Streszczenie

Rosliny bobowate (Fabaceae) sa organizmami odgrywajacymi istotng role w zyciu
cztowieka. Stanowia one bogate Zrodlo biatka, stuza jako nawozy naturalne oraz
polepszaja zyzno$¢ gleb. W warunkach niedoboru azotu rodliny bobowate sg zdolne do
nawigzywania symbiozy z bakteriami glebowymi, ktére w procesie tzw. biologicznego
wigzania azotu (ang. Biological Nitrogen Fixation, BNF), przeksztalcaja wolny azot
atmosferyczny w formy amonowe dostgpne dla roslin. Do najwazniejszej grupy
mikroorganizméw zdolnej do przeprowadzania BNF naleza bakterie z rodziny
Rhizobiaceae, zwanymi powszechnie ryzobiami.

Na symbioz¢ pomiedzy ro§linami bobowatymi a ryzobiami wptywa wiele czynnikoéw
srodowiskowych, takich jak: temperatura, pH, =zasolenie gleby, potencjat
oksydoredukcyjny oraz jony metali cigzkich. Wsrdd tych czynnikow najgrozniejszym
w kontek$cie zanieczyszczenia $rodowiska oraz zdrowia cztowieka sa metale cigzkie,
ktérych obecno$¢ w glebie spowodowana jest gtéwnie stale postepujaca industrializacja
oraz urbanizacja. Akumulacja metali ci¢zkich w roslinach uprawnych prowadzi do
zahamowania ich wzrostu oraz symbiozy z bakteriami wigzacymi azot. Na szczegblng
uwage zashuguje tutaj cynk, ktéry w stezeniach fizjologicznych petni role mikroelementu
ijest niezbedny do prawidtowego rozwoju oraz funkcjonowania, zarowno roélin, jak
i ryzobiow. Natomiast jego stezenie przekraczajace zapotrzebowanie organizméw na ten
pierwiastek prowadzi do =zaburzen w procesach metabolicznych zachodzacych
w komoérkach. W konsekwencji moze dochodzi¢ do ich $mierci. Aby przetrwad
niekorzystne warunki oraz zachowaé zdolno$¢ do nawigzywania interakcji
symbiotycznych z rodlinami, ryzobia wyksztalcily szereg mechanizméw obronnych,
z ktorych do najwazniejszych nalezy zdolno$¢ produkcji oraz sekrecji do otoczenia
znacznej ilosci polisacharydu (EPS). Polimer ten stanowi naturalng bariere chroniaca
bakterie wolnozyjace przed niekorzystnymi warunkami panujacymi w glebie, a takze jest
niezbgdnym czynnikiem umozliwiajacym nawiazanie symbiozy z gospodarzem ro$linnym.
Co wigeej, wlasciwosci EPS daja mozliwos¢ na wykorzystanie ryzobiéow w réznych
technikach remediacyjnych, takich jak bioremediacja, czy tez jako organizmy
wspomagajgce wzrost roslin (ang. plant growth promoting rhizobacteria, PGPR).

Dotychczas nie przeprowadzono kompleksowych badan dotyczacych wptywu jondw
cynku na wilasnosci fenotypowe oraz symbiotyczne ryzobidw, a takze niewiele jest
informacji na temat roli, jaka moze petni¢ EPS w ochronie tych bakterii przed stresem
wywotanym obecnoscig metali cigzkich w glebie. Dlatego tez, przedmiotem badaf

opisanych w niniejszej rozprawie byto ustalenie roli tego polimeru w adaptacji bakterii



Rhizobium leguminosarum bv. trifolii do stresu $rodowiskowego wywotanego obecno$cig
jonow cynku oraz przeprowadzenie szczegdtowej charakterystyki wptywu jondw Zn?" na
komorki ryzobiéw 1uktad symbiotyczny ryzobia-rosliny bobowate, a takze okreSlenie
wydajnosci biosorpcji tych jondw przez czasteczki EPS.

Przeprowadzone do$wiadczenia pozwolity stwierdzié, ze obecno$¢ jonéw Zn>"
negatywnie wplywa na wiele procesow fizjologicznych oraz wiasnosci fenotypowych
komorek ryzobiow, ale réwniez stymuluje ich mechanizmy ochronne. Wykazano, ze jony
cynku hamujg wzrost badanych mikroorganizméw oraz wplywajg negatywnie na ich
przezywalnos¢, jak réwniez powoduja obnizenie ruchliwosdci i wydajnosci oddychania
komorek ryzobidw. Ustalono, ze sposrod testowanych bakterii, najbardziej odporne na
szkodliwe dziatanie cynku okazaty si¢ by¢ szczepy, ktore produkowaty zwickszong ilo$é
EPS [Rt24.2(pBA1) 1 Rt24.2(pBR1)] w poréwnaniu do szczepu dzikiego (Rt24.2).
Ponadto, zaobserwowano, ze obecno$¢ jonéw Zn** w $rodowisku wzrostu stymuluje
bakterie do zwigkszonej produkcji EPS i innych polisacharydéw powierzchniowych,
tworzenia wigkszej ilosci biofilmu, a takze dziala na wzrost aktywno$ci enzymow
komorkowych odpowiedzialnych za usuwanie wolnych rodnikow. Stwierdzono takze, ze
wplyw czynnika stresowego na wlasciwosci fizykochemiczne komérek bakterii,
szczegllnie na ich ruchliwo$¢ elektroforetyczna, zalezy od ilosci syntetyzowanego EPS,
fazy wzrostu bakterii, liczby martwych komoérek oraz st¢zenia jondéw cynku i pH
srodowiska. Wyniki badan pokazaly rowniez, ze obecno$¢ jonow Zn®' istotnie obniza
efektywnos¢ symbiozy szczepow ryzobiowych z koniczyng fakowa, dzialajac negatywnie
zarowno na mikrosymbionta, jak i gospodarza ro$linnego. Zauwazono, Ze szczepy
nadprodukujgce EPS charakteryzowaty si¢ duzo lepsza adhezja do korzeni koniczyny oraz
efektywno$cia symbiozy. Analizy majace na celu okre$lenie wydajnosci biosorpcji jonow
cynku przez EPS wyizolowany ze szczepu Rt24.2 wykazaly, ze polimer ten posiada dobre
wlasciwosci sorpeyjne.

Podsumowujgc, w niniejszej pracy wykazano, ze EPS pemni kluczowa role
w adaptacji wolnozyjacych bakterii R. leguminosarum bv. trifolii do warunkéw stresowych
wywotanych obecnoscig jonéw cynku, jak rowniez podczas ich symbiozy z koniczyna
takowa. Nadprodukcja EPS zapewnia ryzobiom skuteczniejsza adaptacje do warunkow
stresowych, a takze zwigksza mozliwo$¢ ich zastosowania w procesach remediacji.
Co wigeej, dobre wiasciwosci sorpeyjne EPS  daja mozliwo$¢ zastosowania go

w biotechnologii, jako polimeru wydajnie wigzacego jony Zn*",
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