Streszczenie

Ryzobakterie promujace wzrost roslin (PGPR) stanowig przyjazng dla srodowiska
alternatywe ograniczajaca stosowanie chemicznych nawozow i fungicydéw. PGPR poprawiaja
wzrost ro$lin poprzez wydzielanie fitohormonéw, rozpuszczanie fosforanéw, wigzanie azotu,
zwigkszanie wchianiania skladnikow odzywczych i dzialanie jako srodki biokontroli
patogenow. Skutecznos¢ inokulacji PGPR jest powigzana z ich zdolnoscig kolonizacji korzenia,

a takze przetrwania w obecnosci rodzimych zbiorowisk bakterii i grzybow w ryzosferze.

Celem niniejszej rozprawy doktorskiej byla charakterystyka i identyfikacja bakterii
wyizolowanych z ryzosfery korzeni rzepaku uprawianego na dwéch gospodarstwach wiejskich
potozonych w Gérsku w wojewoddztwie kujawsko-pomorskim i w Ostrodzie w wojewodztwie
warmifisko-mazurskim, ocena wplywu ryzobakterii na poprawe wzrostu i rozwoju rzepaku,
poszukiwanie gendw przyczyniajagcych si¢ do promowania wzrostu roslin i biokontroli
patogenow roslinnych, a takze okreslenie wptywu inokulacji ryzosfery PGPR na liczebno$¢
mikroorganizméw zwigzanych z obiegiem azotu oraz bioréznorodnosé rodzimych zbiorowisk

bakteryjnych i grzybowych.

W badaniach wstepnych, przeprowadzono analize okreslenia liczebnosci ryzobakterii
hodowlanych z réznych faz wzrostu rzepaku (wegetatywnej, kwitnienia i dojrzewania),
uprawianego w Gorsku i w Ostrodzie. Badania wykazaly zlozong dynamike zbiorowisk
drobnoustrojow, ujawniajgc réznice w liczebnosci hodowlanych ryzobakterii na réznych
etapach wzrostu rzepaku. W przypadku ryzosfery rzepaku pobranego z Gorska, populacja
hodowlanych ryzobakterii byla najwyzsza w fazie wegetatywnej, zmniejszata sie¢ w fazie
kwitnienia, a nastepnie zwigkszala si¢ w fazie dojrzatosci rosliny. Natomiast w ryzosferze
rzepaku pobranego z Ostrody, liczebnos¢ hodowlanych bakterii ryzosferowych byla najwyzsza

w fazie kwitnienia, po czym zmniejszyla si¢ kolejno w fazie dojrzalosci i wegetatywnej rosliny.

W ramach niniejszej pracy doktorskiej, wyizolowano 300 izolatéw bakteryjnych: po
150 izolatow z ryzosfery korzeni rzepaku uprawianego w Gorsku i w Ostrédzie, w tym po 50
izolatéw z kazdej fazy wzrostu rosliny: wegetatywnej, kwitnienia i dojrzewania. Nastepnie,
przeprowadzono charakterystyke ich wlasciwosci promujacych wzrost roslin (PGP), w tym
produkcje kwasu indolilo-3-octowego (IAA), fosforanow, deaminazy ACC, sideroforéw,
chitynaz, cyjanowodoru (HCN) i amoniaku. Badanie mialo na celu sprawdzenie czy istnieje

zwiazek miedzy liczebnoscia ryzobakterii izolowanych z réznych faz wzrostu rosliny, a ich
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wlasciwosciami PGP. W ryzosferze rzepaku uprawianego w Gorsku, najwieksza populacje
hodowlanych ryzobakterii stwierdzono w fazie wegetatywnej rzepaku, a cztery z siedmiu
badanych cech PGP, takich jak: produkcja deaminazy ACC, sideroforéw, HCN i chitynaz byty
Wytwarzane przez najwyzszy procent izolatow réwniez w fazie wegetatywnej rosliny. W
przypadku ryzosfery rzepaku uprawianego w  Ostrodzie, najwyzsza liczebnosé
mikroorganizméw ryzosferowych odnotowano w probach pobranych w fazie kwitnienia
rzepaku i réwniez z tej fazy wzrostu rosliny wyizolowano najwigcej szczepow zdolnych do

produkcji IAA, ACC deaminazy, fosforanow, sideroforéw oraz amoniaku.

W kolejnym etapie badan, ryzobakterie, ktore wykazywaty wysokie aktywnosci co
najmniej czterech z siedmiu badanych cech PGP zidentyfikowano i wytypowano do
dos$wiadczenia doniczkowego, w celu zbadania ich zdolnosci promujgcych wzrost rzepaku w
warunkach sterylnych. Badania wazonowe w warunkach sterylnych pozwolily wytypowaé
szczepy najlepiej promujace wzrost roslin. Nalezaly do nich: Bacillus paralicheniformis 2R5,
wyizolowany z ryzosfery rzepaku w Gérsku oraz Peribacillus frigoritolerans 2RO30 i
Pseudomonas sivasensis 2R045 pochodzace z ryzosfery rzepaku w Ostrédzie. W oparciu o
doswiadczenia w warunkach sterylnych, B. paralicheniformis 2R5, P. Jrigoritolerans 2RO30 i
P. sivasensis 2R0O45 wybrano do badan doniczkowych w niesterylnej glebie. Badania te mialy
na celu sprawdzenie czy izolaty beda promowaly wzrost rzepaku réwniez w obecnosci
rodzimych mikroorganizméw glebowych. Dodatkowo w doswiadczeniach doniczkowych z
uzyciem gleby niesterylnej, wykorzystano konsorcjum skladajace si¢ z dwoch izolatow P,
Jfrigoritolerans 2RO30 i P. sivasensis 2R0O45, aby sprawdzi¢ czy konsorcjum drobnoustrojow
bedzie wykazywalo lepsze dzialanie promujace niz pojedyncze szczepy. Badania wazonowe w
niesterylnej glebie wykazaly, ze tylko pojedyncze szczepy B. paralicheniformis 2R5 i P.

sivasensis 2R0O45 promowaty wzrost rzepaku.

Ryzobakterie promujace wzrost rzepaku: B. paralicheniformis 2R5 i P. sivasensis
2R0O45 poddano analizie sekwencjonowania genomu w celu znalezienia genow
odpowiedzialnych za promowanie wzrostu roslin i biologiczng kontrole fitopatogenéw. Analiza
genomu B. paralicheniformis 2R5 wykazata obecnosé gendw odpowiedzialnych za biosynteze
IAA, solubilizacje fosforanow, sekwestracje sideroforow i produkcje chitynaz. Natomiast, w
genomie P. sivasensis 2R045 znaleziono geny odpowiedzialne za biosynteze IAA,
solubilizacje fosforanéw, produkcje ACC deaminazy i sekwestracje siderofor6w. W genomach
tych szczepow zidentyfikowano réwniez wiele biosyntetycznych klastrow gendw, ktore koduja

biologicznie czynne metabolity wtérne wykazujace dziatanie przeciwgrzybowe.



Ponadto, w genomie B. paralicheniformis 2RS znaleziono geny zwigzane z obiegiem
azotu, takie jak narG oraz nosZ. 7 tego wzgledu, sprawdzono czy inokulacja B.
paralicheniformis 2RS moze mie¢ wplyw na liczbe kopii tych genéw w ryzosferze rzepaku oraz
oznaczono liczbe kopii innych réwnie waznych genéw zwigzanych z obiegiem azotu, takich
jak nifH, nirS 1 amoA. Badania wykazaly, ze obecno$¢ gendéw narG i nosZ w genomie B.
paralicheniformis 2RS, byla zbiezna z istotnymi zmianami w liczbie kopii genow zwigzanych
z cyklem azotu w ryzosferze. Inokulacja B. paralicheniformis 2R5 spowodowata wzrost liczby
kopii gendw zarowno narG 1 nosZ, ktore wystepowaly w genomie szczepu 2RS, jak rowniez

wzrost liczby kopii innych gendw, takich jak nifH i nirS.

Kolejnym etapem badan bylo okreslenie wptywu inokulacji B. paralicheniformis 2R5
oraz P. sivasensis 2R0O45 na sklad 1 réznorodnos¢ zbiorowisk bakteryjnych i grzybowych w
ryzosferze rzepaku. W badaniach zaobserwowano, iz inokulacja P. sivasensis 2RO45 nie
wplynela istotnie na wskazniki alfa-bior6znorodnosci. Jednakze, liniowa analiza
dyskryminacyjna wykazatla, ze inokulacja P. sivasensis 2R0O45 zmienita sktad taksonomiczny
zbiorowisk drobnoustrojow ryzosfery rzepaku, istotnie zwiekszajac liczbe odczytow
korzystnych dla roslin mikroorganizmoéw, takich jak bakterie z rodziny Comamonadaceae i
Vicinamibacteraceae, rodzaju Streptomyces oraz grzyby =z rodziny Nectriaceae,
Didymellaceae, rodzaju Exophiala i gatunkdéw Cyphellophora vermispora i Mortierella
minutissima. Ponadto, zaobserwowano, ze inokulacja szczepem B. paralicheniformis 2RS
poczatkowo zmniejszyta bogactwo gatunkowe spotecznosci bakteryjnych, podczas gdy po 44
dniach inokulacji wskaznik alfa-bior6znorodnosci wzrdst. Liniowa analiza dyskryminacyjna
wykazala, ze inokulacja B. paralicheniformis 2RS5 zmodyfikowala sklad taksonomiczny
zbiorowisk bakterii i grzybow ryzosfery rzepaku, zwiekszajac liczbe odczytow pozytecznych
dla roslin mikroorganizméw, takich jak Nitrospira, Ramlibacter, Sphingomonas, Massilia,

Terrimonas oraz Solicoccozyma, Schizothecium, Cyphellophora, Fusicolla, Humicola.

W niniejszej pracy doktorskiej, przeanalizowano réwniez wplyw inokulacji P.
sivasensis 2RO45 na aktywnos¢ metaboliczng 1 bioréznorodnos¢ funkcjonalng
mikroorganizmoéw ryzosferowych rzepaku. Badania wykazaly, ze inokulacja szczepem P.
sivasensis 2RO45 przyczynila sie¢ do wzrostu ogolnej aktywnosci metaboliczne]
drobnoustrojow ryzosferowych. Ponadto, cztery zrédla wegla, w tym fenole, polimery, kwasy
karboksylowe i aminokwasy, byly lepiej metabolizowane przez zespdt mikroorganizméw
ryzosfery rzepaku inokulowanej P. sivasensis 2R0O45 niz w probach kontrolnych. W oparciu o

uzyskane profile rozkladu substratow weglowych obliczono wskazniki réznorodnosci



funkcjonalnej. Badania wykazaly, ze inokulacja P. sivasensis 2R0O45 spowodowala wzrost
roznorodnosci funkcjonalnej mikrobiomu ryzosfery rzepaku mierzonej wskaznikiem
bior6znorodnosci Shannona-Wienera (H’) oraz indeksem réwnocennosci Shannona-Wienera

(E).

Podsumowujgc, wyniki przedstawione w niniejszej rozprawie doktorskiej po raz
pierwszy opisuja gatunki Bacillus paralicheniformis i Pseudomonas sivasensis jako
ryzobakterie promujace wzrost rzepaku. B. paralicheniformis 2R5 i P. sivasensis 2R0O45
promujgc wzrost rzepaku moga by¢ obiecujacg alternatywa dla chemicznych fungicydéw czy
nawozow mineralnych. Ich potencjalna zdolno$¢ zmiany mikrobiomu poprzez zwiekszenie
liczby korzystnych dla roslin grup mikroorganizméw wydaje sie by¢ wazna z punktu widzenia
poprawy wydajnosci upraw rzepaku. Dalsze badania w kierunku opracowania formulacji

preparatu na bazie tych bakterii moga przyczyni¢ sie do lepszej jakosci uprawy rzepaku.




