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Niniejsza rozprawa doktorska bada ztozone interakcje pomigdzy halofitem Salicornia europaea L. a
trzema gtownymi ludzkimi drobnoustrojami chorobotwoérczymi (HPMOs, ang. Human Pathogenic
Microorganisms): Escherichia coli, Salmonella enterica i Listeria monocytogenes w doswiadczeniach
polowych i in vitro. S. europaea zostata wykorzystana jako roslina modelowa ze wzgledu na swoje
wartosci odzywcze 1 wlasciwosci przeciwdrobnoustrojowe, jako zrownowazona uprawa do rolnictwa
na glebach zasolonych z mozliwos$cia spozycia na surowo. W zwigzku ze wzrastajgca liczba chorob
przenoszonych przez zywnos$¢, zwigzanych z warzywami spozywanymi na surowo i skazonymi
HPMOs, istnieje pilna potrzeba innowacyjnych i zréwnowazonych strategii przeciwdrobnoustrojowych
w rolnictwie i bezpieczenstwie zywno$ci. Dlatego przeanalizowano zwigzki pomiedzy skladem
chemicznym pedoéw roslin (np. zawartoscig ligniny 1 lipidow) oraz wiasciwosciami gleby (np.
zasoleniem i pH) a kolonizacjg przez HPMOs. Trwato§¢ HPMOs w S. europaea badano za pomoca
transkryptomiki ro$lin. Ponadto analizowano bakterie endofityczne i ryzosferowe pod katem ich
zdolnosci do syntezy lotnych zwigzkéw organicznych (mVOC) o potencjale hamujacym HPMOs.

Postawiono nastepujace hipotezy: (i) parametry chemiczne roslin i gleb kontrolujg liczebno$¢ HPMOs
1 mogg shuzy¢ jako wskazniki ryzyka dla bezpieczenstwa zywnosci; (i1) trwatos¢ HPMOs w S. europaea
moze by¢ ograniczana przez natywny mikrobiom ro$liny i jej wewnetrzne zasolenie; (iii) hamowanie
HPMOs moze wynika¢ z produkcji mVOC przez bakterie endofityczne i ryzosferowe.

Aby zweryfikowa¢ te hipotezy, zastosowano trzy rozne podejscia eksperymentalne:

1. doswiadczenie polowe: sktad chemiczny pedow S. europaea oraz gleb z dwoch lokalizacji we
Francji analizowano za pomoca GC-MS wraz z liczebnosciag HPMOs w celu identyfikacji
potencjalnych biomarkerow skazenia HPMOs;

2. doswiadczenie in vitro: oceniano interakcje migdzy S. europaea a HPMOs przy roéznych
poziomach zasolenia (0, 50, 100 i 200 mM NaCl), koncentrujgc si¢ na wzroscie roslin,
liczebno$ci HPMOs przy uzyciu podtozy selektywnych i qPCR probek pedow i korzeni oraz
transkryptomice roslin w odpowiedzi na kolonizacj¢ przez HPMOs;

3. test funkcjonalny w celu identyfikacji antagonistow: bakterie endofityczne i ryzosferowe
izolowane z S. europaea testowano pod katem ich wlasciwosci hamujacych wobec HPMOs z
wykorzystaniem interakcji wywotanych przez mVOC oraz identyfikacji lotnych zwigzkoéw przy
wykorzystaniu dwuetapowego testu in vitro polaczonego z technikg HS-SPME-GC-MS.

Stwierdzono ujemne korelacje pomiedzy zawartoscia ligniny w pedach a liczebnoscig S. enterica, jak
rowniez pomiedzy zawartoscig ligniny w glebowej materii organicznej a liczebnoscia E. coli, co
sugeruje potencjalng ochronng rolg ligniny. Natomiast zawarto$¢ lipidow w pedach byta dodatnio
skorelowana z liczebno$cia E. coli. Odczyn pH gleby i jej zasolenie byly ujemnie skorelowane z
liczebnoscia HPMOs w glebie. Wskazuje to na przewage S. europaea rosnacej na glebach zasolonych
z punktu widzenia bezpieczenstwa zywnosci. W doswiadczeniu in vitro wykazano wyrazny spadek
liczebno$ci HPMOs w tkankach roslin, pomimo poczatkowo wysokiej liczebnos$ci bakterii w jatowym
piasku, co sugeruje naturalne ograniczenie od gleby do rosliny. E. coli nie wykryto w tkankach ro$lin,
natomiast S. enterica 1 L. monocytogenes przetrwaly i wywolywaty istotne zmiany w analizach
transkryptomicznych, szczegélnie przy okreslonym zasoleniu (0 i 100 mM NaCl). Analiza
transkryptomiczna wykazata brak istotnych zmian w ekspresji genow w odpowiedzi na obecnos¢ E.



coli, ale zauwazalne zmiany w odpowiedzi na pozostate HPMOs (S. enterica 1 L. monocytogenes),
obejmujace geny zwigzane z reakcjami stresowymi, biosyntezg wtornych metabolitow oraz
odpowiedziami komorkowymi na bodzce zewnetrzne, np. biosynteza fosfoetanoloaminy N-
metylotransferazy i pentacyklicznych triterpenoidow. Zaobserwowano rézne wzorce hamowania wsrod
taksonéw bakteryjnych. Bacilli, Actinomycetes i Gammaproteobacteria gtownie hamowaty wzrost L.
monocytogenes 1 E. coli. Kluczowe szczepy zidentyfikowane do profilowania mVOC obejmowaly
Bacillus pumilus CSR28, Xanthomonadales sp. CSE34, Streptomyces champavatii CSR4 oraz Bacillus
pseudomycoides CSE4, przy czym dimetylodisulfid (DMDS) zostal wyrdzniony jako gltowny i
potencjalny przeciwdrobnoustrojowy mVOC. Inne wykryte mVOC, takie jak cykloheksan i
metylocyklopentan, r6éznily si¢ w zaleznosci od wspotkultur bakterii i patogenow, w tym takze w
monokulturach HPMOs.

Podsumowujac, niniejsza rozprawa doktorska podkresla duza roznorodno$¢ interakcji pomiedzy S.
europaea a HPMOs, ujawniajac, ze tylko niektore z tych mikroorganizmow sg zdolne do przetrwania w
tkankach roslin. Odczyn pH gleby i zasolenie wylaniajg si¢ jako kluczowe czynniki kontrolne i
wskazniki ryzyka skazenia S. europaea przez HPMOs i moga by¢ wykorzystane w celu zwigkszenia
bezpieczenstwa konsumpcji. Ponadto HPMOs wywotujg istotne zmiany w ekspresji genéw rosliny, co
sugeruje, ze roslina aktywnie reaguje na niektore z tych drobnoustrojow. Co wigcej, wykazano, ze
okreslone bakterie endofityczne i ryzosferowe zwigzane z S. europaea wytwarzaja mVOC zdolne do
hamowania gltownych patogendow przenoszonych przez zywno$¢, co czyni je potencjalnymi
kandydatami do biokontroli HPMOs w celu zwickszenia bezpieczenstwa zywno$ci w rolnictwie.
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