 33 - n.b. n.b. + + -
Micromonospora sp. 230 - n.b. n.b. + + -
Micromonospora sp. 152 - n.b. n.b. + + +
Micromonospora sp. N2 - n.b. n.b. + + +
Micromonospora sp. 29 - n.b. n.b. + + -
Micromonospora sp. 43 - n.b. n.b. + + -
Micromonospora sp. 45 - n.b. n.b. + + -
Micromonospora sp. 66 - n.b. n.b. + + -
Micromonospora sp. 126 - n.b. n.b. + + -
Micromonospora sp. 249 - n.b. n.b. + + +
Micromonospora sp. 50 - n.b. n.b. + + +
Micromonospora sp. 53 - n.b. n.b. + + +
Micromonospora sp. 55 - n.b. n.b. + + +
Micromonospora sp. 5052 - n.b. n.b. + + -
Micromonospora sp. 48 - n.b. n.b. + + -
Micromonospora sp. N4 - n.b. n.b. + + -
Micromonospora sp. N5 - n.b. n.b. + - +
Micromonospora sp. 5056 - n.b. n.b. + - +

ruch - zdolno$¢ do aktywnego ruchu; QS - zdolnos$¢ do oddziatywan typu quorum sensing;
biofilm - zdolnoé¢ do tworzenia biofilmu; CMC - zdolnos$¢ do rozktadu celulozy; PROT -
zdolnos$¢ produkeji enzymédw proteolitycznych; ON — zdolno$¢ do rozktadu oleju napgdowego;

n.b. — nie badano
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Tabela 10. Podsumowanie wtasciwosci zwiazanych ze zdolnoscia badanych bakterii do kolo-

nizacji wngtrza roslin oraz promowania wzrostu gospodarza (cd.)

N> ACC IAA Ind TCP HCN Bakt. Grzyb.
Methylobacterium sp. 124 - + + - - - - -
Methylobacterium sp. Red Cyt - + + - - - + -
Methylobacterium sp. Red Mix 1 - + + - + - - -
Methylorubrum sp. 1117 - + + - - - + -
Methylorubrum sp. C2llIs - + + - - - - -
Methylorubrum sp. C44s - + + - - - - -
Methylorubrum sp. MV6lI - + + - + - + -
Micromonospora sp. 30 - - + - - - - +
Micromonospora sp. 33 - - + - - - - -
Micromonospora sp. 230 - - + - + - + -
Micromonospora sp. 152 - - + - - - - +
Micromonospora sp. N2 - - + - - - - -
Micromonospora sp. 29 - - + - - - - +
Micromonospora sp. 43 - - + - - - - -
Micromonospora sp. 45 - - + - - - - -
Micromonospora sp. 66 - - + - - - - +
Micromonospora sp. 126 - - + - - - - -
Micromonospora sp. 249 - - + - - - - -
Micromonospora sp. 50 - - + - - - - -
Micromonospora sp. 53 - - + - - - - -
Micromonospora sp. 55 - - + - - - - -
Micromonospora sp. 5052 - - + - - - - -
Micromonospora sp. 48 - - + - - - - +
Micromonospora sp. N4 - - + - - - - -
Micromonospora sp. N5 - - + - - - - -
Micromonospora sp. 5056 - - + - - - - -

N2— zdoIno$¢ do wigzania azotu atmosferycznego; ACC — zdolno$¢ do deaminacji ACC; IAA

- zdolnos$¢ do produkcji auksyn; Ind - zdolnos¢ do produkcji indolu; TCP - zdolno$¢ do roz-

puszczania fosforanu wapnia; HCN - zdolno$¢ do produkcji cyjanowodoru; Bakt. - zdolnos¢

do hamowania wzrostu fitopatogenéw bakteryjnych; Grzyb. - zdolno$¢ do hamowania wzrostu

fitopatogenow grzybowych
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Tabela 11. Podsumowanie wtasciwosci zwiazanych ze zdolnoscia badanych bakterii do kolo-

nizacji wngtrza roslin oraz promowania wzrostu gospodarza (cd.)

tolerancja na NaCl

produkcja metaloforow i sole metali/metaloidow

NaCl Cu Al As

Fe Cu Al As [%] [mM] [mM] [mM]
Methylobacterium sp. 124 - - - - 1 0 0 12
Methylobacterium sp. Red Cyt - - - - 1 1 2 18
Methylobacterium sp. Red Mix 1 - + + + 1 6 2 18
Methylorubrum sp. 1117 - - - - 1 3 2 18
Methylorubrum sp. C2llIs - - - - 1 1 2 18
Methylorubrum sp. C44s - - - - 1 0 2 18
Methylorubrum sp. MV6lI - - - - 1 0 2 18
Micromonospora sp. 30 + + + + 1 0 0 0
Micromonospora sp. 33 + + + + 3 0 1 18
Micromonospora sp. 230 + + + + 1 0 0 0
Micromonospora sp. 152 + + + + 1 0 0 0
Micromonospora sp. N2 + + + + 1 0 0 0
Micromonospora sp. 29 + + + + 1 0 0 0
Micromonospora sp. 43 + + + + 2 0 1 9
Micromonospora sp. 45 + + + + 1 0 0 0
Micromonospora sp. 66 + + + + 1 0 0 0
Micromonospora sp. 126 + + + + 1 0 0 0
Micromonospora sp. 249 + + + + 1 0 0 0
Micromonospora sp. 50 + + + + 2 0 0 9
Micromonospora sp. 53 + + + + 2 0 0 9
Micromonospora sp. 55 + + + + 2 0 0 9
Micromonospora sp. 5052 + + + + 2 0 1 18
Micromonospora sp. 48 + + + + 2 0 1 18
Micromonospora sp. N4 + + + + 3 0 0 0
Micromonospora sp. N5 + + + + 1 0 1 0
Micromonospora sp. 5056 + + + + 1 1 1 1

produkcja metaloforow: Fe - zdolno$¢ do wychwytywania jondw Zelaza na podtozu CAS; Cu -
zdolno$¢ do wychwytywania jonow miedzi na podtozu CAS; Al - zdolnos¢ do wychwytywania

jonow glinu na podtozu CAS; As - zdolno$¢ do wychwytywania jondw arsenu na podiozu
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CAS; tolerancja na NaCl i sole metali/metaloidow: NaCl - zdolno$¢ do wzrostu na podtozu za-
wierajacym NaCl [%]; Cu - zdolno$¢ do wzrostu na podtozu zawierajagcym jony miedzi [mM];
Al - zdolnos$¢ do wzrostu na podtozu zawierajacym jony glinu [MM]; As - zdolno$¢ do wzrostu

na podlozu zawierajacym jony arsenu [mMM]

4.6. Doswiadczenia roslinne

4.6.1. Wplyw inokulacji na energie i zdolnosé kielkowania nasion

W doswiadczeniu oceniono wplyw zabiegu inokulacji z wykorzystaniem badanych
bakterii endofitycznych na energi¢ i zdolnos$¢ kietkowania nasion koniczyny biatej (Trifo-
lium repens L.) odm. Grasslands Huia oraz pszenicy zwyczajnej (Triticum aestivum L.) odm.
Foxx (podrozdziat 3.2.6.3). Nasiona (po 30 nasion kazdego gatunku) inokulowano zawiesing
szczepow (ODsoo = 0,2) charakteryzujacych si¢ zdolnoscig do realizowania réznych mecha-
nizméw zwigzanych z kolonizacja roslin oraz promowaniem ich wzrostu przez bakterie i
wykorzystanych w kolejnych doswiadczeniach roslinnych: Methylobacterium sp. 124 (zdol-
no$¢ do rozktadu réznych zrédet wegla oraz opornos¢ na rozne substancje chemiczne), Met-
hylobacterium sp. MV6II (zdolno$¢ do tworzenia biofilmu oraz oddziatywan typu quorum
sensing), Methylobacterium sp. Red Cyt (zdolnos¢ do wigzania azotu oraz deaminacji ACC),
Methylobacterium sp. Red Mix | (tolerancja na zawarto$¢ metali ci¢zkich/metaloidow w
podtozu, zdolnos¢ do produkcji metaloforéw), Methylorubrum sp. C2l1Is (tolerancja na za-
warto$¢ metali ciezkich/metaloidéw w podtozu), Micromonospora sp. 33 (tolerancja na za-
warto$¢ metali cigzkich/metaloidow i produkcja IAA), Micromonospora sp. 48 (zdolno$¢ do
rozktadu réznych zrodet wegla oraz CMC), Micromonospora sp. 55 (zdolnos¢ do produkcji
enzyméw hydrolitycznych oraz IAA), Micromonospora sp. 66 (zdolnos¢ do produkcji en-
zymow hydrolitycznych oraz metaloforow), Micromonospora sp. 152 (zdolnos¢ do produk-
¢ji metaloforow), Micromonospora sp. 230 (zdolnos$¢ do rozktadu TCP), Micromonospora
sp. 5056 (zdolnos¢ do produkcji IAA oraz rozktadu CMC i oleju napedowego) oraz Micro-
monospora sp. N5 (zdolnos¢ do produkcji IAA oraz rozktadu oleju napedowego). Probe
kontrolng stanowity nasiona nieinokulowane, wytrzasane w jatowym podtozu ptynnym Fah-
raeusa przed wylozeniem na wtdkning. Energi¢ kietkowania oceniono w czwartej dobie po
inokulacji, natomiast zdolno$¢ kietkowania w d6smej dobie; jako nasiona skietkowane

uznano nasiona o prawidtowo uformowanym korzonku zarodkowym.
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Nasiona koniczyny bialej charakteryzowaty si¢ wysokimi warto$ciami energii oraz
zdolnosci kietkowania; wartosci te miescily si¢ w zakresie od 63,3 % do 96,7 %. Jak przed-
stawiono na wykresie (Fig. 60), energia i zdolno$¢ kietkowania w przypadku proby kontrol-
nej (nasiona nieinokulowane) wynosity po 86,7 %. Nasiona inokulowane zawiesinami
szczepow: Methylobacterium sp. 124, Methylobacterium sp. Red Mix I, Micromonospora
sp. 66, Micromonospora sp. 48 i Micromonospora sp. 5056 charakteryzowaly si¢ wyzsza
energig 1 zdolnoscig kietkowania niz nasiona nieinokulowane; w przypadku obydwu para-
metrow warto$ci te miescity si¢ w zakresie od 90 % do 97 %. Nasiona inokulowane zawie-
sing szczepu Micromonospora sp. 55 charakteryzowaly si¢ natomiast wigkszg zdolnoscia
kietkowania (90 %) niz nasiona stanowigce probe kontrolng; rownocze$nie inokulacja z wy-

korzystaniem tego szczepu nie wplyne¢ta na energie kietkowania tych nasion.
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Fig. 60. Wptyw inokulacji zawiesinami bakterii endofitycznych na energi¢ i zdolno$¢ kietkowania

nasion koniczyny biatej (Trifolium repens L.) odm. Grasslands Huia
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W przypadku nasion koniczyny inokulowanych zawiesinami szczepéw Micromono-
spora sp. 33 oraz Micromonospora sp. 230 nie stwierdzono zadnego wptywu inokulacji na
energi¢ 1 zdolno$¢ kietkowania nasion koniczyny bialej, natomiast w przypadku szczepow
Methylobacterium sp. Red Cyt, Methylorubrum sp. C2l11ls, Methylorubrum sp. MV6lI, Mi-
cromonospora sp. 152 i Micromonospora sp. N5 stwierdzono efekt hamujgcy — wartosci
badanych parametrow miescity si¢ w przedziale od 63,3 % do 83,3 %. Nasiona inokulowane
szczepem Methylorubrum sp. C2I1Is charakteryzowatly si¢ natomiast najnizszg sitg i zdolno-
$cig kietkowania (po 63,3 %) sposrod wszystkich badanych préb.

Warto$¢ procentowa parametrow energii 1 zdolnosci kietkowania nasion pszenicy
zwyczajnej wahata si¢ odpowiednio migdzy 3,3 % a 33,3 % oraz 20 % a 53,3 % (Fig. 61);

wartosci te w przypadku proby kontrolnej wynosily odpowiednio 16,7 % oraz 40 %.
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Fig. 61. Wptyw inokulacji zawiesinami bakterii endofitycznych na energi¢ i zdolnos¢ kietkowania

nasion pszenicy zwyczajnej (Triticum aestivum L.) odm. Foxx
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Nasiona inokulowane zawiesing szczepow Micromonospora sp. 230, Micromonospora sp.
55, Micromonospora sp. 48 oraz Micromonospora sp. N5 charakteryzowaty si¢ wicksza
energig 1 zdolnos$ciag kietkowania niz proba kontrolna 1 przyjmowaty warto$ci w przedziale
od 23,3 % do 33,3 % (energia kietkowania) oraz od 43,3 % do 53,3 % (zdolnos$¢ kietkowa-
nia). Nasiona poddane bakteryzacji zawiesing szczepu Micromonospora sp. 152 oraz Micro-
monospora sp. 5056 wykazaty wyzsza energie¢ kietkowania niz proba kontrolna (odpowied-
nio 20 % 1 26,7 %), jednak w przypadku zdolnosci kietkowania tych nasion wykazano efekt
hamujacy (odpowiednio 30 % i 36,7 %). Inokulacja z wykorzystaniem szczepu Micromono-
spora sp. 33 pozwolita na zwigkszenie wartosci energii kietkowania nasion (20 %), nie wpty-
wajac na zdolno$¢ kietkowania. Nasiona inokulowane zawiesing szczepu Methylobacterium
sp. Red Cyt charakteryzowaty si¢ natomiast wieksza od nasion nieinokulowanych zdolno-
$cig kietkowania (43,3 %), za$ energia kietkowania nasion byta taka sama jak w przypadku
nasion stanowigcych kontrolg. Inokulacja nasion szczepami Methylobacterium sp. 124, Met-
hylobacterium sp. Red Mix I, Methylorubrum sp. C2llls, Methylorubrum sp. MV6II i Mi-
cromonospora sp. 66 nie wplywata na energie i zdolnos¢ kietkowania nasion pszenicy zwy-
czajnej; wartosci tych parametrow byly zblizone do kontroli lub nizsze (energia kietkowa-

nia: od 3,3 % do 16,7 %; zdolnos¢ kietkowania: od 20 % do 36,7 %).

4.6.2. Wplyw inokulacji siewek zawiesinami bakterii endofitycznych na

wybrane cechy biometryczne roslin, uprawianych w substracie torfowym

W doswiadczeniu oceniono wplyw inokulacji siewek na dlugos¢ 1 mase czesci nad-
ziemnych koniczyny biatej (Trifolium repens L.) odm. Grasslands Huia oraz pszenicy zwy-
czajnej (Triticum aestivum L.) odm. Foxx (podrozdziat 3.2.6.4). Rosliny inokulowano za-
wiesinami szczepOw charakteryzujacych si¢ zdolnoscig do realizowania réznych mechani-
zmoOw zwigzanych z promowaniem wzrostu roslin: Methylobacterium sp. 124, Methylobac-
terium sp. MV6II, Methylobacterium sp. Red Cyt, Micromonospora sp. 48, Micromono-
spora sp. 55, Micromonospora sp. 66, Micromonospora sp. 152, Micromonospora sp. 230,
Micromonospora sp. 5056 oraz Micromonospora sp. N5. Rosliny niepoddane inokulacji sta-
nowily probe kontrolng. Uprawe prowadzono w substracie torfowym (podrozdziat 3.2.6.1)
przez 30 dni (pszenica zwyczajna) lub 63 dni (koniczyna biata). Po tym czasie mierzono
dhugos¢ peddéw oraz wazono rosliny w celu oceny $wiezej masy. Po wykonaniu pomiaréw
pobierano fragmenty roslin celem oceny zdolnosci szczepow do ich kolonizacji (podrozdziat
3.2.6.6).
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Rosliny koniczyny bialej cechowaty si¢ duzymi réznicami dtugosci pedow, zawiera-

jacymi si¢ w przedziale od 5,9 do 27 cm; waga pedow wahata si¢ od 0,1 do 2,1 g (Fig. 62).
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Fig. 62. Wptyw inokulacji siewek koniczyny biatej zawiesinami wybranych bakterii endofitycz-

nych na dlugo$¢ i mase pedow nadziemnych. Te same litery oznaczaja brak istotnych statystycznie

roéznic pomiedzy probami
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W przypadku roslin stanowigcych kontrole, dtugos$¢ pedow miescita si¢ w zakresie od 10 do
20 cm, natomiast masa — od 0,25 do 1,59 g. Na podstawie wykonanych analiz statystycznych
(Jednoczynnikowa analiza wariancji ANOVA) stwierdzono, ze zarowno w przypadku $red-
nich dtugosci jak i §rednich mas pedow nadziemnych, pomigdzy badanymi probami wyste-
puja istotne statystycznie roznice (wartosci testu odpowiednio: Fio,319) = 8,065; p<0,05 oraz
F(10,319) = 9,927; p<0,05). Na podstawie testu HSD Tukeya wykazano, ze tylko w przypadku
ro$lin inokulowanych bakteriami Micromonospora sp. 5056, $rednia dlugos$¢ czesci nad-
ziemnej charakteryzowala si¢ istotng statystycznie r6znicg w stosunku do kontroli (p<0,05)
1 wykazywata wyzszg warto$¢ niz proba kontrolna (wzrost sredniej dlugosci pedoéw o 22,9 %
w stosunku do kontroli). W przypadku ro$lin zakazanych pozostatymi szczepami nie wyka-
zano istotnych statystycznie réznic w sredniej dlugosci czesci nadziemnej w stosunku do
roslin kontrolnych (p>0,05). W wyniku analizy statystycznej srednich mas czeSci nadziem-
nej wykazano natomiast, ze pomigdzy roslinami zakazanymi zawiesinami szczepow Micro-
monospora sp. 55, Micromonospora sp. N5, Micromonospora sp. 152, Micromonospora sp.
230, Micromonospora sp. 5056 oraz Methylobacterium sp. 124 nie ma istotnych statystycz-
nie r6znic (p>0,05) w stosunku do roslin nieinokulowanych, za§ w przypadku prob inokulo-
wanych szczepami Methylorubrum sp. MV6I1, Micromonospora sp. 66 oraz Micromono-
spora sp. 48 odnotowano istotne statystycznie roznice w stosunku do kontroli (p<0,05), jed-
nak srednie w tych probach badawczych byly nizsze od warto$ci sredniej masy pedow roslin
kontrolnych (spadek od 56 do 46 %).

Dhugos¢ pedow pszenicy zwyczajnej miescita si¢ w zakresie od 34 do 57,8 cm, nato-
miast ich masa wahata si¢ od 0,6 do 2,7 g; dtugo$¢ pedéw roslin kontrolnych wahata si¢ od
41 do 53 cm, natomiast ich masa — od 1,38 do 2,67 cm (Fig. 63). Na podstawie jednoczyn-
nikowej analizy wariancji (ANOVA) stwierdzono, ze pomi¢dzy badanymi grupami wyste-
puja istotne roéznice w Sredniej dtugosci pedéw nadziemnych (Fo, 319) = 7,1335, p<0,05),
podobnie jak w §redniej masie tych pedow (Fo,319)= 8,7219, p<0,05). Przeprowadzone testy
post hoc HSD Tukeya wykazaty, ze w przypadku $redniej dlugosci pedow, jedynie szczep
Micromonospora sp. 48 charakteryzowat si¢ istotng statystycznie rdéznica w stosunku do
kontroli (p<0,05); $rednie dtugosci pedow byly wyzsze niz w przypadku kontroli 0 5,6 %.
Proby, w ktorych rosliny poddano inokulacji szczepami Methylobacterium sp. Red Cyt, Met-
hylobacterium sp. 124, Micromonospora sp. 48 oraz Micromonospora sp. 230 charaktery-
zowaly si¢ istotnymi statystycznie réznicami w $redniej masie czg¢sci nadziemnych w sto-

sunku do kontroli (p<0,05), jednak byly nizsze niz $rednie masy pedow roslin kontrolnych
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(od 15 do 25 %). Pozostate badane proby nie wykazaly istotnych statystycznie roznic po-

miedzy $rednig masg pedow nadziemnych w stosunku do proby kontrolnej (p>0,05).
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Fig. 63. Wptyw inokulacji siewek pszenicy zwyczajnej zawiesinami wybranych bakterii endofi-

tycznych na dlugos¢ i mase pedéw nadziemnych. Te same litery oznaczajg brak istotnych staty-

stycznie roznic pomiedzy probami
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4.6.3. Wplyw koinokulacji siewek koniczyny bialej zawiesinami bakterii
endofitycznych i ryzobiowych na wybrane cechy biometryczne roslin,

uprawianych w substracie torfowym

W doswiadczeniu poddano ocenie wptyw koinokulacji siewek koniczyny biatej zawie-
sinami wybranych szczepoéw endofitycznych oraz zawiesing szczepu ryzobiowego Rhizo-
bium leguminosarum bv. trifolii TA1 (wlasciwego dla koniczyny bialej) na wybrane cechy
biometryczne badanych roslin (podrozdziat 3.2.6.5). Te inokulowano z wykorzystaniem en-
dofitycznych szczepow badanych bakterii: Methylobacterium sp. 124, Methylobacterium sp.
MV6II, Methylobacterium sp. Red Cyt, Micromonospora sp. 48, Micromonospora sp. 55,
Micromonospora sp. 66, Micromonospora sp. 152, Micromonospora sp. 230, Micromono-
spora sp. 5056 oraz Micromonospora sp. N5. Ro$liny poddane inokulacji jedynie bakteriami
ryzobiowymi stanowity probe kontrolng. Uprawe prowadzono w przygotowanym substracie
torfowym (podrozdziat 3.2.6.1) przez 63 dni. Nastgpnie mierzono dtugos$¢ pedoéw nadziem-
nych oraz wazono je w celu oceny swiezej masy. W czasie wykonywanych analiz pobierano
fragmenty roslin celem pozniejszej oceny zdolnosci badanych szczepow bakterii endofitycz-
nych do kolonizacji organow wewnetrznych badanych roslin (podrozdziat 3.2.6.6).

Rosliny koniczyny biatej charakteryzowaty si¢ zréznicowang dtugoscia pedéw nad-
ziemnych, wahajaca si¢ od 6 do 29 cm, natomiast ich masa miescita si¢ w zakresie od 0,05
do 2,9 g (dla roslin stanowigcych kontrole, wartosci te przyjmowaty warto$ci odpowiednio
12 do 24 cm oraz 0,19 do 1,8 g (Fig. 64). W wyniku przeprowadzonej analizy statystycznej
z wykorzystaniem jednoczynnikowej analizy wariancji (ANOVA) wykazano obecno$¢ istot-
nych statystycznie roznic pomiedzy badanymi grupami, zarowno w dtugosci pedow, jak i
ich masie (wartos¢ testu dla dtugosci pedow wynosita: F(io, 319) = 5,6153, p<0,05; wartos¢
testu dla masy pedow wynosita: Fi0,319) = 5, 2432, p<0,05). Na podstawie testu HSD Tukeya
odnotowano, ze rosliny zakazane szczepem ryzobiowym oraz szczepami Micromonospora
sp. 55, Micromonospora sp. 66 oraz Micromonospora sp. 230 charakteryzowaly si¢ istot-
nymi réznicami w $rednich dlugosciach pedéw w stosunku do kontroli (p<0,05), jednak
$rednie te byty nizsze (spadek 0 17,6-27,5 %) niz $rednia dtugos¢ pedéw w probie kontrol-
nej. Pozostate badane proby nie wykazaty istotnych réznic w $redniej dtugosci pedow w
stosunku do kontroli inokulowanej jedynie szczepem ryzobiowym (p>0,05). W przypadku

sredniej masy pedow, jedynie w probie roslin inokulowanych zawiesing szczepu endofitycz-
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nego Micromonospora sp. 66 oraz szczepu ryzobiowego odnotowano istotne roznice w sto-
sunku do kontroli (p<0,05), jednak $rednia masa pedéw w tej probie byta nizsza o 60 % w

stosunku do $redniej masy pedow roslin kontrolnych.
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Fig. 64. Wptyw koinokulacji siewek koniczyny biatej zawiesinami wybranych bakterii endofitycz-
nych oraz bakterii ryzobiowych na dlugo$¢ i mase pedéow nadziemnych. Te same litery oznaczaja

brak istotnych statystycznie roznic pomiedzy probami
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4.6.4. Ocena zdolnosci bakterii do kolonizacji réznych organow roslin

W wyniku selektywnej izolacji bakterii endofitycznych z tkanek roslin zakazanych
badanymi szczepami, wykorzystanymi w doswiadczeniach opisanych w podrozdziatach
4.6.2 oraz 4.6.3, uzyskano wzrost pojedynczych kolonii roznych mikroorganizméw endofi-
tycznych na podtozach selektywnych (podrozdziat 3.2.6.6). Obserwacje doswiadczenia pro-
wadzono przez osiem tygodni, w celu detekcji bakterii o charakterystycznych cechach mor-
fologii kolonii dla rodzajéw Methylobacterium, Methylorubrum oraz Micromonospora. 1zo-
laty o lekko wypuktych, §luzowatych koloniach, o zabarwieniu od r6zowego do bordowego
pasazowano na podtoze 79CA z dodatkiem metanolu (1 % v/v) natomiast izolaty o niewiel-
kich, suchych koloniach, jasnopomaranczowym zabarwieniu pasazowano na podtoze ISP2
w celu porownania morfologii kolonii ze szczepami wyj$ciowymi, pasazowanymi rOwno-
czesnie na tych samych podtozach.

W przypadku izolacji bakterii z korzeni wszystkich badanych roslin, stwierdzono
wzrost bakterii charakteryzujacych sie podobienstwem morfologii kolonii do szczepow wyj-
sciowych, wykorzystanych do uprzedniej inokulacji tych roslin. Ponadto, w przypadku nie-
ktorych roslin, bakterie charakteryzujace si¢ wygladem typowym dla wyjsciowych szcze-

poOwW wyizolowano réwniez z wnetrza pedéw nadziemnych lub brodawek korzeniowych.

4.6.5. Wplyw inokulacji siewek zawiesinami bakterii endofitycznych na
wybrane cechy biometryczne roslin koniczyny bialej, uprawianych w zmo-

dyfikowanym podlozu Hoaglanda

Oceng zdolno$ci szczepow Methylobacterium sp. Red Cyt oraz Methylorubrum sp.
C2IIIs do wigzania azotu atmosferycznego i udostepniania go roslinom przeprowadzono
réwniez w doswiadczeniu probowkowym (podrozdziat 3.2.6.8). W tym celu siewki koni-
czyny biatej (Trifolium repens L.) odm. Grasslands Huia uprawiano na skosach agarowych,
z zastosowaniem zmodyfikowanego podtoza Hoaglanda (100 uM KNOg3 x 1Y) dla ro$lin sta-
nowigcych badane proby, inokulowanych szczepami bakterii endofitycznych. Rosliny pozo-
stawione bez bakteryzacji, uprawiane na skosach agarowych ze zmodyfikowanym podtozem
Hoaglanda stanowity probe¢ kontrolng. Po 40 dniach uprawy rosliny usuwano, nast¢pnie mie-
rzono dlugos¢ pedow nadziemnych i dlugos$¢ korzenia; ponadto okreslano ich §wiezg masg.

Rosliny koniczyny biatej charakteryzowaty sie¢ dlugoscia pedu w zakresie 0,9 cm do 5
cm, natomiast ich masa miescila si¢ w przedziale od 0,06 do 0,023 g (Fig. 65). Dlugos¢

pedow roslin kontrolnych miescita si¢ w zakresie 2,4-5 cm, za$ ich masa wahata si¢ od 0,011
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do 0,023 g. Na podstawie jednoczynnikowej analizy wariancji (ANOVA) dla dlugosci oraz

masy pedow nadziemnych (wartosci testu odpowiednio: Fo, 57y = 22,4312 oraz Fe, 57) =

7,4562) ustalono, ze pomigdzy badanymi grupami wystepowaly istotne statystycznie rdznice

zaréwno w $redniej dtugosci, jak 1 w $redniej masie pedow (p<0,05).
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Fig. 65. Wptyw inokulacji siewek koniczyny biatej zawiesinami wybranych bakterii endofitycz-

nych na dtugos¢ i mase pedoéw nadziemnych. Te same litery oznaczajg brak istotnych statystycznie

roéznic pomiedzy probami

W wyniku przeprowadzonego testu HSD Tukeya dowiedziono, ze w przypadku $redniej

dhugosci pedow nadziemnych, jedynie rosliny inokulowane zawiesing szczepu Methylobac-
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terium sp. Red Cyt charakteryzowaty si¢ istotng statystycznie rdznicg wobec roslin kontrol-
nych (p<0,05), jednak $rednia dtugo$¢ pedéw roslin stanowigcych te grupe badawcza byta
nizsza niz $rednia dlugo$¢ pedoéw roslin kontrolnych o 37 %. W przypadku $redniej masy
pedow, istotne statystycznie roznice odnotowano jedynie pomigdzy proba kontrolng a rosli-
nami inokulowanymi zawiesing szczepu Methylorubrum sp. C2IIIs (p<0,05); $rednia masa
pedow tych roslin byta jednak nizsza od $redniej masy pedéw roslin nalezacych do préby
kontrolnej 0 29,4 %.

Dhugos¢ systemu korzeniowego roslin koniczyny bialej miescita si¢ w zakresie od 1,5
do 12,3 cm, natomiast masa wahata si¢ od 0,003 do 0,3 g (dla roslin kontrolnych odpowied-
nio 2,4-9,5 cm oraz 0,04 do 0,025 g; Fig. 66). Uzyskane wyniki poddano analizie statystycz-
nej z wykorzystaniem jednoczynnikowej analizy wariancji ANOVA (warto$¢ testu dla dhu-
gosci korzenia: Fp, 57y = 4,7031; warto$¢ testu dla masy systemu korzeniowego: F(, 57) =
4,6585). Na podstawie analizy wykazano, ze pomi¢dzy badanymi grupami roslin wystepuja
istotne statystycznie roznice zarowno w dhugosci korzenia jak i jego masie (p<0,05). Srednie
dhugosci korzenia w probie roslin inokulowanych szczepami Methylobacterium sp. Red Cyt
oraz probie ro$lin zakazanych bakteriami Methylorubrum sp. C211Is roznity si¢ statystycznie
od dhugosci korzenia w prébie kontrolnej (p<0,05) i charakteryzowaty si¢ wyzszymi warto-
$ciami w stosunku do roslin kontrolnych (wzrost o odpowiednio o0 60 i 62,5 %). Podobnie w
przypadku sredniej masy korzeni, rosliny stanowigce badane proby w sposob istotny staty-
stycznie roznity si¢ od roslin kontrolnych (p<0,05) 1 charakteryzowaly si¢ wyzszymi warto-
Sciami W stosunku do proby kontrolnej (wzrost o 70 % dla roslin inokulowanych bakteriami
Methylobacterium sp. Red Cyt oraz 40 % dla ro$lin inokulowanych bakteriami Methyloru-
brum sp. C2lIl1Is).
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Fig. 66. Wptyw inokulacji siewek koniczyny biatej zawiesinami wybranych bakterii endofitycz-
nych na dtugos¢ korzenia i mase systemu korzeniowego. Te same litery oznaczajg brak istotnych

statystycznie réznic pomiedzy probami

4.6.6. Wplyw inokulacji siewek zawiesinami bakterii endofitycznych na
wybrane cechy biometryczne roslin, uprawianych w substracie torfowym

zanieczyszczonym metalami ciezkimi

W celu oceny zdolno$ci wybranych szczepow bakteryjnych do promowania wzrostu
ro$lin w warunkach zanieczyszczenia podtoza metalami/pdtmetalami cigzkimi (podrozdziat

3.2.6.9), rosliny koniczyny biatej (Trifolium repens L.) odm. Grasslands Huia oraz rzepaku
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(Brassica napus L.) (gatunek akumulatorowy) odm. Goliat, uprawiano w podtozu zanie-
czyszczonym jonami: miedzi (1 g jonéw x kg? podtoza) oraz arsenu (24 mg jonow x kg
podtoza). Rosliny uprawiane w podlozu zanieczyszczonym jonami miedzi poddawano na-
stepnie inokulacji zawiesinami szczepéw Methylobacterium sp. Red Mix | oraz Micromo-
nospora sp. 5056; rosliny uprawiane w podiozu zanieczyszczonym jonami arsenu inokulo-
wano zawiesinami szczepow Methylobacterium sp. Red Mix | oraz Micromonospora sp. 33.
Jako proby kontrolne wykorzystano rosliny niezakazane, uprawiane w glebie bez zanie-
czyszczen oraz rosliny niezakazane, uprawiane w glebie zanieczyszczonej odpowiednio jo-
nami miedzi i arsenu. Zdolnos$¢ do promowania wzrostu przez bakterie oceniono na podsta-
wie oceny dtugosci 1 masy pedow nadziemnych roslin inokulowanych oraz poréwnanie wy-
nikdéw z warto$ciami uzyskanymi w warunkach kontrolnych. Uprawe prowadzono przez 45
dni (koniczyna biata) lub 40 dni (rzepak).

Uprawiane w podtozu zanieczyszczonym jonami miedzi (oraz w podtozu niezanie-
czyszczonym w przypadku jednej z prob kontrolnych) rosliny koniczyny biatej, charaktery-
zowaly si¢ wartosciami dlugosci pedow nadziemnych mieszczacymi si¢ w zakresie od 11 do
27 cm oraz masg pedow nadziemnych, wahajacg sie od 0,24 do 5 g (Fig. 67).

Na podstawie jednoczynnikowej analizy ANOVA przeprowadzonej dla wartosci dtu-
gosci pedow (F3,56) = 13,420) wykazano, ze pomi¢dzy badanymi probami wystepuja istotne
roéznice w $redniej dhugosci pedow (p<0,05). W wyniku przeprowadzonego testu post hoc
HSD Tukeya wykazano natomiast, ze rosliny inokulowane szczepem Methylobacterium sp.
Red Mix I oraz rosliny inokulowane szczepem Micromonospora sp. 5056 charakteryzowaty
si¢ brakiem istotnych statystycznie réznic w $redniej dtugosci pgdoéw migdzy tymi grupami;
wartosci te roznity si¢ natomiast w sposob istotny statystycznie od roslin stanowigcych

grupy kontrolne.
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Fig. 67. Wptyw inokulacji roslin koniczyny biatej zawiesinami wybranych bakterii endofitycznych
na dhugos¢ i mase pedéw nadziemnych roslin uprawianych w podtozu zanieczyszczonym jonami

miedzi. Te same litery oznaczaja brak istotnych statystycznie réznic pomiedzy probami

Srednie dtugoéci pedow nadziemnych roslin grup badawczych byty wicksze zaréwno od
$redniej dlugosci pedoéw roslin nieinokulowanych, uprawianych w podtozu niezanieczysz-
czonym (wzrost 0 16,7 %) jak i roslin nieinokulowanych, uprawianych w podtozu zanie-

czyszczonym jonami miedzi (wzrost o 27,7 %; Fig. 68 oraz Fig. 69). W przypadku masy
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pedow rowniez wykazano obecno$é grup rdéznigcych sie w sposob istotny statystycznie (jed-
noczynnikowa analiza wariancji ANOVA, Fq 56 = 11,6409, p<0,05). Na podstawie testu
HSD Tukeya wykazano, ze rosliny stanowigce badane proby, tj. rosliny inokulowane szcze-
pem Methylobacterium sp. Red Mix I oraz ro$liny inokulowane szczepem Micromonospora
sp. 5056 cechowaty si¢ brakiem istotnych réznic pomigdzy tymi grupami (p>0,05) oraz wy-
stepowaniem istotnych statystycznie réznic w stosunku do prob kontrolnych (p<0,05). Sred-
nie masy pedow nadziemnych prob badawczych byly wyzsze w stosunku do grup kontrol-
nych: w przypadku ro$lin inokulowanych szczepem Methylobacterium sp. Red Mix | odno-
towano wzrost 0 50 % w stosunku do roslin kontrolnych uprawianych w podtozu niezanie-
czyszczonym oraz wzrost 0 77,6 % w stosunku do roslin kontrolnych uprawianych w pod-
tozu zanieczyszczonym jonami miedzi; dla roslin inokulowanych bakteriami Micromono-
spora sp. 5056 odnotowano wzrost odpowiednio 0 52,8 % oraz 80,1 %. Pomigdzy probami
kontrolnymi nie zaobserwowano istotnych statystycznie réznic w $redniej dtugosci oraz

sredniej masie pedow nadziemnych.

Fig. 68. Porownanie ro$lin koniczyny biatej uprawianej w podtozu zanieczyszczonym jonami mie-
dzi (1 g jonow x kg podtoza). A) rosliny inokulowane zawiesing szczepu Micromonospora sp.

5056; B) rosliny nieinokulowane (kontrola)
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Fig. 69. Porownanie ro$lin koniczyny biatej uprawianej w podtozu zanieczyszczonym jonami mie-
dzi (1 g jonow x kg podtoza). A) rosliny inokulowane zawiesing szczepu Methylobacterium sp.

Red Mix I; B) rosliny nieinokulowane (kontrola)

Rosliny koniczyny biatej uprawianej w podtozu zanieczyszczonym jonami arsenu, Ce-
chowaly si¢ dlugoscig pedow nadziemnych mieszczaca si¢ w zakresie od 11,5 do 23,5 cm,
natomiast ich masa zawierata si¢ w przedziale od 0,19 do 2,8 g (Fig. 70). W wyniku prze-
prowadzonej analizy statystycznej srednich warto$ci dtugosci pedow nadziemnych (jedno-
czynnikowa ANOVA F, s6) = 0,14064) wykazano brak istotnych statystycznie rdznic po-
miedzy badanymi grupami roslin (p>0,05). W przypadku masy pgdéw nadziemnych odno-
towano istotne statystycznie roznice pomig¢dzy badanymi grupami (jednoczynnikowa
ANOVA F, 56 = 4,3926, p<0,05). Rosliny stanowigce badane proby, czyli inokulowane
szczepem Methylobacterium sp. Red Mix | lub inokulowane szczepem Micromonospora sp.
33, charakteryzowaty si¢ brakiem istotnych statystycznie réznic (p>0,05) w $redniej masie
pedow w stosunku do roslin kontrolnych, uprawianych w podtozu zanieczyszczonym jonami
arsenu (24 mg jondéw x kg* podtoza). Roéliny poddane bakteryzacji z wykorzystaniem bak-
terii Micromonospora sp. 33 cechowaty si¢ natomiast wystepowaniem istotnej roznicy w
$redniej masie pedow nadziemnych w stosunku do $redniej masy pedéw uprawianych w
podtozu bez zanieczyszczen (p<0,05), jednak $rednia masa pedow tej proby byta nizsza od
sredniej masy pedow proby kontrolnej 0 27,8 %. Odnotowano rowniez istotne statystycznie
roznice w $redniej masie pedéw nadziemnych pomigdzy probami kontrolnymi (p<0,05);
warto$¢ sredniej masy roslin uprawianych w podtozu niezanieczyszczonym byta wyzsza niz

w przypadku ros$lin uprawianych w podtozu zanieczyszczonym jonami arsenu 0 30,7 %.
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Fig. 70. Wptyw inokulacji roslin koniczyny biatej zawiesinami wybranych bakterii endofitycznych
na dhugos¢ i mase pedéw nadziemnych roslin uprawianych w podtozu zanieczyszczonym jonami

arsenu. Te same litery oznaczajg brak istotnych statystycznie r6znic pomigdzy probami
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Rosliny rzepaku uprawiane w podtozu zanieczyszczonym jonami miedzi oraz w pod-

tozu niezanieczyszczonym (proba kontrolna) charakteryzowaty si¢ dlugoscia pedéw nad-

ziemnych w przedziale od 20 do 36 ¢cm; masa tych pedow miescita si¢ w zakresie od 2,8 do

16,3 g (Fig. 71).
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Fig. 71. Wptyw inokulacji roslin rzepaku zawiesinami wybranych bakterii endofitycznych na dtu-

go$¢ 1 mase pedow nadziemnych roslin uprawianych w podiozu zanieczyszczonym jonami miedzi.

Te same litery oznaczaja brak istotnych statystycznie r6znic pomiedzy probami

172



Wyniki

Na podstawie jednoczynnikowej analizy wariancji (ANOVA) stwierdzono, ze za-
réwno w przypadku $redniej dlugosci pedéw nadziemnych, jak i ich §rednich mas, pomigdzy
badanymi probami wystepuja istotne statystycznie réznice (wyniki testu odpowiednio: Fs,
a4y = 14,132, p<0,05 oraz F, 44y = 10,5213, p<0,05). Przeprowadzona analiza post hoc (test
HSD Tukeya) wykazata, ze w przypadku $redniej dlugosci pedow, rosliny stanowigce oby-
dwie grupy badane charakteryzowaly si¢ wystepowaniem istotnych statystycznie réznic
(p<0,05) w stosunku do roslin stanowigcych kontrole, uprawianych w podtozu bez zanie-
czyszczen; srednie dlugosci pedow nadziemnych roslin inokulowanych szczepami endofi-
tycznymi byly wyzsze 0 22,1 % (inokulacja szczepem Methylobacterium sp. Red Mix I) oraz
0 27,7 % (inokulacja szczepem Micromonospora sp. 5056), w stosunku do $redniej dtugosci
pedow roslin kontrolnych (rosliny uprawiane w podtozu niezanieczyszczonym). W przy-
padku analizowanych prob badawczych oraz roslin kontrolnych, uprawianych w podtozu
zanieczyszczonym jonami miedzi, nie odnotowano statystycznie istotnych roznic w §rednie;j
dhugosci pedow (p>0,05), natomiast pomigdzy probami kontrolnymi odnotowano istotne
statystycznie roznice w $redniej dtugosci pedow nadziemnych (p<0,05); srednia dtugosé pe-
déw roslin uprawianych w podtozu zanieczyszczonym jonami miedzi byla wyzsza od sred-
niej dtugosci pedoéw roslin kontrolnych uprawianych w glebie czystej o 14 %. W przypadku
sredniej masy pedow, pomigdzy probami kontrolnymi nie odnotowano istotnych statystycz-
nie réznic (p>0,05). Sposrod prob badawczych, jedynie w przypadku roslin inokulowanych
szczepem Methylobacterium sp. Red Mix I odnotowano istotne statystycznie roznice w Sred-
niej masie p¢dow nadziemnych (p<0,05) w stosunku do obydwu prob kontrolnych; $rednia
masy dla roslin stanowigcych prob¢ badawczg (rosliny inokulowane szczepem Methylobac-
terium sp. Red Mix ) byta wyzsza od $redniej masy pedoéw roslin kontrolnych uprawianych
w podtozu zanieczyszczonym jonami miedzi 0 37 %, oraz o 95 % w stosunku do ros$lin
kontrolnych uprawianych w podtozu niezanieczyszczonym.

Rosliny rzepaku uprawiane w podtozu zanieczyszczonym jonami arsenu oraz stano-
wigce kontrolg (rosliny w podtozu niezanieczyszczonym) charakteryzowaty si¢ dtugoscia
pedow nadziemnych w granicach od 18 do 36 cm oraz masa peddéw nadziemnych przyjmu-
jaca wartosci od 2,3 do 20 g (Fig. 72). Uzyskane wyniki poddano analizie statystycznej (jed-
noczynnikowa analiza wariancji ANOVA dla wartosci dtugosci pedow: Fs, 44) = 17,6653
oraz dla warto$ci masy pedow: Fs, 44) = 8,0589) wykazaly obecnos¢ istotnych statystycznie

roznic (p<0,05) zard6wno w sredniej dtugosci jak i1 §redniej masie pedow badanych roslin.
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Na podstawie testu HSD Tukeya wykazano, ze w przypadku prob kontrolnych istotne staty-

stycznie réznice wystepuja zarowno w przypadku dtugosci, jak i masy pedow nadziemnych

(p<0,05).
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Fig. 72. Wptyw inokulacji roslin rzepaku zawiesinami wybranych bakterii endofitycznych na dtu-

g0$¢ i mase pedow nadziemnych roslin uprawianych w podtozu zanieczyszczonym jonami arsenu.

Te same litery oznaczaja brak istotnych statystycznie r6znic pomiedzy probami
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Srednia dtugosci pedow roélin nieinokulowanych, uprawianych w podtozu zanieczyszczo-
nym jonami arsenu byta wyzsza 0 36 % od sredniej dtugosci pedow roslin kontrolnych upra-
wianych w podlozu niezanieczyszczonym; podobnie w przypadku masy pedow nadziem-
nych; $rednia ro$lin nieinokulowanych, uprawianych w podtozu zanieczyszczonym jonami
arsenu byla wyzsza niz 0 81,4 % w stosunku do roslin uprawianych w podtozu niezanie-
czyszczonym. Nie odnotowano natomiast istotnych statystycznie roznic (p>0,05) w $rednich
wartos$ciach dhugosci oraz masy pedow nadziemnych pomigdzy roslinami inokulowanymi
bakteriami Micromonospora sp. 33 a roslinami uprawianymi w podtozu niezanieczyszczo-
nym; podobnie nie wykazano istotnych statystycznie roznic (p>0,05) w srednich dlugosci i
masie pedow nadziemnych pomig¢dzy roslinami poddanymi bakteryzacji z wykorzystaniem
szczepu Methylobacterium sp. Red Mix I a roslinami kontrolnymi, uprawianymi w podtozu
zanieczyszczonym jonami arsenu. Rosliny zaszczepione bakteriami Micromonospora sp. 33
charakteryzowaty sie istotnymi statystycznie roznicami (p<0,05) w $redniej dtugosci i Sred-
niej masie pedow w stosunku do roslin kontrolnych uprawianych w podtozu zanieczyszczo-
nym arsenem, jednak wartosci te byty nizsze (odpowiednio o0 24,3 % oraz 34,4 %) niz $red-

nie dlugosci i $rednie masy pedow ro$lin kontrolnych.

4.6.7. Wplyw inokulacji siewek zawiesinami bakterii endofitycznych na
wybrane cechy biometryczne roslin uprawianych w substracie torfowym

zanieczyszczonym olejem napedowym

W do$wiadczeniu badano zdolno$¢ szczepow Micromonospora sp. 5056 oraz Micro-
monospora sp. N5 do promowania wzrostu roslin uprawianych w podtozu zanieczyszczo-
nym olejem napedowym (podrozdziat 3.2.6.9). W tym celu siewki koniczyny biatej (Trifo-
lium repens L.) odm. Grasslands Huia oraz rzepaku (Brassica napus L.) odm. Goliat inoku-
lowano zawiesinami wskazanych szczepow bakterii endofitycznych oraz uprawiano w za-
nieczyszczonym olejem napedowym podtozu. Kontrole stanowity rosliny nieinokulowane,
uprawiane w podtozu niezanieczyszczonym, oraz rosliny uprawiane w podtozu zanieczysz-
czonym olejem napedowym i niepoddane zabiegowi inokulacji. Po zakonczeniu uprawy ro-
Slin (koniczyna biata 45 dni, rzepak 40 dni) mierzono dlugo$¢ pedéw nadziemnych oraz
okreslano ich masg; uzyskane dane dotyczace ro$lin inokulowanych szczepami bakterii en-
dofitycznych poréwnywano z warto$ciami otrzymanymi w wyniku dokonanych pomiaréw
dhugosci 1 masy pedow roslin kontrolnych.

Rosliny koniczyny bialej charakteryzowaty sie dtugoscia pgdow mieszczaca sie w gra-
nicach od 12 do 22,5 cm, masa pgdow miescita si¢ w zakresie od 0,6 do 2,2 g (Fig. 73).
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Fig. 73. Wptyw inokulacji roslin koniczyny biatej zawiesinami wybranych bakterii endofitycznych
na dhugos¢ i mase pedéw nadziemnych roslin uprawianych w podtozu zanieczyszczonym olejem

napedowym. Te same litery oznaczaja brak istotnych statystycznie réznic pomiedzy probami

Przeprowadzona analiza statystyczna (jednoczynnikowa analiza wariancji (ANOVA) wyka-
zala brak istotnych statystycznie réznic w sredniej dlugosci pgdow nadziemnych pomigdzy
badanymi grupami ro$lin (warto$¢ testu: Fs, s6) = 1,4026, p>0,05). W przypadku $redniej
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masy pedow nadziemnych odnotowano istotne statystycznie roznice (warto$¢ testu: F(3 s6) =
14,4399, p<0,05), ktore na podstawie testu HSD Tukeya zidentyfikowano pomiedzy pro-
bami badawczymi a proba kontrolng (rosliny uprawiane w podlozu bez zanieczyszczen).
Srednie masy pedéw nadziemnych roslin inokulowanych szczepami Micromonospora sp.
N5 oraz Micromonospora sp. 5056 byly nizsze (odpowiednio o 36,8 % oraz 42,1 %) niz
srednie roslin kontrolnych uprawianych w podtozu niezanieczyszczonym. Istotne statystycz-
nie réznice w masie pedow (p<0,05) wykazano rowniez pomigdzy probami kontrolnymi —
warto$¢ Sredniej masy pedow roslin uprawianych w podtozu zanieczyszczonym olejem na-
pedowym byta nizsza 0 26,3 % od wartosci $redniej masy pedow nadziemnych roslin upra-
wianych w podiozu niezanieczyszczonym.

Rosliny rzepaku charakteryzowaly si¢ dlugoscig pedow nadziemnych mieszczacg si¢
w granicach od 25 cm do 38 cm; masa pedéow wahata si¢ od 5,6 do 19,2 g (Fig. 74). Na
podstawie poddanych analizie statystycznej danych odnotowano, ze zaréwno w przypadku
srednich warto$ci dtugosci pedow oraz masy, pomiedzy badanymi grupami roslin wystepuja
istotne statystycznie roznice (jednoczynnikowa ANOVA dla wartosci dtugosci pedow: Fs,
44) = 28,661, p<0,05 ; jednoczynnikowa ANOVA dla wartos$ci masy pedow: F(3,44) = 10,800,
p<0,05). Przeprowadzono test post hoc (HSD Tukeya), na podstawie ktorego wykazano, ze
pomiedzy probami badawczymi nie odnotowano istotnych statystycznie roznic w $redniej
dhugosci 1 $redniej masie pedow nadziemnych rzepaku (p>0,05); proby kontrolne charakte-
ryzowaly si¢ brakiem istotnych réznic migdzy tymi grupami w przypadku masy pedoéw
(p>0,05), natomiast w przypadku dlugosci pedow, roznice pomiedzy tymi grupami byty
istotne (p<0,05). Badane proby charakteryzowaty si¢ jednak istotnymi statystycznie rozni-
cami w $redniej dlugosci i1 sredniej masie pedow w stosunku do prob kontrolnych (p<0,05).
Srednie wartosci dtugosci pedow roélin inokulowanych szczepem Micromonospora sp. N5
oraz Micromonospora sp. 5056 byty wyzsze niz srednie wartosci odnotowane w przypadku
ro$lin kontrolnych, uprawianych w podtozu zanieczyszczonym olejem napedowym (odpo-
wiednio o 14,8 % oraz 18,1%) oraz w podlozu niezanieczyszczonym (odpowiednio o 34,2 %
oraz 38 %; Fig. 75). Podobnie, $rednie wartosci masy pedow roslin inokulowanych szcze-
pem Micromonospora sp. N5 oraz Micromonospora sp. 5056 byty wyzsze niz $rednie war-
tosci odnotowane w przypadku roslin kontrolnych uprawianych w podlozu zanieczyszczo-
nym olejem napgdowym (odpowiednio 34 % oraz 33,3 %) oraz w podtozu niezanieczysz-

czonym (odpowiednio 78,7% oraz 77,3 %).
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go$¢ 1 mase pedow nadziemnych roslin uprawianych w podtozu zanieczyszczonym olejem napedo-

wym. Te same litery oznaczaja brak istotnych statystycznie réznic pomiedzy probami
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Fig. 75. Porownanie ro$lin rzepaku uprawianych w podtozu zanieczyszczonym olejem napedowym
(6 g x kg podtoza). A) rosliny nieinokulowane, uprawiane w podtozu zanieczyszczonym olejem

napedowym (kontrola); B) rosliny inokulowane zawiesing szczepu Micromonospora sp. N5
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5. DYSKUSJA

5.1. Pozyskanie izolatow bakterii endofitycznych z brodawek korzenio-

wych roslin nalezacych do rodziny bobowate (Fabaceae)

Izolaty badanych bakterii endofitycznych pozyskano z brodawek korzeniowych ro$lin
nalezacych do rodziny bobowate (Fabaceae). Struktury te charakteryzuja si¢ wysoka zawar-
toscig substancji odzywczych, i jako takie stanowig atrakcyjne siedlisko w obrebie tkanek
roslinnych dla r6znych bakterii, w tym bakterii endofitycznych. Szacuje sig, ze endofityczne,
nieryzobiowe szczepy bakteryjne moga stanowi¢ od 0,1 do niemal 40 % wszystkich bakterii
wewnatrz danej brodawki. Brodawki korzeniowe uznawane sg za zrodto uzytecznych bio-
technologicznie mikroorganizméw, czesto charakteryzujacych si¢ zdolnoscig do promowa-
nia wzrostu roslin czy wspomagania procesu brodawkowania 1 kolonizacji korzeni przez
bakterie ryzobiowe. Nalezy jednak podkresli¢, ze rola bakterii endofitycznych w uktadzie
ros$lina — mikroorganizmy nie zostala jeszcze w pelni wyjasniona (Peix 1 in., 2014; Trujillo
i in., 2015; Etesami, 2022).

Zastosowana w niniejszych badaniach technika pozyskiwania bakterii z zewnetrznie
odkazonych czesci roslin (z wykorzystaniem roztworéw etanolu oraz soli metali cigzkich,
takich jak HgCly) jest skuteczng i szeroko stosowang metoda izolacji hodowlanej frakcji
bakterii endofitycznych (Barac i in., 2004; Anjum i Chandra, 2015; Etesami, 2022). W wy-
niku przeprowadzonej izolacji bakterii endofitycznych, pozyskano tacznie piecdziesiat izo-
latow bakteryjnych, charakteryzujacych si¢ wyraznymi ro6znicami w morfologii kolonii od
typowych bakterii ryzobiowych (podrozdziat 4.1). 1zolaty podzielono na dwie grupy, cechu-
jace si¢ wyraznymi roznicami w morfologii kolonii miedzy soba; sposrod pozyskanych pigc-
dziesieciu izolatow, dziesig¢ charakteryzowato si¢ wzrostem w postaci sluzowatych, lekko
wypuktych kolonii o zabarwieniu od blador6zowego do ciemnoczerwonego, natomiast po-
zostate czterdziesci izolatow tworzylo niewielkie, suche i wrastajace w podtoze kolonie o
barwie od jasnopomaranczowej do ciemnopomaranczowej, o charakterystycznej dla promie-
niowcow (Actinobacteria) morfologii kolonii.

W celu okreslenia zréznicowania genetycznego pozyskanej populacji bakterii oraz
wykonania analiz genetycznych, przeprowadzono procedurg izolacji materialu genetycz-
nego bakterii. 1zolacja genomowego DNA wykonana zastata w oparciu o metode Pitchera i
wsp. (1989), przystosowang do izolacji DNA z komorek bakterii Gram ujemnych oraz Gram
dodatnich, wykorzystywana w badaniach dotyczacych bakterii endofitycznych, tak jak w
pracach da Silvy i wsp. (2013) czy Khana i wsp. (2015). Technika ta okazata si¢ skuteczna
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w przypadku bakterii z tzw. grupy I (podrozdziat 4.1), natomiast w przypadku czterdziestu
izolatow stanowigcych tzw. grupe II izolacja DNA z wykorzystaniem tej techniki nie po-
wiodla si¢ (co dodatkowo sugerowato odmienny charakter bakterii z obydwu omawianych
grup). Metodg izolacji DNA zmodyfikowano na etapie lizy sciany komorkowej bakterii, wy-
korzystujac w tym celu lizozym jaja kurzego oraz mutanolizyng, substancje o dzialaniu sy-
nergistycznym w procesie lizy $ciany komorkowej bakterii Gram dodatnich (Herbert i in.,
2007). Wprowadzona modyfikacja okazata si¢ skuteczna w przypadku izolatow bakteryj-
nych, dzigki czemu uzyskano materiat genetyczny o wysokim stopniu czystosci. Wyizolo-
wane DNA poddano nastepnie analizie technikg BOX-PCR w celu oceny zréznicowania
genetycznego badanej populacji (podrozdziat 4.2.2). Metoda ta jest jedng z wielu technik
genotypowania bakterii, wykorzystywanych takze w badaniach bakterii endofitycznych (Wu
i in., 2009; Carro i Nouioui, 2017; Passari i in., 2018; Manjunatha i in., 2022). Technika
BOX-PCR umozliwia ocene¢ zrdéznicowania genetycznego bakterii poprzez uzyskanie dla
kazdego z izolatow tzw. genomowego odcisku palca (ang. fingerprinting), powstajacego w
wyniku obrazowania produktow reakcji PCR po elektroforezie w zelu agarozowym. Liczba
1 umiejscowienie pragzkow na zelu sg charakterystyczne dla kazdego izolatu; w przypadku
klonow bakteryjnych liczba i umiejscowienie prazkow powinny by¢ identyczne (Versalovic
i in., 1994). Na podstawie przeprowadzonej analizy BOX-PCR ujawniono zrdéznicowanie
genetyczne pomi¢dzy badanymi izolatami; w obrebie grupy I stwierdzono obecnos¢ siedmiu
niepowtarzalnych profili genetycznych, natomiast w grupie Il — trzydziestu trzech profili
genetycznych. Na podstawie analizy numerycznej obrazu profili genetycznych skonstruo-
wano dendrogramy z wykorzystaniem metody UPGMA (przy 3 % wspotczynniku podo-
bienstwa), obrazujace stopien zréznicowania badanych izolatow w obrgbie obydwu bada-
nych grup bakterii. Na podstawie cech morfologicznych kolonii bakteryjnych oraz stopnia
zréznicowania genomowego izolatow wyselekcjonowano dwadziescia szes¢ izolatow, ktore
wykorzystano w dalszych analizach. Sposrdd dziesigciu szczepow grupy I wybrano siedem
szczepOw, cechujacych si¢ r6znymi i niepowtarzalnymi profilami genetycznymi. W przy-
padku grupy I, sposrod czterdziestu izolatow bakteryjnych wybrano siedemnascie izolatow
charakteryzujacych si¢ niepowtarzalnymi profilami genetycznymi oraz r6znigcych si¢ inten-
sywnoscig zabarwienia oraz cechami morfologicznymi kolonii (przeprowadzono czg¢$ciowa
ocen¢ wg pracy Shirlinga i Gottlieba, 1966, dane nieprezentowane). Ponadto, do dalszych
badan wybrano dwa izolaty (izolat 53 oraz izolat 55) charakteryzujace si¢ identycznymi pro-
filami genetycznymi, r6znigce si¢ zdolnoscig do wytwarzania na podtozu 79CA pigmentow

whnikajacych w glab podloza.
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5.2. Bakterie z grupy Methylobacterium sensu lato oraz rodzaju Micromo-

nospora jako endofity roslin z rodziny bobowate (Fabaceae)

Klasyfikacja systematyczna jest integralnym elementem badan dotyczacych bakterii
endofitycznych (Wozniak i in., 2018; Fadiji i Babalola, 2020; Gamalero i in., 2022). Obec-
nie, dzigki szeroko rozpowszechnionym, nowoczesnym technikom sekwencjonowania, tak-
sonomia bakterii coraz czgéciej opiera si¢ na porownywaniu in silico danych pozyskiwanych
w wyniku sekwencjonowania pelnych genomoéw, szczegolnie w przypadku opisywania no-
wych gatunkéw bakterii. Metoda ta postulowana jest przez wielu badaczy jako nowy ,,zloty
standard” w taksonomii prokariontow, w miejsce eksperymentalnej techniki hybrydyzacji
DNA-DNA (Chun i Rainey, 2014; Franco-Duarte i in., 2019; Lalucat i in., 2020; Ferraz
Helene 1 in., 2022). Nalezy jednak podkresli¢, iz mozliwo$¢ pozyskiwania pelnych sekwen-
cji genomow bakteryjnych wcigz nie jest jeszcze wykorzystywana powszechnie, szczegdlnie
w przypadku identyfikacji szczepdéw reprezentujacych opisane wczesniej gatunki. Jednocze-
$nie kluczowym i wcigz wykorzystywanym w taksonomii bakterii narzedziem jest analiza
poréwnawcza sekwencji genu kodujgcego mniejszg podjednostke rybosomu 16S rRNA.
Sktadajaca si¢ z blisko 1500 pz sekwencja tego genu charakteryzuje si¢ wystgpowaniem
odcinkéw o wysokim stopniu konserwatywnosci, jak i regiondw (tfacznie dziewigciu) o wy-
sokiej zmiennosci, co przektada si¢ na uzytecznos¢ tego genu jako markera molekularnego
w procesie przyporzagdkowania izolatow bakterii na poziomie rodzaju (Yarza i in., 2014;
Franco-Duarte i in., 2019; Abellan-Schneyder i in., 2021; Hugenholtz i in., 2021). Uzupet-
nieniem 1 uszczegotowieniem analizy podobienstwa sekwencji genu 16S rRNA jest wielo-
lokusowa analiza sekwencji (MLSA), polegajaca na analizie potagczonych sekwencji kilku
genow metabolizmu podstawowego, kodujacych niezbedne do przezycia organizmu biatka.
Wielolokusowa analiza sekwencji potaczonych jest skuteczna szczegolnie w dyferencjacji
gatunkow nalezacych do tego samego rodzaju, umozliwiajagc w ten sposéb ominigcie ogra-
niczen zwigzanych z analizg genu 16S rRNA. Ograniczenia te zwigzane s m.in. ze zbyt
niskim polimorfizmem tego pojedynczego genu, uniemozliwiajagcym prawidtowg identyti-
kacje niektorych, blisko spokrewnionych rodzajow (Janda i Abbott, 2007; Chun 1 Rainey,
2014; Glaeser 1 Kampfer, 2015; Ferraz Helene i in., 2022).

W celu okreslenia przynaleznosci rodzajowej oraz oceny pokrewienstwa filogenetycz-
nego badanych bakterii przeprowadzono analiz¢ porownawcza genu 16S rRNA (podrozdziat

4.2.3) oraz wielolokusowa analize¢ polaczonych sekwencji genow recA, gyrB, rpoB oraz
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atpD (podrozdziat 4.2.4). W wyniku przeprowadzonej procedury amplifikacji oraz sekwen-
cjonowania genu 16S rRNA otrzymano sekwencje o dlugosci 1330 nukleotydow dla izola-
tow grupy I; te porownano ze szczepami referencyjnymi z bazy danych GenBank. Pokre-
wienstwo filogenetyczne badanych izolatow przedstawiono na drzewie filogenetycznym,
ktore skonstruowano w oparciu o metode najwickszej wiarygodnosci, przy zastosowaniu
trojparametrycznego modelu Tamury i uwzglednieniu rozktadu gamma oraz parametru ,,1”.

Na podstawie stopnia podobienstwa sekwencji genu 16S rRNA izolatow grupy I wy-
kazano, ze dla izolatow Red Mix I oraz 124, najblizszym filogenetycznie rodzajem byt ro-
dzaj Methylobacterium (stopien podobienstwa sekwencji 99,8 %), natomiast dla pozostatych
pieciu izolatow tej grupy — rodzaj Methylorubrum (stopien podobienstwa 99,8-100 %), co
wskazywaloby na przynaleznos¢ badanych szczepow do tych wtasnie rodzajow (Yarza i in.,
2014; Chun i in., 2018). Nastepnie przeprowadzono analiz¢ MLSA w oparciu o 2396-nukle-
otydowg sekwencje potgczonych genow recA, gyrB, rpoB i atpD. Filogram obrazujacy rela-
cje filogenetyczne szczepoéw referencyjnych wykazujacych najwyzszy stopien podobien-
stwa sekwencji potaczonych do badanych izolatow, skonstruowano metoda najwigkszej wia-
rygodnosci, przy zastosowaniu modelu odwracalnego w czasie z uwzglednieniem rozktadu
gamma oraz parametru ,,I”. Wyniki analizy poréwnawczej sekwencji genu 16S rRNA zo-
staty czg$ciowo potwierdzone poprzez analiz¢ MLSA; na podstawie podobienstwa sekwen-
cji potaczonych potwierdzono przynaleznos¢ izolatéw Red Mix I oraz 124 do rodzaju Met-
hylobacterium oraz izolatow 1117, C2IIls, C44s i MV6II do rodzaju Methylorubrum. W
przypadku izolatu Red Cyt, wyniki analizy MLSA wskazaty na przynaleznos¢ tego szczepu
do rodzaju Methylobacterium (98,7 % podobienstwa do potaczonych sekwencji szczepu re-
ferencyjnego Methylobacterium radiotolerans), co stoi w sprzecznosci z przedstawionymi
wynikami analizy sekwencji genu 16S rRNA. Nalezy w tym miejscu zaznaczy¢, iz analiza
MLSA charakteryzuje si¢ wigkszym stopniem precyzji w okreslaniu przynaleznosci takso-
nomicznej bakterii niz analiza poréwnawcza sekwencji 16S rDNA, nie tylko na poziomie
rodzaju, ale i na poziomie gatunku. Zastosowanie analizy opartej o sekwencje trzech lub
wiecej genow metabolizmu podstawowego pozwala uniknaé¢ btedow zwigzanych z ograni-
czeniami analizy pojedynczej sekwencji kodujacej 16S rRNA. W przypadku blisko spo-
krewnionych rodzajow Methylobacterium oraz Methylorubrum, dodatkowym utrudnieniem
w jednoznacznym ustaleniu pozycji taksonomicznej szczepow nalezacych do omawianych
rodzajow jest wcigz niepewna pozycja taksonomiczna niektorych gatunkéw nalezacych do
rodzaju Methylorubrum (Alessa, 2022). Rodzaj ten, wylaczony zostat z rodzaju Methylobac-

terium w 2018 roku m.in. na podstawie wyraznego zréznicowania w obrgbie sekwencji genu
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16S rRNA, co potwierdzono rowniez w tej pracy (stopien podobienstwa sekwencji genu
kodujacego 16S rRNA izolatow grupy I miescit si¢ w zakresie 94,6-100 %, co wskazuje na
duza heterogeniczno$¢ sekwencji). Wedtug Hordta 1 wsp. (2020), rozdzielenie rodzajow
Methylobacterium oraz Methylorubrum, skadinad stuszne, obecnie nie wydaje si¢ by¢ pra-
widlowe m.in. ze wzgledu na niedostateczng dostepnos¢ zdeponowanych sekwencji bakterii
nalezacych do rodziny Methylobacteriaceae, co implikuje konieczno$é reorganizacji tych
taksonow w przysztosci, nie wytaczajac ponownego wiaczenia niektérych gatunkow, zakla-
syfikowanych do rodzaju Methylorubrum, do rodzaju Methylobacterium. Poprawnym wy-
daje si¢ wigc obecnie okreslanie bakterii nalezacych do rodzaju Methylobacterium/Methylo-
rubrum jako grupa Methylobacterium sensu lato, podobnie jak we wspomnianej pracy
Hordta i wsp. (2020). W tym znaczeniu, niniejsze badania przyczyniajg si¢ w sposob po-
sredni do rozgraniczenia obydwu rodzajow poprzez udostepnienie w ogolnodostepnej bazie
danych sekwencji genu 16S rRNA badanych szczepdéw, nalezacych do rodzajow Methylo-
bacterium/Methylorubrum.

W przypadku pozostatych izolatow zaklasyfikowanych na podstawie analizy sekwen-
cji geny 16S rRNA do rodzaju Methylobacterium, tj. izolatow Red Mix I oraz 124, na pod-
stawie analizy MLSA potwierdzono ich okreslong wczes$niej przynaleznos¢ rodzajowa. Wy-
kazano, ze szczep Methylobacterium sp. Red Mix I charakteryzowat si¢ 99,4 % podobien-
stwem potgczonych sekwencji do odpowiednich sekwencji szczepu referencyjnego Methy-
lobacterium radiotolerans, natomiast szczep Methylobacterium sp. 124 wykazat 95,5 % po-
dobienstwo do szczepu referencyjnego Methylobacterium tardum. Zaklasyfikowane do ro-
dzaju Methylorubrum izolaty 1117, C2IIIs, C44s i MV6II cechowaty si¢ natomiast najwick-
szym podobienstwem polaczonych sekwencji gendw rdzeniowych do szczepu referencyj-
nego Methylorubrum extorquens, wykazujac podobienstwo potgczonych sekwencji na po-
ziomie od 98,3 do 99,9 %.

Dla izolatéw reprezentujacych grupe I przeprowadzono analize genu mxaF, koduja-
cego wieksza podjednostke dehydrogenazy metanolowej, enzymu uczestniczacego w proce-
sie degradacji metanolu i wykorzystywania tego zwigzku jako zrodta wegla i energii (cecha
charakterystyczna dla bakterii z rodziny Methylobacteriaceae; podrozdziat 4.2.5). Sekwen-
cja genu mxaF moze by¢ wykorzystywana jako marker molekularny, uzyteczny w dyferen-
cjacji gatunkow nalezacych do tej rodziny mikroorganizméw (Kist i Tate, 2013). Na podsta-
wie podobienstwa 514-nukleotydowych fragmentow sekwencji genu mxaF badanych izola-

tow oraz sekwencji pozyskanych z bazy danych GenBank skonstruowano drzewo filogene-
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tyczne. W wyniku przeprowadzonej analizy wykazano, ze podobienstwo sekwencji bada-
nego genu pomiedzy izolatami grupy I miescito si¢ w zakresie od 92 do 100 %. Zaklasyfi-
kowane uprzednio do rodzaju Methylorubrum szczepy charakteryzowaty si¢ 99,6-100 % po-
dobienstwem sekwencji do sekwencji genu mxaF szczepdéw referencyjnych réoznych gatun-
kow nalezgcych do rodzaju Methylorubrum, co potwierdza ich przynaleznos¢ gatunkowa do
tego wilasnie rodzaju. Nieco inaczej prezentujg si¢ wyniki analizy genu mxaF dla izolatow
przyporzadkowanych do rodzaju Methylobacterium; w przypadku izolatow Red Cyt oraz
Red Mix I, podobienstwo sekwencji badanego genu wobec referencyjnych szczepdéw nale-
zacych do rodzaju Methylobacterium wynosito 100 %, co réwniez potwierdza przynaleznos¢
tych izolatow do wskazanego rodzaju. Izolat 124, zaklasyfikowany na podstawie analizy
sekwencji genu 16S rRNA oraz analizy MLSA do rodzaju Methylobacterium, charakteryzo-
wal si¢ natomiast najwyzszym stopniem podobienstwa sekwencji (99,4 %) genu mxaF do
referencyjnego szczepu Methylorubrum pseudosasae, co moze wskazywac na horyzontalny,
miedzyrodzajowy transfer tego genu.

Analizg porownawcza genu 16S rRNA oraz wielolokusowa analiza sekwencji pota-
czonych gendéw recA, gyrB, rpoB i atpD objeto rowniez izolaty grupy II. Stopien podobien-
stwa sekwencji genu 16S rRNA badanych izolatow miescit si¢ w zakresie 97,1-100 %, co
odzwierciedla stosunkowo wysoki stopien heterogenicznosci tego genu w obrebie rodzaju
Micromonospora, zauwazony wczesniej przez Kocha i wsp. (1996) i potwierdzony przez
Kroppenstedta i wsp. (2005). Na tej podstawie wykazano, ze wszystkie izolaty grupy II wy-
kazaly najwyzszy stopien podobienstwa sekwencji badanego genu do rodzaju Micromono-
spora; relacje filogenetyczne badanych szczepdw z roznymi gatunkami nalezagcymi do tego
rodzaju przedstawiono na filogramie, skonstruowanym w oparciu 0 1298-nukleotydowe se-
kwencje genu 16S rRNA metoda najwigksze] wiarygodnosci, przy zastosowaniu trojpara-
metrycznego modelu Tamury z uwzglednieniem rozktadu gamma oraz parametru ,,I”. Po-
dobienstwo sekwencji genu 16S rRNA badanych bakterii oraz sekwencji tego genu zdepo-
nowanych w bazie GenBank miescit si¢ w zakresie od 99,6 do 100 %; badane izolaty przy-
porzadkowano do rodzaju Micromonospora.

Przeprowadzong analiz¢ MLSA wykonano w oparciu o 2620-nukleotydowa sekwen-
cje potaczonych genow recA, gyrB, rpoB i atpD dziewigtnastu szczepoéw grupy Il oraz szcze-
pow referencyjnych, dostepnych w bazie GenBank. Drzewo filogenetyczne, obrazujace re-
lacje filogenetyczng badanych bakterii oraz szczepow nalezacych do roéznych gatunkow
grupy II wykonano metoda najwigkszej wiarygodnosci, przy zastosowaniu modelu odwra-

calnego w czasie z uwzglednieniem rozktadu gamma oraz parametru ,,I”. Na podstawie
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otrzymanych wynikow potwierdzono przynalezno$¢ wszystkich izolatoéw grupy II do ro-
dzaju Micromonospora. Szczepy Micromonospora: 43, 29, 45, 66, 126 oraz 249 wykazaty
najwyzszy stopien podobienstwa do szczepu referencyjnego Micromonospora violae (97-
97,4 %). Szczepy Micromonospora: 30, 33, 152, 230 oraz N2 cechowaly si¢ najwyzszym
stopniem podobienstwa potgczonych sekwencji do sekwencji szczepu referencyjnego Mi-
cromonospora inaquosa (97,3-97,8 %). Szczepy Micromonospora: 50, 53 oraz 55 charakte-
ryzowaly si¢ natomiast najwyzszym stopniem podobienstwa sekwencji potaczonych w sto-
sunku do sekwencji referencyjnego szczepu Micromonospora alfalfae (99,1 %). Z kolei
szczepy Micromonospora sp. 5056 oraz Micromonospora sp. N5 cechowaty sie najwick-
szym podobienstwem sekwencji do sekwencji referencyjnego szczepu Micromonospora
purpureochromogenes (97,6-98,8 %); szczepy Micromonospora sp. 48 i Micromonospora
sp. N4 wykazaly najwyzsze podobienstwo sekwencji potagczonych do odpowiednich se-
kwencji szczepu referencyjnego Micromonospora tulbaghiae (99,1-99,5 %). Szczep Micro-
monospora sp. 5052 charakteryzowat si¢ najwigkszym stopniem podobienstwa do szczepu
referencyjnego Micromonospora lupini (98,5 %).

Uzyskane wyniki w sposob klarowny wskazuja, ze pozyskane z brodawek korzenio-
wych, nieryzobiowe izolaty bakteryjne nalezg do grupy Methylobacterium sensu lato (tj. do
rodzajow Methylobacterium oraz Methylorubrum) oraz do rodzaju Micromonospora. Nale-
zace do wskazanych rodzajow bakterie juz wczesniej izolowano z brodawek korzeniowych
roznych gatunkow ro$lin nalezacych do rodzaju bobowate, co wskazuje na powszechng
zdolnos¢ tych bakterii do kolonizacji roslin jako endofity (Yates i in., 2007; Palaniappan i
in., 2010; Carro i in., 2012; Martinez-Hidalgo i in., 2020). Ponadto, warto zauwazy¢, ze
reprezentowane przez rodzaje Methylobacterium, Methylorubrum oraz Micromonospora
typy Proteobacteria i Actinobacteria to najliczniej opisywane dotychczas zbiorowosci bak-
terii endofitycznych (Hardoim i in., 2015; Khan i in., 2020).

5.3. Analiza zdolnos$ci badanych bakterii do realizowania mechanizmow

promowania wzrostu roslin in vitro

W ujeciu klasycznym, ocene zdolnosci bakterii endofitycznych do promowania wzro-
stu gospodarza roslinnego (badania in planta) poprzedza laboratoryjna ewaluacja potencjatu
tych bakterii do realizacji réznych mechanizméw promowania wzrostu roslin in vitro (Liu i

in., 2017; De Silva i in., 2019; Khan i in., 2020). Wybranych dwadzie$cia sze$¢ szczepow
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bakterii endofitycznych przeanalizowano pod katem ich wlasciwosci biochemicznych in vi-
tro w celu okreslenia zdolnosci tych mikroorganizméw do realizacji réznych mechanizmow
zwigzanych z kolonizacja ro$lin oraz promowaniem ich wzrostu. Na podstawie otrzymanych
wynikow dokonano selekcji szczepéw o najwigkszym potencjale do wspomagania wzrostu
roslin. Szczepy te poddano nastepnie ewaluacji in planta.

W przeprowadzonych badaniach oceniono zdolno$¢ wybranych, reprezentatywnych
dla poszczegdlnych rodzajow szczepow do wykorzystywania rdznych substancji chemicz-
nych jako jedynego zrédla wegla i energii, z wykorzystaniem komercyjnego testu GEN II1
MicroPlate (system Biolog; podrozdziat 4.3.1). Zdolnos¢ bakterii do wykorzystywania roz-
nych zrodel wegla wigze sie bezposrednio ze zdolnoscig do kolonizacji wewnetrznych tka-
nek roslin. Rosliny, poprzez modulacje sktadu chemicznego wydzielin korzeniowych, ula-
twiaja namnazanie si¢ w ryzoplanie tych bakterii, ktore wykazujg zdolno$¢ do metabolizo-
wania substancji organicznych zawartych w wydzielinach korzeni (Pfeiffer i in., 2017; Sasse
iin., 2018; Pinski i in., 2019). Badane szczepy charakteryzowaty si¢ zroznicowang zdolno-
scig w wykorzystywaniu roznych substancji jako zrodet wegla 1 energii; liczba wykorzysty-
wanych zwigzkoéw wahata si¢ od 13 do 27. Wsrdd wielu substancji wykorzystywanych przez
poszczegblne szczepy warto wymienic¢ chociazby takie substancje jak a-D-glukoza, D-man-
noza, D-fruktoza, mio-inozytol, glicerol, kwas cytrynowy czy kwas a-keto-glutarowy. Co
wazne, zwiazki te wystepuja w sktadzie wydzielin korzeniowych réznych roslin, co zostato
opisane w literaturze (Sasse i in., 2018; More i in., 2019).

W przypadku badanych szczepow Gram ujemnych, przeprowadzono ocen¢ wybra-
nych cech biochemicznych z wykorzystaniem zestawu Microgen ID (podrozdziat 4.3.2). Na
podstawie wynikow tego testu wykazano, ze szczepy nalezace do grupy Methylobacterium
sensu lato charakteryzujg si¢ duzym podobienstwem fenotypowym w obrebie badanych wia-
sciwosci biochemicznych. Szes$¢ z siedmiu badanych szczepow charakteryzowato si¢ zdol-
nos$cig do hydrolizy mocznika, natomiast wszystkie szczepy wykazywaty zdolno$¢ do redu-
kowania azotanow do azotynow lub azotu. Wtasciwosci te wiazg si¢ bezposrednio z prze-
mianami azotu, i gdy zachodzg w glebie, moga przyczyniac¢ si¢ do zubozenia puli tego pier-
wiastka wystgpujacego w formach dostepnych dla roslin, co jest niewatpliwie cecha nieko-
rzystng w przypadku bakterii endofitycznych (Zhang i in., 2015; Coskun i in., 2017). Szes§¢
sposrod siedmiu badanych szczepow charakteryzowato si¢ zdolnos$cia do fermentacji L-ara-
binozy, pigcioweglowego cukru bedacego waznym monomerem zawartym w hemicelulozie
oraz sktadnikiem wydzielin korzeniowych, co wskazuje na potencjat tych bakterii do degra-

dacji $cian komorkowych roélin oraz namnazania na powierzchni korzeni, co moze znaczaco
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utatwiaé proces kolonizacji ro§liny-gospodarza (Sasse i in., 2018; Ye i in., 2018; More i in.,
2019). Kolonizacje wewnetrznych tkanek roslinnych przez bakterie utatwiaja rowniez pro-
dukowane przez mikroorganizmy enzymy, szczeg6lnie te umozliwiajace degradacje polime-
réw tworzacych $ciang komorkowa roslin (Bulgarelli i in., 2013; Afzal i in., 2019).

Przeprowadzona analiza aktywnosci hydrolitycznej dwudziestu sze$ciu badanych
szczepOw bakterii endofitycznych (z wykorzystaniem testu APl ZYM, bioMérieux) wska-
zuje na potencjal tych bakterii do produkcji réznych enzyméw hydrolitycznych (podrozdziat
4.3.3). Najwyzszym potencjatem hydrolitycznym cechuja si¢ szczepy z rodzaju Micromo-
nospora (moga produkowac, w zaleznosci od szczepu, od 13 do 16 sposrod 19 badanych
enzymoOw), co jednoznacznie potwierdza dotychczasowe badania dotyczace wiasciwosci en-
zymatycznych bakterii nalezacych do tego rodzaju (Valdés i in., 2005; Ozdemir-Kogak i in.,
2017; Benito 1 in., 2022). Zdolno$¢ badanych szczepdéw do produkeji réznych enzymow hy-
drolitycznych, umozliwiajacych degradacje zwigzkdéw nieorganicznych oraz naturalnych,
organicznych polimeréw, moze odgrywac¢ istotng role nie tylko w procesach kolonizacji tka-
nek roslinnych, ale takze w procesie udostepniania roslinom sktadnikow mineralnych oraz
substancji odzywczych, szczeg6lnie pozostajacych dotad w formie zwigzkéw niedostepnych
dla roslin. Wykazano, ze wszystkie badane izolaty charakteryzowaty si¢ zdolnoscig do pro-
dukcji kwasnej fosfatazy, enzymu biorgcego udzial w rozpuszczaniu estrow fosforanowych,
co moze przektadac si¢ na zdolno$¢ udostgpniania jondw fosforanowych roslinom w warun-
kach polowych. Ponadto, szesnascie oraz dwadzie$cia trzy szczepy (z puli badanych dwu-
dziestu szesciu bakterii) wykazaty odpowiednio zdolno$¢ do produkcji fosfatazy zasadowe;j
oraz fosfohydrolazy naftolowej AS-BI, enzyméw uczestniczacych w defosforylacji orga-
nicznych zwigzkéw fosforu (Khan i in., 2016; Matos i in., 2017; Jeong i in., 2018; Adhikari
1 Pandey, 2020). Zdolnos$¢ bakterii do produkcji enzymoéw hydrolizujacych wigzania w bial-
kach (trypsyna, a-chymotrypsyna, arylamidaza leucyny, arylamidaza waliny, arylamidaza
cystyny) moze natomiast $wiadczy¢ o mozliwosci badanych szczepow do rozktadu pepty-
dow. Dzigki syntezie tych enzymow, bakterie moga utatwia¢ roslinom pozyskiwanie ami-
nokwasow; co wiecej, zdolno$¢ do produkeji enzymow proteolitycznych moze wskazywaé
na potencjalne wlasciwos$ci zwigzane z ograniczaniem rozwoju patogenow czy szkodnikow
ro$lin, m.in. poprzez degradacje elementow $ciany komdrkowej patogendw grzybowych czy
uszkadzanie jaj szkodliwych nicieni (Silva i in., 2016; Tashi-Oshnoei i in., 2017; Hu i in.,
2019; Hazarika i in., 2021).

Stopien wrazliwosci bakterii endofitycznych na niekorzystne warunki srodowiskowe

ma istotne znaczenie w kontek$cie oceny mozliwosci wykorzystania danych szczepow w
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uprawie i ochronie roslin. Wyselekcjonowane na podstawie zdolnosci bakterii do promowa-
nia wzrostu roslin szczepy, powinny si¢ bowiem charakteryzowa¢ zdolnoscig do adaptacji
w $rodowisku oraz odporno$cig na zmieniajace si¢ warunki fizykochemiczne (Wozniak i in.,
2019; Pirttild i in., 2021; Denton-Thompson i Sayer, 2022; Khan i in., 2023).

Analiza fenotypowa z wykorzystaniem testu GEN III MicroPlate umozliwia oceng
opornosci bakterii na r6zne substancje chemiczne oraz odczyn $rodowiska (podrozdzial
4.3.1). Na podstawie przeprowadzonych testow wrazliwosci oceniono, ze badane szczepy
wykazujg zréznicowang wrazliwo$¢ na badane substancje chemiczne (bakterie wykazaty
oporno$¢ w pieciu do pigtnastu z dwudziestu trzech roznych testow). Na szczegolng uwage
zashuguje charakterystyka wrazliwos$ci bakterii na zasolenie podtoza oraz jego odczyn. Wy-
kazano, ze wszystkie badane w tym doswiadczeniu izolaty cechowatly si¢ opornoscig na
obecnos¢ chlorku sodu w stezeniu 1 %. W przypadku odczynu podioza, osiem sposrdd je-
denastu badanych szczepoéw nalezacych do rodzajow Methylobacterium, Methylorubrum
oraz Micromonospora wykazato oporno$¢ na pH roéwne 6, natomiast jeden z badanych
szczepow — Methylobacterium sp. 124 — na pH rowne 5. Oceng wrazliwosci badanych bak-
terii na obecno$¢ NaCl w podtozu oraz na jego odczyn kontynuowano w postaci testow
wzrostu bakterii na odpowiednich podiozach mikrobiologicznych, rozszerzajac t¢ analize na
wszystkie dwadziescia sze$¢ szczepow bakterii. Wykazano, ze wszystkie badane szczepy
charakteryzuja si¢ oporno$cig na chlorek sodu w stezeniu 1 % (podrozdziat 4.3.4), co po-
twierdza zaprezentowane wyniki analizy wybranych szczepéw z wykorzystaniem zestawu
GEN III MicroPlate. Szczepy nalezgce do rodzajow Methylobacterium oraz Methylorubrum
charakteryzowaly si¢ brakiem zdolnosci do wzrostu na podtozach zawierajacych wyzsze
stezenia NaCl w podlozu, tj. 2 %, 3 % czy 4 %, podobnie jak chociazby w badaniach Lee i
wsp. (2009), ktorzy opisujagc gatunek Methylobacterium dankookense wykazali zdolnos¢
tego szczepu do wzrostu na podtozu zabierajacym 1,5 % stezenie NaCl, natomiast 2 % ste-
zenie tej soli w podtozu hamowalo wzrost tego szczepu. Trotsenko 1 wsp. (2007) wskazuja
nawet, iz w przypadku bakterii nalezacych do rodzaju Methylobacterium juz 1 % stezenie
NaCl w podtozu hamuje ich wzrost (wylaczajac szczepy halofilne).

Osiem z dziewigtnastu badanych szczepéw nalezacych do rodzaju Micromonospora
cechowato si¢ natomiast zdolnoscig do wzrostu na podtozu zawierajacym NaCl w stezeniu
2 %; sposrod nich dwa (Micromonospora sp. 33 oraz Micromonospora sp. N4) wykazaty
wzrost na podtozu z 3 % dodatkiem chlorku sodu. Opornos¢ szczepdéw z rodzaju Micromo-
nospora na chlorek sodu, (w stezeniu < 2 %) jest cecha charakterystyczng wielu gatunkow

w obrgbie tego rodzaju. Nalezy jednak wspomniec, iz w obrebie rodzaju Micromonospora
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scharakteryzowano rowniez szczepy halofilne, ktorych oporno$¢ na NaCl w podtozu sigga
nawet 5 % czy 7 % (Carro i in., 2013; Gurovic i in., 2013; Songsumanus i in., 2013).

Zakres pH podtoza, w ktorym zachodzil wzrost badanych bakterii charakteryzowat sig
duza zmiennos$cig pomig¢dzy szczepami (podrozdziat 4.3.5). Wszystkie dwadzie$cia szes$¢
szczepOw cechowalo si¢ zdolnoscig do wzrostu na podtozu o pH rownym 6,5 oraz 7; nadto
dwadziescia pig¢ szczepow wykazato opornos¢ na pH podtoza réwne 8, natomiast dwadzie-
Scia trzy szczepy wykazaly wzrost na podtozu o pH 9. Dwa szczepy nalezace do rodzaju
Methylobacterium oraz trzynascie szczepow nalezgcych do rodzaju Micromonospora wyka-
zalo natomiast zdolnos$¢ do wzrostu na podtozu o pH 5,5. Dziesi¢¢ szczepow z rodzaju Mi-
cromonospora byto zdolnych do wzrostu na podtozu o pH 10, co potwierdza wczesniejsze
doniesienia o szczepach nalezacych do omawianych rodzajow (Gurovic 1 in., 2013; Genil-
loud, 2015; Green, 2015; Kittiwongwattana i in., 2015).

W ramach podjetych badan przeprowadzono takze ocene zdolnosci wybranych szcze-
pow do wzrostu w roznych temperaturach (8 °C, 28 °C, 37 °C, 42 °C, 45 °C) analizujac
wybrane, reprezentatywne dla kazdego z badanych rodzajéw szczepy (cztery z grupy Met-
hylobacterium sensu lato oraz osiem z rodzaju Micromonospora; podrozdziat 4.3.6). Wyka-
zano, ze wszystkie z dwunastu badanych bakterii cechowaty si¢ zdolnoscig do wzrostu w
temperaturze 28 °C oraz 37 °C. Ponadto szczepy nalezace do grupy Methylobacterium sensu
lato charakteryzowaty si¢ zdolno$cig do wzrostu w temperaturze 8 °C oraz — w przypadku
trzech z czterech badanych szczepéw — rowniez w temperaturze 42 °C (staby wzrost). Ni-
niejsze wyniki potwierdzajg wczesniejsze doniesienia dotyczace zakresu temperatur wzrostu
bakterii nalezacych do tej grupy, chociaz zdolno$¢ do wzrostu w temperaturze 8 °C oraz 37
°C 1 wyzszej nie jest powszechng cechg dla tej grupy mikroorganizmow (Knief'i in., 2012;
Green., 2015; Lee i Jeon, 2018). W przypadku szczepoéw nalezacych do rodzaju Micromo-
nospora, siedem z o$miu badanych szczepéw byto zdolnych do wzrostu w 42 °C (staby
wzrost), co znajduje potwierdzenie w literaturze dotyczacej badan nad bakteriami naleza-
cymi do tego rodzaju (Genilloud, 2015; Thanaboripat i in., 2015; Thawai i in., 2019).

Wisrdd istotnych czynnikow umozliwiajacych kolonizacje tkanek roslinnych przez
bakterie endofityczne wymienia si¢ zdolno$¢ do aktywnego ruchu, oddziatywan typu quo-
rum sensing i tworzenia biofilmu bakteryjnego. Witasciwosci te utatwiajg bakteriom proces
adhezji do komorek skorki korzenia, stanowigcy jeden z etapow kolonizacji i poprzedzajacy
wnikanie bakterii do wnetrza tkanek rosliny-gospodarza (Liu i in., 2011; Bogino i in., 2013;

Pinski 1 in., 2019). Oceng zdolnosci wszystkich badanych dwudziestu szesciu szczepow do
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aktywnego ruchu zbadano na 0,35 % podtozu agarowym 79CA (podrozdziat 4.3.7). Wyka-
zano, ze sze$¢ sposrdd siedmiu badanych szczepoéw z grupy Methylobacterium sensu lato
charakteryzowato si¢ zdolnoscig do aktywnego ruchu. Zdolnos¢ do aktywnego ruchu tych
bakterii wydaje si¢ charakterystyczng cecha tej grupy (Green, 2015; Tsagkari i Sloan, 2018).
Co ciekawe, tylko jeden szczep z grupy Methylobacterium sensu lato, szczep Methyloru-
brum sp. MV6II, nie wykazat zdolno$ci przemieszczania si¢ w 0,35 % podlozu agarowym,
co mogloby wskazywa¢ na niezdolno$¢ tego szczepu do aktywnego ruchu. Nalezy jednak
podkresli¢, iz swietle dostepnej literatury wyroznia si¢ szereg czynnikow fizykochemicz-
nych, uniemozliwiajacych zdolnym do ruchu bakteriom aktywne przemieszczanie si¢, m.in.
gestos¢ srodowiska w ktorym zachodzi ich wzrost (w tym przypadku, ste¢zenie agaru w pod-
tozu), co nalezatoby uwzgledni¢ w przysztych analizach (Mattick, 2002). Ponadto, jak do-
nosza Doerges i Kutschera (2014), nalezace do grupy Mehylobacterium sensu lato szczepy
moga — w zaleznosci 0d aktualnej fazy wzrostu i zageszczenia komorek — wykazywac nie-
zdolnos$¢ do ruchu spowodowang czasowgq utratg flagelli. Natomiast wykazana niezdolnos¢
do aktywnego ruchu wszystkich badanych szczepow z rodzaju Micromonospora potwierdza
dotychczasowg wiedze na temat tego rodzaju bakterii (Tanasupawat i in., 2010; Genilloud,
2015; Thanaboripat i in., 2015).

Oceniono rowniez zdolno$¢ wszystkich szczepow nalezacych do rodzajow Methylo-
bacterium/Methylorubrum do produkcji N-acylohomoserynowych czasteczek laktonowych,
bedacych autoinduktorami w procesie quorum sensing bakterii Gram ujemnych (podrozdziat
4.3.8). Wykazano, ze tylko szczep Methylorubrum sp. MV6II charakteryzowat si¢ wytwa-
rzaniem AHL w obecnosci wskaznikowego szczepu Chromobacterium violaceum CV026.
Fakt ten przeczy wczesniejszym doniesieniom, w ktorych zdolnos$¢ do oddziatywan typu
guorum sensing uznaje si¢ za cech¢ powszechng wérod bakterii nalezacych do grupy Met-
hylobacterium sensu lato, co zauwazaja Poonguzhall i wsp. (2007). Jednocze$nie wskazuja
oni, ze nie wszystkie czasteczki sygnatowe w procesie quorum sensing, produkowane przez
szczepy nalezace do rodzaju Methylobacterium, stymuluja proces produkcji wiolacyny przez
szczep Ch. violaceum CV026 (Poonguzhall i in., 2007). Co wigcej, Wallace i wsp. (2023)
wykazali, ze w przypadku szczepu Methylobacterium fujisawaense DSM5686 autoinduk-
tory zaangazowane w oddziatywania quorum sensing w sposob negatywny wptywaty na
zdolnos¢ tej bakterii do ruchu, co znajduje odzwierciedlenie rowniez w niniejszych bada-
niach (zdolny do produkcji autoinduktorow szczep Methylorubrum sp. MV6lII jako jedyny
charakteryzowat si¢ brakiem zdolnosci do aktywnego ruchu). Wskazuje to na konieczno$¢

pogtebionych badan w celu wyjasnienia mechanizmoéw zwigzanych ze zdolnoscia badanych
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szczepow do oddziatywan typu quorum sensing, w tym do eksperymentalnego okreslenia
chemicznego charakteru ewentualnie produkowanych autoinduktorow.

Oddziatywania typu QS, stanowigce forme ,.komunikacji” pomiedzy komoérkami bak-
terii, odgrywaja niebagatelng role w procesie formowania biofilmu bakteryjnego (Li i Zhao,
2020). Nalezy wiec podkresli¢, ze posrednim argumentem, wskazujacym na zdolno$¢ do
oddziatywan typu quorum sensing jest takze — wykazana w przypadku wszystkich szczepow
z grupy Methylobacterium sensu lato — zdolnos¢ do tworzenia biofilmu. Na podstawie zroz-
nicowania potencjatu bakterii do tworzenia tej struktury oraz analizy przezywalnos$ci bakte-
rii w biofilmie wykazano, ze wszystkie szczepy z rodzajow Methylobacterium lub Methylo-
rubrum cechowaty si¢ zréoznicowanym potencjatem do tworzenia biofilmu oraz przezywal-
nosci w tej strukturze (podrozdziat 4.3.9). Wlasciwosci te wydaja si¢ powszechne w przy-
padku szczepdw tej grupy bakterii (Yano i in., 2013; Kovaleva 1 in., 2014; Tsagkari 1 in.,
2017).

Uzytecznos$¢ aplikacyjna bakterii endofitycznych o korzystnych wiasciwosciach wo-
bec gospodarza roslinnego stoi u podstaw wykorzystywania w rolnictwie wyselekcjonowa-
nych szczepow, charakteryzujacych si¢ zdolnoscig do bezposredniego lub posredniego pro-
mowania wzrostu roslin (Afzal 1 in., 2019; Glick i in., 2020a). W$rod dobroczynnych wta-
sciwosci bakterii endofitycznych, wazne miejsce zajmuje zdolno$¢ do deaminacji kwasu 1-
aminocyklopropano-1-karboksylowego, co w sposob bezposredni zwigksza odpornos¢ ro-
$lin na stresory biotyczne i abiotyczne oraz umozliwia roslinie dostep do przyswajalnych
form azotu (Glick, 2014; Khan i in., 2016; Orozco-Mosqueda i in., 2020). Przeprowadzono
analiz¢ genetyczng z wykorzystaniem techniki PCR w celu oceny obecnosci w genomach
bakterii z rodzajow Methylobacterium oraz Methylorubrum genu acdS kodujacego deami-
naz¢ ACC (podrozdziat 4.2.6). Przeprowadzona wizualizacja produktow PCR w 1 % zelu
agarozowym ujawnita, ze wszystkie badane szczepy charakteryzuja si¢ wystepowaniem w
genomach fragmentow odpowiadajacych wielkoscig sekwencji genu acdS. Ze wzgledu na
trudno$ci w procesie sekwencjonowania, jedynie w przypadku pigciu szczepow, tj. Methy-
lobacterium sp. Red Cyt, Methylobacterium sp. Red Mix |, Methylobacterium sp. 124, Met-
hylorubrum sp. C44s i Methylorubrum sp. MV6II, uzyskano odczyty sekwencji, ktorych
analiza filogenetyczna wykazata, iz sa to docelowo poszukiwane fragmenty genu acdS. W
kolejnym etapie przeprowadzono oceng¢ zdolnosci do wykorzystywania ACC jako jedynego
zrédta azotu (podrozdziat 4.3.10). Badaniami objeto wszystkie dwadziescia sze$¢ szczepow.

Stwierdzono, ze wszystkie szczepy grupy Methylobacterium sensu lato charakteryzuja si¢
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zdolnoscig do deaminacji ACC, co potwierdza wyniki przeprowadzonej analizy genetycz-
nej. W przypadku rodzaju Micromonospora, zaden z badanych dziewigtnastu szczepodw nie
wykazat zdolnos$ci do wykorzystywania ACC jako zrédta azotu, chociaz jak pokazuja bada-
nia, bakterie nalezace do rodzaju Micromonospora moga wykazywac¢ zdolnos¢ do deamina-
cji ACC, tak jak chociazby endofityczny szczep Micromonospora chalcea UAEL (Tarabily
I in., 2019) czy pozyskane z gleby w rejonie Jiangsu (Chiny) izolaty Micromonospora sp.
(Gong i in., 2018).

Wykazujace zdolnos¢ do rozktadu ACC szczepy z grupy Methylobacterium sensu lato
poddano ilosciowej ocenie zdolnosci do wykorzystywania ACC jako jedynego zrddta azotu.
Wykazano, ze wszystkie badane szczepy cechujg si¢ zblizonymi warto$ciami charakteryzu-
jacymi zdolnos¢ do dekompozycji ACC, wykorzystujac od 0,83 do 1,08 mM ACC w czasie
szesciodniowej inkubacji (podrozdziat 4.3.10). Wiasciwos¢ tg potwierdzono réwniez u in-
nych bakterii nalezacych do rodziny Methylobacteriaceae (Madhaiyan i in., 2006a; Madha-
iyan i in., 2007a; Yimi in., 2013).

Niemniej istotng i wysoce pozadang cecha endofitycznych bakterii promujacych
wzrost roslin jest zdolno$¢ do wigzania azotu czasteczkowego i udostepnianie go w formie
przyswajalnej dla roslin (Nag i in., 2020; Rana 1 in., 2023). Szczepy nalezace do rodzajow
Methylobacterium oraz Methylorubrum poddano analizie genetycznej z wykorzystaniem
techniki PCR (podrozdziat 4.2.6). Jedynie w przypadku szczepéw Methylobacterium sp. Red
Cyt oraz Methylorubrum sp. C2IIIs wykazano obecnos¢ genu nifH kodujacego biatko Fe,
wchodzace w sktad enzymu wigzacego azot. W przypadku szczepu Methylorubrum sp.
C2IIIs ponownie natrafiono na problemy z sekwencjonowaniem produktoéw PCR, mimo
wielokrotnych prob amplifikacji docelowej sekwencji. Problem probowano rozwigzaé wy-
korzystujac rozne komercyjne mieszaniny reakcyjne, zawierajace rozne odmiany enzymu
polimerazy; ponadto do mieszaniny reakcyjnej dodawano zwigzki chemiczne utatwiajace
amplifikacje tzw. trudnych matryc (DMSQO, betaina; Jensen 1 in., 2010) oraz modyfikowano
warunki reakcji sekwencjonowania. Ponadto, amplifikacje i sekwencjonowanie problema-
tycznych sekwencji zlecano firmie zewngtrznej (Genomed S.A, Warszawa), rowniez bez
powodzenia. W tej sytuacji wydaje sig, ze skutecznym narz¢dziem, umozliwiajacym pozy-
skanie sekwencji nukleotydowych bytoby przeprowadzenie sekwencjonowania petnych ge-
nomow.

Ewaluacj¢ zdolnosci wszystkich dwudziestu szesciu szczepow do wigzania azotu at-

mosferycznego przeprowadzono wg metody Baldaniego i wsp. (2014), oceniajac zdolno$¢
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bakterii do wzrostu w potptynnych podtozach bez dodatku azotu (podrozdziat 4.3.11). Uzy-
skane wyniki wskazuja, ze jedynie szczep Methylobacterium sp. Red Cyt charakteryzowat
si¢ dodatnim wynikiem testu. W przypadku szczepu Methylorubrum sp. C2I1Is zaobserwo-
wano zdolno$¢ do wzrostu po pierwszym pasazu. Ze wzgledu na brak wzrostu po drugim
oraz trzecim pasazu, test uznano za negatywny, jednak w §wietle analizy produktow PCR
uznano, ze otrzymany w przypadku tego szczepu wynik nie powinien by¢ interpretowany
jako jednoznacznie negatywny; dlatego badany szczep wykorzystano w badaniach in planta.

Zdolnos¢ do wigzania azotu atmosferycznego przez bakterie z grupy Methylobacte-
rium sensu lato zostata opisana w literaturze (Jourand i in., 2004; Raja i in., 2006; Madhaiyan
iin., 2015). W przypadku bakterii nalezagcych do rodzaju Micromonospora uznaje si¢, ze
bakterie te moga wykazywac zdolnos¢ do wigzania azotu atmosferycznego (Valdés 1 in.,
2005; Trujillo i in., 2010). Ponadto, jak donosza Kaewkla i wsp. (2021), wyizolowany z
korzeni sosny szczep Micromonospora veneta charakteryzuje si¢ wystepowaniem w geno-
mie genow odpowiedzialnych za redukcje azotu atmosferycznego, co wskazuje na potencjat
tego szczepu do wigzania azotu atmosferycznego in vivo. Te ceche autorzy potwierdzili in
vitro w podtozu NFDb, stosujgc test wzrostowy Baldaniego i wsp. (2014). Te metode wyko-
rzystano rOwniez w niniejszej rozprawie stosujac zmodyfikowane podtoze NFb z mannito-
lem jako zrodtem wegla i energii oraz z czerwienig fenolowg zamiast biekitu bromotymolo-
wego, (btekit bromotymolowy hamowat wzrost badanych bakterii; dane nieprezentowane).
Z drugiej strony Martinez-Hidalgo i wsp. (2014), badajac endofityczne izolaty nalezace do
rodzaju Micromonospora ocenili, ze badane przez nich bakterie nie wigzg azotu atmosfe-
rycznego oraz nie wykazuja zdolnosci do wzrostu w podtozu poiptynnym, pozbawionym
azotu, co potwierdzito si¢ dla wszystkich dziewi¢tnastu przebadanych szczepow reprezen-
tujgcych rodzaj Micromonospora.

Kolejnym mechanizmem, zaangazowanym w promowanie wzrostu gospodarza roslin-
nego przez bakterie endofityczne jest zdolno$¢ do produkcji kwasu indolilo-3-octowego
(IAA), bedacego waznym hormonem ro$linnym, odpowiadajacym w gtownej mierze za
wzrost wydtuzeniowy ros$lin (Etesami i in., 2015; Afzal i in., 2019; Orozco-Mosqueda i in.,
2023). Analiza zdolno$ci badanych bakterii do produkcji IAA wykazata, ze wszystkie
szczepy cechuje zdolno$¢ do produkcji IAA z wykorzystaniem tryptofanu jako substratu
(podrozdziat 4.3.12). Cecha ta jest stosunkowo powszechnym mechanizmem, charaktery-
stycznym dla bakterii promujacych wzrost, w tym bakterii nalezacych do omawianych w tej
rozprawie rodzajow (Lee 1 in., 2004; Shutsrirung i in., 2013; Martinez-Hidalgo i in., 2014,

Pattnaik i in., 2017). Jednoczes$nie wykazano, ze zaden z badanych szczepow nie wykazat
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zdolnos$ci do produkcji indolu, aktywnego biologicznie zwigzku o wlasciwosciach zwigza-
nych z promowaniem wzrostu ros$lin oraz ich ochrong przed patogenami (Sun i in., 2023).
Brak zdolno$ci badanych szczepoéw z rodzajow Methylobacterium, Methylorubrum oraz Mi-
cromonospora do produkcji indolu znajduje odzwierciedlenie w literaturze (Nimaichand i
in., 2013; Green, 2015; Green i Ardley, 2018; Kim i in., 2020Db).

Kolejnym mechanizmem zwigzanym z posrednim promowaniem wzrostu roslin,
szczegollnie istotnym z punktu widzenia fitoremediacji wspomaganej mikroorganizmami,
jest tolerancja na zawarte w podtozu metale ciezkie oraz zdolno$¢ do produkcji metaloforow
utatwiajgcych sekwestracje tych pierwiastkow (Gatgzka i in., 2015; Glick, B.R., 2020b; Or-
tazar 1 in., 2020). Oceniono stopien tolerancji dwudziestu sze$ciu badanych szczepdéw na
zawarto$¢ jonow arsenu, glinu 1 miedzi w podtozu (podrozdziat 4.3.13). Wykazano, ze sie-
dem szczepow z grupy Methylobacterium sensu lato oraz dziewig¢¢ szczepow z rodzaju Mi-
cromonospora charakteryzowalo si¢ zdolnoscig do wzrostu na podiozach zawierajacych
jony badanych metali/potmetali w roznych stezeniach molowych. Bakterie charakteryzo-
waly si¢ najwyzszg tolerancjg na zawartos¢ jondw arsenu w podtozu — w przypadku szesciu
szczepow nalezgcych do grupy Methylobacterium sensu lato oraz trzech szczepow nalezg-
cych do rodzaju Micromonospora wykazano zdolno$¢ bakterii do wzrostu na podtozu za-
wierajgcym 18 mM jondéw arsenu. W przypadku jondéw miedzi oraz glinu, badane szczepy
wykazaty tolerancje na stezenia tych metali w podtozu w zakresie 1-2 mM, co $wiadczy o
stosunkowo niewielkiej tolerancji na te pierwiastki. Wyjatkiem byt szczep Methylobacte-
rium sp. Red Mix I, ktérego tolerancja na zawarto$¢ jonow miedzi w podtozu si¢gata 6 mM.

Przedstawione doniesienia znajdujg odzwierciedlenie w literaturze; jak wskazali Do-
urado i wsp. (2012), bakterie nalezace do rodzaju Methylobacterium mogg charakteryzowac
si¢ tolerancja na wysokie stezenie jondw arsenu, kadmu i otlowiu. Podobne wnioski wysnuli
de Marco i wsp. (2004), ktorzy udowodnili tolerancj¢ roznych szczepow nalezacych do ro-
dzaju Methylobacterium na obecno$¢ jonow otowiu oraz arsenu. Szczepy nalezace do grupy
Methylobacterium sensu lato mogg rowniez charakteryzowac si¢ tolerancjg na zawarto$¢
jondw miedzi, o czym donosza Koo i Cho (2007) oraz Dévalos i Garcia-de Los Santos
(2023). Z kolei o potencjale bakterii nalezacych do rodzaju Micromonospora do wzrostu w
srodowisku zawierajagcym metale cigzkie §wiadcza przedstawione przez Ortuzar i WSp.
(2020) wyniki badan in silico, ktore ujawnity obecno$¢ w genomach wigkszosci badanych
przez badaczy szczepow z rodzaju Micromonospora, od kilku do kilkudziesigciu genow
zwigzanych z oporno$cia na obecno$¢ metali cigzkich. Ponadto, wlasciwosci te zostaty row-

niez potwierdzone w testach in vitro oraz in planta. Co wazne, owe korzystne wtasciwosci

195



Dyskusja

zwigzane z tolerancja na obecno$¢ metali cigzkich wydaja si¢ by¢ cechg charakterystyczng
dla wybranych gatunkow, czy nawet szczepdw, co potwierdzajg rowniez niniejsze wyniki
badan, w ktorych wykazano, ze obok szczepdéw charakteryzujacych si¢ wysokim stopniem
tolerancji na r6zne metale wystepuja réwniez szczepy charakteryzujace si¢ catkowitg wraz-
liwoscig na obecnos¢ szkodliwych pierwiastkéw w podiozu. Warto zauwazy¢, ze ze wzgledu
na wysoki stopien tolerancji na obecno$¢ wybranych metali cigzkich, w przypadku szesciu
szczepow nalezacych do grupy Methylobacterium sensu lato oraz trzech nalezacych do ro-
dzaju Micromonospora, stusznym wydaje si¢ przeprowadzenie szerszej analizy badawczej
w celu okreslenia mechanizméw zaangazowanych w zwigkszanie tolerancji na zawarto$¢
jondéw arsenu 1 miedzi w podtozu. Kierunek ten wydaje si¢ szczegdlnie wazny ze wzgledu
na powszechnie wykorzystywane w uprawach ogrodniczych pestycydy zawierajace w
swoim sktadzie zwigzki miedzi jako substancje czynne, ktorych pozostatosci moga zalegac
w ekosystemach rolniczych. Warto wspomniec¢, iz jeszcze do niedawna w rolnictwie stoso-
wano pestycydy (w tym zaprawy nasienne) zawierajgce arsen (Kaczmarek-Cichosz in.,
2011; Tomassi-Morawiec i in., 2016).

Oceniono zdolno$¢ siedmiu szczepdéw nalezgcych do grupy Methylobacterium sensu
lato oraz dziewigtnastu szczepow nalezgcych do rodzaju Micromonospora do produkcji si-
deroforow, zwigzkow ulatwiajgcych przyswajanie jondéw zelaza w warunkach niedoboru
tego pierwiastka. Ponadto okreslono zdolno$¢ tych bakterii do produkcji metaloforéw umoz-
liwiajacych chelatowanie jonow miedzi, glinu lub arsenu. Zdolno$¢ do syntezy metaloforow
przektada si¢ na zwickszanie tolerancji roslin na te pierwiastki, zaliczane do tzw. metali
ciezkich. W tym celu postuzono si¢ zmodyfikowang metodg wykorzystujacg podtoze mini-
malne CAS zawierajace jony Fe, Cu, Al lub As (podrozdziat 4.3.14). Wykazano, ze sposrod
siedmiu szczepoéw nalezacych do grupy Methylobacterium sensu lato jedynie szczep Methy-
lobacterium sp. Red Mix I cechowat si¢ zdolnoscig do wytwarzania metaloforéw umozli-
wiajacych chelatowanie jonéw miedzi, glinu i arsenu. Dodatkowo, badania dotyczace wraz-
liwosci na rozne stezenia metali cigzkich w podiozu wykazaty, ze szczep ten charakteryzo-
wat sie rowniez zdolno$cia do wzrostu na podtozach zawierajacych jony miedzi, glinu oraz
arsenu odpowiednio w stezeniu 6 mM, 2 mM i1 18 mM. Juma i1 wspdtpracownicy (2022) na
podstawie przeprowadzonych in silico analiz, stwierdzili, Ze w genomach bakterii z rodzaju
Methylobacterium wystepuja rozne klastry genow zwiagzanych z produkcja sideroforéw, co
moze $wiadczy¢ o zdolno$¢ tych szczepow do chelatowania réznych metali. Ci sami autorzy

wykazali rbwniez, iz w obrebie rodzajow Methylobacterium oraz Methylorubrum wystepuja

196



Dyskusja

szczepy, ktore nie posiadajg gendw zwigzanych z produkcja metaloforow (dziewigé z szesé-
dziesieciu przebadanych), co potwierdzaja wyniki przedstawione w niniejszej pracy. Row-
niez wedtug badan przeprowadzonych przez Taniego i wsp. (2012), mniej niz 40 % przeba-
danych przez nich szczepoéw nalezgcych do rodzaju Methylobacterium charakteryzowato si¢
zdolnoscig do wytwarzania sideroforow.

Wszystkie przebadane szczepy nalezace do rodzaju Micromonospora (dziewigtnascie
szczepOw) charakteryzowato si¢ zdolnoscig do produkcji metaloforéw umozliwiajacych
chelatowanie jonow zelaza, miedzi, glinu 1 arsenu (podrozdziat 4.3.14). Najwicksze srednie
strefy przebarwien odnotowano w przypadku podloza CAS zawierajagceg0 jony arsenu, co
swiadczy o najwiekszym powinowactwie wytwarzanych przez te szczepy metaloforow do
tego wlasnie pierwiastka. W przypadku szczepow Micromonospora sp. 33, Micromono-
spora sp. 43, Micromonospora sp. 48, Micromonospora sp. 50, Micromonospora sp. 53,
Micromonospora sp. 55 oraz Micromonospora sp. 5052 zdolno$¢ do produkcji metaloforow
wigzacych arsen idzie w parze ze zdolnos$cig do wzrostu na podtozach zawierajacych arsen
w podtozu (9-18 mM; podrozdziat 4.3.13), co wydaje si¢ szczegdlnie uzyteczne w przy-
padku wykorzystania tych bakterii w procesach bioremediacji czy fitoremediacji wspoma-
ganej mikroorganizmami. Zdolno$¢ szczepow z rodzaju Micromonospora do wytwarzania
roznych metaloforéw, chelatujagcych m.in. jony arsenu, miedzi, kobaltu, rteci, molibdenu,
niklu, wanadu czy cynku, potwierdzono réwniez w badaniach przeprowadzonych przez Or-
tazar 1 wsp. (2020), Riesco 1 wsp. (2022) czy Wu i wsp. (2022).

Bakterie endofityczne moga w sposéb bezposredni promowac wzrost roslin poprzez
udostepnianie roslinom sktadnikéw mineralnych, czg¢sto znajdujacych si¢ w obrgbie ryzos-
fery w formie niedostepnej lub trudno dostgpnej dla roslin. Bakterie te, dzigki wiasciwym
sobie cechom biochemicznym, uczestniczag m.in. w uptynnianiu trudno rozpuszczalnych
zwigzkow chemicznych czy dekompozycji organicznych polimerow, takich jak celuloza
(Puri i in., 2020; Tang i in., 2020; Eid i in., 2021). Oceniono, ze trzy spo$rod dwudziestu
sze$ciu badanych szczepow, mianowicie: Methylobacterium sp. Red Mix I, Methylorubrum
sp. MV6II oraz Micromonospora sp. 230 cechujg si¢ zdolnosciag do rozpuszczania nieorga-
nicznej formy fosforu w postaci Caz(POa4)2 zawartego w podtozu (podrozdziat 4.3.15). Co
wigcej, wykazujace zdolnos$¢ do rozpuszczania Caz(POas)2 szczepy charakteryzujg si¢ takze
zdolnos$cia do produkcji enzymdéw uczestniczacych w uwalnianiu jonéw fosforanowych ze
zwigzkow organicznych, co udowodniono w tescie API ZYM (podrozdziat 4.3.3): kwasna
fosfataza — szczepy Methylobacterium sp. Red Mix I, Methylorubrum sp. MV6II oraz Mi-
cromonospora sp. 230; fosfohydrolaza naftylo-AS-Bl — szczepy Methylorubrum sp. MV6lI|
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oraz Micromonospora sp. 230; fosfataza alkaliczna — szczep Micromonospora sp. 230 (pod-
rozdziat 4.3.3). Stosunkowo niewielka liczba szczepow wykazujaca zdolno$¢ do rozpusz-
czania nieorganicznego zwigzku Cas(POs)2 sugeruje, iz cecha ta nie jest powszechnie wy-
stepujaca wlasciwosciag wsrod bakterii nalezacych do omawianych rodzajow. Wniosek ten
znajduje odzwierciedlenie w literaturze: Poorniammal i wsp. (2009) wykazali, ze Zzaden z
czterech badanych przez tych autorow szczepdéw z rodzaju Methylobacterium nie wykazat
zdolnos$ci do rozpuszczania nieorganicznych fosforanow zawartych w podtozu Pikovskaya.
Podobnie Palaniappan 1 wsp. (2010) wykazali brak zdolnosci endofitycznego, pozyskanego
z brodawek korzeniowych roslin z rodzaju Lespedeza, szczepu Methylobacterium fujisawa-
ense do rozpuszczania nieorganicznych fosforanow. Z kolei Ishak 1 wsp. (2021), oceniajac
zdolno$¢ trzech szczepow z rodzaju Methylobacterium do rozpuszczania Cas(POs). wyka-
zali, ze dwa badane szczepy charakteryzowatly si¢ wynikiem pozytywnym w tescie na roz-
ktad fosforanow na podtozu Pikovskaya, natomiast trzeci szczep, chociaz cechowat si¢ bra-
kiem zdolnos$ci do rozpuszczania nieorganicznych fosforanow na podtozu Pikovskaya, ce-
chowal si¢ wynikiem pozytywnym tego testu na podtozu NBRIP, zawierajagcym glukoze
jako gtowne zrodto wegla i energii oraz nierozpuszczalne fosoforany. Taki wynik moze su-
gerowac, iz zdolnos¢ szczepow z rodzaju Methylobacterium/Methylorubrum do rozpuszcza-
nia Caz(PO4).in vitro jest uzalezniona od sktadu chemicznego podtoza, co sugeruje koniecz-
nos¢ poglebionej analizy zwigzanej ze zdolnoscig badanych szczepow nalezacych do grupy
Methylobacterium sensu lato do rozpuszczania trudno rozpuszczalnego zwigzku Caz(POa)a.

Sposrod dziewietnastu badanych szczepow z rodzaju Micromonospora, jedynie szczep
Micromonospora sp. 230 charakteryzowat si¢ zdolnoscig do rozpuszczania fosforanu (V)
wapnia na podtozu Pikovskaya (podrozdziat 4.3.15). Uzyskane wyniki pokrywaja si¢ z da-
nymi literaturowymi, mi¢dzy innymi w badaniach Insuk i wsp. (2020) wykazano, ze sposrod
szeSciu badanych szczepow nalezacych do rodzaju Micromonospora, zaden nie wykazat
zdolnosci do rozpuszczania Caz(PO4)2 na tym podtozu. Podobne rezultaty prezentuja Hima-
man i wsp. (2016), wykazujac, brak zdolnosci u wszystkich o$miu badanych izolatow Mi-
cromonospora do rozpuszczania nieorganicznych fosforanéw. Nalezy jednak zaznaczy¢, ze
istniejg doniesienia o szczepach rodzaju Micromonospora, ktore cechuja si¢ zdolnoscig do
rozpuszczania trifosforanéw (Hamdali 1 in., 2008; Sinma i in., 2015).

Endofityczne szczepy bedace przedmiotem tej rozprawy oceniono pod katem zdolno-
Sci do produkcji enzymdw celulolitycznych oraz proteolitycznych (podrozdziaty 4.3.16 oraz

4.3.17). Wykazano, ze wszystkie badane szczepy, tj. siedem szczepdéw nalezacych do grupy
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Methylobacterium sensu lato oraz dziewigtnascie szczepdw nalezacych do rodzaju Micro-
monospora cechowato si¢ zdolnoscig do rozktadu karboksymetylocelulozy (CMC) zawartej
w podtozu. O zdolnosci bakterii nalezacych do omawianych rodzajéw do degradacji CMC
$wiadczg liczne doniesienia literaturowe (Jayashree i in., 2011; Hu i in., 2014; Chen i in.,
2020; Zhang i in., 2020). Produkcja enzymow celulolitycznych przez bakterie endofityczne
swiadczy o potencjale tych szczepow do kolonizacji ro$lin, co niejednokrotnie zwigzane jest
z koniecznos$cig miejscowej degradacji tkanek okrywajacych rosliny, zbudowanych w gltow-
nej mierze z celulozy (Spadaro i Droby, 2016).

Zdolnos¢ bakterii do rozktadu biatka wykazano natomiast w przypadku siedemnastu
szczepow nalezacych do rodzaju Micromonospora (podrozdziat 4.3.17). Wszystkie przeba-
dane szczepy nalezace do grupy Methylobacterium sensu lato oraz szczepy Micromono-
spora sp. 5056 i Micromonospora sp. N5 nie wykazywaty zdolnosci do rozktadu biatka za-
wartego w podtozu. Dane literaturowe wskazuja, ze brak zdolnosci do rozktadu biatka jest
cechg powszechnie wystepujacg u bakterii rodzaju Methylobacterium oraz Methylorubrum
(Jiang i in., 2020; Kim i in., 2020a; Kim i in., 2020b) co pozostaje w zgodzie z wynikami
przedstawionymi w tej pracy. W przypadku szczepéw Micromonospora sp. 5056 oraz Mi-
cromonospora sp. N5, brak zdolnosci do rozktadu mleka zdaje si¢ przeczy¢ wynikom uzy-
skanym z wykorzystaniem komercyjnych testow APl ZYM (bioMérieux) (podrozdziat
4.3.3). Test API ZYM wykazat bowiem, ze obydwa szczepy wykazujg zdolnos$¢ do produk-
cji roznych enzymow uczestniczacych w hydrolizie wigzan w biatkach. Ta niezgodno$¢ mie-
dzy wynikami doswiadczen, tj. testu na podtozu z mlekiem oraz API ZYM moze by¢ zwia-
zana ze sktadem chemicznym wykorzystanego w niniejszych badaniach podtoza mikrobio-
logicznego. Jak wykazali eksperymentalnie Chen i wsp. (2004), obecno$¢ w podtozu ami-
nokwaséw wytwarzanych w wyniku kwasnej hydrolizy kazeiny moze ogranicza¢ produkcje
enzymoOw proteolitycznych (zwiazki te wchodzily w sktad wykorzystanego podtoza; pod-
rozdziat 3.1.5). Ponadto jak wykazali Kaewkla i wsp. (2021), nie wszystkie szczepy nalezace
do rodzaju Micromonospora charakteryzuja si¢ zdolnoscia do rozktadu biatek na podtozu z
odttuszczonym mlekiem w proszku.

Oceniono réwniez zdolnos$¢ badanych szczepéw do wzrostu w podlozu zawierajacym
olej napedowy jako jedyne zrodto wegla (podrozdziat 4.3.18). Wykazano, ze wszystkie
szczepy nalezace do grupy Methylobacterium sensu lato oraz dziewigé z dziewigtnastu ba-
danych szczepow nalezacych do rodzaju Micromonospora charakteryzowato si¢ zdolnoscia
do wykorzystywania weglowodorow wchodzacych w sktad oleju napgdowego jako jedy-

nego zrodia wegla 1 energii. Wyniki te znajduja potwierdzenie w dostepnej literaturze, gdzie
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juz wczesniej opisywano zdolnos¢ bakterii z omawianych rodzajow do rozktadu ropopo-
chodnych weglowodoréow (Salam i in., 2015; Tirandaz i in., 2019; Harumain i in., 2023).
Ponadto, szczepy Micromonospora sp. 5056 oraz Micromonospora sp. N5, charakteryzujace
si¢ najwicksza efektywnos$cia wzrostu w podtozu zawierajacym olej napedowy jako jedyne
zrodto wegla, oceniono pod katem zdolno$ci do wykorzystywania weglowodordéw obecnych
w przepracowanym oleju silnikowym (podrozdziat 4.3.18). W przypadku obydwu szczepow
zaobserwowano wzrost w podtozu zawierajacym przepracowany olej silnikowy, co wska-
zuje na potencjat szczepéw Micromonospora sp. 5056 oraz Micromonospora sp. N5 do de-
gradacji zwigzkoéw wchodzacych w sktad oleju silnikowego. Cecha ta, istotna z punktu wi-
dzenia remediacji terenow skazonych, zostata juz wezesniej potwierdzona w literaturze m.in.
dla promieniowcow z rodzaju Micromonospora (Idemudia i in., 2014; Tirandaz i in., 2019).
Stusznym wydaje si¢ przeprowadzenie dalszych badan, majacych na celu kompleksowe wy-
jasnienie mechanizméw zaangazowanych w proces wykorzystywania weglowodorow za-
wartych w przepracowanym oleju silnikowym przez szczepy Micromonospora sp. 5056 i
Micromonospora sp. N5, a takze analiza metabolitow bgdacych produktami przemian zwia-
zanych z wykorzystywaniem weglowodorow przez te bakterie.

Istotng cechg bakterii endofitycznych jest zdolnos¢ do hamowania wzrostu mikroor-
ganizmow fitopatogennych. Cechg tg zalicza si¢ do tzw. posrednich mechanizméw promo-
wania wzrostu roslin, za$ endofityczne szczepy wykazujgce antagonizm wobec fitopatogen-
nych bakterii czy grzybéw mogg zosta¢ wykorzystane w ochronie roslin jako tzw. biopesty-
cydy (Aravind i in., 2009; Narayanan i Glick, 2022). Jednym z mechanizmow §wiadczacych
o potencjale bakterii do hamowania wzrostu fitopatogenow jest produkcja cyjanowodoru
(Ramette i in., 2006; Sehrawat i in., 2022). Stwierdzono, ze zaden z badanych szczepow
nalezacych do rodzajow Methylobacterium, Methylorubrum oraz Micromonospora nie wy-
twarzal cyjanowodoru z wykorzystaniem glicyny jako substratu (podrozdziat 4.3.19). Po-
dobne rezultaty, wskazujace na brak zdolnosci do wytwarzania cyjanowodoru przez rdzne
szczepy nalezace do omawianych rodzajow zostaly opisane w literaturze (Poorniammal i in.,
2009; Ghodhbane-Gtari i in., 2010; Radha i in., 2017; Joel i in., 2023).

Przeprowadzono ocene¢ zdolnosci badanych szczepéw do hamowania wzrostu wybra-
nych fitopatogenéw bakteryjnych 1 grzybowych, z wykorzystaniem tzw. metody podwdj-
nych kultur na podtozu agarowym (podrozdziat 4.4). Analiza wykazala, Ze Zaden z badanych
szczepOw bakterii endofitycznych nie wykazal zdolnosci do hamowania wzrostu fitopatoge-

now w temperaturze 20 °C. W temperaturze 28 °C, trzy szczepy nalezace do grupy Methy-
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lobacterium sensu lato oraz szes$¢ szczepow nalezacych do rodzaju Micromonospora wyka-
zato potencjal do hamowania wzrostu badanych fitopatogenéw. Szczep Methylobacterium
sp. Red Cyt hamowat wzrost czterech z pigciu badanych fitopatogennych bakterii (A. tume-
faciens C58, X. vesicatoria NCCB 92059. P. syringae pv. syringae 2905 oraz P. atrosepti-
cum NCCB 100429). Szczepy Methylorubrum sp. 1117 oraz Methylorubrum sp. MV6I1 ha-
mowaly wzrost odpowiednio A. tumefaciens C58 oraz P. syringae pv. syringae 2905. Do-
niesienia o wlasciwosciach antagonistycznych wobec fitopatogenow, cechujacych szczepy
nalezacych do rodzaju Methylobacterium znajdujg odniesienie w literaturze (Poorniammal,
1 1n., 2009; Grossi 1 in., 2020; Photolo 1 in., 2020) 1 dotyczg zar6wno antagonizmu wobec
mikroorganizmow fitopatogennych (Phytophthora infestans, Fusarium oxysporum, Pythium
aphanidermatum czy Sclerotium rolfsii) jak i mikroorganizmoéw chorobotworczych dla ludzi
(Bacillus subtilis, Pseudomonas aeruginosa czy Candida albicans).

W przypadku bakterii nalezacych do rodzaju Micromonospora eksperymentalnie wy-
kazano, ze bakterie nalezace do tego rodzaju moga charakteryzowac si¢ zdolnoscig do su-
presji mikroorganizmow fitopatogennych (Zhao 1 in., 2011; Talukdar 1 in., 2012; Gangwar 1
in., 2014; Radha i in., 2017). Przeprowadzone testy in vitro poprzedzono analizg obecnosci
w genomach tych bakterii genow NRPS, PKS | oraz PKS Il, kodujacych enzymy uczestni-
czace w syntezie poliketydow czy niekodowanych genomowo biatek (podrozdziat 4.2.6).
Zwiazki te, uczestniczagce w hamowaniu wzrostu i rozwoju innych mikroorganizmow, sta-
nowig gtowng grupe metabolitow wtornych produkowanych przez typ Actinobacteria (Var-
gas-Bautista i in., 2014; Komaki i in., 2021). Na podstawie przeprowadzonej analizy gene-
tycznej wykazano, ze cztery sposrod dziewigtnastu szczepow charakteryzowato si¢ obecno-
scig w genomach sekwencji genu NRPS, zas kolejne cztery szczepy posiadaty w genomach
sekwencje genu PKS I. W przypadku analizy sekwencji genu PKS 11, sze$¢ z dziewigtnastu
badanych szczepéw cechowato si¢ obecnoscig tego genu w genomach. Dwa z nich, tj. Mi-
cromonospora sp. 5052 i Micromonospora sp. 5056, wykazaty rowniez obecno$¢ sekwencji
genu PKS I. Wyniki przeprowadzonej analizy genetycznej czeSciowo pokrywaja si¢ z prze-
prowadzong in vitro oceng zdolnosci szczepéw z rodzaju Micromonospora do hamowania
wzrostu fitopatogendw bakteryjnych 1 grzybowych (podrozdziat 4.4). Wykazano, Ze szczepy
Micromonospora sp. 29, Micromonospora sp. 30, Micromonospora sp. 48, Micromono-
spora sp. 66, Micromonospora sp. 152 oraz Micromonospora sp. 230 wykazaty reakcj¢ po-
zytywna (hamowaly wzrost) przynajmniej jednego z przebadanych fitopatogenow. Sposrod

nich, szczepy Micromonospora sp. 29, Micromonospora sp. 30, Micromonospora sp. 152
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oraz Micromonospora sp. 230 charakteryzowaly si¢ obecno$cig w genomie sekwencji ge-
now NPRS lub PKS I, co moze $wiadczy¢ o potencjalnym udziale metabolitow wtornych
produkowanych przez te bakterie w zjawisku supresji wzrostu fitopatogenow. Nalezy jednak
zaznaczy¢, iz obecno$¢ klastrow genow NPRS, PKS |, czy PKS Il nie zawsze wiaze si¢ ze
zdolnos$cig do oddziatywan typu antagonistycznego (Abidin i in., 2018; Tistechok i in., 2021;
Yeiin., 2023).

Przeprowadzona in vitro ocena zdolnosci badanych szczepéw do hamowania wzrostu
fitopatogendw bakteryjnych i1 grzybowych wykazata zdolno§¢ wybranych szczepow naleza-
cych do rodzajow Methylobacterium, Methylorubrum oraz Micromonospora do ogranicza-
nia wzrostu mikroorganizmow fitopatogennych, charakterystycznych dla upraw rolniczych
1 ogrodniczych na terenie Polski. Znamiennym jest, iz cecha ta byta zalezna od temperatury,
w jakiej prowadzono hodowle badanych mikroorganizméw a takze sktadu chemicznego
podioza (dane nieprezentowane), co w przypadku antagonistycznych witasciwosci bakterii
zostalo wczesniej opisane w literaturze (Leifert i in., 1993; Aguilar i Klotz, 2010; Jiménez-
Delgadillo 1 in., 2018). Wykorzystanie tych bakterii lub ich metabolitow w ochronie roslin,
tj. ewentualna komercjalizacja w postaci tzw. biopestycydow, zakladataby koniecznos¢
przeprowadzenia kompleksowej charakterystyki wtasciwosci antagonistycznych szczepdéw
Methylobacterium sp. Red Cyt, Methylorubrum sp. 1117, Methylorubrum sp. MV6lI, Mi-
cromonospora sp. 29, Micromonospora sp. 30, Micromonospora sp. 48, Micromonospora
sp. 66, Micromonospora sp. 152 oraz Micromonospora sp. 230, nie wylgczajac testow in

planta.

5.4. Analiza zdolnosci badanych bakterii do realizowania mechanizmow

promowania wzrostu roslin in planta

Ewaluacja zdolnosci badanych bakterii do realizowania in vitro mechanizmow zwia-
zanych z promowaniem wzrostu ro$lin umozliwita wyselekcjonowanie szczepdéw charakte-
ryzujacych si¢ potencjatem do promowania wzrostu ro$lin in planta. W tym celu przepro-
wadzono doswiadczenia roslinne, majace na celu okresli¢ zdolno$¢ wybranych szczepow do
realizowania wspomnianych mechanizméw promowania wzrostu gospodarza roslinnego in
vivo (Ryan i in., 2008; ALKahtani i in., 2020; Gamalero i in., 2022; Khan i in., 2023). W
testach roslinnych uwzgledniono tacznie trzynascie szczepow bakterii endofitycznych, na-

lezacych do grupy Methylobacterium sensu lato (pig¢ szczepdéw) oraz do rodzaju Micromo-
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nospora (osiem szczepdéw) (podrozdziat 4.6.1). Szczepy te cechowaly si¢ zdolnoscia do re-
alizacji roznych mechanizmoéw charakterystycznych dla PGPB, co uwzgledniono na etapie
planowania badan in planta. W doswiadczeniach wykorzystano gatunki i odmiany ro$lin
uprawnych, charakterystycznych dla upraw rolniczych na terenie Polski: koniczyne bialg
(Trifolium repens L.) odm. Grasslands Huia, pszenice zwyczajng (Triticum aestivum L.)
odm. Foxx (odmiana ozima) oraz rzepak (Brassica napus L.) odm. Goliat (odmiana jara).

Oceniono wptyw inokulacji nasion koniczyny bialej oraz pszenicy zwyczajnej z wy-
korzystaniem wszystkich trzynastu szczepow na energie 1 zdolnos¢ kietkowania nasion psze-
nicy zwyczajnej oraz pszenicy ozimej (podrozdziat 4.6.1). Wykazano, ze dwa szczepy nale-
zace do rodzaju Methylobacterium, tj. Methylobacterium sp. 124 oraz Methylobacterium sp.
Red Mix | oraz trzy szczepy nalezace do rodzaju Micromonospora (Micromonospora sp. 66,
Micromonospora sp. 48 i Micromonospora sp. 5056) charakteryzowaty sie zdolno$cig do
indukowania procesu kietkowania nasion koniczyny biatej. W przypadku nasion pszenicy
ozimej, cztery z oSmiu badanych szczepow nalezgcych do rodzaju Micromonospora (Micro-
monospora sp. 230, Micromonospora sp. 55, Micromonospora sp. 48, Micromonospora sp.
N5) cechowato si¢ zdolnoscig do zwiekszania energii i zdolnosci kietkowania ziarniakow
pszenicy. Szczep Micromonospora sp. 48 charakteryzowat si¢ natomiast zdolno$cig do in-
dukowania procesu kietkowania zaréwno nasion koniczyny biatej, jak i pszenicy zwyczaj-
nej. Zdolnos$¢ do indukcji kietkowania nasion traktowanych zawiesinami szczepow bakterii
nalezacych do grupy Methylobacterium sensu lato oraz rodzaju Micromonospora wykazano
rowniez literaturze (Madhaiyan 1 in., 2005; Madhaiyan 1 in., 2006b; Meena i in., 2012;
Velazquez-Medina i in., 2022), co dowodzi o potencjale tych bakterii do zwigkszania energii
czy zdolnosci kietkowania réznych roslin, m.in. pszenicy zwyczajnej, trzciny cukrowej czy
orzachy podziemnej.

Nalezace do omawianych rodzajow bakterie, wykazujace zdolnos$¢ do realizacji me-
chanizméw promowania wzrostu ro$lin in vitro, mogg charakteryzowa¢ si¢ zdolnoscig do
promowania wzrostu roslin in planta. Pozytywne efekty dziatania bakterii endofitycznych
sg szeroko opisywane w literaturze. Grossi 1 wsp. (2020) wykazali potencjat endofitycznego
szczepu Methylobacterium sp. 2A do promowania wzrostu roslin rzodkiewnika pospolitego
Arabidopsis thaliana poddanych warunkom stresu solnego oraz do hamowania in planta
wzrostu fitopatogennego legniowca Phytophthora infestans. Abdul Rahim i Ishak (2022)
wykazali natomiast, iz szczepy bakterii zaklasyfikowane do rodzaju Methylorubrum wyka-
zaly zdolno$¢ do indukcji procesu kietkowania nasion fasoli (Vigna radiata). Torres Vera i

wsp. (2023) opisali korzystne wtasciwosci szczepu Methylobacterium symbioticum SB23,
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wykazujac zdolnos¢ tej bakterii do promowania wzrostu kukurydzy (Zea mays L.) oraz po-
ziomki (Fragaria vesca L.) poprzez wigzanie azotu atmosferycznego i udostepnianie go ro-
slinom. El-Tarabily i wsp. (2008) wykazali, ze badany przez nich szczep nalezacy do ga-
tunku Micromonospora endolithica charakteryzowat si¢ zdolnoscig do promocji wzrostu fa-
soli (Phaseolus vulgaris L.) uprawianej w warunkach duzej koncentracji jonow wapniowych
w glebie. Martinez-Hidalgo i wsp. (2015) udowodnili zdolno$¢ endofitycznego szczepu Mi-
cromonospora sp. ALFpr18c do indukcji systemicznej odpornosci (ISR) w roslinach pomi-
dora (Solanum lycopersicum L.), co przektadato si¢ na wyrazne ograniczenie objawow za-
razy ziemniaczane] na roslinach inokulowanych z wykorzystaniem zawiesiny badanego
szczepu. El-Tarabily 1 wsp. (2019) wykazali z kolei, ze endofityczny szczep Micromono-
spora chalcea UAE1, charakteryzujacy si¢ zdolnos$cig do produkcji deaminazy ACC, cecho-
wat si¢ zdolnoscig do promowania wzrostu swojego gospodarza, halofilnej rosliny — solanki
kartowatej (Salicornia bigelovii).

W niniejszej rozprawie, dziesie¢ szczepdw bakterii endofitycznych, trzy nalezace do
grupy Methylobacterium sensu lato oraz siedem nalezgcych do rodzaju Micromonospora,
poddano ocenie promowania wzrostu roslin koniczyny bialej oraz pszenicy ozimej, upra-
wianych w podtozu skomponowanym na bazie substratu torfowego (podrozdziat 4.6.2), oce-
niajgc wptyw inokulacji ros$lin zawiesinami badanych szczepow na dlugos¢ oraz Swiezg
mase czgsci nadziemnych. Wykazano, ze w przypadku roslin koniczyny biatej, inokulowa-
nych zawiesing szczepu Micromonospora sp. 5056, odnotowano istotny statystycznie wzrost
sredniej dtugosci pedow (o 22,9 % w stosunku do ros$lin kontrolnych), natomiast w przy-
padku ro$lin pszenicy zwyczajnej, inokulacja zawiesing szczepu Micromonospora sp. 48
pozwolita na uzyskanie statystycznie istotnego wzrostu sredniej dlugosci pedow wzgledem
kontroli (0 5,6 %).

W kolejnym do$wiadczeniu, rosliny koniczyny bialej poddano zabiegowi koinokulacji
z wykorzystaniem szczepow badanych w podrozdziale 4.6.2 oraz ryzobiowego szczepu Rhi-
zobium leguminosarum bv. trifolii TA1 (podrozdziat 4.6.3). Badane rosliny uprawiano w
podtozu skomponowanym na bazie substratu torfowego. Przeprowadzona analiza $redniej
dlugosci i $wiezej masy pedow wykazala, ze zaden z badanych szczepow endofitycznych w
polaczeniu ze szczepem ryzobiowym, indukujagcym brodawkowanie u badanych roélin, nie
powodowat istotnego statystycznie wzrostu $redniej dtugosci czy swiezej masy badanych
roslin.

Przeprowadzono réwniez ocen¢ zdolnosci badanych bakterii do kolonizacji tkanek

wewnetrznych badanych ro$lin koniczyny bialej oraz pszenicy zwyczajnej (podrozdziat
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4.6.4). Wykazano, ze izolacja mikroorganizméw endofitycznych z korzeni badanych roslin
wykazata obecno$¢ bakterii charakteryzujacych si¢ podobienstwem morfologii kolonii do
szczepow wykorzystanych uprzednio do inokulacji roslin przy braku bakterii w probie kon-
trolnej. W przypadku niektorych roslin, bakterie o typowej dla wyjsciowych szczepéw mor-
fologii kolonii wyizolowano rowniez z p¢dow nadziemnych lub brodawek korzeniowych,
co sugeruje zdolnos¢ badanych bakterii do kolonizacji wnetrza roslin.

Oceng zdolnosci szczepéw Methylobacterium sp. Red Cyt oraz szczepu Methyloru-
brum sp. C2I1Is do wigzania azotu atmosferycznego i udostepniania go roslinom koniczyny
biatej przeprowadzono w formie do$wiadczenia probéwkowego, w ktorym siewki koni-
czyny biatej uprawiano w zmodyfikowanym podtozu Hoaglanda, z ograniczong iloscig azotu
(podrozdziat 4.6.6). Stwierdzono, ze w przypadku siewek inokulowanych zawiesinami ba-
danych szczepow, nie zaobserwowano istotnego statystycznie wzrostu sredniej dtugosci czy
sredniej masy pedow koniczyny. Odnotowano natomiast, ze w przypadku roslin inokulowa-
nych zawiesinami badanych szczepow, $rednia dlugos$¢ 1 swieza masa korzeni roéznily sie
istotnie od $redniej dlugosci oraz swiezej masy korzeni roslin kontrolnych. W przypadku
sredniej dtugosci korzeni, wzrost dlugosci wzgledem kontroli wynosit 60 % oraz 62,5 %,
odpowiednio dla szczepow Methylobacterium sp. Red Cyt oraz Methylorubrum sp. C2l1ls.
Wzrost $redniej masy korzeni wzglgdem $redniej masy korzeni roslin kontrolnych wynosit
natomiast 70 % dla szczepu Methylobacterium sp. Red Cyt oraz 40 % dla szczepu Methylo-
rubrum sp. C2IIIs. W doswiadczeniu wykazano, ze badane szczepy promuja wzrost korzeni
badanych roslin, co przy braku efektu pozytywnego na przyrost zielonej masy roslin, nie
swiadczy o wigzaniu azotu atmosferycznego i udostepnianiu go roslinom.

Bakterie nalezace do rodzajow Methylobacterium oraz Micromonospora mogg cha-
rakteryzowac si¢ zdolnoscig do promowania wzrostu roslin w warunkach uprawy w glebie
zanieczyszczonej jonami metali ciezkich czy zwigzkami ropopochodnymi. Madhaiyan i
wsp. (2007b) wykazali, ze koinokulacja uprawianych w podtozu zanieczyszczonym jonami
kadmu i niklu roslin pomidora (Lycopersicon esculentum L.) z wykorzystaniem szczepu
Methylobacterium oryzae CBMB20 oraz szczepu Burkholderia sp. przyczynita si¢ do
zmniejszenia efektu fitotoksycznosci na badanych roslinach. Podobnie Vannucchi i wsp.
(2021) wykazali, ze szczep Methylobacterium sp. CP3, wykorzystany do inokulacji roslin
topoli (Populus deltoides x P. trichocarpa x P. maximowiczii) odm. ‘Marke’ uprawianej w
glebie zanieczyszczonej jonami cynku, przyczyniat si¢ do zwigkszenia tolerancji badanych
ro$lin na obecnos¢ tych jonéow w glebie. O potencjale bakterii z rodzaju Methylobacterium

zwigzanym z tolerancja oraz skuteczng bioremediacja jondw miedzi ze srodowiska donosza
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natomiast Poorniammal i wsp., (2009) oraz Celebi i wsp., (2016). Ponadto jak wskazali Al-
cantara-Martinez 1 in., (2017), inokulacja ro$lin szczepami bakterii nalezacych do rodzaju
Methylobacterium zwigksza poziom tolerancji akacji Farnesa (Acacia farnesiana L.) na
obecno$¢ arsenu w glebie. Potencjal bakterii nalezacych do rodzaju Micromonospora do
remediacji terendw skazonych oraz promowania wzrostu roslin uprawianych na glebach za-
nieczyszczonych rowniez znajduje odzwierciedlenie w literaturze, m.in., w pracach Ro-
driguez-Higareda 1 wsp. (2019), ktorzy wykazali in vivo korzystny wpltyw szczepu naleza-
cego do gatunku Micromonospora echinospora na procesy bioremediacji oraz fitoremediacji
gleb zanieczyszczonych m.in. zwigzkami ropopochodnymi. Wspomniana wczesniej praca
Ortazar i wsp. (2020), wskazuje natomiast na wysoki potencjat in planta badanych szczepow
z rodzaju Micromonospora do zwigkszania tolerancji rzodkiewnika pospolitego Arabidopsis
thaliana L. na stres wywotany obecnoscig metali ciezkich w podiozu.

W niniejszych badaniach oceniono zdolnos¢ szczepow Methylobacterium sp. Red
Mix | oraz Micromonospora sp. 5056 do promowania wzrostu roslin koniczyny biatej oraz
rzepaku, uprawianych w podtozu zanieczyszczonym jonami miedzi, a dla szczepéw Methy-
lobacterium sp. Red Mix | oraz Micromonospora sp. 33, w podtozu z jonami arsenu (pod-
rozdziat 4.6.7). Wykazano, ze w przypadku roslin koniczyny biatej, inokulacja zawiesinami
Methylobacterium sp. Red Mix | oraz Micromonospora sp. 5056 charakteryzowaty sig¢ istot-
nym statystycznie wzrostem Sredniej dlugosci pedow oraz swiezej masy pedow wzgledem
roslin kontrolnych, zaréwno uprawianych w podtozu niezanieczyszczonym, jak i w podiozu
zanieczyszczonym jonami miedzi. Odnotowany wzrost dlugosci oraz Swiezej masy pedow
koniczyny biatej wzgledem kontrolnych roslin uprawianych w podtozu zanieczyszczonym
jonami miedzi wynosity odpowiednio 27,7 % dla Methylobacterium sp. Red Mix | oraz od
77,6 % do 80,1 % dla Micromonospora sp. 5056, co wskazuje na zdolno$¢ badanych szcze-
poéw do promowania wzrostu roslin koniczyny biatej uprawianej w podtozu zanieczyszczo-
nym zwigzkami miedzi. Podobnie rosliny rzepaku, inokulowane zawiesing szczepu Methy-
lobacterium sp. Red Mix | i uprawiane w podtozu zanieczyszczonym jonami miedzi cecho-
waly si¢ Wyzszymi, istotnymi statystycznie wartosciami $redniej masy pedow niz rosliny
kontrolne uprawiane w podtozu niezanieczyszczonym (o 95 %) oraz w podiozu zanieczysz-
czonym jonami miedzi (o 37 %), co dodatkowo $wiadczy o korzystnych wlasciwosciach
szczepu Methylobacterium sp. Red Mix | w procesach remediacji gleb skazonych.

Oceniono zdolnos¢ szczepow Micromonospora sp. 5056 oraz Micromonospora sp. N5

do promowania wzrostu ro$lin koniczyny bialej oraz rzepaku uprawianych w podlozu zanie-
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czyszczonym olejem napedowym (podrozdziat 4.6.8). Istotne statystycznie réznice pomig-
dzy grupami badawczymi a grupa kontrolng, uprawiang w podtozu zanieczyszczonym ole-
jem napedowym wykazano w $redniej dhugosci oraz $redniej masie roslin rzepaku, inokulo-
wanych zawiesinami obydwu badanych szczepow, tj. Micromonospora sp. 5056 oraz Mi-
cromonospora sp. N5. W przypadku $redniej dtugosci pedéw, odnotowano wzrost o odpo-
wiednio 14,8 % oraz 18,1 % wzgledem grupy kontrolnej uprawianej w podtozu zanieczysz-
czonej olejem napgdowym. W przypadku Sredniej $wiezej masy roslin, odnotowano wzrost
o odpowiednio 34 % oraz 33,3 % wzgledem roslin kontrolnych (uprawa w podtozu zanie-
czyszczonym olejem napedowym).

Na uwage zastuguja nietypowe wyniki doswiadczen z wykorzystaniem roslin rzepaku,
w ktorych oceniono wptyw zanieczyszczen podtoza zwigzkami miedzi oraz arsenu (podroz-
dziat 4.6.6) oraz wptyw zanieczyszczenia podtoza olejem napgdowym (podrozdziat 4.6.7).
Jak wykazano, biomasa roslin kontrolnych, uprawianych w podtozu zanieczyszczonym od-
powiednio jonami miedzi, jonami arsenu oraz olejem napedowym charakteryzowata si¢
wyzszymi wartosciami srednich dtugosci oraz srednich mas pedow nadziemnych w stosunku
do ro$lin uprawianych w podtozu niezanieczyszczonym, co moze budzi¢ zastrzezenia doty-
czace uzyskanych wynikow. Taka niezgodnos¢, wynikajaca by¢ moze z cech genotypowych
rzepaku (Brassica napus) zostata juz wczesniej opisana W literaturze (Lacalle i in., 2018)
gdzie wykazano, ze rosliny rzepaku uprawiane w glebie zanieczyszczonej metalami cigzkimi
oraz olejem napedowym, charakteryzowaty si¢ wigksza biomasg niz rosliny kontrolne, upra-
wiane w glebie niezanieczyszczonej, podobnie jak w ma to miejsce w niniejszej pracy. Jed-
noczesnie przedstawione wyniki wskazujg na potrzebe przeprowadzenia pogtebionej analizy

dotyczacej wykorzystania rzepaku jako rosliny akumulatorowe;.
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6. PODSUMOWANIE | WNIOSKI

Przeprowadzone badania dotyczyly oceny zdolnosci do promowania wzrostu roslin
przez nieryzobiowe izolaty bakteryjne, pozyskane z brodawek korzeniowych roslin naleza-
cych do rodziny Fabaceae (bobowate). Badane izolaty poddano analizom genetycznym, na
podstawie ktorych bakterie zostaly zaklasyfikowane do rodzajow Methylobacterium, Met-
hylorubrum oraz Micromonospora. W ogoélnodostepnej bazie danych GenBank zdepono-
wano fragmenty sekwencji genu 16S rRNA oraz genéw rdzeniowych: recA, gyrB, rpoB oraz
atpD trzech szczepoéw z rodzaju Methylobacterium, pieciu szczepow z rodzaju Methyloru-
brum oraz dziewietnastu szczepdéw z rodzaju Micromonospora. Udostepnienie sekwencji
badanych szczepéw moze w przysziosci okazac si¢ przydatne w badaniach taksonomicznych
prowadzonych przez innych badaczy, szczegolnie w przypadku rodzajow Methylobacterium
oraz Methylorubrum ktore — jak zaznaczono wczesniej — wymagaja wypracowania nowych
kryteridw, umozliwiajacych prawidtowe przyporzadkowanie gatunkéw charakteryzujacych
si¢ statusem incertae sedis. Ponadto dokonano detekcji w genomach badanych szczepow
obecnos$ci sekwencji genow mxaF, acdS, nifH, NRPS, PKS I, PKS Il; w przypadku szczepow
charakteryzujgcych si¢ obecnoscig genu/genéw dokonano ich amplifikacji oraz sekwencjo-
nowania, a uzyskane sekwencje zdeponowano w bazie GenBank.

W badaniach uwzgledniono zaro6wno ocen¢ mechanizméw promowania wzrostu roslin
in vitro, jak i badania in planta, z wykorzystaniem ro$lin charakterystycznych dla upraw
rolniczych prowadzonych na terenie Polski. Przeprowadzono oceng wybranych wlasciwosci
biochemicznych bakterii, w tym, obejmujgcych m.in. ocen¢ zdolnosci bakterii do wykorzy-
stywania réznych zrédet wegla, opornosci na rézne substancje chemiczne, zdolnosci do
wzrostu w r6znych temperaturach, na podtozach o r6znym pH czy na podtozach zawierajg-
cych rézne stezenia NaCl. Przeprowadzono takze oceng do wzrostu szczepow na podtozach
zawierajacych rozne st¢zania jonow Cu, Al czy As, wykazujac zdolno§¢ wybranych szcze-
pow do tolerancji stosunkowo wysokich stezen miedzi i arsenu. Przeprowadzona ocena zdol-
nosci tych szczepdéw do produkeji roznych metaloforow (chelatujacych Fe, Cu, Al1 As) wy-
kazala, ze badane szczepy w przewazajacej ilosci charakteryzuja si¢ zdolnoscia do produko-
wania metaloforow; to z kolei wskazuje na mozliwos¢ wykorzystania wybranych szczepow
w procesach fitoremediacji, co w przypadku szczepow Methylobacterium sp. Red Mix | oraz
Micromonospora sp. 5056 zostato potwierdzone rowniez w testach in planta. Oceniono row-

niez zdolnos$¢ bakterii do produkcji wybranych enzymow hydrolitycznych, aktywnego ru-
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chu, oddziatywan quorum sensing, tworzenia biofilmu bakteryjnego, rozktadu ACC, wigza-
nia azotu atmosferycznego, produkcji IAA oraz indolu, uptynniania fosforanow, rozktadu
celulozy oraz biatek. Przeprowadzono takze ocene zdolnosci badanych szczepow do wzrostu
w podiozu zawierajacym jatowy olej napedowy jako jedyne zrodto wegla. Na podstawie
testow wzrostowych wyselekcjonowano dwa szczepy, Micromonospora sp. 5056 oraz Mi-
cromonospora N5 charakteryzujace si¢ najwigkszym sposrdd badanych bakterii potencjalem
do wykorzystywania we¢glowodorow zawartych w oleju napedowym. Ponadto, szczepy te
cechowaly si¢ zdolnoscig do wzrostu w podtozu zawierajagcym jatowy, przepracowany olej
silnikowy, co wskazuje na potencjat tych bakterii do wykorzystywania w procesach reme-
diacji terenéw skazonych substancjami ropopochodnymi, co potwierdzono rowniez w prze-
prowadzonych w ramach tej rozprawy testach roslinnych. Wsréd puli dwudziestu szesciu
badanych szczepdéw wyodrgbniono szczepy charakteryzujace si¢ zdolnoscig do hamowania
wzrostu wybranych fitopatogenéw bakteryjnych i grzybowych in vitro, co nalezaloby w
przysztosci potwierdzi¢ w badaniach in vivo; badania te wpisujg si¢ w ogolnoswiatowy trend
poszukiwania mikroorganizméw uzytecznych w biologicznej ochronie roslin. Ponadto wy-
kazano, ze wybrane szczepy charakteryzuja si¢ zdolnoscig do indukcji kietkowania nasion
koniczyny biatej oraz pszenicy zwyczajnej, co wskazuje na konieczno$¢ kontynuacji zapo-
czatkowanych badan w kierunku wykorzystania bakterii w produkcji zapraw nasiennych za-

wierajacych zywe mikroorganizmy.

Na podstawie przeprowadzonych badan, wysuni¢to nastepujgce wnioski:

1. Bakterie pozyskane z brodawek korzeniowych roslin z rodziny bobowate (Fabaceae)

naleza do rodzajow: Methylobacterium, Methylorubrum oraz Micromonospora;

2. Wszystkie badane szczepy bakteryjne charakteryzuja si¢ zdolnoscig do realizowania

roéznych mechanizméw promowania wzrostu roslin in vitro;

3. Szczepy: Methylobacterium sp. Red Cyt, Methylorubrum sp. 1117, Methylorubrum sp.
MV6II, Micromonospora sp. 29, Micromonospora sp. 30, Micromonospora sp. 48,
Micromonospora sp. 66, Micromonospora sp. 152 oraz Micromonospora sp. 230 cha-

rakteryzuja si¢ potencjatem in vitro do hamowania wzrostu fitopatogenéw (Agrobac-
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terium tumefaciens C58, Xanthomonas vesicatoria NCCB 92059, Pseudomonas syrin-
gae pv. syringae 2905, Pectobacterium atrosepticum NCCB 100429, Botrytis cinerea
10Bc01, Fusarium oxysporum 10Fo01, Fusarium equiseti, Verticillium albo-atrum
CBS 745.83) co nalezy potwierdzi¢ w badaniach in planta;

Szczep Micromonospora sp. 48 charakteryzowat si¢ zdolno$cig do indukcji procesu
kietkowania nasion koniczyny bialej oraz pszenicy zwyczajnej, co wskazuje na moz-

liwy potencjat tego szczepu do indukcji kietkowania nasion réznych roslin;

Szczepy Micromonospora sp. 5056 i Micromonospora sp. 48 charakteryzujg si¢ zdol-
noscig do promowania wzrostu roslin, odpowiednio koniczyny biatej oraz pszenicy
zwyczajnej, 1 jako takie mogg by¢ wykorzystane do produkeji biopreparatow wspo-

magajacych wzrost roslin;

Szczepy Methylobacterium sp. Red Mix | i Micromonospora sp. 5056 charakteryzuja
si¢ zdolnos$cig do promowania wzrostu koniczyny biatej uprawianej w podtozu zanie-
czyszczonym jonami miedzi, co wskazuje na uzytecznos¢ tych bakterii jako mikroor-

ganizmoéw wspomagajgcych fitoremediacje terendw skazonych zwigzkami miedzi;

Szczepy Micromonospora sp. 5056 i Micromonospora sp. N5, charakteryzuja si¢ zdol-
noscig do wykorzystywania przepracowanego oleju silnikowego jako jedynego zrodta
wegla 1 energii; stusznym wydaje si¢ kontynuacja badan pod katem produktéw beda-
cych wynikiem metabolizmu weglowodoréw zawartych w przepracowanym oleju sil-

nikowym;

Szczepy Micromonospora sp. 5056 i Micromonospora sp. N5 charakteryzuja si¢ zdol-
no$cig do promowania wzrostu rzepaku, uprawianego w podtozu zanieczyszczonym
olejem napgdowym; ponadto cechuja si¢ zdolno$cia do wykorzystywania przepraco-
wanego oleju silnikowego jako jedynego zrodta wegla i energii, co wskazuje na uzy-
teczno$¢ tych bakterii jako mikroorganizmow wspomagajacych fitoremediacje tere-

noéw skazonych zwigzkami ropopochodnymi.
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8. ANEKS

EDUKACJA

2019-2024

2019

2018

2012

Nauka w Szkole Doktorskiej Nauk Scistych i Przyrodniczych
Uniwersytet Marii Curie Sklodowskiej w Lublinie

Katedra Genetyki i Mikrobiologii

Dziedzina: nauk $cistych i przyrodniczych

Dyscyplina: nauki biologiczne

Tytut przygotowywanej rozprawy doktorskie;j:

,»Ocena zdolnosci endofitow bakteryjnych z rodzajow Methylobacterium

1 Micromonospora do realizacji mechanizmdéw promujacych wzrost roslin

in vitro oraz in planta”

Uzyskanie tytulu magistra w zakresie ochrony roslin

Uniwersytet Przyrodniczy w Lublinie

Katedra Ochrony Roslin

Kierunek studiow: Ochrona Roslin 1 Kontrola Fitosanitarna (stacjonarne)
Tytul pracy magisterskie;j:

»Wplyw plazmy niskotemperaturowej na zdrowotnos$¢ i ukorzenianie

si¢ sadzonek poétzdrewniatych rozmarynu lekarskiego

(Rosmarinus officinalis L.)”

Uzyskanie tytulu inzyniera w zakresie ogrodnictwa
Uniwersytet Przyrodniczy w Lublinie

Katedra Ochrony Roslin

Kierunek studiéw: Ogrodnictwo (stacjonarne)

Tytut pracy inzynierskie;j:

,»Projekt ochrony derenia (Cornus sp.) w terenie zurbanizowanym”

Ukonczenie nauki w II LO im. Stanislawa Staszica w Starachowicach

Profil biologiczno-chemiczno-fizyczny
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ZAINTERESOWANIA NAUKOWE

* biologiczne metody ochrony roslin;

» wykorzystanie mikroorganizméw w szeroko pojetej ochronie roslin;

* bioremediacja terendow zanieczyszczonych oraz fitoremediacja wspomagana mikro-
organizmami;

= wykorzystywanie wtasciwosci biochemicznych bakterii w przemysle;

= zastosowanie biopestycydow, biopreparatdw i bionawozow.

PUBLIKACJE

1. Karas, M.A., Wdowiak-Wrobel, S., Sokotowski, W., 2021. Selection of endophytic stra-
ins for enhanced bacteria-assisted phytoremediation of organic pollutants posing a pu-
blic health Hazard. International Journal of Molecular Sciences 22, 9557.
DOI:10.3390/ijms22179557.

IF2021 = 6,208; punkty MNiSW2021 = 140;

2. Kopacki, M., Skwaryto-Bednarz, B., Jamiotkowska, A., Matsiakh, 1., Sokotowski, W.,
2021. Przeglad gatunkow derenia ze szczegélnym uwzglednieniem jego agrofagow

i ochrony w miejskich terenach zieleni. Aura 2021, 1, s. 14-19. DOI:10.15199/2.2021.1.2.
IF2021 = brak danych; punkty MNiSW2021 = 5;

3. Kowalczyk, B., Sokotowski, W., Wiodarczyk, K., Palusinska-Szysz, M., 2021. Lipidy
jako cenne markery chemotaksonomiczne fitopatogennych grzybéw z rodzaju Pucci-
nia. W: M. Babicz, B. Nowakowicz-Debek (red.), Wybrane zagadnienia z zakresu rolnic-
twa, Lublin, Wydawnictwo UP Lublin, s. 71-76. DOI:10.24326/mon.2021.10.

IF2021 = brak danych; punkty MNiSW2021 = 20;

4. Sokotowski, W., Kowalczyk, B., Wlodarczyk, K., Wdowiak-Wrébel, S., Marek-Koza-
czuk, M., 2021. Mozliwosci wykorzystania bakterii z rodzaju Methylobacterium w zrow-
nowazonej uprawie roslin. W: M. Babicz, B. Nowakowicz-D¢bek (red.), Wybrane zagad-
nienia z zakresu rolnictwa, Lublin, Wydawnictwo UP Lublin, s. 116-121.
DOI:10.24326/mon.2021.10.

IF2021 = brak danych; punkty MNiSW2021 = 20;
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5. Wilodarczyk, K., Sokotowski, W., Kowalczyk, B., 2021. Rizobiowe czynniki Nod i ich
interakcje z roslinnymi mechanizmami obronnymi. W: M. Babicz, B. Nowakowicz-Dg-
bek (red.), Wybrane zagadnienia z zakresu rolnictwa, Lublin, Wydawnictwo UP Lublin,
s. 122-128. DOI:10.24326/mon.2021.10.

IF2021 = brak danych; punkty MNiSW2021 = 20;

6. Karas, M.A., Wdowiak-Wrobel, S., Marek-Kozaczuk, M., Sokotowski, W., Melianchuk,
K., Komaniecka, I., 2023. Assessment of phenanthrene degradation potential by plant
growth-promoting endophytic strain Pseudomonas chlororaphis 23aP isolated

from Chamaecytisus albus (Hack.) Rothm. Molecules 28, 22, 7581. DOI:10.3390/mole-
cules28227581.

IF2022 = 4,6; punkty MNiSW2023 = 140;

7. Wdowiak-Wrdébel, S., Kalita, M., Palusinska-Szysz, M., Marek-Kozaczuk, M., Sokotow-
ski, W., Coutinho, T.A., 2023. Pantoea trifolii sp. nov., a novel bacterium isolated from
a Trifolium rubens root nodule. Scientific reports 14, 1, 2698. DOI:10.1038/s41598-024-
53200-2.

IF2022 = 4,6; punkty MNiSW2023 = 140.

UCZESTNICTWO W KONFERENCJACH NAUKOWYCH
Krajowe:

1. I Interdyscyplinarna Konferencja Doktorantow Nauk Biologicznych ,,BIO-IDEA”.
Referat: Sokotowski, W., 2020. Czy warto badac endofity roslinne? Czyli o wykorzysta-
niu naturalnego potencjalu bakterii endofitycznych w promowaniu wzrostu i ochronie

roslin.

2. II Interdyscyplinarna Konferencja Doktorantow Nauk Biologicznych ,,BIO-IDEA”.
Referat: Sokotowski W., 2021. Ocena zdolnosci endofitow bakteryjnych soi warzywnej

(Glycine max L.) do promowania wzrostu i rozwoju roslin in vivo.

3. XIII Konferencja Naukowa TYGIEL ,,Interdyscyplinarnos$¢ kluczem do rozwoju”.
Plakat naukowy: Sokotowski, W., Wdowiak-Wrébel, S., Marek-Kozaczuk, M., Wtodarczyk,
K., 2021. Polimorfizm genomowy endofitow bakteryjnych wyizolowanych z brodawek

korzeniowych koniczyny bialej (Trifolium repens L.), okreslony metoda BOX-PCR.

257



Aneks

4. XIII Konferencja Naukowa TYGIEL ,,Interdyscyplinarnos¢ kluczem do rozwoju”.
Referat: Wiodarczyk, K., Wielbo, J., Marek-Kozaczuk, M., Wdowiak-Wrobel, S., Sokotow-
ski, W., 2021. Fenotypowa charakterystyka endosymbiontéw szczodrzenca zmiennego

Chamaecytisus albus.

5. Ogolnopolska Konferencja Doktorantow ,,Srodowisko-Roglina-Zwierze-Produkt”.
Referat: Sokotowski, W., Kowalczyk, B., Wtodarczyk, K., Wdowiak-Wrobel, S., Marek-
Kozaczuk, M., 2021. Endofity bakteryjne koniczyny bialej (Trifolium repens L.) — ocena

wybranych wlasciwosci promujgcych wzrost i rozwoj roslin.

6. Ogdlnopolska Konferencja Doktorantow ,,Srodowisko-Roslina-Zwierze-Produkt”.
Referat: Kowalczyk, B., Sokotowski, W., Wlodarczyk, K., Palusinska-Szysz, M., 2021.
Znaczenie skladnikéw lipidowych teliospor Puccinia glechomatis i P. malvacearum w

inwazji roslinnego gospodarza.

7. Ogodlnopolska Konferencja Doktorantow ,,Srodowisko-Roslina-Zwierze-Produkt”.
Referat: Wtodarczyk, K., Wielbo, J., Wdowiak-Wrdbel, S., Marek-Kozaczuk, M., Sokotow-
ski, W., Kowalczyk, B., 2021. Charakterystyka metaboliczna endosymbiontéw szczo-

drzenca zmiennego (Chamaecytisus albus).

8. Konferencja ,,Metagenomy réznych srodowisk™.
Plakat naukowy: Wdowiak-Wroébel, S., Marek-Kozaczuk, M., Kalita, M., Kara$, M., Soko-
towski, W., Srutwa, P., 2021. Pozycja taksonomiczna bakterii endofitycznych pochodza-

cych z soi (Glycine max).

9. Konferencja ,,Metagenomy r6znych srodowisk”.
Plakat naukowy: Wdowiak-Wrébel, S., Karas, M., Marek-Kozaczuk, M., Kalita, M., Wiel-
gus, A., Sokotowski W., 2021. Poréwnanie potencjalu biodegradacyjnego endofitycz-

nych izolatéw z rodzaju Pseudomonas pozyskanych z terenéw Polski i RPA.

10. Konferencja Mikrobiologiczna ,Mikroorganizmy Réznych Srodowisk”.
Plakat naukowy: Kalita, M., Wdowiak-Wrébel, S., Marek-Kozaczuk, M., Sokotowski, W.,
2021. ldentyfikacja hodowlanej frakcji mikrobiomu brodawek korzeniowych Trifo-

lium rubens.
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11. Konferencja Mikrobiologiczna ,,Mikroorganizmy Réznych Srodowisk”.
Plakat naukowy: Pastuszka, A., Komaniecka, 1., Sokotowski, W., Wdowiak-Wrébel, S.,
Choma, A., 2021. Wstepne badania lipopolisacharydéw bakterii metylotroficznych izo-

lowanych z réznych gatunkoéw roslin.

12. Konferencja ,,Metagenomy Roznych Srodowisk”.

Plakat naukowy: Kalita, M., Wdowiak-Wroébel, S., Marek-Kozaczuk, M., Sokotowski, W.,
Di lorio, E., De Castro, O., Manzo, E., 2022. Analiza filogenetyczna endofitycznych pro-
mieniowcow z rodzaju Micromonospora wyizolowanych z brodawek korzeniowych ja-

nowca barwierskiego (Genista tinctoria) rosnacego w poludniowych Wloszech.

13. Konferencja ,,Metagenomy Roznych Srodowisk”.
Plakat naukowy: Wdowiak-Wrobel, S., Marek- Kozaczuk, M., Karas, M., Kalita, M., Soko-
towski, W., 2022. Analiza filogenetyczna endofitycznych szczepow rodzaju Pseudomo-

nas, wyizolowanych z brodawek korzeniowych Chamaecytisus albus.

14. XXIX Zjazd Polskiego Towarzystwa Mikrobiologow.
Plakat naukowy: Horbowicz, A., Marczak, M., Marek-Kozaczuk, M., Wdowiak-Wrdbel, S.,
Koper, P., Kalita, M., Sokotowski, W., Stanczuk, D., 2022. Identyfikacja i charaktery-

styka rizobiofagowej depolimerazy egzopolisacharydu.

15. XXIX Zjazd Polskiego Towarzystwa Mikrobiologow.
Plakat naukowy: Marczak, M., Marek-Kozaczuk, M., Koper, P., Sokotowski, W., Wdowiak-
Wroébel, S., Horbowicz, A., Kalita, M., Stanczuk, D., 2022. Identyfikacja i charaktery-

styka fagow specyficznych dla Rhizobium leguminosarum bv. trifolii.

16. Warsztaty naukowe ,,Preparaty mikrobiologiczne w rolnictwie 1 ochronie srodowiska”.

Udziat bierny.

Mie¢dzynarodowe:

1. XVI International Scientific Conference ,,YOUTH AND PROGRESS OF BIOLOGY™.
Plakat naukowy: Sokotowski, W., Wiodarczyk, K., Kowalczyk, B., 2020. Biodiversity
appraisal of Methylobacterium strains isolated from root nodules of Fabaceae plants
with the REP-PCR method.
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2. XVI International Scientific Conference ,,YOUTH AND PROGRESS OF BIOLOGY™.
Plakat naukowy: Wtodarczyk, K., Sokotowski, W., 2020. Studying the genomic diversity
of Chamaecytisus albus endophytes using BOX-PCR technique.

3. XVII International Scientific Conference ,,YOUTH AND PROGRESS OF BIOLOGY™.
Referat: Sokotowski, W., Wilodarczyk, K., Kowalczyk, B., Wdowiak-Wrobel, S., Marek-
Kozaczuk, M., 2021. Biochemical characterisation of endophytic Methylobacterium

strains isolate from root nodules of leguminous plants.

4. XVII International Scientific Conference ,,YOUTH AND PROGRESS OF BIOLOGY™.
Referat: Wiodarczyk, K., Sokotowski, W., Kowalczyk B., 2021. Studying the genetic
diversity of Chamaecytisus albus endophytes.

5. International Conference ,,Bioprotection-Global Plant Health and Product Safety”.
Plakat naukowy: Sokotowski, W., Kara$, M., Wdowiak-Wrobel, S., Marek-Kozaczuk, M.,
Kalita, M., Wtodarczyk, W., 2021. Suppression of phytopathogenic fungi by Pseudomo-

nas spp. strains.

6. VII International Plant Science Conference.
Plakat naukowy: Di lorio, E., De Castro, O., Manzo, E., Marek-Kozaczuk, M., Sokotowski,
W., Wdowiak-Wroébel, S., Kalita, M., 2021. Microbiological characterization of the root

nodules of Genista tinctoria of the Mefite of the Ansanto Valley (southern Italy).

7. International Phd Student’s Conference ,,Environment-Plant-Animal-Product”.
Referat: Sokotowski, W., Wdowiak-Wrobel, S., Marek-Kozaczuk, M., Kalita, M., Kowal-
czyk, B., 2022. Potential role of endophytic Methylobacterium strains in heavy metal

phytoremediation.

INNE AKTYWNOSCI NAUKOWE

= (Czlonkostwo w lubelskim oddziale Polskiego Towarzystwa Fitopatologicznego, og6lno-

polskiej organizacji zrzeszajacej osoby pracujace na polu ochrony roélin;

= Uczestnictwo w wewnetrznym projekcie badawczym pt.: ,,Charakterystyka bakterio-
fagow ryzobiowych droga do poszukiwania nowych, biotechnologicznie uzytecznych

bialek”. Numer wewnetrzny projektu ZB/2021/1;
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= Wspotwnioskodawca w ztozonym projekcie badawczym w konkursie OPUS: ,,Badania
skriningowe i eksploracja genomow endofitycznych izolatéw z rodzaju Micromono-
spora - poszukiwanie biologicznych czynnikow aktywnych” Nr rej. wniosku

2021/41/B/NZ9/00763, (nie otrzymano dofinansowania);

= Whnioskodawca o dofinansowanie w konkursie na projekty badawcze dla mtodych nau-
kowcow Instytutu Nauk Biologicznych UMCS w Lublinie: tytut projektu: ,,Endofity
bakteryjne z rodzaju Pseudomonas — analiza potencjalnych mechanizmow promocji
wzrostu i rozwoju roslin oraz wst¢pna ocena mozliwosci ich wykorzystania w prak-

tyce rolnictwa zrownowazonego”, (nie otrzymano dofinansowania).

DZIALALNOSC POPULARNONAUKOWA

= Wspotautorstwo w projektach realizowanych w ramach Lubelskiego Festiwalu Nauki
2021 1 2022: ,,Sprzymierzency czy wrogowie? — rzecz o skomplikowanych relacjach
czlowieka z grzybami i bakteriami” oraz ,,Allies or enemies? — complicated relations-

hips of man with fungi and bacteria”;

= Autorstwo projektu realizowanego w ramach Lubelskiego Festiwalu Nauki 2022:

»Jak choruja drzewa”;
= Autorstwo artykuléw popularnonaukowych:

1. Sokotowski, W., 2021. Co ,,gryzie” truskawki? Dziatkowiec, 5 (849), s. 56-57.

. Sokotowski, W., 2021. Czego nie lubig slimaki? Dziatkowiec, 7 (851), s. 57.

. Sokotowski, W., 2021. Grzyby z ogrédka. Dziatkowiec, 7 (851), s. 48-49.

. Sokotowski, W., 2021. Mikoryza. Dziatkowiec, 9 (853), s. 65-66.

. Sokotowski, W., 2021. Wykwity i plesnie. Dziatkowiec, 12 (856), s. 67-68.

. Sokotowski, W., 2021. Harmonia wspolistnienia. Dziatkowiec, 12 (856), s. 68-69.

< O AW

. Sokotowski, W., 2022. Wczesnowiosenna ochrona owocowych. Dziatkowiec, 1
(857), s. 56-57.

8. Sokotowski, W., 2022. Rany na drzewach. Dziatkowiec, 2 (858), s. 53.

9. Sokotowski, W., 2022. Ochrona jakosci wod. Dziatkowiec, 5 (861), s. 69-70.
10. Sokotowski, W., 2022. Deformacje lisci. Dziatkowiec, 7 (863), s. 68-69.

11. Sokotowski, W., 2022. Porosty w ogrédku. Mgj Ogrodek, 7 (100), s. 60.

12. Sokotowski, W., 2023. Wybieramy podloza. Dziatkowiec, 2 (870), s. 69-70.
13. Sokotowski, W., 2023. Zaprawy nasienne. Dziatkowiec, 3 (871), s. 55.
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14. Sokotowski, W., 2023. Wazne zmianowanie. Dziatkowiec, 4 (872), s. 67-68.
15. Sokotowski, W., 2023. Przyczyny wiedniecia roslin. Dziatkowiec, 8 (876),
S. 65-66.

16. Sokotowski, W., 2023. Rosliny na mulcz. Dziatkowiec, 9 (877), s. 70.

NAGRODY I WYROZNIENIA

= Nagroda za wyr6zniajacg si¢ pracg inzynierska ,,Projekt ochrony derenia (Cornus sp.) w

terenie zurbanizowanym” (2018);

= Nagroda Rektora dla wyrdzniajacego si¢ absolwenta studidow inzynierskich, otrzymana

,»Za wybitne osiggnigcia w nauce” (2018);

= Nagroda za wyr6zniajagcg si¢ prace magisterska: ,,Wptyw plazmy niskotemperaturowe;
na zdrowotno$¢ 1 ukorzenianie si¢ sadzonek potzdrewniatych rozmarynu lekarskiego

(Rosmarinus officinalis L.)” (2019);

= Nagroda Rektora dla wyr6zniajacego si¢ absolwenta studidéw magisterskich, otrzymana

,»Za wybitne osiggni¢cia w nauce (2019)”.

UMIEJETNOSCI SPECJALISTYCZNE

= Praca w laboratorium mikrobiologicznym:
- pozyskiwanie czystych kultur bakterii z r6znych srodowisk;
- analiza zdolnosci bakterii do realizacji mechanizmow promowania wzrostu i rozwoju
roslin, hamowania wzrostu patogendow czy bioremediacji;
- wykonywanie podstawowych testow fizjologicznych dla bakterii, zaréwno tradycyj-

nymi metodami, jak i nowoczesnymi (Microgen ID/system Biolog);

= Analiza genetyczna bakterii:
- amplifikacja materialu genetycznego metoda PCR;
- wykorzystanie narzedzi bioinformatycznych w celu ustalenia przynaleznosci taksono-

micznej bakterii;

= Projektowanie i prowadzenie doswiadczen roslinnych oraz analiza statystyczna uzy-

skanych wynikow;

= Upowszechnianie uzyskanych wynikéw badan w formie naukowej oraz popularno-

naukowej w jezyku polskim oraz w jezyku angielskim,;
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= Poslugiwanie si¢ jezykiem angielskim w stopniu umozliwiajacym uczestnictwo w
miedzynarodowym srodowisku naukowym (wg subiektywnej oceny autora poziom

B2+).
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