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Niewidoczni sprzymierzency symbiozy: potencjat metaboliczny i funkcjonalny endofitéw
nierizobiowych (NRE) izolowanych z brodawek korzeniowych koniczyny
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Wprowadzenie i cel pracy Wyniki i wnioski
Z brodawek korzeniowych koniczyny biatej (KB) i koniczyny tgkowej (czerwonej) (KC)
.Blologlczne wigzanie azotu (B!\”:) jest kI.uczc.)wyrn procesem wyizolowano bakterie pod katem selekcji mikroorganizméw typu NRE. tacznie uzyskano
obleg.u azotu w przyrgdme. Bakterlg zwane ”ZOb'a.m' wchodz.a W 17 szczepéw, ktorych morfologia i kinetyka wzrostu istotnie réznita sie wzgledem rizobidw.
symbioze z roslinami bobowatymi tworzac na ich korzeniach Wstepna klasyfikacja taksonomiczna izolatow oparta na analizie

brodawki, w ktorych wigzg azot atmosferyczny i uniezalezniajg
rosliny od nawozenia azotowego oraz wprowadzajg do gleby
ogromne ilosci tego pierwiastka. Obecnie wiadomo, ze w

sekwencji fragmentu genu 16S rRNA pozwolita na ich przyporzadkowanie do rodzajow
Bacillus, Actinomycetota, Priestia, Peribacillus, Roseomonas, Microbacterium Fig. 1.

brodawkach wystepuja takze inne mikroorganizmy, tzw. NRE (Non- Brak amplifikacji fragmentéw rizobiowych genow gyrB, atpD, recA w szczegdlnosci
Rhizobial Endophytes), ktére moga wspomagaé ogdlny , fitness” nodA (gen zwigzany z procesem brodawkowania u rizobiow) oraz brak brodawek
roslin. Rola NRE w symbiozie wcigz nie zostata w petni poznana. korzeniowych w testach roslinnych (Fig. 4) potwierdzity, ze badane szczepy nie indukuja
Celem pracy byto profilowanie metaboliczne bezposrednio procesu symbiozy, a sekwencja ich genomoéw jest znaczagco odmienna od
i charakterystyka fenotypowa NRE wyizolowanych z brodawek bakterii z rodzaju Rhizobium, co stanowito potwierdzenie ich przynaleznoéci do grupy
koniczyny biatej i czerwonej. NRE.
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przedstawione, jako dane pomiaru absorbancji 590 nm (im wyzszy poziom tym wyzsza aktywnos$é
BlastN) ) Qetaboliczna (ABCD) lub wyzszy poziom tolerancji wzgledem substancji stresowej (E))
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Szczepy z grupy KB takze miaty szerokie spektrum zdolnosci metabolicznych. Profil /Aktvwnoééproteazv Duunu.n[]\

wykorzystania substratow przez izolaty KB10, KB11 byt zblizony do efektywnych metabolicznie KCL1 KCL13 KC3.2 KC4.15 KC4.18 KC4.25 KB1O  KB21  KB31
szczepow z grupy KC. Ponadto szczepy KB3 i KB6 najlepiej sposrdd badanych izolatéw tolerowaty Solubilizacja fosforanow o
obecnosc stresorow (np. NaCl). KC103 KC104 KC1.1  KC1.13 KC3.2 KC4.25 KB21 KB31
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W ramach profilowania fenotypowego wszystkie izolaty NRE przebadano rowniez pod katem

;s , . e , . . . . . , KC103 KC104 KB21 KB10 KC1.13 KC3.2
zdolnosci do syntezy enzymow i fitohormonow oraz zwiekszenia przyswajalnosci fosforanow. Fig. 3. Testy fenotypowe izolatow NRE: oznaczanie aktywnosci proteaz, solubilizacji

Szczepy KC1.1, KC1.13, KC3.2, KC4.15, KC4.18, KC4.25, KB10, KB21 oraz KB31 wykazywaty e o oo oy iy Kontrole e

aktywnosc proteolityczng a szczepy KC1.1, KC1.13, KC3.2, KC4.25, KB21 oraz KB31 zwiekszaty QZCZGPV przynalezace do rodzaju Rhozobium /
przyswajalnos¢ fosforanow. Ponadto szczepy KB21, KB10 oraz w mniejszym stopniu KC1.13
i KC3.2 wykazywaty zdolnos¢ do produkcji indolu Fig. 3. Wszystkie z badanych szczepow

wykazywaty aktywnos¢ deaminazy ACC.

Wykonano rowniez szklarniowy test roslinny, polegajagcy na inokulacji siewek koniczyny
w nastepujacych uktadach: a) koinokulacja szczepem kontrolnym Rhizobium leguminosarum bwv.
trifolii (symbiont koniczyny) oraz kazdym z izolatéw NRE oraz b) zakazenie jedynie izolatami NRE
Fig. 4. Uzyskane wyniki potwierdzity, ze badane szczepy NRE samodzielnie nie indukujg
powstawania brodawek na korzeniach roslin, jednak s3 znajdowane w brodawkach
tworzonych na koniczynie przez szczep symbiotyczny w uktadzie koinokulacji. W przypadku
szczepow KB6, KB21, KB31 zaobserwowano znacznie bardziej rozbudowang strefe korzeniowg
w porownaniu do roslin kontrolnych.

Wyniki testow fenotypowych nie tylko potwierdzajg zdolnos¢ NRE do kolonizacji brodawek
korzeniowych w sposdb zalezny od bakterii symbiotycznych, wskazujg réwniez, ze ze wzgledu
na duzy potencjat metaboliczny ich obecnos¢ w brodawkach moze wptywac na podniesienie
wydajnosci samej symbiozy oraz efektywnosci wzrostu i kondycji rosliny.

Fig. 4. Testy roslinne izolatow NRE obrazujgce proces brodawkowania w inokulacji
Sfinansowano ze ¢rodkow NCN MINIATURA 6. nr 2022/06/)(//\/29/01323 podwadjnej (szczep NRE i referencyjny szczep Rhizobium leguminosarum bv. trifolii TA1)
g oraz w inokulacji pojedynczej szczepdw NRE wyizolowanych z brodawek korzeniowych
Qoniczyny biatej (KB3-KB35 i tgkowej KC1.1-104) /
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