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STRESZCZENIE

BAKTERIOCENOZY MAT MIKROBIALNYCH STREFY PROGLACJALNEJ LODOWCA EKOLOGII
(WYsPA KROLA JERZEGO, ANTARKTYKA) - STRUKTURA TAKSONOMICZNA 1 POTENCJAL
FIZJOLOGICZNY

Jakub Kowalik

Rozprawa doktorska wykonana pod kierunkiem dr hab. Doroty Gorniak
i prof. dr hab. Aleksandra Swiateckiego

Katedra Mikrobiologii i Mykologii, Wydziat Biologii i Biotechnologii
Uniwersytet Warminsko-Mazurski w Olsztynie/ inna instytucja naukowa

Celem prowadzonych badan byto poznanie struktury taksonomicznej i potencjatu
fizjologicznego bakteriocenoz mat mikrobialnych wystepujacych w efemerycznych
lotycznych i lenitycznych zbiornikach w strefie proglacjalnej Lodowca Ekologii (Wyspa
Krola Jerzego, Antarktyka). Do osiggnigcia glownego celu wyznaczono cele
szczegdtowe, ktorymi byty: a/ metagenomiczna analiza taksonomiczna bakteriocenozy
badanych mat mikrobialnych w odniesieniu do struktury mikrobioty gleb, b/ izolacja
1 molekularna identyfikacja heterotroficznych szczepdéw bakterii pochodzacych z mat
mikrobialnych; utworzenie banku szczepdw, c¢/ fenotypowy ,fingerprinting”; analiza
potencjatu metabolicznego izolatow, d/ okreslenie potencjatu srodowiskowego izolatow:
warunkOw wzrostu, odporno$ci na zamarzanie i promieniowanie UV, oddzialywan
antagonistycznych i wilasciwosci bakteriobdjczych, zdolnosci do adhezji i tworzenia
biofilmu oraz opornosci na antybiotyki. Dane metagenomiczne badanych mat
mikrobialnych umozliwity identyfikacj¢ bakterii nalezacych do 12 typow.
Charakterystyczng cechga bakteriocenoz badanych mat byla wysoka obfitos¢ sinic
nalezacych do rodzaju Phormidium, ktére stanowity ponad 60% zidentyfikowanych
sekwencji. Druga grupa pod wzgledem frekwencji byly bakterie nalezace do typu
Proteobacteria, ktore stanowily ponad 20% zidentyfikowanych sekwencji. Wsrod
pozostalych taksonow przewazaly bakterie nalezace do typdw: Verrucomicrobia,
Actinobacteria 1 Bacteroidetes. W poroéwnaniu z matami potokéw, w zbiornikach
astatycznych stwierdzono kilkukrotnie wyzsza liczebno$§¢ odczytow sekwencji
Actinobacteria, Planctomycetes, Verrucomicrobia oraz TM7. Zasadniczymi czynnikami
srodowiskowymi skorelowanymi ze strukturg taksonomiczng bakteriocenoz mat byty
wlasciwosci fizykochemiczne 1 hydrologiczne zbiornikow wodnych. W ptynacych,
ubogich troficznie wodach potokéw rozwijata si¢ bardzo ograniczona strukturalnie
bakteriocenoza mat. Bardziej ztozony sktad taksonomiczny wystepowat w matach
rozwijajacych si¢ w zbiornikach astatycznych, charakteryzujacych si¢ wyzsza
koncentracja materii organicznej 1 mineralnej. W glebach wykazano bogate
taksonomicznie zespoly bakterii nalezace do 23 typow. Stwierdzono wspotzaleznosc
strukturalng, pomiedzy bakteriocenozami mat i gleb. Na poziomie typéw wszystkie
zespoty bakterii tworzace mikrobiomy mat wystepowaty rowniez w glebach. Uzyskane
wyniki potwierdzily sformutlowang hipoteze badawcza zakladajaca istotng role
bakteriocenozy gleby, ktora w procesie migracji i kolonizacji $rodowisk wodnych
wptywa na strukture i rozwoj mat mikrobialnych.



Pochodzace z mat mikrobialnych szczepy bakterii charakteryzowaty si¢ znaczna
aktywnos$cig fizjologiczng i szerokim potencjalem metabolicznym, umozliwiajagcym
wykorzystanie réznorodnych substratow. Liczne szczepy wykazywaly zdolnos¢ do
utylizacji mono— i disacharydéw, cukroli, kwaséw cukrowych, jak rowniez
aminokwasow, bialek i thuszczy. Statystycznie wyzsza aktywnoscig charakteryzowatly si¢
szczepy izolowane z mat wystepujacych w potokach. Ma to istotne znaczenie w rozwoju
tych mikrobiocenoz w §rodowiskach o niskiej trofii. Szczegdlnie wysoki potencjat
biochemiczny posiadaty: Arthrobacter psychrochitiniphilus, Rodoferax ferrireducens,
Pseudomonas azotoformans oraz Pseudomonas poae. Badania mat mikrobialnych
wykazaly wystepowanie licznych bakterii opornych na zwiagzki toksyczne i antybiotyki,
wsérod  ktorych  znaczacg grupe stanowily szczepy 0 szerokim  spektrum
antybiotykoopornosci.  Zjawisko to moze by¢ uwarunkowane istnieniem
w bakteriocenozach mat efektywnych procesow zwigzanych z rozwijaniem naturalnej
oporno$ci oraz oporno$ci nabytej w wyniku horyzontalnego transferu genow.
Specyficzng cechg bakteriocenoz mat byla odpornos¢ bakterii na dziatanie
promieniowania UVB, ktoérg stwierdzono u ponad 80% szczepdéw. Wskazuje to na
wystgpowanie mechanizméw ochronnych i naprawczych decydujacych o przezyciu
bakterii w okresie intensywnej insolacji. Najwyzsza odpornos¢ posiadaty:
Salinibacterium xinjiangense, Arthrobacter scleromae, Pedobacter sp. i Bosea lathyri.
Istotnym przystosowaniem do warunkéw polarnych, szczepdéw bakterii izolowanych
z mat byla ich odporno$¢ na zamarzanie. Intensywne wytwarzanie biatek
przeciwlodowych wykazano u szczepow: Rhodococcus erythropolis, Flavobacterium
tiangeerense, Pedobacter terrae oraz Bosea lathyri. Zdolnosci antagonistyczne
wykazywata wigkszo$¢ wyizolowanych z mat szczepéw. Rowniez wigkszos¢ badanych
szczepoOw wykazywata zdolnos¢ do adhezji. Oba typy oddziatywan maja decydujace
znaczenie w ksztaltowaniu struktury mat mikrobialnych, charakteryzujacych si¢ duzym
zageszczeniem bakterii 1 wystepowaniem silnych interakcji migdzykomorkowych.
Wykazana korelacja pomigdzy aktywnos$cig antagonistyczng a opornoscig na antybiotyki
potwierdzita istnienie intensywnych oddzialywan w bakteriocenozie mat. Wyodrebniono
grupe szczepow bakterii z rodzajow Agreia, Pseudomonas i Flavobacterium, ktore
hamowaty wzrost fitopatogendw oraz potencjalnych patogenoéw zwierzat i ludzi w tym:
Agrobacterium tumefaciens, Erwinia carotovora, Escherichia coli, Pseudomonas
fluorescens i Staphylococcus aureus. Szczepy bakterii, u ktérych ujawniono unikatowe
cechy, zdolno$¢ do wytwarzania: biatek przeciwlodowych, barwnikéw ochronnych oraz
zwigzkOw antybakteryjnych stanowig cenny materiat w aplikacyjnych badaniach
biotechnologicznych i medycznych.

Uzyskane wyniki potwierdzily przyjeta hipoteze badawcza, ze bakteriocenozy
mat mikrobialnych rozwijaja si¢ jako wyspecjalizowane strukturalnie i funkcjonalnie
ekosystemy,  charakteryzujace  si¢  wysokim  potencjalem = metabolicznym
1 srodowiskowym. Potwierdzono hipoteze Baas-Beckinga wskazujaca na role czynnikow
srodowiskowych w selekcji komponentow biotycznych mat mikrobialnych. Polarne maty
mikrobialne sg dynamicznymi, samoregulujacymi si¢ uktadami mikrobiocenotycznymi,
w ktorych dynamika pierwotnej 1 wtérnej produkcji oraz biokonwersji 1 regeneracji
biogendw jest zrbwnowazona.



ABSTRACT

THE BACTERIOCENOSES OF MICROBIAL MATS OF THE PROGLACIAL ZONE OF THE ECOLOGY
GLACIER (KING GEORGE ISLAND, ANTARCTICA) - TAXONOMIC STRUCTURE AND PHYSIOLOGICAL
POTENTIAL

Jakub Kowalik, MSc

Doctoral dissertation prepared under the supervision of Dorota Gérniak, PhD, DSc
and Aleksander Swiatecki, PhD, DSc.

Department of Microbiology and Mycology, Faculty of Biology and Biotechnology
University of Warmia and Mazury in Olsztyn

The goal of the conducted research was to understand the taxonomic structure and
physiological potential of bacteriocenoses of microbial mats occurring in ephemeral
aerial and lenitic reservoirs in the proglacial zone of the Ecology Glacier (King George
Island). To achieve the main objective, specific objectives were set, as stated below:
a) metagenomic taxonomic analysis of the bacteriocenosis of the tested microbial mats in
relation to the structure of the soil microbiota, b) isolation and molecular identification of
heterotrophic strains of bacteria derived from microbial mats; creating a strain bank,
c¢) phenotypic “fingerprinting”; analysis of the metabolic potential of bacterial strains,
d) determination of the environmental potential of isolates: growth conditions, resistance
to freezing and UV radiation, antagonistic effects and bactericidal properties, ability to
adhere and form a biofilm, and antibiotic resistance. Metagenomic data of the tested
microbial mats made it possible to identify bacteria belonging to 12 phyla.
A characteristic feature of the bacteriocenoses of the studied mats was the high abundance
of blue-green algae belonging to the genus Phormidium, which accounted for over 60%
of the identified sequences. The second group in terms of frequency were bacteria
belonging to the Proteobacteria phylum, which accounted for over 20% of the identified
sequences. Among the remaining taxa, bacteria belonging to the phyla: VVerrucomicrobia,
Actinobacteria and Bacteroidetes prevailed. Compared to the stream mats, the number of
Actinobacteria, Planctomycetes, Verrucomicrobia and TM7 sequences was several times
higher in the astatic reservoirs. The main environmental factors correlated with the
taxonomic structure of the bacteriocenoses of mats were the physicochemical and
hydrological properties of water. In the flowing, oligotrophic waters of the streams,
a structurally limited bacteriocenosis of mats developed. A more complex taxonomic
composition occurred in mats developing in astatic reservoirs, characterized by a higher
concentration of organic and mineral matter. Taxonomically, rich assemblages of bacteria
belonging to 22 phyla were found in the soils. A structural interdependence was found
between mats and soil bacteriocenoses. At the phylum level, all the bacterial communities
which make up the mat microbiomes were also found in soils. The obtained results
confirmed the formulated research hypothesis assuming the important role of soil
bacteriocenosis, which affects the structure and development of microbial mats in the
process of migration and colonisation of aquatic environments.



The bacterial strains derived from the microbial mats were characterized by
significant physiological activity and a wide metabolic potential, enabling the use of
various substrates. Numerous strains showed the ability to utilize mono- and
disaccharides, sugar alcohols, sugar acids, as well as amino acids and proteins.
Statistically, higher activity was found in strains isolated from stream mats. This is
important in the development of these microbiocenosis in low-trophic environments.
Arthrobacter psychrochitiniphilus, Rodoferax ferrireducens, Pseudomonas azotoformans
and Pseudomonas poae had a particularly high biochemical potential. The tests of
microbial mats showed the presence of numerous bacteria resistant to toxic compounds
and antibiotics, among which multi-antibiotic-resistant strains constituted a significant
group. This phenomenon may be conditioned by the existence in mat bacteriocenoses of
effective processes related to the development of natural resistance and resistance
acquired as a result of horizontal gene transfer. A specific feature of mat bacteriocenoses
was the resistance of bacteria to UVB radiation, which was found in over 80% of the
strains. This indicates the presence of protective and repair mechanisms which determine
the survival of bacteria during the period of intensive insolation. The highest resistance
was found in: Salinibacterium xinjiangense, Arthrobacter scleromae, Pedobacter sp. and
Bosea lathyri. An important adaptation to polar conditions of bacterial strains isolated
from mats was their resistance to freezing. Intensive production of anti-ice proteins was
demonstrated in the following strains: Rhodococcus erythropolis, Flavobacterium
tiangeerense, Pedobacter terrae and Bosea lathyri. The majority of strains isolated from
mats showed antagonistic abilities. Also, most of the tested strains showed the ability to
adhere. Both types of interactions are of decisive importance in shaping the structure of
microbial mats, characterised by a high density of bacteria and strong intercellular
interactions. The demonstrated correlation between the antagonistic activity and
resistance to antibiotics confirmed the existence of intensive interactions in the
bacteriocenosis of mats. A group of bacterial strains from the genera Agreia,
Pseudomonas and Flavobacterium was isolated, which inhibited the growth of
phytopathogens and potential pathogens of animals and humans, including
Agrobacterium tumefaciens, Erwinia carotovora, Escherichia coli, Pseudomonas
fluorescens and Staphylococcus aureus. Strains of bacteria with unique features, the
ability to produce anti-ice proteins, protective dyes and antibacterial compounds are
valuable material in biotechnological and medical application research.

The obtained results confirmed the adopted research hypothesis: bacteriocenoses
of microbial mats develop as structurally and functionally specialised ecosystems,
characterised by a high metabolic and environmental potential. The Baas-Becking
hypothesis indicating the role of environmental factors in the selection of biotic
components of microbial mats was confirmed. Polar microbial mats are dynamic, self-
regulating microbiocenotic systems in which the dynamics of primary and secondary
production as well as bioconversion and regeneration of nutrients are balanced.



1. Wstep

Kontynent Antarktyczny otoczony morska Antarktyka jest rejonem, ktory od wielu
dziesigcioleci budzi ogromne zainteresowanie zardwno gremidw naukowych, jak
rowniez spotecznosci miedzynarodowej. Zwigzane z ,,Globalng zmiang” zjawiska,
szczegblnie wyraznie zaznaczajg si¢ w rejonach polarnych, ktore sg swoistym ,,hot spot”
tych procesow. Antarktyda jest jedynym kontynentem poddanym jurysdykcji
miedzynarodowej, okreslonej przepisami  Traktatu  Antarktycznego (UKLAD
ANTARKTYCZNY 1961). Zgodnie z zapisami Traktatu w rejonie morskiej i kontynentalnej
Antarktyki mozliwe jest jedynie prowadzenie badan naukowych oraz podejmowanie
dziatahh zwigzanych z szeroko poje¢ta ochrong przyrody. W rejonie Antarktydy
1 okalajacych ja wysp zlokalizowanych jest ok. 130 miedzynarodowych stacji
badawczych, ktore sg miejscem pracy dla kilku tysiecy naukowcow. Polska dysponuje
dwoma funkcjonujacymi stacjami naukowymi: caloroczng Polska Stacja Antarktyczna
im. Henryka Arctowskiego (Ryc. 1) zlokalizowang na Wyspie Krola Jerzego (Szetlandy
Pid., Antarktyka Zachodnia) oraz letnig Stacja im. Antoniego Bolestawa Dobrowolskiego
potozong w Oazie Bungera (Antarktyda Wschodnia) pracujaca sporadycznie.

Rycina 1. Polska Stacja Antarktyczna im. Henryka Arctowskiego (for. D. Gérniak)
Figure 1. Arctowski Polish Antarctic Station

Potwysep Antarktyczny 1 przylegajace do niego wyspy s3 obszarem, na ktorym
najwyrazniej zaznaczaja si¢ zmiany Srodowiskowe wywotane m. in. globalnym
ociepleniem. Prowadzony od szeregu lat monitoring warunkow klimatycznych tego
rejonu wskazuje na sukcesywny wzrost temperatury powietrza, co jest jednym z istotnych
wskaznikow ,,Globalnej zmiany” (MOJICA-MONCADA I IN. 2021).

Najbardziej spektakularng 1 dramatyczng konsekwencjg wzrostu temperatury

w rejonach polarnych jest topnienie i rozpad lodowcoéw. Przyktadem takich zjawisk moze
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by¢ nasilony proces deglacjacji, zlokalizowanego w poblizu Polskiej Stacji Antarktyczne;j
(Wyspa Krola Jerzego), Lodowca Ekologii, ktéry na przestrzeni 80 lat cofnat si¢
0 ok. 600 m. Uwolnione od lodu obszary stanowig przestrzen intensywnych badan
biologicznych, w tym rowniez mikrobiologicznych (ZDANOWSKI I IN. 2013; CIESIELSKI
I IN. 2014; GRZzESIAK. IN. 2015A, 2015B; ZNOJ 1 IN. 2022). Powstajace w strefie
proglacjalnej nowe ekosystemy, zaréwno wodne, jak i lagdowe umozliwiajg prowadzenie
wartosciowych badan dotyczacych migdzy innymi sukcesji pierwotnej, procesow
glebotworczych, rozwoju mat mikrobialnych 1 bioprospekcji. Badania w tym zakresie
majg istotng warto$¢ poznawcza, prognostyczng i aplikacyjna. Powstajace z topniejacych
lodowcow masy wody, tworzg sie¢ efemerycznych ciekow i lenitycznych zbiornikow,
skolonizowanych przez liczne populacje autotroficznych i heterotroficznych
mikroorganizmow (KRUCON IN. 2021). Bardzo prosta struktura nowo utworzonych
ekosystemow umozliwia formutowanie i testowanie wielu hipotez dotyczacych m.in:
procesow kolonizacji, dynamiki biocenozy, konkurencji migdzygatunkowe;.

O unikalnosci przyrodniczej kontynentalnej Antarktydy i1 przylegajacych wysp,
w zasadniczym stopniu decyduja ekstremalne warunki $rodowiskowe. Szczegélnie
istotne znaczenie ma niska temperatura, intensywna insolacja i oddziatywanie
promieniowania UV oraz ograniczona dostepno$¢ plynnej wody (ORDENES-
AENISHANSLINS I IN. 2016; LAMBRECHTS I IN. 2019). Biocenoza ladowej Antarktyki
ograniczona jest do organizmoéw przystosowanych do zycia w tych ekstremalnych
warunkach. Prowadzone od kilkudziesi¢ciu lat badania biocenotyczne ekosystemow
polarnych dotycza gtéwnie: drobnoustrojow (wiruséw, bakterii 1 archeonow), protistow,
grzybdw, porostow 1 watrobowcow, roslin naczyniowych oraz zwierzat bezkrggowych
(NKEM I IN. 2006; ROJAS 1 IN. 2009; WONG I IN. 2011; MIECZAN | TARKOWSKA-KUKURYK
2014; ALSTRUP I IN. 2018; CALLEJAS I IN. 2018; PERSHINA I IN. 2018; HALICI I IN. 2022;
MioDUCHOWSKA 2021; THOMPSON 2021; PANDOURSKI | IN. 2022; VEGA 1 IN. 2022;
GRZESIAK I IN. 2021, ZNOJ 1 IN. 2022). Badania dotycza rowniez krggowcow, gtownie
ptakow 1 morskich ssakow, zasiedlajacych latem kontynent Antarktyczny oraz
przybrzezne wyspy (PANASIUK I IN. 2020; LANUSSE I IN. 2022).

Prowadzone od poczatku dwudziestego wieku badania mikrobiologiczne w rejonie
obszarow polarnych dotyczg gtownie mikrobiocenoz srodowisk wodnych i glebowych,
lodowcow 1 atmosfery. Szczegdlne zainteresowanie badaczy budza obszary proglacjalne
powstate w wyniku intensyfikacji procesow deglacjacji (GRZESIAK I IN. 2009; PEARCE
I IN. 2009; ANESIO I IN. 2012; ZDANOWSKI | IN. 2013; STANISH I IN. 2013; GRZESIAK I IN.
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2015A; Koo 1 IN. 2017; KRUCON 1 IN. 2021). Jak wykazaly badania, réznorodne grupy
mikroorganizmow posiadajg szereg strukturalnych i funkcjonalnych przystosowan, ktore
umozliwiajg dobrg adaptacj¢ do ekstremalnych warunkéw panujgcych w rejonach
polarnych. Niska temperatura panujaca na tych obszarach i zwigzane z nig zjawisko
zamarzania 1 rozmarzania jest czynnikiem szczeg6lnie limitujacym przezycie
drobnoustrojéw. Tylko dobrze zaadaptowane mikroorganizmy sa w stanie rozwijac si¢
w tych warunkach termicznych. Niska temperatura oddzialuje na wigkszo$¢ elementow
tworzacych struktury komoérkowe oraz wplywa na wszystkie procesy fizjologiczne
I metaboliczne (D’AMmico 1 IN. 2006). Istotne znaczenie w tych warunkach termicznych
ma zachowanie stabilnosci oraz odpowiedniej plynnosci btony komoérkowej, co jest
warunkiem prawidlowego 1 efektywnego transportu blonowego oraz sprawnego
przebiegu szlakow katabolicznych. Obnizenie sprawno$ci procesu replikacji materiatu
genetycznego bezposrednio wptywa na wydtuzenie czasu podzialdéw komorkowych.
Podobnie kluczowe znaczenie, w funkcjonowaniu mikroorganizméw w niskich
temperaturach, ma prawidtowy przebieg procesow transkrypcji i translacji (D’AMICO
I IN. 2006).

Psychrofile stanowiag dominujaca grupe mikroorganizméw wystepujacych
w ,.globalnym mikrobiomie” Ziemi (SIDDIQUI I IN. 2013). Wigkszo$¢ przestrzeni
zajmowanej przez Srodowiska naturalne, zarowno wodne jak ladowe, charakteryzuje si¢
temperaturg nie przekraczajacg 5°C. Te zimne srodowiska kolonizowane sg przez liczne
populacje prokariotycznych drobnoustrojow (MARGESIN | MITEWA 2011). W biosferze
Ziemi psychrofile sa dominujacg grupa odpowiedzialng za procesy zwigzane
z biodegradacja 1 biokonwersja zwiazkoéw organicznych oraz krazeniem makro-
1 mikroelementow (LOPERENA I IN. 2012; VALDESPINO-CASTILLO I IN. 2018; WONG I IN.
2018). W utrzymaniu homeostazy ekosysteméw naturalnych szczegolnie istotne
znaczenie majg procesy regeneracji zwigzkow biogennych, fosforu, azotu 1 siarki.
Najwazniejszym wyrdznikiem zimnolubnych drobnoustrojéw jest ich tolerancja
termiczna, ktora u eurypsychrofili jest stosunkowo szeroka i waha si¢ od 0 do 20°C
(MARGESIN | MITEVA 2011), a u stenopsychrofili jest bardzo waska, mieszczaca si¢
w okolicach zera (RAYMOND-BOUCHARD | ALTSHULER 2018). Wiedza na temat
mikroorganizméw  zasiedlajagcych zimne, ekstremalne Srodowiska jest ciagle
niekompletna i dotyczy stosunkowo waskiej grupy prokariotow. Powodem tych
ograniczen sg gltownie trudno$ci metodologiczne, m. in. konieczno$¢ stosowania

wlasciwie opracowanych technik badawczych. W przypadku ekstremofilnych psychrofili
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czestym wymogiem s3 hodowle drobnoustrojow na pozywkach dostosowanych do
indywidualnych potrzeb troficznych. Ponadto w przypadku eurypsychrofili, konieczne
jest prowadzenie, zazwyczaj dlugotrwatych, a w niektorych przypadkach wielodniowych,
a nawet wielotygodniowych hodowli. Wprowadzone w latach dwutysi¢cznych, ciggle
doskonalone, a obecnie powszechnie dostepne techniki molekularne, w istotny sposob
uzupehiajg wiedze o psychrofilach. Dotychczasowe badania wykazaly, ze ponad 80%
potwierdzonych molekularnie gatunkoOw nie namnaza si¢ na pozywkach (LAMBRECHTS
I'IN. 2019).

Unikatowe wlasciwosci mikroorganizméw psychrofilnych dotyczace struktur
komoérkowych oraz cech metabolizmu, umozliwiajace optymalny rozwoj
w ekstremalnych $rodowiskach, maja zazwyczaj charakter trwaly i znajduja
odzwierciedlenie w genomie. Technologie ,,omiczne” umozliwiaja badanie potencjatu
strukturalnego, fizjologicznego i biochemicznego psychrofili nalezacych do
nichodowalnej puli drobnoustrojéw. Ta nowoczesna metodologia jest szczegdlnie
przydatna w badaniach dotyczacych horyzontalnego transferu genéw. FENG I IN. (2014)
wykazali, Zze dzicki mobilnym elementom genetycznym, glownie plazmidom
1 bakteriofagom mozliwe jest rozprzestrzenienie si¢ cech w konsorcjach mikrobialnych.
Wykazano, ze horyzontalny transfer genow (HGT ang. horizontal gene transfer) ma
istotne  znaczenie w redystrybucji cech zwigzanych =z synteza czynnikow
krioprotekcyjnych u ekstremalnych psychrofili (CARUSO I IN. 2018).

Adaptacja psychrofilnych drobnoustrojow do niskich temperatur ma charakter
wieloptaszczyznowy i dotyczy rdéznych aspektow zwigzanych z biologia komorki.
Szczegolnie istotne znaczenie maja adaptacje fizjologiczne i metaboliczne. Obnizenie
lepkosci cytozolu w niskiej temperaturze jest kompensowane przez zimnolubne
drobnoustroje poprzez produkcje specyficznych psychrozyméw przystosowanych do
prowadzenia katalizy w takich warunkach (HAMID 1 IN. 2022). W licznych badaniach
potwierdzono znaczenie bialek szoku zimna, ktore produkowane sa przez psychrofile
w $rodowiskach o ujemnej temperaturze (LORV I IN. 2014; MUNOZ 1 IN. 2017). Biatka te
umozliwiaja przezycie komoérkom w skrajnie niskich temperaturach, a jednocze$nie
stabilizujg metabolizm komorkowy (FELLER 2013). Wazna rolg krioprotekcyjng petnia
biatka przeciwlodowe (AFP ang. antifreeze proteins), charakteryzujace si¢
zroznicowanym dziataniem (GILBERT I IN. 2004; MUNOZ 1 IN. 2017; DELESKY 1 IN. 2022).
Niektore z tych biatek dziataja wewnatrzkomorkowo hamujac proces tworzenia

krysztalow lodu, ktore moglyby uszkadza¢ komorke. Inne grupy biatek
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zewnatrzkomoérkowych, tzw. biatka nukleacyjne stymuluja tworzenie duzych krysztatow
lodu, co zapobiega ich wnikaniu do wngtrza komorki. Badania wielu autoréw, m. in. REID
I IN. (2006) oraz CARUSO I IN. (2018) wskazuja na znaczenic wydzielanych
pozakomoérkowo polimerow (EPS ang. extracellular polymeric substances), gidwnie
egzopolisacharydéw jako waznych czynnikéw krioprotekcji. Wykazano rowniez
znaczenie  barwnikéw  blonowych, gtownie karotenoidow w  odpornosci
mikroorganizmow na zamarzanie (CHATTOPADHYAY 2002, 2006; DIESER I IN. 2010; VILA
2019).

W $rodowiskach ekstremalnych, w tym rowniez ladowych ekosystemach polarnych,
drobnoustroje czesto rozwijaja si¢ w postaci heterogennych agregatow, biofilmow i mat
mikrobialnych (SOLE I IN. 2008; DE Los R10s I IN. 2015; KOO I IN. 2017; PRIETO-BARAJAS
I IN. 2018). Tworzenie tych zlozonych biostruktur uwarunkowane jest wystgpowaniem
komplementarnych procesow opartych na interakcjach zachodzacych pomiedzy réznymi
grupami drobnoustrojow oraz drobnoustrojami a kolonizowanymi biotycznymi
1 abiotycznymi powierzchniami. Wedtug BERNEGO | IN. (2018) drobnoustroje moga
wigzaé si¢ z powierzchniami utworzonymi na granicy faz: cieczy i ciata statego, gazu
i ciata statego, jak rowniez gazu i cieczy. Tego typu powierzchnie wystepuja powszechnie
w srodowiskach naturalnych, wodnych i glebowych.

W $rodowiskach ekstremalnych, kolonizacja stabilnych powierzchni jest szeroko
rozpowszechniona wérdéd drobnoustrojow i stanowi jedng z podstawowych strategii
umozliwiajacych im realizacje réznorodnych potrzeb. Adhezja ma kluczowe znaczenie
w kolonizacji biotycznych 1 abiotycznych powierzchni. W przypadku srodowisk
naturalnych adhezja jest procesem wieloetapowym, na ktory sktada sie: pasywny lub
aktywny ruch w kierunku powierzchni, rozpoznanie jej wlasciwosci fizykochemicznych
i w koncowym etapie wigzanie si¢ z docelowg powierzchnig (GARRETT I IN. 2008).
W licznych badaniach wykazano, ze zadherowane mikroorganizmy majg przewage nad
formami planktonicznymi w pozyskiwaniu substratow pokarmowych, co przektada sig
na stabilnos¢ reprodukcyjng i ekspansje gatunku oraz wyzsza odporno$¢ na niekorzystne
czynniki Srodowiska (HARPER I IN. 2014; SEILER I IN. 2017; DOYTCHINOV | DImMOV 2022).
Zazwyczaj dwuetapowy proces adhezji, odwracalnej i nieodwracalnej, uwarunkowany
jest sumg wielu fizycznych, chemicznych 1 biologicznych zjawisk zachodzacych
w danym $rodowisku (DELRIO I IN. 2005; GARRETT I IN. 2008; RENNER 1 WEIBEL 2011,
KWON I IN. 2019; LEE I IN. 2018). Jednym z zasadniczych czynnikow decydujacych

o efektywnosci procesu adhezji sg wyspecjalizowane struktury i zwigzki wystepujace na
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powierzchni komorek okre§lane wspolnym terminem adhezyn. W obszernym
pis$miennictwie naukowym opisano szczegétowo roéznorodne formy adhezyn
stanowigcych gtownie komponenty oston komorkowych, do ktorych nalezg specyficzne
biatka, glikopeptydy i glikopolimery (KLEM I IN. 2000; OFEK I IN. 2006; KLINE I IN. 2009).
Sktad chemiczny adhezyn, zazwyczaj unikatowy dla poszczegolnych szczepow bakterii,
jest waznym markerem taksonomicznym. Wazng role, zardbwno w pierwotnej,
odwracalnej, jak rowniez wtdérnej, nieodwracalnej adhezji, petnig pilusy, bedace
strukturalnymi formami adhezyn (SoTo 1IN. 1999; Nuccio | BAUMLER 2007; WERNEBURG
I THANASSI 2018). Liczne badania wykazaty, ze wtasciwosci adhezyjne drobnoustrojow
moga ulegaé czestej modyfikacji, co jest zwigzane glownie z presja $rodowiskowa
1 rozbudowa genomu w wyniku horyzontalnego transferu genéw (GARRETT I IN. 2008;
ACHINAS I IN. 2019; BREMER | KRAMER 2019; KARAGULYAN 1 IN. 2022). W dynamice
tworzenia, rozwoju i stabilizacji mat mikrobialnych zjawiska adhezji maja kluczowe
znaczenie.

Specyfika Srodowisk ekstremalnych jest wystgpowanie drobnoustrojow
w zagregowanych uktadach, najczg¢sciej w postaci mat mikrobialnych. Konglomeraty
réznorodnych grup drobnoustrojow, czesto tworza samowystarczalne, autonomiczne
ekosystemy. Mikroorganizmy nalezace do réznych poziomoéw troficznych zdolne sg do
fotolitotroficznej lub chemolitotroficznej asymilacji dwutlenku wegla, heterotroficznego
rozktadu zwigzkoéw organicznych oraz regeneracji biogenéw (SABBE I IN. 2004; PEETERS
IIN. 2012; KOO I IN. 2017; PRIETO- BARAJAS I IN. 2018; SOHM I IN. 2020). Liczne badania
potwierdzity powszechno$¢ wystepowania tych konsorcjow w §rodowiskach wodnych
1 ladowych regionow polarnych oraz ich dominujacy udzial w ogodlnej biomasie
mikrobiomu polarnego (QUESADA I IN. 2008). Autonomiczno$¢ mat mikrobialnych oparta
jest glownie na powigzaniu szeregu procesOw produkcji pierwotnej i wtdrnej oraz
regeneracji materii (GRUNKE I IN. 2012; ROCHERA 1 IN. 2013; DE Los RI0s 1 IN. 2015;
GOMEz-SAEz 2017). Maty sa ukladami przestrzennymi o wyraznie zaznaczonej
stratyfikacji, ktorych grubo§¢ zazwyczaj waha si¢ od kilkudziesigciu mikrometrow do
kilkudziesigciu milimetrow (Ryc. 2). Strukturalne uwarstwienie dobrze rozwinietych mat
mikrobialnych jest odzwierciedleniem wertykalnych gradientéw czynnikow
srodowiskowych, zarowno fizycznych jak réwniez chemicznych. Szczegolnie istotne
znaczenie maja m. in. dodatnie gradienty natlenienia i stgzenia zwigzkéw organicznych
oraz ujemne gradienty pH i steZenia mineralnych form nutrientow (PRIETO-BARAJAS I IN.

2018). Sukcesja ekologiczna jest zasadniczym mechanizmem decydujacym o strukturze

13



biocenozy tych mikroekosystemow. Rozktad przestrzenny mikroorganizmoéow nalezacych
do poszczeg6lnych poziomoéw funkcjonalnych maty jest uwarunkowany gtdwnie typem
produkcji pierwotnej. W zdominowanych przez fotoautotrofy matach organizmy te
wystepuja na powierzchni, natomiast heterotrofy zasiedlaja jej gltebsze warstwy. Maty
mikrobialne sa ukladami stale doskonalagcymi swoj sktad, co zapewnia im wysoka
elastycznos¢ odpowiadajacg warunkom srodowiskowym. GONZALES-ROCHA 1 IN. (2017)
zasugerowali, ze maty mikrobialne $rodowisk ekstremalnych rozwijaja si¢ zgodnie
z hipotezg Baas-Beckinga zakladajaca, ze ,,wszystko jest wszedzie ale $rodowisko
wybiera”. SKACELOVA (2014) oraz JUNGBLUT 1 IN. (2016) podkreslaja rolg

,wewngetrznego” srodowiska mat w kreowaniu wlasciwosci tych mikroekosystemow.

Rycina 2. Mikroskopowa struktura maty mikrobialnej (przekroj poprzeczny, barwienie DAPI)
Figure 2. Microscopic structure of a microbial mat (cross section, DAPI staining)

Charakterystycznym komponentem dojrzatych mat mikrobialnych sa wydzielane
przyzyciowo zwiazki egzopolimerowe (EPS), ztozone gtéwnie z polisacharydow, biatek
oraz kwasow nukleinowych (COSTA 1 IN. 2018). Zwigzki te tworza Srodowisko
pozakomoérkowe maty, tzw. macierz, ktéra spaja konsorcja drobnoustrojow,
a jednoczes$nie umozliwia wlasciwy przebieg procesow zwigzanych z ich ré6znorodnymi
funkcjami. Macierz stabilizuje mikrobiocenoz¢ chronigc ja przed oddzialywaniem
niekorzystnych warunkéw srodowiskowych, w tym m.in.: ekstremalnymi warto$ciami
pH i promieniowania UV, zamarzaniem, hipertonicznos$cia, czy tez oddzialtywaniem
bakteriozernych pierwotniakéw 1 bakteriolitycznych fagéw. Silnie uwodnione
egzopolimery tworza Srodowisko umozliwiajace zarowno koncentracje jak rowniez

efektywna redystrybucje zwigzkow pokarmowych. Podkresla si¢ znaczenie macierzy
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w procesach horyzontalnego transferu genow i sygnalizacji migdzykomoérkowej quorum
sensing (GRUNKE I IN. 2012; ROCHERA 1 IN. 2013; RI0S I IN. 2015; GOMEZ-SAEZ 2017).

W zazwyczaj heterogennych mikrobiocenozach mat mikrobialnych rozwijajg si¢
zespoty mikroorganizméw nalezgcych do réznych grup funkcjonalnych, pomiedzy
ktérymi tworzg si¢ ztozone uklady interakcji zardowno pozytywnych, amensalistycznych,
jak rdwniez negatywnych, gldwnie antagonistycznych (LONG I IN. 2013; CAMPBELL I IN.
2020). Zroznicowane interakcje miedzykomorkowe decyduja o zréwnowazonym
funkcjonowaniu ekosystemu, ktory zapewnia stabilno$¢ strukturalng i sprawnosc
funkcjonalng mat mikrobiologicznych.

Kluczowg role w dynamicznej rownowadze funkcjonalnej mat mikrobialnych petni
zrbwnowazony obieg wegla, a szczeg6Olnie procesy zwigzane z asymilacjg dwutlenku
wegla (MOORHEAD 1 IN. 2005; ALMELA I IN. 2019). W $rodowiskach naswietlonych
podstawowa role w tym procesie peitnig fotoautotroficzne bakterie oraz eukariotyczne
jednokomodrkowe glony, gtownie okrzemki (ROCHERA I IN. 2013; R10SO 1 IN. 2015; Koo
I IN. 2017, ZEBEK 2021). Zazwyczaj to fotoautotroficzne mikroorganizmy inicjujg
kolonizacje docelowych powierzchni. Rozwijajaca si¢ mata jest sukcesywnie
wzbogacana przez kolejne grupy mikroorganizmow (PRIETO-BARAJAS | IN. 2018).
Sekwencja wprowadzanych do pierwotnej mikrobioty mat, wtérnych kolonizatoréw
uwarunkowana jest wieloma czynnikami: parametrami zewnetrznego 1 wewngtrznego
srodowiska maty, stopniem rozwoju maty, migdzykomoérkowymi interakcjami oraz
dostgpnoscig kolonizowanej powierzchni. Intensywnos$¢ produkcji pierwotnej decyduje
0 strukturalnej ztozonosci rozwijajacej si¢ maty mikrobialnej i tworzeniu w jej obrebie
kolejnych funkcjonalnych poziomow: zespotéw organizméw heterotroficznych,
fotoheterotroficznych oraz chemolitotroficznych (VAN-TRAPPEN 1 IN. 2002; VALDESPINO-
CASTILLO I IN. 2018; SoHM 1 IN. 2020). Dekompozycja partykularnej (POM — ang.
particulate organic matter) i rozpuszczonej materii organicznej (DOM — ang. dissolved
organic matter) oraz regeneracja gtéwnych form biogenoéw: azotu, siarki i fosforu ma
kluczowe znaczenie w stabilnym funkcjonowaniu biocenozy maty (VARIN I IN. 2010;
VALDESPINO-CASTILLO I IN. 2018; ISAJI 1IN. 2019; DILLON 1 IN. 2020).

Maty mikrobialne rozwijajace si¢ w zimnych ladowych §rodowiskach polarnych sa
przedmiotem intensywnych badan (SABBE I IN. 2004; PEETERS I IN. 2012; JUNGBLUT I IN.
2016; CALLEJAS | IN. 2018). Srodowiska te charakteryzuja si¢ nie tyko niskimi
temperaturami ale réwniez wysokim nat¢zeniem promieniowania UV 1 malg

dostgpnoscig wody w glebie. Ponadto srodladowe srodowiska wodne charakteryzujg si¢
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zazwyczaj bardzo niska trofig. Selektywno$¢ tych czynnikow decyduje, ze jedynie
mikroorganizmy przystosowane do takich warunkéw mogg si¢ w nich rozwija¢. Badania
polarne, wykazaty wystepowanie w matach mikrobialnych do$¢ zblizonego zestawu
kluczowych mikroorganizméw nalezagcych do typow: Cyanobacteria, Chloroflexi,
Proteobacteria, Actinobacteria, Bacteroidetes i Firmicutes (RAMOS 1 IN. 2017; PRIETO-
BARAJAS | IN. 2018; VALDESPINO-CASTILLO | IN. 2020). W polarnych matach
mikrobialnych antarktycznych istotnymi i stalymi elementami biocenozy tych
ekosystemoéw sa rowniez przystosowane do tych warunkéw nieliczne grupy
taksonomiczne pierwotniakéw, zooplanktonu skorupiakowego, niesporczakdw, nicieni
i skgposzczetow (HANSSON I IN. 2012; MIECZAN 1IN. 2014, 2016; WADA I IN. 2022).

W heterogennych uktadach biocenotycznych mat mikrobialnych, waznym
czynnikiem, ktory ksztattuje strukture¢ tych konsorcjéw sa oddzialywania
migdzykomoérkowe zachodzace na poziomie gatunku, grupy funkcjonalnej oraz catej
mikrobioty. Suma pozytywnych i negatywnych interakcji decyduje o dynamice rozwoju
mikrobioty skolonizowanego $srodowiska (LONG I IN. 2013; SLATTERY | LESSER 2017).
Przy ograniczonych zasobach §rodowiska, interakcje pokarmowe sa szczegolnie silnie
zaznaczone (ALMELA 1 IN. 2019). Aktywnos$¢ metaboliczna drobnoustrojow
z poszczegolnych poziomow troficznych mikrobiocenozy: producentdw, konsumentow
1 reducentow, uczestniczacych w tworzeniu bazy pokarmowej i jej biokonwersji ma
kluczowe znaczenie w utrzymaniu rownowagi dynamicznej tych ekosystemow oraz
efektywnosci funkcjonowania petli mikrobiologicznej (VELAZQUEZ I IN. 2017).

Reakcje antagonistyczne sg jednymi z najbardziej pierwotnych form interakcji
zachodzacych pomigdzy drobnoustrojami w matach mikrobialnych (PEREZ-GUTIERREZ
I IN. 2012; AGUIRRE-VON-WOBESER 2015; NUNEZ-MONTERO | BARRIENTOS 2018;
PETERSON I IN. 2020). Poszczegdlne grupy drobnoustrojow rywalizuja o te same zasoby,
wykorzystujagc roéznorodne formy oddziatywan zaréwno pasywnych, jak réwniez
aktywnych. Pasywne formy rywalizacji zwigzane sa glownie z dynamicznym
oddziatywaniem na $rodowisko przy pozyskaniu dostepnych zasobow pokarmowych.
Wyzsza i bardziej zrdéznicowana, niz konkurencyjne drobnoustroje, aktywno$¢
fizjologiczna, pozwala efektywniej utylizowa¢ dostepne substraty pokarmowe. Kluczowe
znaczenie w tej formie konkurencyjnych oddzialywan odgrywa potencjal genetyczny
umozliwiajacy regulacje¢ metabolizmu dostosowang do warunkéw panujacych
W zajmowanej przestrzeni. Zaliczane do r-strategdbw drobnoustroje o takich

wlasciwosciach, charakteryzuja si¢ zazwyczaj szybka i efektywng mobilizacjg procesow
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metabolicznych i fizjologicznych, przy fluktuacji dostepnych zasobow ekosystemowych
(ANDREWS | HARRIS 1986).

Obok rywalizacji biernej, ograniczonej do konkurencji o zasoby, wiele
drobnoustrojow zyjacych w heterogennych bakteriocenozach mat mikrobialnych,
wyksztalcito réznorodne mechanizmy aktywnej rywalizacji. Podstawg tej strategii jest
wytwarzanie zwigzkéw 1 struktur, oddzialujacych bakteriostatycznie lub bakteriobdjczo
na konkurencyjne zespoly mikroorganizméw (PETERSON I IN. 2020). Jak wykazaty
dotychczasowe badania, bakterie dysponuja bardzo szerokg paleta réznorodnych
zwigzkéw, ktore sa wykorzystywane w  antagonistycznych oddzialywaniach
migdzykomdrkowych (VAN BELKUM 1 IN. 2011; COTTER IN. 2013; GRACA I IN. 2016;
MuLLIS I IN. 2019). Podstawowa, a jednocze$nie najliczniejsza grupe zwigzkow
antybakteryjnych stanowia antybiotyki, charakteryzujace si¢ zrdéznicowana budowa
chemiczng, odmiennymi mechanizmami dzialania oraz zr6znicowana selektywnoscia.
Prowadzone badania wykazaly, ze znaczna czg$¢ autochtonicznej mikrobioty srodowisk
naturalnych, ma zdolno$¢ do produkcji antybiotykéw, ktére sg wykorzystywane przez te
drobnoustroje w reakcjach antagonistycznych (CLARDY I IN. 2009)

Wazng role w reakcjach antagonistycznych peinig réwniez, wytwarzane bez
translacji antybiotyki oligopeptydowe (SUBRAMANIAN | SMITH 2015; PETERSON I IN.
2020). Istotng grupg metabolitow, wykorzystywanych przez drobnoustroje, stanowia
wytwarzane egzotoksyny i toksyczne enzymy. Antybiotyki i substancje toksyczne moga
wywotywa¢ u wrazliwych bakterii subletalne lub letalne uszkodzenia struktur
komorkowych oraz zaburzenia proceséw fizjologiczno-metabolicznych. Szczegdlnie
istotna jest destabilizacja oston komorkowych prowadzaca zazwyczaj do $mierci
komorki. Wnikajace do wnetrza komoérek toksyny czgsto dokonuja rozleglych zaburzen
podstawowego metabolizmu, jak réwniez hamuja replikacj¢ materialu genetycznego
1jego ekspresje, co w konsekwencji wstrzymuje podziaty komorkowe.

W obrgbie mat mikrobialnych, podstawowa role w oddziatlywaniach
antagonistycznych pelnig reakcje zachodzace pomigdzy komoérkami bedacymi
w bezposrednim kontakcie. Wazng role w tych oddziatywaniach pelnig bakteriocyny -
charakteryzujace si¢ wysoka toksycznos$cig zwigzki biatkowe. Dotychczasowe badania
wykazaly wytwarzanie bakteriocyn przez liczne szczepy nalezace do typow
Cyanobacteria, Actinobacteria, Bacteroidetes, Firmicutes, Proteobacteria i Thermotogae
(SUBRAMANIAN | SMITH 2015; CHEN 1 IN. 2020, PETERSON I IN. 2020). Charakterystyczna

cechg tych zwiazkow jest wysoka selektywnos$¢ ich oddziatywan antagonistycznych.
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Bakteriocyny najcze$ciej sa wydzielane przez drobnoustroje bezposrednio do
srodowiska. Dotychczas opisano jedenascie grup funkcjonalnych takich zwigzkéw
(PETERSON 1 IN. 2020). Drugg grupe bakteriocyn stanowig duze bialka zwigzane
z powierzchnig komorki, ktérych mechanizm dziatania oparty jest na bezposrednim
kontakcie z docelowym organizmem. Wspolng cechg tej formy bakteriocyn jest ich
bardzo waski zakres oddzialywania, ograniczony zazwyczaj do mikroorganizmow
z wybranej grupy taksonomicznej. Ze wzgledu na mechanizm dziatania oraz specyfike
docelowych grup drobnoustrojow opisano dotychczas osiem grup funkcjonalnych tego
typu zwigzkow. Niektoére z bakteriocyn, np. T6SS tworza skomplikowane systemy
sekrecyjne umozliwiajace wprowadzanie toksyn bezposrednio do atakowanych komoérek
(COULTHURST 2019; SGRO I IN. 2019). Duze zageszczenie drobnoustrojéw w matach
mikrobialnych sprzyja interakcjom tego typu.

Antybiotykoodporno$¢ drobnoustrojéw wystepujacych w srodowiskach naturalnych,
w tym réwniez w srodowiskach ekstremalnych jest szeroko opisywana w pis§miennictwie
naukowym (AMBROZIC I IN. 2019; TALLADA I IN. 2021). Wskazuje si¢ na dwa zasadnicze
mechanizmy determinujace to zjawisko: naturalng oporno$¢, bedaca jednym z waznych
przystosowan bakterii rozwijajacych si¢ w heterogennych mikrobiocenozach oraz
opornos$¢ indukowang bedaca konsekwencja zanieczyszczen srodowiska komercyjnymi
antybiotykami wykorzystywanymi, m. in. w medycynie i rolnictwie (GOTHWAL
I SHASHIDHAR 2015; KRAEMER 1 IN. 2019; HWENGWERE 2022; LARSSON
I FLACH 2022). Konsekwencja tych interakcji jest wyksztatcenie u licznych grup
drobnoustrojow réznorodnych mechanizméw opornosci. Wykorzystywane we
wspolczesnych badaniach nowoczesne technologie umozliwily opisanie molekularnych
podstaw tych mechanizméw, a jednoczesnie wyjasnienie roli horyzontalnego transferu
genow (HGT) w szerzeniu opornosci w obrgbie naturalnych mikrobiocenoz.
Interesujacych danych dostarczyly badania drobnoustrojow z izolowanych §rodowisk
polarnych. Ws$rdéd mikroorganizmoéow, ktore zostaly ozywione po kilku tysigcach lat
hibernacji, wystepowatl wysoki zakres antybiotykoodpornosci rowniez w stosunku do
wspoélczesnych komercyjnych antybiotykéow (PAUN 1 IN. 2021). Antybiotykoopornos¢
drobnoustrojéw indukowana zanieczyszczeniami Srodowiskowymi, jest problemem
badawczym szeroko omawianym w piSmiennictwie naukowym (LARSSON | FLACH 2022;
STANTON I IN. 2022). Wystepujace w konsorcjach bakteryjnych, réznorodne mechanizmy
poziomego transferu genéw (HGT), wplywaja na szybkie i efektywne rozwijanie

lekoopornosci catej mikrobioty (ABE I IN. 2020). Konsekwencja tych proceséw jest,
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potwierdzona w wielu badaniach, wielolekoopornos¢ licznych szczepow izolowanych ze
srodowisk naturalnych w tym polarnych (VAN GOETHEM I IN. 2018; MOROZOVA 1 IN.
2022).

Jedng z istotnych konsekwencji globalnego zanieczyszczenia atmosfery Ziemi,
gtéwnie chlorofluoroweglowodorami, jest rejestrowane od potowy lat osiemdziesiagtych
sukcesywne zmniegjszenie si¢ bariery ozonowej i wzrost oddziatywania promieniowania
UV o kilkanascie procent (FARMAN 1| IN. 1985; BAI 1 IN. 2011). Promieniowanie
ultrafioletowe docierajace do powierzchni Ziemi zawiera w 95% promieniowanie UVA
(315-400 nm), a pozostatg cze$¢ stanowi w wigkszosci promieniowanie UVB (290-315
nm) oraz niewielkie ilo$ci promieniowania UVC (40-290 nm) (MARIZCURRENA I IN.
2017). Wszystkie formy promieniowania ultrafioletowego niekorzystnie oddzialuja na
komorki. Wywotywane przez UVC zaburzenia w replikacji materialu genetycznego,
poprzez tworzenie dimerow pirymidynowych, maja zazwyczaj letalny charakter
w przypadku oddziatywania duzej dawki promieniowania. Ponadto UVC niszczy duze
biomolekuty: biatka i kwasy nukleinowe. UVB i w mniejszym zakresie UVA dziataja
destrukcyjnie poprzez wytwarzanie bardzo reaktywnych zwiazkéw tzw. wolnych
rodnikow co prowadzi do stresu oksydacyjnego. Wszystkie formy promieniowania UV
sg czynnikami mutagennymi (AKIYAMA I IN. 1999). W rejonie Antarktydy od potowy lat
osiemdziesiatych ubieglego wieku obserwuje si¢ zjawisko zanikania warstwy ozonowej-
»dziury ozonowej”, ktéra w 2021 obejmowata obszar ok. 20 milionéw kilometrow
kwadratowych (HARTMANN 2022). Mikroorganizmy zyjace w Srodowiskach narazonych
na oddziatywanie promieniowania UV  wyksztalcity szereg mechanizmow
zabezpieczajacych ich struktury przed degradujacym dziataniem promieniowania
ultrafioletowego. Do mechanizmoéw tych naleza, m.in. naprawy uszkodzen materiatu
genetycznego oraz obnizenie poziomu stresu oksydacyjnego (CHEN 1 IN. 20009;
MATALLANA-SURGET 2009; PAVLOPOULOU I IN. 2016).

Wystepujace na przedpolach cofajacych si¢ lodowcow gleby sa przedmiotem
intensywnych badan (ZDANOWSKI I IN. 2013; GORNIAK I IN 2017). Gleby zawierajace
luzny material mineralny, wodg, gazy oraz partykularne i rozpuszczalne formy materii
organicznej 1 mineralnej, stanowig przestrzen zasiedlong przez obfitg 1 zréZznicowang
biocenoze (COWAN I IN. 2014; VAN ES 2017; LEPANE I IN. 2018; LAMBRECHTS I IN. 2019).
Strukturalna i funkcjonalna charakterystyka mikroorganizméw wystepujacych w glebach
jest szeroko omawiana w pis$miennictwie naukowym od wielu dziesigcioleci. Szczegolne

zainteresowanie naukowcoéw dotyczy gleb srodowisk ekstremalnych, w tym réwniez
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obszarow polarnych. Pierwsze badania opisujace mikroorganizmy wystgpujace
w glebach antarktycznych przeprowadzono na poczatku XX wieku (EKELOF 1908).
Wspodlczesne badania zwigzane z mikrobiologiag gleb polarnych koncentruja si¢ wokot
trzech problemoéw: strukturalnej i funkcjonalnej charakterystyki mikrobiocenoz
glebowych, ich udzialu w produkcji gazéw cieplarnianych oraz bioprospekcji
I wykorzystania w aplikacjach biotechnologicznych i medycznych (BAJAJ 1 IN. 2015;
LAMILLA 1 IN. 2016; ORDENES-AENISHANSLINS 1 IN. 2016). Rozwoj mikrobiocenoz
glebowych na obszarach polarnych jest uwarunkowany wieloma czynnikami. Suma
oddziatywan tych czynnikoéw decyduje o strukturze i funkcjonalnych wlasciwosciach
mikroorganizméw  zasiedlajacych to $rodowisko. Wystepowanie czynnikow
o wartosciach granicznych, m. in. mata dostepno$¢ wody, niska temperatura oraz
ograniczona dostepno$¢ mineralnych i organicznych zwigzkéw biogennych, wywiera
selekcyjny wptyw na sktad taksonomiczny bakteriocenozy (LEPANE 2018). Kluczowym
procesem, decydujacym o dynamice mikrobiocenoz glebowych jest asymilacja
dwutlenku wegla. Proces ten w glebach antarktycznych zwigzany jest z aktywnoS$cig
roznych grup organizméw: ro$lin naczyniowych, mszakéw 1 watrobowcow,
eukariotycznych glondéw, porostow oraz fotoautotroficznych i chemolitotroficznych
bakterii 1 archeonow (GRZESIAK I IN. 2021, ZNOJ T IN. 2021). W glebach Antarktyki
rozwijaja si¢ nieliczne gatunki roslin naczyniowych Deschampsia antarctica
i Colobanthus quitensis. W strefach ryzosferalnych tych roslin wykryto i opisano obfita
i r6znorodng mikrobiotg (ZNOJ 1 IN. 2021). Badania prowadzone na kontynencie
Antarktycznym wykazaty, ze w niektorych pierwotnych glebach rola fotoautotrofow
w produkcji pierwotnej moze by¢ bardzo ograniczona (ISLAM 1 IN. 2019). Badania
molekularne wykazaty wystepowanie w takich $rodowiskach chemoautotroficznych
drobnoustrojéw nalezacych do typow AD3, WPS-2, dla ktorych donatorem elektronow
jest atmosferyczny wodor oraz tlenek wegla. Struktura taksonomiczna mikrobioty gleb
antarktycznych jest przedmiotem licznych badan (BOLTER 1996, 2011; GRZESIAK I IN.
2009; ZDANOWSKI 1 IN. 2013; GRZESIAK 1 IN. 2015; LYsAK 2018). Wykazano dominujace
znaczenie bakterii nalezacych do typéw Cyanobacteria, Proteobacteria, Actinobacteria,
Bacteroidetes 1 Firmicutes. W$rdd archeonéw dominujacg grupe stanowig metanogenne
drobnoustroje nalezace do typu Euryarcheota (PESSI I IN. 2015). Wspotczesnie jest to
jeden z kluczowych probleméw badawczych, zwigzanych z ,,globalng zmiang”.
Wieloaspektowa problematyka badawcza dotyczaca funkcjonowania mikrobiocenoz

ekosystemow polarnych jest szeroko rozwijana w ostatnich latach (PEETERS I IN. 2012;
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MILLAN-AGUINAGA 1 IN. 2015; GONZALEZ-ROCHA IN. 2017; JARA I IN. 2020). W ramach
»klasycznych” badan podstawowych intensywnie prowadzone s3 prace naukowe
dotyczace biologii mikroorganizmow zasiedlajacych zimne $rodowiska, nalezacych do
roznych poziomow troficznych: autotrofow 1 heterotrofow. Molekularne techniki badania
genomu i ekspresji genéw, m. in. techniki genomiczne, transkryptomiczne, proteomiczne
1 metabolomiczne, w istotny sposob uzupetniaja dane pozyskiwane na podstawie
klasycznych metod hodowlanych (TYTGAT 1IN. 2014; CID 1IN. 2017; CALLEJAS I IN. 2018;
SWEETLOVE | IN. 2019). Komplementarno$¢ tych metod dostarcza wiarygodnych
informacji o strukturze i funkcji zespotow bakteryjnych wystepujacych w srodowiskach
polarnych. Wykazano, ze drobnoustroje psychrofilne dysponuja szeregiem unikatowych
przystosowan, zaréwno strukturalnych, jak réwniez funkcjonalnych, umozliwiajacych im
adaptacje do zimna 1 rozwoj w tych ekosystemach. Szczegdlnie istotne jest wyjasnienie
przebiegu kluczowych procesow ekosystemowych zwigzanych z pierwotng i wtoérng
produkcja oraz regeneracja i krazeniem biogendw (ALCANTARA-HERNANDEZ I IN. 2014,
VELAZQUES I IN. 2017; VVALDESPINO-CASTILLO I IN. 2018; WONG I IN. 2018; STAL I IN.
2019). Jak wykazaty badania w procesach tych uczestnicza mikroorganizmy dysponujace
specyficznymi wlasciwos$ciami, ktore adaptuja je do zimna: np. poprzez produkcje biatek
przeciwlodowych oraz umozliwiajg wysoka aktywnos$¢ metaboliczng. Unikatowe cechy
mikroorganizmoéw $rodowisk polarnych stanowig rowniez przedmiot intensywnych
badan aplikacyjnych oraz bioprospekcji. Bioprospekcja jest istotnym elementem
komercjalizacji nauki oraz jej prawnych aspektow, w tym m. in. prawa patentowego.
Dostosowanie tych dziatah do prawa mie¢dzynarodowego oraz zalozen Traktatu
Antarktycznego ma kluczowe znaczenie w prowadzeniu wlasciwej kontroli bioprospekcji
prowadzonej przez korporacje biotechnologiczne i farmaceutyczne w rejonie Antarktyki,
szczegblni w kontekscie ochrony wrazliwych ekosystemow polarnych oraz ochrony ich
zasobéw  biologicznych (HUGHES 1 IN. 2015). Wykazano duzy potencjal
biotechnologiczny i medyczny licznych szczepoéw izolowanych ze srodowisk polarnych.
Szczegodlnie cenne sg izolaty organizmoéw prokariotycznych zdolne do wytwarzania
psychrozymow i substancji krioprotekcyjnych, barwnikéw, substancji antybakteryjnych
oraz innych wtornych metabolitow stanowigcych podstawe opracowania nowych lekow
(BIONDI 1IN. 2008; LAMILLA1IN. 2016; ORDENES-AENISHANSLINS I IN. 2016; CARUSO I IN.
2018; NUNEZ-MONTERO | BARRIENTOS 2018; URBANEK 1 IN. 2018). Waznych informacji
w tym zakresie dostarczaja badania metagenomiczne, ktdre pozwalaja oceni¢ potencjat

metaboliczny badanych bakteriocenoz w aspekcie ich komercyjnego wykorzystania.
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Ekstremalne warunki $rodowiskowe decyduja o specyficznej strukturze
ekosystemow polarnych i zasiedlajacych je mikrobiocenozach. Charakterystyczng cecha
zespotow mikrobialnych, wystepujacych w tych ekosystemach, jest ich wysoka
strukturalna 1 funkcjonalna reaktywnos$¢ na zmiany $rodowiskowe. Pozwala to na
testowanie szeregu hipotez zwigzanych m.in. z efektem globalnych zmian klimatycznych,
np. wyjasnieniem mechanizméw zwigzanych z uaktywnieniem 1 przyspieszeniem
procesow metanogenezy w rozmrozonych srodowiska (VISHNIVETSKAYA I IN. 2018). Jak
wykazaty badania, maty mikrobialne sg bardzo dobrym modelem umozliwiajagcym
formutowanie 1 testowanie hipotez dotyczacych funkcjonowania pierwotnych
ekosystemow, ewolucji zycia na Ziemi, czy tez wystgpowania zycia poza naszg planeta,
w przesztosci oraz wspotezesnie (DEMING 2002; GUERRERO I IN. 2002; PAERL I IN. 2000;
TINDALL 2004).
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2. Cel badan

Celem badan bylo poznanie struktury taksonomicznej oraz potencjatu
fizjologicznego bakteriocenoz mat mikrobialnych wystepujacych w efemerycznych
ptynacych i astatycznych zbiornikach w strefie proglacjalnej Lodowca Ekologii (Wyspa
Krola Jerzego, Antarktyka).

Do osiggnigcia celu gldéwnego wyznaczono cele szczegotowe, ktorymi byly:

a/ metagenomiczna analiza taksonomiczna bakteriocenoz mat mikrobialnych
w odniesieniu do struktury bakteriocenozy gleb,

b/ izolacja z mat mikrobialnych i molekularna identyfikacja heterotroficznych
szczepOw bakterii; utworzenie banku szczepow,

c/ fenotypowy ,,finger printing”; analiza potencjatu fizjologicznego szczepoéw
bakterii,

d/ okreslenie potencjatu srodowiskowego wyizolowanych szczepow: odpornos¢ na
zamarzanie i promieniowanie UV, oddziatywania antagonistyczne | whasciwosci
bakteriobdjcze, zdolnos¢ do adhezji i tworzenia biofilmu oraz opornosci na

antybiotyki.

Przyjeto nastepujacag hipoteze badawcza:

Maty mikrobialne rozwijaja si¢ jako wyspecjalizowane strukturalnie i funkcjonalnie
ekosystemy, a tworzace je bakteriocenozy charakteryzujg si¢ wysokim potencjatem
fizjologicznym i  $rodowiskowym. W  polarnych $rodowiskach, pomiedzy
baketriocenozami mat mikrobialnych i gleb istnieje zalezno$¢ strukturalna.
Bakteriocenoza gleby stanowi pierwotny mikrobiom, ktéry w procesie migracji
i kolonizacji srodowisk wodnych zasila struktur¢ bentosowych mat mikrobialnych.
Zgodnie z hipotezg Baas-Beckinga czynniki $rodowiskowe, fizykochemiczne
I hydrologiczne, decyduja o strukturze taksonomicznej mat mikrobialnych i ich

potencjale fizjologiczno-metabolicznym.
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3. Materialy i metody
3.1. Teren badan

Wyspa Kréla Jerzego, 0 powierzchni 1310 km?, jest najwieksza wyspa Archipelagu
Szetlandéw Poludniowych potozona w morskiej Antarktyce, w sagsiedztwie Potwyspu
Antarktycznego (Ryc. 3). Na wyspie zlokalizowanych jest kilkanascie
miedzynarodowych stacji badawczych, zarzadzanych przez 10 krajow. Od 1977 roku
funkcjonuje Polska Stacja Antarktyczna im. Henryka Arctowskiego umiejscowiona na

zachodnim wybrzezu Zatoki Admiralicji w Oazie Point Thomas.

Weddell Sea 5

Rycina 3. Lokalizacja terenu badan na Wyspie Krola Jerzego w Antarktyce

Figure 3. The location of the study area on King George Island in Antarctica
Zrédto: http://antartica.cptec.inpe.br/~rantar/mat_outros/2001_Braun_etal_Topographic_database AS.pdf

Ponad 90% powierzchni wyspy pokrywaja pola lodowe, m. in: Arctowskiego,
Warszawa i Krakow, z ktorych spltywajg liczne lodowce (SIMOES 1 IN. 1999). Klimat
Wyspy Kroéla Jerzego charakteryzuje si¢ najwiekszg zmienno$cig warunkow na poétkuli
poludniowej, ktora jest konsekwencja oddziatywan pomiedzy temperaturami:
powierzchniowych wod oceanicznych i powietrza (KEJNA 2003, 2008; VAUGHAN I IN.
2003; STEIG I IN 2009; ARAZNY 11N 2013; KEJNA I IN 2013, SOBOTA 1 IN. 2015). Wysoka
wilgotnos¢ (82%) 1 niska roczna amplituda temperatur s3 charakterystyczne dla

typowego, morskiego klimat wyspy. (KNAP 1 IN. 1996; BRAUN 1 IN. 2001; FERRON I IN.
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2004). W rejonie wyspy ilo$¢ opadéw waha si¢ srednio od 47 mm w listopadzie do 72
mm w marcu, przy $redniej rocznej sumie opadow wynoszacej ponad 700 mm (KEINA
I IN. 2013). Srednia roczna temperatura w rejonie Polskiej Stacji Antarktycznej wynosi
-1,5°C z maksymalng $rednig temperaturg 2,4°C w styczniu 1 najnizszg S$rednig
temperaturg -5,6°C w czerwcu (SOBOTA 1 IN. 2015). Rejon Wyspy Krola Jerzego jest
swoistym ,,hot spot” nasilajacych si¢ zmian klimatycznych, co przejawia si¢, m. in. duza
wrazliwoscig pokrywy lodowej wyspy na zmiany temperatury powietrza. Jej wzrost,
$rednio 0,2°C na dekade, uruchamia intensywne procesy deglacjacji i sukcesywnego
zmniejszania si¢ masy 1 powierzchni lodowcow (BLINDOW I IN. 2010, KEJNA 1 IN. 2013;
SOBOTA 11IN. 2015). Zmniejszanie si¢ powierzchni Lodowca Ekologii, w poblizu ktérego
zlokalizowana jest stacja badawcza, jest jednym z najbardziej spektakularnych dowodow
globalnego ocieplania. Czoto lodowca pomigdzy 1970 a 2014 rokiem cofngto si¢ o ponad
500 metrow (KRAUZE 1 IN. 2021). Obszar, na ktorym znajduje si¢ Polska Stacja
Antarktyczna obejmu ponad 5 km? i jest najwigkszym terenem wolnym od lodu w rejonie
Zatoki Admiralicji (NEDZAREK 1 POCIECHA 2010). Na znacznej czg$ci tego terenu
wystepuja gleby o charakterze tundrowym, z zamarznigtym podglebiem, ktore stanowia
przestrzen zasiedlong gldwnie przez liczne gatunki mchow i porostow oraz dwa gatunki
ro$lin naczyniowych: Deschampsia antarctica oraz Colobanthus quitensis (GRZESIAK
IIN. 2021, ZNOJTIN. 2021). Wystepujace na zachodnim brzegu Zatoki Admiralicji kolonie
pingwindéw przyczyniaja si¢ do nawozenia gleb substancjami biogennymi, co decyduje o
ich ornitogennym charakterze. Istotnym komponentem biocenozy gleb s3a organizmy
prokariotyczne (ZDANOWSKI 1 IN. 2013). Na obszarze Oazy Point Thomas wystepuje
wiele zbiornikow wodnych zarowno stagnujacych, jak roéwniez ciekow, zasilanych
okresowo z roztopow lodowcowych oraz wod opadowych (NEDZAREK 1 POCIECHA 2010).
Zbiorniki te stanowig siedliska, w ktorych rozwijaja si¢ gtdéwnie planktonowe 1 bentosowe
glony, bezkregowce oraz organizmy prokariotyczne. Charakterystycznymi dla tych
srodowisk wodnych s3 rodzime formy bezkrggowcow: stodkowodnej krewetki
Branchinecta gaini oraz widlonoga Boeckella poppei. Materiat badawczy stanowity maty
mikrobialne pobrane w szczycie sezonu letniego w 2019 roku z 21 stanowisk
zlokalizowanych w rejonie Oazy Point Thomas (Ryc. 4). Pobrane materiaty
wykorzystano do izolacji szczepow bakteryjnych. Ponadto do badan metagenomicznych
pobrano probki mat z trzech zbiornikow astatycznych (MZ1, MZ2 i MZ3)
zlokalizowanych w rejonie moreny bocznej Lodowca Ekologii (Ryc. 5) oraz trzech

ciekow: Potoku Skamieniatego Lasu (MS), sptywajacego zachodnim zboczem najstarsze;j
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moreny bocznej Potoku Bezimiennego (MO) oraz cieku plynacego po w obszarze moreny
dennej lodowca, opisanego w manuskrypcie Potokiem Ekologii (ME) (Ryc. 6).

W najblizszym sgsiedztwie tych stanowisk do badan metagenomicznych pobrano probki

gleb (Ryc. 4).
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Rycina 4. Teren badan oraz lokalizacja stanowisk poboru prob mat 1 gleb

Figure 4. Locations of the study area and mat and soil sampling points
Zrodlo: http://antartica.cptec.inpe.br/~rantar/mat_outros/2001_Braun_etal_Topographic_database_AS.pdf

Rycina 5. StanOW|ska poboru mat mlkroblalnych w zblornlkach astatycznych: MZ1,

MZ2, MZ3 (fOt. D. Gormak).

Figure 5. Location of the microbial mat sampling points in the ponds: MZ1, MZ2, MZ3
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Rycina 6. Stanowiska poboru mat mikrobialnych w zbiornikach lotycznych: Potok
Skamieniatego Lasu (MS), Potok Ekologii (ME), Potok Bezimienny (MO)
(fot. D. Gorniak)
Figure 6. Microbial mat sampling points in the streams: the Petrified Forest Creek (MS),
the Ecology Stream (ME), the Nameless Stream (MO)

3.2. Charakterystyka badanych mat mikrobialnych

Makroskopowa 1 mikroskopowa strukture badanych mat mikrobialnych
pobranych do ban przedstawiaja ryciny 7-12. Zdjgcia przekrojow poprzecznych
skrawkow mat barwionych DAPI (4',6-diamidyno-2-fenyloindol)  wykonano
w mikroskopie epifluorescencyjnym Olympus BX41 z uzyciem dedykowanych filtrow
wzbudzajacych przy zastosowanym powigkszeniu 400X.

Maty pobrane do badan mikrobiologicznych stanowity rowniez przedmiot badan
fykologicznych (ZEBEK 1 IN. 2021). W opublikowanej pracy przedstawiono sktad
dominujacych autotroféw w matach mikrobialnych wystepujacych w  ciekach

I zbiornikach astatycznych.
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Rycina 7. Makroskopowa (A) i mikroskopowa (B) (przekroj poprzeczny) struktura maty
mikrobialnej zbiornika MZ1
Figure 7. Macroscopic (A) and microscopic (B) (cross section) structure of the microbial
mat of the MZ1 pond

Mata ze zbiornika MZ1 charakteryzowata si¢ zwartg strukturg o uwodnieniu 55%
I brunatno-pomaranczowym  zabarwieniu.  Struktura  taksonomiczna  maty
charakteryzowata si¢ wystepowaniem dwoch glownych grup fotoautotroficznych, sinic
1 okrzemek. Struktura taksonomiczna sinic skladata si¢ z trzech rodzajow:
Planktolyngbya, Planktothrix i Phormidium. Struktur¢ taksonomiczng okrzemek
stanowito 11 rodzajow: Achnanthidium, Eunotia, Fragilaria, Gomphonema, Hantzschia,
Navicula, Nitzschia, Nitzschia, Pinnularia, Planothidium, Stauroneis. L.gcznie opisano 17

gatunkow. Dominujacym taksonem byta Fragilaria capucina.

Rycina 8. Makroskopowa (A) i mikroskopowa (B) (przekrdj poprzeczny) struktura maty
mikrobialnej zbiornika MZ2
Figure 8. Macroscopic (A) and microscopic (B) (cross section) structure of the microbial
mat of the MZ2 pond
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Mata ze zbiornika MZ2 charakteryzowata si¢ zwartg struktura 0 uwodnieniu 65% i z6tto-
pomaranczowa, o grubosci 750 um. Struktura taksonomiczna maty wystepujacej
w zbiorniku MZ2 charakteryzowata si¢ wystepowaniem dwoch gtownych grup
fotoautotroficznych, sinic 1 okrzemek. Struktura taksonomiczna sinic sktadata si¢ z trzech
rodzajéow: Planktolyngbya, Planktothrix 1 Phormidium. Strukture taksonomiczng
okrzemek stanowilo 9 rodzajow: Amphora, Fragilaria, Gomphonema, Hantzschia,
Navicula, Nitzschia, Pinnularia, Planothidium, Stauroneis. L.acznie opisano 19 gatunkow.

Dominujacym taksonem byta Fragilaria capucina.

Rycina 9. Makroskopowa (A) i mikroskopowa (B) (przekrdj poprzeczny) struktura maty
mikrobialnej zbiornika MZ3

Figure 9. Macroscopic (A) and microscopic (B) (cross section) structure of the microbial
mat of the MZ3 pond

Mata ze zbiornika MZ3 charakteryzowata si¢ bardzo zwartg struktura, 0 pofatldowane;j
szorstkiej powierzchni i uwodnieniu 46% i bezowo-czarnym zabarwieniu. Struktura
taksonomiczna maty charakteryzowata si¢ wystgpowaniem dwoch glownych grup
fotoautotroficznych, sinic i okrzemek. Struktura taksonomiczna sinic sktadala sie
z czterech rodzajow: Planktolyngbya, Planktothrix Pseudanabaenai i Phormidium.

Struktur¢  taksonomiczng okrzemek stanowito 10 rodzajow: Fragilaria,
Gomphonema, Hantzschia, Navicula, Neidium, Nitzschia, Pinnularia, Planothidium,
Stauroneis, Tabullaria. Lacznie opisano 19 gatunkoéw. Dominujgcym taksonem byta
Fragilaria capucina.
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Rycina 10. Makroskopowa (A) i mikroskopowa (B) (przekr6j poprzeczny) struktura
maty mikrobialnej Potoku Skamieniatego Lasu (MS)
Figure 10. Macroscopic (A) and microscopic (B) (cross section) structure of the microbial
mat of Petrified Forest Creek (MS)

Mata wystepujaca w Potoku Skamieniatego Lasu - MS charakteryzowata si¢ bardzo
luzng strukturg o wysokim stopniu uwodnienia 88% i zottym zabarwieniu. Struktura
taksonomiczna maty charakteryzowata si¢ wystepowaniem trzech gtoéwnych grup
fotoautotroficznych, sinic i okrzemek i zielenic. Struktura taksonomiczna sinic sktadata
si¢ z trzech rodzajow: Planktolyngbya, Planktothrix i Phormidium. Strukture
taksonomiczng okrzemek stanowito siedem rodzajow: Achnanthidium, Fragilaria,
Gomphonema,  Hantzschia, Nitzschia, Planothidium, Tabullaria.  Strukture

taksonomiczng zielenic stanowity dwa rodzaje: Keratoccoccus i Prasiola.

Rycina 11. Makroskopowa (A) i mikroskopowa (B) (przekroj poprzeczny) struktura
maty mikrobialnej Potoku Ekologii (ME)
Figure 11. Macroscopic (A) and microscopic (B) (cross section) structure of the microbial
mat of the Ecology Stream (ME)
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Mata wystepujaca w Potoku Ekologii - ME charakteryzowata si¢ luzna, wtoknista,
$luzowatg struktura, o uwodnieniu 61% i zo6ttym zabarwieniu. Struktura taksonomiczna
maty charakteryzowala si¢ wystgpowaniem dwoch gtownych grup fotoautotroficznych,
sinic i okrzemek. Struktura taksonomiczna sinic skladata si¢ z dwoch rodzajow
Planktolyngbya i Phormidium. Struktur¢ taksonomiczng okrzemek stanowito dziewiec
rodzajow: Achnanthidium, Fragilaria, Gomphonema, Hantzschia, Navicula, Nitzschia,
Pinnularia, Planothidium i Stauroneis. Lacznie opisano 13 gatunkéw. Nie wykazano

dominujacego taksonu.

Rycina 12. Makroskopowa (A) i mikroskopowa (B) (przekroj poprzeczny) struktura
maty mikrobialnej Potoku Bezimiennego (MO)
Figure 12. Macroscopic (A) and microscopic (B) (cross section) structure of the microbial
mat of the Nameless Stream (MO)

Mata wystepujaca w Potoku Bezimiennym - MO charakteryzowata si¢ bardzo luzna,
$luzowatg struktura, o uwodnieniu 67% 1 jasno zottym zabarwieniu. Struktura
taksonomiczna maty charakteryzowata si¢ wystgpowaniem dwoch glownych grup
fotoautotroficznych, sinic i okrzemek. Struktura taksonomiczna sinic sktadala sie¢
z czterech rodzajow Planktolyngbya Planktothrix, Pseudanabaena i Phormidium.
Struktur¢ taksonomiczng okrzemek stanowito jedynie trzy rodzaje: Fragilaria,

Gomphonema, Planothidium, nie wykazano dominujacego gatunku.

3.3. Analizy metagenomiczne

Analiz¢ metagenomiczng wykonano dla 10 prob, w tym: 6 mat mikrobialnych
i 4 prob gleb (Tab. 1, Ryc. 4). Material badawczy pobrano z zachowaniem jatlowosci do
sterylnych workow WhirlPack. Probki gleby usredniano poprzez pulowanie pigciu
podprobek pobranych w odleglosci 1,5 metra od siebie. Material przywieziono do Polski

W stanie zamrozonym.
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Tabela 1. Wykaz prob poddanych analizom metagenomicznym
Table 1. Description of the samples subjected to metagenomic analyses

L.p. Rodzaj proby Opis stanowiska Oznaczenie
1.  Mata-ciek Potok Skamieniatego Lasu MS
2. Mata — ciek Potok Ekologii ME
3. Mata — ciek Potok Bezimienny MO
4. Mata — zbiornik Zbiornik astatyczny 1 MZ1
5. Mata — zbiornik Zbiornik astatyczny 2 MZ2
6. Mata — zbiornik Zbiornik astatyczny 3 MZ3
7. Gleba - antropogeniczna Rejon Potoku Skamieniatego lasu GS
8. Gleba — mtoda Rejon Potoku Ekologii GE
9. Gleba — ornitogenna Rejon Potoku Bezimienny GO
10.  Gleba — stara Rejon zbiornikow astatycznych GZ

Izolacje DNA oraz przygotowanie materiatu do sekwencjonowania przeprowadzono
w firmie A&A Biotechnology (Gdansk, Polska). DNA izolowano zmodyfikowana
metodg opartg o zestaw Genomic Mini AX Bacteria (A&A Biotechnology, Polska).
Zastosowano dodatkowa liz¢ mechaniczng probek w urzadzeniu typu FastPrep-24
z uzyciem kulek cyrkoniowych. Po izolacji DNA dodatkowo oczyszczono za pomoca
zestawu Anty-Inhibitor Kit (A&A Biotechnology). Stezenie DNA mierzono metoda
fluorometryczng na urzadzeniu Qubit 4 Fluorometer. Obecnos$¢ bakteryjnego DNA
w probach potwierdzono za pomocg Real-Time PCR. Reakcje Real-Time PCR
przeprowadzono w termocyklerze Mx3000P (Stratagene), z wykorzystaniem barwnika
SYBR Green jako fluorochromu znacznikowego. W reakcji zastosowano uniwersalne
startery (Ferris i in. 1996), amplifikujace fragment bakteryjnego genu 16S rRNA.

Przygotowanie bibliotek do sekwencjonowania oraz sekwencjonowanie na
platformie Illumina MiSeq 2x300 bp zostaty przeprowadzone przez firm¢ Macrogen
(Holandia). Przed przygotowaniem biblioteki amplikonéw V3-V4 eluaty DNA byly
sprawdzone pod wzgledem ilosciowym i jakosciowym. Biblioteki przygotowane zostaty
zgodnie z wytycznymi 16S Metagenomic Sequencing Library Preparation Part
# 15044223 Rev. B. Dwustopniowy PCR przeprowadzono za pomocg zestawu Herculase
Il Fusion DNA Plymerase Nextera XT Index Kit V2. Jako$¢ biblioteki sprawdzono
zgodnie z lllumina gPCR Quantification Protocol Guide.

Analizy metagenomu 10 prob, jakosciowej oraz ilosciowej identyfikacji

taksonomicznej przeprowadzono w firmie A&A Biotechnology. Przygotowana baza
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danych uwzgledniata pozycje taksonomiczne zidentyfikowanych sekwencji zgodna
z systematyka mikrobiologiczng obowigzujaca do 2022 roku. Ze wzgledu na znaczng
liczbe sekwencji nie przypisanych do rodzajow 1 gatunkéw, analize danych

metagenomicznych prowadzono na poziomie rodzin.

3.4. Izolacja, przechowywanie i wstepna charakterystyka szczepéw
3.4.1. 1zolacja czystych kultur bakterii
Wyjsciowy material badawczy stanowity hodowle bakterii pozyskane podczas letniej
wyprawy antarktycznej do Stacji Polarnej im. H. Arctowskiego w 2019 roku. Pobrane
jatlowo z wyznaczonych stanowisk (Ryc. 4) probki mat, o szacunkowej powierzchni
1 cm? wytrzasano w 50 ml jatowego ptynu fizjologicznego (30 min./200 rpm). Zawiesing
rozcieficzano 102§ 10, a nastepnie 50 pul wysiewano na state podtoze R2A (Biomaxima,
Polska) w trzech powtorzeniach. Hodowle prowadzono w temperaturze 10°C.
Przetransportowane do Polski hodowle stanowily wyjSciowy materiat do izolacji
czystych kultur (Ryc. 13). Z hodowli na ptytkach wybierano réznigce si¢ makroskopowo
kolonie i posiewano redukcyjnie na state podtoze R2A (Biomaxima, Polska). Hodowle
prowadzono w temperaturze 10°C do uzyskania wzrostu (max. 4 tygodnie).

W celu potwierdzenia czystosci kultur, oznaczenia morfologii komoérek oraz budowy
Sciany komorkowej dla wszystkich szczepow wykonano barwienie metoda Grama.

Ostatecznie do dalszych analiz uzyskano 127 izolatow bakteryjnych.

Rycina 13. Hodowle bakterii izolowanych z mat mikrobialnych
Figure 13. Cultures of bacteria isolated from microbial mats
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3.4.2. Tworzenie banku szczepow

W celu zabezpieczenia izolatow do dtugotrwatego przechowywania, poszczegolne
szczepy namnazano w ptynnym podiozu R2A (Biomaxima, Polska) (Tab. 2), a nastepnie
zamrazano w pozywce z glicerolem (Tab. 3). Na podtozu R2A hodowle prowadzono
w temperaturze w 10°C przez 72 godz. z mieszaniem 150 rpm. Pozywke z glicerolem po
sterylizacji porcjowano po 300 ul do sterylnych probowek Eppendorfa o pojemnosci 0,75
ml i inokulowano w stosunku 1:1 namnozong hodowlg ptynng. Kazdy szczep porcjowano
do czterech niezaleznych probowek. Hodowle umieszczano w temperaturze 4°C na 30

minut, a nastgpnie po dokladnym wymieszaniu zamrazano w temperaturze -80°C.

Tabela 2. Sktad ptynnego podtoza R2A
Table 2. Composition of R2A liquid medium

Sktadnik g/l
Pepton 0,75
Ekstrakt drozdzowy 0,5
Trypton 0,25
Glukoza 0,5
Skrobia 0,5
K2HPO4 0,3
Pirogronian sodu 0,3
MgSO4 0,024

Tabela 3. Sktad pozywki glicerolowej do zamrazania szczepow
Table 3. Composition of glycerol medium for freezing strains

Sktadnik g/100 ml
pepton 0,4
ekstrakt drozdzowy 0,2
glukoza 0,1
woda destylowana 70 ml
glicerol 100% 30 mi

3.5. Identyfikacja szczepéw - sekwencjonowanie 16S rDNA
3.5.1. Izolacja genomowego DNA z czystych kultur

Izolacj¢ genomowego DNA z 127 szczepéw wyizolowanych z mat mikrobialnych
przeprowadzono w firmie A&A Biotechnology (Gdansk, Polska), a ich
sekwencjonowanie w firmie Macrogen (Holandia). DNA izolowano z wykorzystaniem
zestawu Genomic Mini AX Bacteria+ (A&A Biotechnology, Polska) z dodatkowa liza
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mechaniczng probki w urzadzeniu typu FastPrep-24 z uzyciem kulek cyrkonowych.

Stezenie DNA mierzono metodg fluorymetryczng na urzadzeniu Qubit 4 Fluorometer.

3.5.2. Reakcja PCR

Fragmenty DNA uzyskane w wyniku reakcji amplifikacji zostaty oczyszczone za
pomocg zestawu Clean-Up AX (A&A Biotechnology, Polska). Zawieszone w buforze 10
mM Tris-HCI pH 8,0 i rozcienczone do stezenia 50 ng/ul produkty PCR wystane zostaty
do sekwencjonowania w firmie Macrogen (Holandia). Zastosowano startery: 27f - 5° —
GAG TTT GAT CCT GGC TCA G — 3’ (JOHNSEN 1IN. 1999) oraz rp2 - 5° — ACG GCT
ACC TTG TTA CGA CTT - 3° (WEISBURG 1 IN. 1991). Uzyskane sekwencje zostaty
poddane analizie w programie CLC Main Workbench 8 oraz w programie BLAST przez
firm¢ A&A Biotechnology (Polska), a uzyskane wyniki wykorzystano w dalszych

analizach. Liste zidentyfikowanych szczepow zamieszczono w tabeli 4.

Tabela 4. Identyfikacja taksonomiczna szczepow bakterii wyizolowanych z mat
mikrobialnych
Table 4. Taxonomic identification of bacterial strains isolated from microbial mats

Typ Klasa Rzad Rodzina Gatunek Kod szezepu Pochodzenie
Actinobacteria Actinobacteria Micrococcales Microbacteriaceae  Agreia sp. 75 Zbiornik
Cryebacterium psychrotolerans 11 Zbiornik
Marisediminicola sp. 32 Potok
Salinibacterium xivjicngerse 1 Potok
Salinibacteriim xivjiangerse 28 Zbiornik
Micrococcaceae Arthrobacter psychrochitiniphilus 18 Potok
Arthrobacter sclarom ae 24 Powk
Arthrobacter sp. 67 Potok
Arthrobacter sp. 83 Potok
Mycobacteriales  Nocardiaceae Rhodococcus erythropolis 26 Zbiornik
Rhodbcoccus gingshengii 97 Zbiornik
Rhadococcus gingshengii 100 Zhiornik
Rhodocuccus yunnanensis 9 Zbiornik
Bacteroidetes Flavobacteriia Flavebacteriales Flavobacteriaceae  Flavobacteriim antarcticim 5 Zhiornik
Flavebacterium antarcticum 7 Zbiornik
Flavebacterizm antarcticum 3 Zbiornik
Flavebacterium degerlachei 4 Zbiornik
Flavebacterizm limicola 12 Zbiornik
Flavobactariim pectingvorum 19 Potok
Flavebacterium pectinovorum 20 Potok
Flavobacterium psycirolimnae 14 Zbiornik
Flavobacteriim tiangeerense 13 Zbiornik
Flavebacterium xanthum 15 Zbiornik
Flavebacterizm xanthum 17 Potok
Flavobacterium sp. 34 Potok
Flavebacterium sp. 35 Potok
Flavobacterium sp. 36 Potok
Flavobacterium sp. 39 Zbiornik
Flavebacteriim sp. 40 Zbiornik
Flavebacterium sp. 43 Zhiornik
Flavobacterium sp. 44 Zbiornik
Flavobacterium sp. 45 Zbiornik
Flavebacterium sp. 46 Zbiornik
Flavobacterium sp. 47 Zbiornik
Flavobacterium sp. 48 Zbiornik
Flavebacterium sp. 49 Zbiornik
Flavobacterium sp. 50 Zbiornik
Flavobacterium sp. 51 Zbiornik
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Tabela 4, cd.
Table 4, cont.

Typ Klasa Rzad Rodzina Gatunek Kod szezepu Pochodzenie
Flavobacteriim sp. 54 Powk
Flavabacteriim sp. 55 Potok
Flavobacteriim sp. 56 Potok
Flavobacteriim sp. 57 Powk
Flavabacteriim sp. 58 Potok
Flavobacteriim sp. 39 Potok
Flavobacteriim sp. 60 Potok
Flavabacteriim sp. 61 Potok
Flaveobacteriian sp. 62 Zbiornik
Flavobacteriim sp. 63 Zhiornik
Flavabacteriim sp. 65 Potok
Flavobacteriian sp. 68 Powk
Flavobacteriim sp. 70 Potok
Flavobacteriim sp. 71 Potok
Flavobacteriian sp. 72 Powk
Flavobacteriim sp. 74 Potok
Flavobacteriim sp. 77 Potok
Flavobacteriim sp. 78 Potok
Flavabacteriim sp. 79 Potok
Flavobacteriim sp. 80 Potok
Flavobacteriim sp. 81 Potok
Flavabacteriim sp. 87 Zbiornik
Flavobacteriian sp. 20 Powk
Flavebacterium sp. 91 Potok
Flavabacteriim sp. 89 Potok
Sphingobacteriia Sphingobacteriales Sphingobacteriacene Pedobacier terrae 21 Powk
Pedobacter sp. 66 Potok
Proteobacteria Alphaproteobacteria  Hiphomicrobiales Boseaceae Bosea lathyvi 98 Zbiornik
Sphing lales Sphing laceae Sphi onas sp. 69 Potok
Betaproteobacteria ~ Burlholderiales ~ Comamonadaceae  Rhodoferax ferviveducens 3 Potok
Rhodoferas sp. 33 Potok
Oxalobacteraceae  Janthinobacterium lividum 29 Potok
Jemthivobacteriim lividum 99 Zhiornik
Janthinobacterium lividum 112 Potok
Jemthinobacterison Iividum 118 Potok
Janthivobacterium lividum 119 Potok
Jenithinobacteriion lividum 110 Zbiornik
Janthivobacterium lividum 113 Potok
Janthinobacterium svalbardensis 101 Zbiornikc
Jemthivobacteriiom svalberdersis 103 Zhiornik
Janthinobacterium svalbardersis 104 Zbiornikc
Jemthinobacteriion svalberdersis 109 Zbiornik
Janthinobacterium svalbardensis 114 Potok
Jemthinobacteriion svalberdersis 115 Potok
Jemrhinobacterium svalbardersis 111 Zhiornik
Janthivobacterium tructae 107 Zbiornikc
Jemrhinobacteritan sp. 22 Potok
Janthinobacterium sp. 37 Zbiornikc
Jemthinobacteriiam sp. 38 Zhiornik
Janthinobacteriin sp. 41 Zbiornik
Jenithinobacteriian sp. 53 Zbiornik
Jenthinobacterium sp. 64 Zbiornik
Jenithinobacteriian sp. 73 Potok
Jemrhinobacteritan sp. 88 Potok
Janthinobacterium sp. 92 Potok
Neisseriales Chromobacteriaceae Iodobacter avcticus 6 Zhiornik
Iodobacter arcticus 27 Zbiornik
Todobacter fluviatillis 2 Potok
Todobacter fluviatillis 16 Zbiornik
Gammaproteobacteria Lysobacterales Lysobacteraceae Stenotrophomonas rhizophila 23 Potck
Stenorrophomonas rlizophila 25 Potok
Stenotrophomonas rhizophila %4 Zbiornikc
Stenotrophomonas rhizophila 95 Zhiornik
Stenotrophomonas rhizophila 116 Potok
Stenotrophomonas rlizophila 117 Potok
Stenotrophomonas rlizophila 120 Potok
Stenotrophomonas rhizophila 121 Potok
Stenorrophomonas rlizophila 122 Potok
Stenotrophomonas rhizophila 123 Potok

Stenorrophomonas rhizophila 124 Potok



Tabela 4, cd.

Table 4, cont.
Typ Klasa Rzad Rodzina Gatunek Kod szczepu Pochodzenie

Stenotroph rhizophile 125 Potok
Stenotrophomonas rhizophila 126 Potok
Stenotroph rhizophile 127 Potok
Stenotrophomonas rhizophila 128 Potok
Stenotrophomonas sp. 8 Potok

Pseud: Pseud. laceae Pseud, antarctica 30 Potok
Pseudomonas artarctica 31 Potok
Pseudomonas azotaformans 133 Potok
Pseudomonas frederiksbergensis 93 Potok
Pseudomonas fredericshergensis 96 Zhiornic
Pseudomonas poae 131 Potok
Pseudomonas sp. 42 Zhiornic
Pseudomonas sp. 52 Zhiornik
Pseudomonas sp. 76 Potok
Pseudomonas sp. 82 Potok
Pseudomonas sp. g5 Zbiornic
Pseudomonas sp. 8 Zbiornik
Pseudomoras sp. 105 Zbiornikc
Pseudomonas sp. 108 Zhiornic

3.6. Ozywianie szczepow do analiz

Dla kazdego szczepu wykonano sze$¢ niezaleznych analiz (Ryc. 14). W badaniach

pilotazowych wyznaczono optymalng temperatur¢ prowadzenia hodowli bakteryjnych,

wynoszacg 20°C.

Opornosé

na

antybiotyki

Aktywnosé
fizjologiczna i
biochemiczna

Odporno$c
na UVB

Odporno$é
na
zamarzanie

Oddziatywanie
antagonistyczne

Rycina 14. Analiza wlasciwosci fizjologicznych i metabolicznych szczepow bakterii

izolowanych z mat

Figure 14. Physiological and metabolic analyses of bacterial strains isolated from mats
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W celu uniknigcia wielokrotnego pasazowania i utraty cech badanych szczepow,
kazdorazowo przed kolejng turg analiz szczepy ozywiane byly z nowej zamrozonej
podprobki. Ozywianie szczepoOw prowadzono poprzez inokulacje 10 pl hodowli na
podiozu z glicerolem do plynnej pozywki R2A. Hodowle prowadzono w temperaturze
20°C z mieszaniem (150 rpm) przez 3 - 7 dni w zaleznosci od tempa wzrostu szczepow.
Po uzyskaniu wzrostu szczepy poddawano analizom i1 eksperymentom stuzagcym opisaniu

ich metabolizmu i potencjatu srodowiskowego.

3.7. Analiza aktywnosci fizjologicznej i biochemicznej

Do identyfikacji wtasciwosci metabolicznych i potencjatu  §rodowiskowego
wyizolowanych z mat mikrobialnych szczepow bakterii wykorzystano komercyjne
zestawy GEN 111 MicroPlate™ firmy BIOLOG Inc. (US). Zestaw testowy przeznaczony
jest do identyfikacji wlasciwosci biochemicznych 1 $rodowiskowych metoda
”fenotypowego odcisku palca”. Zestaw sktada si¢ z 94 reakcji biochemicznych w tym 71
testow opartych na zdolno$ci bakterii do metabolizowania réznych zrédet wegla oraz 23
testy wrazliwosci na czynniki chemiczne. Tetrazoliowy barwnik redoks stuzy do
kolorymetrycznego wskazania wykorzystania poszczegolnych substratow lub odpornosci

na zwiazki hamujace wzrost (Ryc. 15).

. Kontrola ujemna Kontrola dodatnia e
Metabolity \ Testy wrazliwosci
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e e e ®/|® ———— Kwas mlekowy
Heksozy fosforanowe 1C=@) o 0.
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Kwasy cukrowe O felle’® Barwniki redukujace
Kwasy karboksylowe, —— @ 000 -0~ l ‘ﬁ:‘—Wankom.\/CYna,
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Rycina 15. Test GEN Il MicroPlate™ (BIOLOG Inc. US) (https://www.biolog.com)
Figure 15. Test GEN 111 MicroPlate™ (BIOLOG Inc. US)

Studzienki z wynikiem dodatnim wykazuja fioletowe zabarwienie. W testach
wrazliwosci chemicznej analizowano zdolno$¢ szczepdw do wzrostu w zmiennych
warunkach pH, zasolenia, zwigzkéw antybakteryjnych. Testy oparte na wykorzystaniu
zrodet wegla zawierajg monosacharydy, disacharydy, oligosacharydy, alkohole cukrowe,

aminocukry, aldozy, aminokwasy, kwasy karboksylowe, kwasy hydroksylowe, estry
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kwasow, kwasy cukrowe. W analizie metabolicznej znajdujg si¢ rowniez inne substraty
w tym D-Salicyna, kwas acetyloneuraminowy, dekstryny, pektyny, inozyna, kwas
chinowy, zelatyna i Tween 40.

Przed przystgpieniem do inokulacji plytek, wszystkie szczepy ozywiano zgodnie
z opisang wczesniej metodyka. Nastepnie z kazdego szczepu przygotowywano zawiesing
o gestosci 90-98%T zgodnie z protokotem A testu GEN III MicroPlate™ (BIOLOG).
Z ptynnych hodowli pobierano 1 ml, przenoszono do probéwek Eppendorfa o pojemnosci
1,5 ml i wirowano 10 min przy 8000 rpm. Supernatant odrzucano, a osad zawieszano
w 1 ml 0,85% NaCl, mieszano do uzyskania jednorodnej zawiesiny i ponownie wirowano
przez 10 minut przy 8000 rpm. Supernatant odrzucano, a osad zawieszano w 0,5 ml soli
fizjologicznej. Nastepnie 100 pl zawiesiny komodrek przenoszono do ptynu
inokulacyjnego IF-A dotaczonego do testu GEN III MicroPlate™. Przy uzyciu pipety
wielokanatowej inokulowano studzienki ptytki GEN III standaryzowang zawiesing
komorek w objetosci 100 ul. Ptytke nakrywano wieczkiem i inkubowano w 20°C przez
24 do 72 godzin w zaleznosci od tempa wzrostu szczepu (Ryc. 16). Po tym czasie
dokonywano odczytu studzienek z uzyciem czytnika ptytek NanoQuant Infinite M200
Pro (Tecan, USA) przy dlugosci fali 534 nm. Wyniki odczytywano z uzyciem programu
i-control 1.7 (*Microplate Reader Software; Tecan. USA) i zapisywano w formie obrazu
plytki w formacie .xIsx. Zabarwienie studzienek wyrazone wielkoscia absorbancji byto

wskaznikiem dodatnich reakcji.

1ml 1ml 0,5 ml 20°C
= 0, 8% NaCl  0,8% NaCl 0,8% NaCl 24-72 godz.
Iml 10 min 10 min 100 p.l 100 pl Odczyt
—Pk : — >
8000 rpm 8000 rom nareakcje

Hodowla Zawiesina Zawiesina Zawiesina IF-A
ptynna R2A I I Il ptyn

90-98%T inokulacyjny

Rycina 16. Procedura wykonania testu GEN 111 MicroPlate™
Figure 16. Test GEN 111 MicroPlate™ procedure
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3.8. Opornos$¢ na antybiotyki

Do oceny opornosci szczepdéw bakterii na antybiotyki zastosowano metode
dyfuzyjno-krazkowa (BAUER 1 IN. 1966). Jako podtoze wzrostowe do antybiogramow
uzyto agar R2A. W badaniach zastosowano 25 antybiotykéw o réznym spektrum
dziatania, nalezacych do odmiennych grup funkcyjnych. Zastosowane antybiotyki oraz
dawki zawarte w krazkach przedstawia tabela 5. Przed wykonaniem posiewow
przygotowywano zawiesing szczepu 0 gestosci 0,5 w skali McFarlanda (ODsgs) w plynie
fizjologicznym, co odpowiada 1,5x108 kom./ml. Przy uzyciu sterylnej wymazowki
inokulowano dwie szalki Petriego z pozywka. Po wchlonigciu ptynu wyktadano krazki
z antybiotykami przy uzyciu dyspensera. Ptytki odwracano i inkubowano w temperaturze
20°C przez 48-96 godzin w zalezno$ci od tempa wzrostu szczepu. Nastepnie dokonywano
odczytu wynikow. Brak strefy zahamowania wzrostu szczepu wokot krazka

z antybiotykiem uznawano za opornosc¢ na antybiotyk.

Tabela 5. Wykaz antybiotykow zastosowanych w testach opornosci
Table 5. List of antibiotics used in resistance tests

. . . Spektrum Stezenie w
Antybiotyk Oznaczenie Grupa funkcjonalna S krazku
dziatania

(ng)
Ampicylina AM B-laktamy Szerokie 2
Karbenicylina PY B-laktamy Szerokie 10
Cefiksym CFM B-laktamy Szerokie 100
Cefotaksym CTX B-laktamy Szerokie 5
Ceftazydym CAZ B-laktamy Szerokie 5
Imipenem IMP B-laktamy Szerokie 2
Wankomycyna VA gliﬁg;igl?/%ﬁ/vy Waskie 30
Gentamycyna CN Aminoglikozydy Szerokie 15
Kanamycyna K Aminoglikozydy Szerokie 15
Streptomycyna S Aminoglikozydy Szerokie 30
Nowobiocyna NV Aminokumaryna Szerokie 10
Chloramfenikol Cc Chloramfenikol Szerokie 10
Tetracyklina TE Tetracykliny Szerokie 1,25
Klarytromycyna CLR Makrolidy Waskie 10
Erytromycyna E Makrolidy Waskie 5
Klindamycyna DA Linkozamidy Waskie 15
Linkomycyna L Linkozamidy Waskie 30
Kwas nalidyksowy NA Chinolony Szerokie 5
Nitrofurantoina F Nitrofuran Szerokie 5
Kotrimoksazol SXT Trimetoprim/ Szerokie 5

Sulfametoksazol

Mupirocyna MUP Mupirocyna Waskie 5
Cyprofloksacyna CIP Chinolony Szerokie 30
Ryfampicyna RA Ryfamycyny Szerokie 25
Trimetoprym TMP Trimetoprym Szerokie 5
Metronidazol MET Metronizadol Beztlenowce 100
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3.9. Odpornosé na promieniowanie UVB

W celu wyznaczenia warto$ci granicznych ekspozycji na §wiatto UVB badanych
szczepOw zastosowano lampe TL 20W/12 RS SLV/25 o mocy 20W (Philips). Dawke
energii okreSlano przy uzyciu miernika promieniowania UVB Extech UV505.
Do wyznaczenia minimalnej granicznej dawki promieniowania, hamujacej wzrost
szczepu wzorcowego E. coli 035P z kolekcji ATCC, wykorzystano procedure
naswietlania sektorowego 24 godzinnej hodowli E. coli naniesionej na agar odzywczy.
Zawiesing E. coli (0,5 MF) wysiewano na agar odzywczy technikg murawy. Inokulowane
ptytki dzielono na 6 stref, ktore kolejno poddawano ekspozycji na wzrastajace dawki
promieniowania UVB przy ekspozycji od 1 do 5 minut. Po ekspozycji hodowle
inkubowano w temperaturze 37°C przez 24 godziny, a nastgpnie oceniano redukcje
wzrostu w odniesieniu do kontroli. Za wynik pozytywny przyjeto co najmniej 50%
redukcj¢ wzrostu przy najmniejszej energii naswietlania w poréwnaniu z niena§wietlang
kontrolg. Na tej podstawie wyznaczono graniczng dawke dla szczepu wzorcowego, ktora
stanowila odniesienie dla badanych szczepow polarnych. Przed przystapieniem do testu
odpornosci na promieniowanie UVB szczepy ozywiano zgodnie z opisang wczesniej
metodyka. Do hodowli podobnie jak we wczesniejszych doswiadczeniach zastosowano
state podloze R2A. Szczepy naswietlano we wzrastajacych dawkach energii
promieniowania UVB, powyzej dawki granicznej wyznaczonej dla E. coli i na tej
podstawie wyznaczano odpornos¢. Hodowle prowadzono w temp. 20°C przez 7 dni.
Odporno$¢ szczepdw na promieniowanie UVB okreslano w czterostopniowej skali: brak
odpornosci (brak wzrostu powyzej dawki 0,39 kJ/m?), staba (brak wzrostu powyzej dawki
0,78 ki/m?), $rednig (wzrost bakterii po otrzymaniu dawki 0,79-1,95 kJ/m?) oraz wysoka

odporno$é (wzrost po dawce wyzszej niz 1,95 kJ/m?).

3.10. Oddzialywania antagonistyczne

Oddziatywania antagonistyczne pomig¢dzy szczepami bakterii izolowanymi z mat
mikrobialnych badano z wykorzystaniem zmodyfikowanej metody opisanej przez
PRASAD 1 IN. (2011). Testowano oddziatywania zachodzace pomigdzy szczepami,
w oparciu o system ,kazdy z kazdym”. Ze wzgledu na bardzo duzg liczbe reakcji do
testow zastosowano kwadratowe szalki Petriego wymiarach 12 x 12 cm, podzielone na
45 rownych sektoréw. Ze $§wiezo ozywione] ptynnej hodowli badanych szczepow, po
trzykrotnym wirowaniu (8000 rpm/10 min) przygotowywano zawiesing komorek

w plynie fizjologicznym o gestosci 0,5 MF. Zawiesing wysiewano technikg murawy na
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calej powierzchni plytki. Nastepnie 5 pl ptynnej hodowli kazdego z testowanych
szczepOW Nanoszono punktowo na pozywke w wyznaczonych sektorach. Plytke
inkubowano w temperaturze 20°C przez 7 dni. Za antagonistyczne oddzialywanie
uznawano powstanie stref zahamowania wzrostu wokot punktowo naniesionych
szczepow. Na podstawie liczby dodatnich reakcji okreslano potencjal antagonistyczny
oraz wrazliwo$¢ na oddziatywania antagonistyczne badanych szczepow. Szczepy
0 najwyzszym potencjale antagonistycznym testowano w odniesieniu do wybranych
fitopatogendw oraz potencjalnie chorobotworczych bakterii dla ludzi 1 zwierzat:
Agrobacterium tumefaciens, Ervinia carotovora, Escherichia coli, Micrococcus luteus,
Pseudomonas fluorescens, Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis. Szczepy
pochodzity z kolekcji Katedry Mikrobiologii 1 Mykologii WBiB. Zastosowano
trzystopniowa skale oceny sity oddziatywania antagonistycznego. Stref¢ zahamowania

wzrostu szczepu do 3 mm oznaczono (+), od 4 mm do 6 mm (++), powyzej 7 mm (+++).

3.11. Wlasciwosci adhezyjne

W celu okreslenia zdolno$ci do adhezji badanych szczepow wykorzystano metodyke
opisang przez O’TOOLE (2011) i CHARLESWORTH I IN. (2019). Przed przystapieniem do
testu szczepy ozywiano zgodnie z opisang wczesniej procedurg. Do oceny zdolno$ci
adhezyjnych zastosowano jatowe, 96 dotkowe ,,U” ksztattne ptytki titracyjne. Do siedmiu
studzienek ptytki wprowadzano po 200 pl jalowego ptynnego podtoza R2A, a nastepnie
do szesciu dodawano 20 ul $wiezej, ptynnej hodowli badanego szczepu. Siddma
studzienka nie zawierata zawiesiny bakteryjnej 1 stanowita kontrol¢ negatywna.
Zaszczepione ptytki zamykano wieczkiem, oklejano parafilmem i inkubowano
z mieszaniem 150 rpm w temperaturze 20°C przez 48 godzin. Po inkubacji z dotkow
usuwano pozywke i przeplukiwano trzykrotnie wodg destylowang. Ptytki suszono bez
pokrywek w cieplarce z nawiewem w temperaturze 50°C do catkowitego wyschnigcia.
Nastgpnie do kazdej studzienki dodawano 220 ul 0,1% roztworu fioletu krystalicznego
i barwiono biofilm bakteryjny przez 15 minut w 20°C. Po usuni¢ciu barwnika studzienki
trzykrotnie ptlukano wodg destylowang, kazdorazowo doktadnie oprozniajac ich
zawarto$¢. Plytki suszono w temp. 50°C, a po catkowitym wyschnieciu studzienek
barwnik zwigzany z komoérkami bakteryjnymi rozpuszczano W 250 pul 95% etanolu przez
30 minut w 20°C. Po tym czasie z kazdej studzienki 220 pul przenoszono do nowej ptytki

titracyjnej i mierzono absorbancje z uzyciem czytnika pltytek NanoQuant InfiniteM200
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Pro (Tecan, USA) przy dlugosci fali 570 nm. Wartosci absorbancji odczytywano
z uzyciem programu i-control 1.7 (Microplate Reader Software; Tecan. USA)
1 zapisywano w formie obrazu ptytki w formacie .xlsx. Intensywno$¢ zabarwienia
roztworu wyrazona wielkoS$cig absorbancji byta wskaznikiem sity adhezji i utworzonego
biofilmu. Od odczytanej warto§¢ absorbancji odj¢to Srednig absorbancje kontroli
ujemnej. Na podstawie otrzymanej warto$ci szczepy podzielono na cztery grupy:
wykazujace brak adhezji - absorbancja rowna kontroli ujemnej badz nizsza, wykazujace
stabg adhezje — wartos$¢ do 0,4, wykazujace srednig adhezje - wynik pomigdzy 0,4 a 0,8

oraz wykazujace silng adhezje - wartos¢ powyzej 0,8.

3.12. Odporno$¢ na zamarzanie

Zdolnos¢ do wytwarzania biatek przeciwlodowych u badanych szczepéw okreslano
przy wykorzystaniu metodyki opisanej przez CiD I IN. (2016) w modyfikacji wiasne;.
Przed przystapieniem do testu, szczepy ozywiano zgodnie z opisang wczesniej procedura.
W celu aklimatyzacji do zimna hodowle umieszczano w temperaturze 4°C na 7 dni.
Do wytarowanych probowek Eppendorfa przenoszono 2 ml aklimatyzowanej hodowli
bakterii i wirowano 10 minut przy 8000 rpm. Supernatant usuwano, a osad wazono.
W celu ekstrakceji biatek, do osadu komorkowego dodawano B-PER (Bacterial Protein
Extraction Reagent, Thermo Fisher Scientific, US) z lizozymem (2 pl/ ml) w objetosci
200 pl na kazde 50 mg osadu komérkowego. Zawartos¢ probéwek doktadnie mieszano
przez pipetowanie i inkubowano 15 minut w temperaturze pokojowej. W celu oddzielenia
biatek rozpuszczalnych od nierozpuszczalnych oraz pozostatosci komérkowych, lizat
wirowano 5 minut przy 14000 rpm. Supernatant przenoszono do 96 dotkowej,
ptaskodennej ptytki titracyjnej i zamrazano przez 15 minut w temperaturze -80°C.
Nastepnie ptytki z lizatami umieszczano na 2 dni w temperaturze -6°C. Po tym czasie
dokonywano odczytu w mikroskopie stereoskopowym, oceniajac  strukturg
i przejrzystos¢ zamarznigtych studzienek w  trzystopniowej skali. Metny,
grubokrystaliczny 16d wypehniajacy studzienke $wiadczyt o braku aktywnos$ci biatek
przeciwlodowych. Przejrzysta, drobnokrystaliczna zawarto$§¢ o jednolitej strukturze
wskazywala na obecno$¢ bialek przeciwlodowych 1 hamowanie powstawania duzych
krysztatow lodu (Ryc. 17). Kontrole ujemng stanowita hodowla wzorcowego szczepu
E. coli nie wytwarzajacego biatek przeciwlodowych. Podczas odczytéw ustalono trzy

zakresy wytwarzania biatek przeciwlodowych: staby, §redni i silny.
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Rycina 17. Wykrywanie biatek przeciwlodowych u bakterii izolowanych z mat
Figure 17. Detection of antifreeze proteins in bacterial strains isolated from mats

3.13. Analizy fizyczne i chemiczne wody i gleby

Wyniki analiz chemicznych probek wody i gleby wykorzystane podczas interpretacji
wynikow badan wtasnych pochodzity z bazy danych Katedry Mikrobiologii i Mykologii
WBiB UWM w Olsztynie. Podstawowe parametry wody, w tym temperatur¢, pH,
przewodnictwo mierzono in situ przy uzyciu miernika WTW GmbH. Pozostale analizy

wody i gleby wykonano w kraju zgodnie ze standardowymi procedurami (Tab. 6, 7).

Tabela 6. Fizyczne i chemiczne parametry wody potokow i zbiornikow astatycznych
Table 6. Physical and chemical parameters of water in streams and ponds

Parametr Stanowisko

MZ1 MZ2 MZ3 MS ME MO
Temperatura, T (°C) 4.2 3,7 4.4 2,8 1,3 2,3
pH 6,98 722 749 758 712 6,5
Przewodnictwo elektrolityczne (uS cm—1) 72 350 270 70 90 76
Azot og6lny N-Tot (mg dm—3) 0,354 0,423 0,183 0,262 0,151 0,21
Azotyny N-NO,-N (mg dm™) 0,011 0,018 0,011 O 0 0
Azotany N-NO3z-N (mg dm™) 0,011 0,013 0,00 0,007 0,00 0,008
Fosforany PO4-P (mg dm~3) 0,107 0,12 0,16 0,231 0,185 0,543
TOC (mg dm™3) 1,29 1,45 1,21 09 04 0,56
POC (mg dm™) 0,19 023 013 017 0,12 0,15
DOC (mg dm) 11 1,22 1,08 0,82 0,28 0,41
Ca?* (mg dm™3) 7,356 8,1 62 62 43 8,93
Mg?* (mg dm™3) 4,097 3,8 3 1,1 15 1,91
Na* (mg dm™) 50,27 40,6 53,42 42,48 38,35 41,58
K* (mg dm™) 0,77 0,7 0,77 0512 034 0,62
Cl- (mg dm™3) 63,33 73,62 34,78 46,01 342 4552
S04 (mg dm) 0,131 0,311 18 497 4.2 3,21
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Tabela 7. Fizyczne i chemiczne parametry gleb
Table 7. Physical and chemical parameters of soils

Mat. org. N C P Ca Mg K Na
Gleba pH % a/kg % CIN a/kg a/kg a/kg a/kg a/kg
GS 5,27 1,29 00 075 7,18 294 597 12,89 3,03 2,25
GE 5,72 0,38 006 016 282 045 2445 2801 399 1157
GO 4,25 3,94 081 229 283 3489 4521 337 10,03 1,28
Gz 5,54 2,60 023 150 665 7,70 11,25 14,10 3,00 1,67

3.14. Analizy statystyczne

Do interpretacji i wizualizacji wynikow analiz mikrobiologicznych zastosowano
procedury statystyczne zawarte w pakiecie programu Statistica 13.3 (StatSoft Inc.).
W ocenie istotnosci réznic uzyskanych danych zastosowano wieloczynnikowa analize
wariancji (ANOVA), a w przypadku danych nie spetniajacych warunkéw normalnosci
nieparametryczny test Kruskala-Wallisa. Do wizualizacji danych wielowymiarowych
przeprowadzono analiz¢ statystyczng metodami porzadkowania z wykorzystaniem
Canoco v. 5.0 dla Windows 10 (TER BRAAK | SMILAUER 2012). W celu oceny
poprawnosci danych zastosowano wielokrotng symulacjag prawdopodobienstwa
w tescie Monte Carlo. Do grupowania danych, wykorzystano techniki ordynacyjne w tym
analize¢ glownych sktadowych (PCA) oraz analiz¢ redundancji (RDA). Pozwolito to na
wyodrebnienie réznic w rozkladzie prob w zaleznosci od skladu taksonomicznego oraz
powigzanie ich z warunkami $rodowiskowymi. Analize biordznorodnosci i
réwnocenno$ci  bakteriocenoz przeprowadzono przy wykorzystaniu wskaznikow

Shannona-Wienera i Pielou.
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4. Wyniki
4.1. Struktura taksonomiczna bakteriocenoz mat i gleb (analiza metagenomiczna)
Badania metagenomiczne wykazaty znaczne zr6znicowanie taksonomiczne bakterii
mat mikrobialnych i gleb (Tab. 8, Ryc. 18). Analizy molekularne 6 préb mat i 4 prob gleb
pozwolity odczyta¢ tgcznie 480766 sekwencji, ktore zakwalifikowano do 22 typdow,
55 rzedéw i 109 rodzin. W celu weryfikacji przyjetej hipotezy: wspotzaleznosci
taksonomicznej bakteriocenoz mat mikrobialnych i gleb, wybrane grupy taksonomiczne
majace najwyzszy udzial w badanych mikrobiocenozach, omowiono tacznie dla obu
srodowisk.

Tabela 8. Struktura taksonomiczna bakteriocenoz mat i gleb wg typoéw (% sekwencji)
Table 8. Taxonomic structure of the bacteriocenosis of mats and soils at the phylum
level (% sequences)

Grupa taksonomiczna Stanowisko

GS GE GO GZ MS ME MO MZ1 MZ2 MZ3
Thermi 0,02 0,01 2,35 0,48 0 0 0 0 0 0
Acidobacteria 4,04 10,02 528 2,99 0,02 0 0 0,23 0,14 011
Actinobacteria 13,50 16,48 10,96 1247 0,26 0,01 0,09 1359 3,62 4,96
AD3 0,08 6,73 0,05 0,08 0 0 0 0 0 0
Armatimonadetes 0,37 0,32 1,19 0,61 0 0 0 0 0 0
Bacteroidetes 11,62 745 21,01 30,59 0,78 152 7,95 2,20 3,04 1,26
Chlorobi 0,12 0,66 2,22 041 0 0 0 0 0 0
Chloroflexi 9,75 3,39 8,35 0,24 0,29 0 0,01 0,44 0,08 0,13
Cyanobacteria 0,57 1,02 0,66 0,08 67,91 73,50 53,67 40,28 63,90 67,72
Elusimicrobia 0,49 0,17 0 0 0 0 0 0 0 0
Firmicutes 4,45 0,64 021 0,40 0,09 0 0,05 174 0,93 0,68
FBP 0,20 0,10 1,79 0,25 0 0 0 0 0 0
Gemmatimonadetes 4,71 5,09 5,64 0,65 0 0 0 0,45 0,83 0,19
GNO2 0 0,02 0 0,03 0 0 0 0 0 0
OoD1 2,28 0,95 0,48 0,89 2,96 0,01 0,22 1,88 0,34 0,50
OP11 0,02 0,07 0 0,05 0 0 0 0 0 0
Planctomycetes 161 2,26 2,84 1,30 0,02 0 0 7,67 2,19 3,30
Proteobacteria 32,82 26,77 22,71 36,48 19,95 23,89 36,17 22,85 16,16 1591
TM6 0,02 0,04 0,01 0,05 0 0 0 0 0 0
T™7 3,24 314 2,20 4,70 0 0 0 1,26 0,38 0,98
Verrucomicrobia 9,14 11,91 0,54 4,19 7,72 1,08 183 741 8,38 4,26
WPS-2 0,55 2,35 10,87 3,03 0 0 0 0 0 0
N/A 0,40 041 0,65 0,04 0 0 0 0 0 0
Liczba sekwencji 49724 30852 33004 97965 53161 43343 67480 15388 47817 42032

W badanych matach mikrobialnych tacznie zidentyfikowano 12 typoéw bakterii.
Wykazano znaczne zréznicowanie mikrobioty mat wystepujacych w potokach
I zbiornikach (Tab. 8, Ryc. 18). W szesciu probach mat ogotem zarejestrowano 269221
odczytow. Liczba opisanych sekwencji wahata si¢ od 15388 w zbiorniku MZ1 do 67480
w Potoku Bezimiennym. W matach zbiornikoéw wystepowato 12 typow bakterii.
W matach potokow liczba typow wahata si¢ od 6 (Potoku Ekologii) do 10 (Potoku
Skamieniatego Lasu). Charakterystyczng cechg mikrobioty mat byla wysoka obfitos¢
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sinic, stanowiacych od 40,3% do 73,5%, S$rednio 61,2% ogo6lnej liczby odczytow.
Nie wykazano istotnej roznicy w udziale sinic w mikrobiocie mat zbiornikéw i potokow,
ktore wynosit srednio: 57,3% i 65,0%. Drugim pod wzglgdem liczebnosci sekwencji byty
Proteobacteria, ktorych udziat w mikrobiocie mat wahat si¢ od 15,9% do 36,2%, $rednio
22,5%. Wykazano znaczace roznice w obfitosci Proteobacteria w bakteriocenozach mat
badanych s$rodowisk. W matach potokow Proteobacteria stanowity $rednio 26,7%,
podczas gdy w matach zbiornikow udziat tych bakterii byt nizszy i wynosit $rednio
18,3%. Wsrod pozostalych taksondw przewazaty bakterie nalezace do typow
Verrucomicrobia, Actinobacteria i Bacteroidetes. Udziat tych bakterii w mikrobiocenozie
wynosit $rednio, odpowiednio 5,1%, 3,8%, 2,8%. W matach zbiornikow zanotowano
znaczaco wyzszy udziat bakterii nalezacych do typéw Verrucomicrobia i Actinobacteria
w poréwnaniu z mikrobiocenoza mat potokowych. Istotny udziat w strukturze
taksonomicznej mat zbiornikoéw miaty bakterie nalezace do Planctomycetes, ktore
stanowily $rednio 4,4% zidentyfikowanych sekwencji. Szczegotowa analiza iloSciowa
struktury taksonomicznej mikrobioty mat wykazata znaczne réznice pomigdzy strukturg
mat rozwijajacych si¢ w potokach i zbiornikach. W poroéwnaniu z matami potokow,
w matach zbiornikéw zanotowano kilkukrotnie wyzsza liczebno$¢ odczytow
Actinobacteria, Planctomycetes, Firmicutes oraz TM7. Pozostate taksony nie
wykazywaty tak jednoznacznych prawidtowosci. Analiza RDA wykazata istotne
zroznicowanie badanych mat w odniesieniu do parametréw srodowiskowych (Ryc. 19).
Zbiorniki astatyczne, w ktorych wystepowaly badane maty, charakteryzowaly sie
znaczaco wyzszg koncentracja r6znych form materii organicznej oraz mineralnych form
fosforu i azotu.
W potokach stanowigcych siedlisko badanych mat zanotowano wyzsze warto$ci
fosforanow i siarczanow.

W probach gleb facznie uzyskano 211545 odczytéw roznych sekwencji, srednio
w probach 52886 odczytow, ktore przypisano do 22 typy bakterii (Tab. 8; Ryc. 18).
Najwyzsza obfitos¢ bakterii wykazaly 3 typy: Proteobacteria, Bacteroidetes
I Actinobacteria, ktore stanowity $rednio, odpowiednio: 29,7%, 17,7% i 13,4% ogotem
zidentyfikowanych sekwencji. Stosunkowo wysoki udzial w mikrobiocenozie gleb
stanowily rowniez bakterie zaliczane do Verrucomicrobia, $rednio 6,4%. W grupie
fototroficznych  bakterii  zidentyfikowano trzy typy: Chloroflexi, Chlorobi
I Cyanobacteria, ktore stanowity $rednio, odpowiednio 5,4% 0,9% i 0,6 % ogdtu

odczytanych sekwencji. Zblizony udziat ilosciowy w mikrobiocenozie gleb posiadaty
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bakterie nalezace do typdéw Acidobacteria i Gemmatimonadetes stanowigc Srednio,
odpowiednio 5,6% i 4,0%. W badanych glebach wykryto rowniez stosunkowo liczne
bakterie zaliczone do nowo opisanych typow WPS-2 (Eremiobacteria) TM7
(Saccharibacteria), AD3 (Dormibacteraeota) OD1 (Percubacteria), ktérych udziat
w mikrobiocenozie wynosit §rednio, odpowiednio: 4,2%, 3,3%, 1,7% i 1,1%. Udziat
pozostatych, mniej licznych taksondéw byt bardzo zréznicowany w poszczegodlnych

probach gleb 1 zazwyczaj nie przekraczat Srednio 1%.

Stanowisko
GIS GIE GIO GIZ MIS MIE MIO MIZ1 M.Z2 MIZS
WPS-2 -
Verrucomicrobia 1
TM7 1
TM6 -

Proteobacteria -

Planctomycetes -

OP11 1 Sekwencje
OD1 4 1
N/A - 100
GNO2 1000
Gemmatimonadetes 5000
,_% Firmicutes 10000
FBP 20000
Elusimicrobia -
Deinococcus-Thermus - 30000
Cyanobacteria -
Chloroflexi 36215

Chlorobi A
Bacteroidetes -
Armatimonadetes -
AD3
Actinobacteria

Acidobacteria 1

Rycina 18. Zréznicowanie taksonomiczne bakterii w matach i glebach na poziomie typow
Figure 18. Taxonomic diversity of bacteria at the phylum level in the mats and soils

Najwyzszg liczbe zidentyfikowanych sekwencji — 97965 wykazano w glebie
zlokalizowanej w rejonie zbiornikow (proba GZ), w ktdrej najobfitszg formacje stanowity
Proteobacteria, Bacteroidetes i Actinobacteria, odpowiednio 36,5%, 30,6% i 12,5%.
Dwukrotnie nizszg liczbg odczytow 49724 ustalono w glebie wystepujacej w rejonie
Potoku Skamieniatego Lasu (proba GS), w ktorej dominujacg role odgrywaty bakterie
nalezace do typoéw Proteobacteria, Actinobacteria i Bacteroidetes. Taksony te stanowity
w mikrobiocenozie gleby odpowiednio 32,8%, 13,5 11,6%. Nizsza liczbe odczytow
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odnotowano w glebie wystepujacej w rejonie Potoku Bezimiennego (proba GO),
odpowiednio 33004 oraz w glebie wystepujacej w rejonie moreny dennej Lodowca
Ekologii (proba GE), odpowiednio 30852 zidentyfikowanych sekwencji. Rowniez w tych
glebach dominowaly bakterie nalezace do typow Proteobacteria (Srednio 24,7%),
Bacteroidetes, (srednio 14,2%) i Actinobacteria ($redniol3,7%).
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Rycina 19. Analiza redundancji (RDA) zaleznosci pomigdzy typami bakterii

w odniesieniu do czynnikéw srodowiskowych; (A) maty, (B) gleby
Figure 19. Redundancy analysis (RDA) of the relationship between bacterial

phyla in relation to environmental variables; (A) mats, (B) soils

W kazdej z badanych gleb znaczacym ilo§ciowo komponentem mikrobiocenozy byty

Verrucomicrobia, ktorych udziatl wahat si¢ od 0,5% do 11,9% oraz Acidobacteria, ktore
stanowity od 3,0% do 10%. Bakterie nalezace do tych typow wystepowaty najliczniej
w glebie z rejonu Potoku Ekologii (proba GE). Waznym ilosciowo sktadnikiem
mikrobiocenozy gleby z rejonu Potoku Bezimiennego byty bakterie nalezace do typu
WPS2, ktore stanowity 10,9%. Przeprowadzona analiza RDA wykazala istotne
zroznicowanie badanych gleb w odniesieniu do parametrow fizykochemicznych
(Ryc. 19). Gleby zlokalizowane w rejonie zbiornikow (GZ) oraz Potoku Bezimiennego
(GO) charakteryzowaty si¢ wyzsza koncentracjag materii organicznej oraz znaczacym
udzialem mineralnych form azotu i fosforu. W glebach zlokalizowanych w rejonie
potokow Ekologii 1 Skamieniatego Lasu czynnikiem wyrdzniajacym te srodowiska bylto
pH oraz koncentracja jondw magnezu i sodu. Porownanie struktury taksonomicznej mat
1 gleb, bez wzgledu na udziat ilosciowy poszczegdlnych typow bakterii, wykazalo istotng
zalezno$¢. Wszystkie taksony na poziomie typodw bakterii wystepujace w matach

mikrobialnych byty reprezentowane w mikrobiocenozie gleb (Tab. 9).
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Tabela 9. Unikalne i wspdlne taksony bakterii na poziomie typéw, w matach i glebach
Table 9. Unique and common bacterial taxa at the phylum level in mats and soils

Grupy taksonomiczne

Unikalne w matach Wspblne Unikalne w glebach
Acidobacteria AD3
Actinobacteria Armatimonadetes
Bacteroidetes Chlorobi
Chloroflexi Elusimicrobia
Cyanobacteria FBP
Firmicutes GNO2
Gemmatimonadetes OP11
oD1 Thermi
Planctomycetes TM6
Proteobacteria
T™7
Verrucomicrobia

Typ Bacteroidetes

W matach mikrobialnych tacznie odczytano 8764 sekwencji zakwalifikowanych
do 9 grup taksonomicznych nalezacych do typu Bacteroidetes (Tab. 10, Ryc. 20).
W poszczegdlnych badanych matach liczba zidentyfikowanych grup bakterii wahata sig¢
od 4 (proba ME) do 9 (proba MZ2). Najwyzszg obfito$cig charakteryzowaly si¢ bakterie
nalezace do trzech rodzin: Flavobacteriaceae, Cytophagaceae, i Chitinophagaceae. Udziat
tych bakterii wsrod Bacteroidetes wynosit §rednio, odpowiednio: 32,6%, 23,1% i 22,6%.
W matach wystepujacych w potokach dominowaty bakterie z rodzin Flavobacteriaceae
i Cytophagaceae, $rednio, odpowiednio: 49,0% i 42,0%. W matach zbiornikow
zanotowano dos¢ liczne odczyty Chitinophagaceae i Porphyromonadaceae, ktore
stanowily $rednio, odpowiednio 44,7% i 24,6% w strukturze Bacteroidetes. Analiza PCA
potwierdzita roznice w strukturze taksonomicznej gtdéwnych dominatow bakteryjnych
wystepujacych w matach potokow i zbiornikow (Ryc. 21).

Ogétem w badanych glebach zanotowano 44983 odczyty sekwencji
zinterpretowanych jako Bacteroidetes (Tab. 10, Ryc. 20). W poszczegdlnych probach
gleb liczba odczytow wahata si¢ od 2298 w glebie z rejonu Potoku Ekologii (proba GE)
do 29971 w glebie zlokalizowanej w rejonie zbiornikow (proba GZ). Lacznie wykryto 10
grup taksonomicznych. W badanych glebach liczba zidentyfikowanych grup bakterii
wahata si¢ od 7 (préba GE) do 10 (proby GS i GZ). Najbardziej obfitym taksonem byly
bakterie nalezace do rodziny Sphingobacteriaceae, ktore stanowity w poszczegodlnych
probach gleb od 20,0% (préba GO) do 75,1% (proéba GZ), s$rednio 40,3% ogdtu
zidentyfikowanych Bacteroidetes.
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Tabela 10. Struktura taksonomiczna bakteriocenoz mat mikrobialnych i gleb

(% sekwencji)

Table 10. Taxonomic structure of bacteriocenoses of microbial mats and soil

(% sequences)

Grupa taksonomiczna Stanowisko

GS GE GO GZ MS ME MO MZ1 MZ2 MZ3
Acidobacteria
Acidobacteria-6 0 0 0 0 0 0 0 0 14,71 4,44
Acidobacteriaceae 45,34 4,04 32,09 67,40 0 0 0 0 0 0
Acidobacteriales 1,05 0 0,86 1,09 0 0 0 0 0 0
AKIWE59 164 0,78 0 0 0 0 0 0 0 0
c. T™M1 0 2,20 0 0 0 0 0 0 0 0
Ellin6075 0,35 139 121 1,30 61,54 0 100 100 57,35 84,44
Koribacteraceae 16,89 22,90 60,68 29,53 0 0 0 0 0 0
0. DS-18 0,30 5,53 0 0 0 0 0 0 0 0
o. Ellin6513 0,20 20,99 011 0 0 0 0 0 0 0
0. iiil-15 9,07 10,35 0 0,03 0 0 0 0 0 0
0. RB41 0 123 0 0 0 0 0 0 0 0
0. Sva0725 0 0,61 0 0 0 0 0 0 0 0
RB40 5,63 0,87 0 0 0 0 0 0 0 0
Solibacteraceae 543 3,07 0,92 0,10 23,08 0 0 0 19,12 0
Solibacterales 14,10 26,03 413 0,55 15,38 0 0 0 8,82 11,11
Liczba sekwencji 2007 3092 1742 2926 13 0 1 35 68 45
Actinobacteria
Acidimicrobiales 8,27 35,52 24,52 16,56 2,86 0 3,17 0,77 13,34 12,66
Actinobacteria 4,65 112 3,73 1,52 10,00 0 19,05 2,25 5,72 6,66
Actinomycetales 13,50 3,58 8,60 431 19,29 0 317 11,24 13,92 11,89
AKIW874 0 0 0 0 0 0 0 0 150 211
c. OPB41 0 0 0 0 0,71 0 0 143 14,33 9,01
c111 042 0,02 017 0,55 5,00 0 4,76 4457 2184 20,42
Dermabacteraceae 0,39 0 0,25 0,16 0 0 0 0 0 0
Dermatophilaceae 0,551 0 1,74 1,12 0 0 0 0 0 0
EB1017 4,19 2,30 0,25 0,10 0 0 0 0 0 0
Frankiaceae 3,75 4,62 10,81 14,00 1357 0 0 148 0,17 0,19
Gaiellaceae 11,05 10,42 7,60 193 2,14 0 159 0 0,58 0,14
Intrasporangiaceae 9,07 0,63 10,67 1,49 1143 0 317 2,82 127 158
Kineosporiaceae 0 0 0 0 2,14 0 159 0,81 0,23 0
Microbacteriaceae 24,49 2,38 2,38 34,36 4,29 100 11,11 17,79 11,38 27,61
Micrococcaceae 4,66 12,69 152 3,62 143 0 17,46 0 144 1,01
Micromonosporaceae 122 1,00 0,11 0,82 0 0 20,63 0,57 1,96 0,05
Mycobacteriaceae 113 0,77 0,22 6,71 0,71 0 317 0 0,35 0,24
Nocardiaceae 0 0 0 0 0 0 0 0 0,23 0,19
Nocardioidaceae 1,89 0,31 3,68 3,49 7,86 0 4,76 1,00 3,29 1,49
Gaiellales 5,36 159 091 1,00 0 0 0 0 0 0
Pseudonocardiaceae 137 0,57 0,11 1,03 11,43 0 0 13,06 2,66 1,63
Rarobacteraceae 0 0 0 0 0 0 0 0,96 2,31 0,38
Solirubrobacterales 1,89 21,75 20,82 4,44 6,43 0 6,35 0,62 3,00 2,59
Streptomyces 0 0 0 0 0 0 0 0,62 0 0
Streptomycetaceae 0,07 0,51 0,08 1,00 0,71 0 0 0 0,46 0,14
Tsukamurellaceae 2,10 0,20 182 1,78 0 0 0 0 0 0
Liczba sekwencji 6712 5084 3617 12218 140 3 63 2091 1731 2086
AD3
c.ABS-6 0 4224 0 0 0 0 0 0 0 0
c. JG37-AG-4 100 57,76 100 100 0 0 0 0 0 0
Liczba sekwencji 41 2076 18 82 0 0 0 0 0 0
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Tabela 10 c.d.
Table 10 cont.

Grupa taksonomiczna Stanowisko

GS GE GO GZ MS ME MO MZ1 MZ2 MZ3
Armatimonadetes
Armatimonadaceae 0 0 0 2,16 0 0 0 0 0 0
c. 0319-6E2 34,59 18,37 44,78 22,26 0 0 0 0 0 0
Fimbriimonadaceae 9,73 14,29 29,52 0,66 0 0 0 0 0 0
0. FW68 15,68 6,12 17,81 67,11 0 0 0 0 0 0
Chthonomonadaceae 8,65 28,57 0 0 0 0 0 0 0 0
¢. OPB50 541 30,61 7,38 0,17 0 0 0 0 0 0
c. SHA-37 25,95 2,04 0,51 7,64 0 0 0 0 0 0
Liczba sekwencji 185 98 393 602 0 0 0 0 0 0
Bacteroidetes
Bacteroidales 2,25 0 0,04 0,06 0 0 0 10,03 2,68 4,14
c¢. At120ctB3 0,80 0,26 0 0,10 0 0 0 0 0 0
Chitinophagaceae 50,73 24,02 55,86 16,22 145 0,30 011 2,95 50,62 80,41
Cryomorphaceae 0,97 0 0,06 0,18 0,24 0 0 0 0,62 0
Cytophagaceae 033 017 342 124 15,46 40,88 69,78 442 6,53 132
Flavobacteriaceae 021 0 371 1,06 60,87 56,84 29,36 10,03 32,67 5,65
Porphyromonadaceae 0 0 0 0 0 0 0 71,39 0,89 151
Saprospiraceae 0 0 0 0 0 0 0,48 118 0,69 0
Saprospirales 1,16 0,96 0,19 0,56 0 0 0 0 0 0
Sphingobacteriaceae 25,28 40,69 20,02 75,14 21,98 198 0,24 0 502 6,59
Sphingobacteriales 18,01 31,46 12,91 491 0 0 0 0 0 0
Weeksellaceae 0,28 244 3,81 0,53 0 0 0,02 0 0,28 0,38
Liczba sekwencji 5780 2298 6934 29971 414 658 5368 339 1454 531
Chlorobi 100 100 100 100 0 0 0 0 0 0
Liczba sekwencji 60 203 734 398 0 0 0 0 0 0
Chloroflexi
Anaerolineae 0,08 5,64 0,69 15,09 0 0 0 0 0 0
c. C0119 4,02 3,06 0,22 8,62 192 0 0 0 5,00 3,70
c. Ellin6529 8,19 11,76 0,80 9,05 2,56 0 83,33 1343 27,50 11,11
Caldilineaceae 0 0 0 0 0 0 0 597 15,00 20,37
Chloroflexaceae 0 0 0 0 0 0 0 71,64 0 0
Kouleothrixaceae 0 0 0 0 0 0 0 8,96 0 0
Ktedonobacteraceae 0 0 0 0 94,23 0 0 0 0 0
Ktedonobacteria 2,13 2,39 0,04 6,90 0 0 0 0 0 0
0. B12-WMSP1 0,06 7,07 31,94 0 0 0 0 0 0 0
o. Ellin6537 031 6,12 1,20 0 0 0 0 0 0 0
0. JG30-KF-CM45 2,27 2,96 0,80 20,26 0,64 0 0 0 12,50 16,67
0. mle1-48 2,33 0,38 2,11 35,78 0,64 0 0 0 7,50 0
f. SHA-20 0 0 0 0 0 0 16,67 0 30,00 9,26
Sphaerobacterales 0 0,19 1,60 1,29 0 0 0 0 0 0
Thermogemmatisporaceae 80,60 60,42 60,62 3,02 0 0 0 0 0 0
WCHB1-50 0 0 0 0 0 0 0 0 2,50 38,89
Liczba sekwencji 4846 1046 2755 232 156 0 6 67 40 54
Cyanobacteria
¢. ML635J-21 2340 22,78 0,92 29,73 0 0 0 0 0 0
Chamaesiphonaceae 0 0 0 0 0,13 0 0 431 0,30 0,12
Cyanobacteria 0 0 0 0 0 0 0 132 0,12 0,29
Nostocaceae 0 0 0 0 0 0 0 12,49 0,11 0
0. MLE1-12 59,22 77,22 25,23 4,05 0 0 0 0 0 0
Phormidiaceae 17,38 0 73,85 66,22 99,86 100,00 99,50 12,86 97,73 96,55
Prochlorococcus 0 0 0 0 0 0 0 0,27 0 0
Pseudanabaenaceae 0 0 0 0 0 0 0 68,38 0,68 1,52
Rivulariaceae 0 0 0 0 0 0 0 0,18 0 0
Synechococcaceae 0 0 0 0 0 0 0 0 0,04 0,01
Xenococcaceae 0 0 0 0 0 0 0,50 0,06 0 0
YS2 0 0 0 0 0 0 0 0,13 1,01 151
Liczba sekwenciji 282 316 218 74 36103 31856 36215 6198 30555 28463
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Tabela 10 c.d.
Table 10 cont.

Grupa taksonomiczna Stanowisko

GS GE GO GZ MS ME MO MZ1 MZ2 MZ3
Deinococcus-The rmus
Deinococcaceae 100 100 100 100 0 0 0 0 0 0
Liczba sekwencji 8 2 774 469 0 0 0 0 0 0
Elusimicrobia
0. FAC88 8,20 67,31 0 0 0 0 0 0 0 0
o. llb 91,80 32,69 0 100 0 0 0 0 0 0
Liczba sekwencji 244 52 0 1 0 0 0 0 0
Firmicutes
Acidaminobacteraceae 0 0 0 0 0 0 0 0 0,67 1,05
Bacillaceae 5,33 457 4,35 17,71 12,77 0 0 0 583 10,18
Bacillales 0 0 0 0 2,13 0 0 0 2,02 0,70
Clostridiaceae 83,96 88,32 2319 72,00 0 0 0 0 0 0
Clostridiales 0 0 0 0 8,51 0 0 82,46 47,31 41,40
Eubacteriaceae 0 0 0 0 0 0 0 149 8,30 19,65
Exiguobacteraceae 0 0 0 0 0 0 100 2,99 23,77 0,70
Gracilibacteraceae 0 0 0 0 0 0 0 2,24 0 2,11
Lachnospiraceae 4,61 2,03 5,80 457 0 0 0 0 0,90 0
Paenibacillaceae 0 0 0 0 4,26 0 0 0 112 0,35
Peptococcaceae 131 0,51 0 0,57 0 0 0 0 1,79 2,11
Peptostreptococcaceae 2,35 2,54 8,70 0,57 2,13 0 0 0 0,45 0,35
Planococcaceae 0,50 0 15,94 0,29 0 0 0 0 0 0
Ruminococcaceae 1,90 0 40,58 4,00 70,21 0 0 149 0,45 0
Staphylococcaceae 0,05 2,03 145 0,29 0 0 0 0 0 0
Veillonellaceae 0 0] 0 0 0 0 0 9,33 7,40 21,40
Liczba sekwencji 2213 197 69 350 47 0 36 268 446 285
FBP 100 100 100 100 0 0 0 0 0 0
Liczba sekwencji 98 32 590 244 0 0 0 0 0 0
Gemmatimonadetes
f. Al-B1 0 0 0 0 0 0 0 85,71 44,47 58,23
¢. Gemm-1 12,85 25,59 0,22 3,80 0 0 0 0 0 0
f. Ellin5301 5,59 0,13 0 0 0 0 0 0 0 0
Gemmatimonadaceae 6,92 0,25 0 3,96 0 0 0 14,29 55,53 41,77
Gemmatimonadetes 27,92 21,71 0,11 1,90 0 0 0 0 0 0
0. Ellin5290 18,49 325 18,92 28,80 0 0 0 0 0 0
0. KD8-87 7,34 26,10 2,42 2,53 0 0 0 0 0 0
0. N1423WL 20,88 22,98 78,33 59,02 0 0 0 0 0 0
Liczba sekwencji 2342 1571 1860 632 0 0 0 70 398 79
OD1
¢. Mb-NB09 247 2,72 5,70 8,65 0 0 0 0 0 0
¢. SM2F11 511 47,62 570 23,07 100 100 99,32 100 87,65 63,68
c. ZB2 78,31 36,05 69,62 45,67 0 0 0,68 0 12,35 36,32
p. OD1 14,11 13,61 18,99 22,61 0 0 0 0 0 0
Liczba sekwencji 1134 294 158 867 1571 6 147 290 162 212
Planctomycetes
DH61 188 043 16,03 4,98 0 0 0 0 0 0
Gemmataceae 4,75 37,30 21,37 348 0 0 50 4,32 2,58 3,18
Isosphaeraceae 35,13 11,33 39,32 38,86 0 0 0 0 0 0
0. CPla-3 5,25 1,29 5,66 11,22 0 0 0 0 0 0
0. WD2101 37,38 25,68 17,09 34,60 40 0 0 0 0,76 0,51
Pirellulaceae 8,63 11,62 0,32 2,37 60 0 50 88,22 91,97 89,17
Planctomycetaceae 7,00 12,34 0,21 4,550 0 0 0 7,46 4,68 7,15
Liczba sekwencji 800 697 936 1266 10 0 2 1180 1046 1385
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Tabela 10 c.d.
Table 10 cont.

Grupa taksonomiczna Stanowisko

GS GE GO GZ MS ME MO MZ1 MZ2 MZ3
Alphaproteobacteria
Acetobacteraceae 6,25 747 36,32 417 113 0 0,04 13,57 721 2,38
Alphaproteobacteria 8,51 7,92 414 6,35 32,85 25,87 49,38 9,42 452 22,88
Beijerinckiaceae 0 0 0 0 0 0 0 0,24 0,78 0,11
Bradyrhizobiaceae 11,04 9,67 713 2,27 1,03 0 0,15 0,28 0,78 0,78
Caulobacteraceae 7,06 3,64 22,90 457 0,06 0 0,06 0,80 0,25 0,11
Hyphomicrobiaceae 17,89 15,16 2,67 25,01 0,71 0 0,12 0 085 0,91
Hyphomonadaceae 0 0 0 0 0,39 0,65 0,92 0 0,08 0,13
Methylocystaceae 0,28 0,87 047 2,10 0 0 0 0 0 0
0. BD7-3 0,72 0,19 0,68 1,64 0 0 0 0 0 0
o. Ellin329 9,39 6,13 4,09 3,00 0 0 0 0 0 0
Phyllobacteriaceae 0 0 0 0 0,68 0 071 0 0 0
Rhizobiaceae 0,05 413 0,10 0,57 0 0 0 0 0 0
Rhizobiales 4,96 28,46 718 537 042 0 013 12,06 751 3,83
Rhodobacteraceae 0 0 0 0 57,22 66,21 4591 42,39 52,14 48,09
Rhodospirillaceae 572 8,62 4,66 2,85 0 0 0 0 0 0
Rickettsiales 0,24 0,28 3,98 1,60 0 0 0 0 0 0
Sphingomonadaceae 177 4,90 535 2,16 522 6,98 257 19,78 23,67 13,22
Sphingomonadales 0 0 0 0 0,13 0,29 0,02 1,46 131 0,88
Xanthobacteraceae 26,12 2,55 0,31 38,34 0,16 0 0 0 0,90 6,69
Liczba sekwencji 5807 4697 1908 11016 3102 1376 5217 2123 3980 3737
Betaproteobacteria
Betaproteobacteria 12,76 6,65 111 0,73 0 0 0 0 0 0
Burkholderiaceae 2,18 19,14 3,02 20,68 0 0 0 0 0 0
Burkholderiales 125 0 2,70 1,46 0 0 0 0 0 0
Comamonadaceae 47,05 4,80 67,94 4125 99,53 99,98 99,98 74,90 81,52 62,75
f. UD5 0,03 6,73 0 0 0 0 0 0 0 0
o. Ellin6067 8,26 310 0 0,01 0,04 0 0,01 1,61 388 7,74
0. MKC10 2,89 0 1,90 4,67 0 0 0 0 0 0
0. SC-1-84 11,78 49,22 0,79 0,66 0,01 0 0 0,80 0,72 1,20
Oxalobacteraceae 5,28 739 540 29,75 041 0,02 0,02 21,99 11,60 23550
Rhodocyclaceae 8,53 2,96 17,14 0,80 0 0 0 0 2,28 4381
Liczba sekwencji 3354 1353 630 8764 7483 8975 19171 996 1802 749
Deltaproteobacteria
Bdellovibrionaceae 4,03 0,93 0,88 2,53 50 0 50 0 8,93 943
Deltaproteobacteria 343 4,20 9,12 3,62 0 0 0 0 0 0
Geobacteraceae 0 0 0 0 0 0 0 0 26,79 3,77
Haliangiaceae 2,23 6,29 0,35 1,70 0 0 0 0 0 0
Myxococcaceae 3,65 6,76 0,88 9,80 0 0 0 0 5,36 3,77
Myxococcales 78,29 74,36 67,54 7549 50 0 50 50 37,50 20,75
Nannocystaceae 0 0 0 0 0 0 0 0 714 62,26
0. M1Z46 724 443 1544 481 0 0 0 0 0 0
Spirobacillales 0,98 047 561 2,06 0 0 0 50 14,29 0
Syntrophobacteraceae 0,16 2,56 0,18 0 0 0 0 0 0 0
Liczba sekwencji 1838 429 570 2766 4 0 2 8 56 53
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Tabela 10 c.d.
Table 10 cont.

Grupa taksonomiczna Stanowisko
GS GE GO GZ MS ME MO MZ1 MZ2 MZ3

Gammaproteobacteria
Coxiellaceae 0,92 3,26 121 521 0 0 0 129 4,98 3,72
Enterobacteriaceae 0 4,89 0,09 0,04 0 0 0 0 0 0
Gammaproteobacteria 0 0 0 0 0 0 0 488 0 0
Legionellaceae 0,32 0,34 0,93 1,90 0 0 0 0 021 0,05
Legionellales 0,83 0,67 1,46 1,49 0 0 0 0 0 0
Methylococcaceae 0 0 0 0 0 0 0 6,94 0,21 0,05
Moraxellaceae 0,24 051 150 143 0 0 0 0 0 0
Pseudomonadaceae 0,26 1,07 0,05 10,06 0 0 75 154 0,16 0
Sinobacteraceae 13,60 19,67 3,60 2,49 714 0 0 1,03 3,65 6,05
Xanthomonadaceae 83,82 69,59 91,16 77,40 92,86 100 25 84,32 90,79 90,14
Liczba sekwencji 5322 1779 4388 12657 14 2 16 389 1889 2150
TM6
c. SIA-4 100 100 100 100 0 0 0 0 0 0
Liczba sekwencji 10 13 3 50 0 0 0 0 0 0
T™M7
0. Blgi18 0 0 0 0 0 0 0 0 5,98 4,36
c. SC3 18,57 62,23 27,59 15,25 0 0 0 0 0 0
c. TM7-1 48,82 29,82 61,24 31,61 100 0 100 78,87 80,98 62,71
c. TM7-3 18,57 6,81 9,10 46,58 0 0 0 9,28 3,26 291
0. EW055 14,04 1,14 2,07 6,55 0 0 0 11,86 6,52 29,06
0. 1025 0 0 0 0 0 0 0 0 1,63 0,73
0. TM7 0 0 0 0 0 0 0 0 1,63 0,24
Liczba sekwencji 1610 969 725 4609 1 0 1 194 184 413
Ve rrucomicrobia
Chthoniobacteraceae 4121 90,15 22,15 10,71 251 535 31,26 2,54 9,04 46,09
f. auto67_4wW 11,33 0,33 25,95 14,95 0 0 0 0 0 0
f. Ellin517 0 2,20 0 0,02 0 0 0 0 0 0
f. LD19 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,34
f. R4-41B 0 0 0 0 0 0 0 0 0,07 0,06
Methylacidiphilales 1,74 0,82 1,90 5,38 0 0 0 0 0 0
0. S-BQ2-57 0,09 1,96 0,63 0 0 0 0 0 0 0
Opitutaceae 7,90 0,35 27,85 31,31 0 0 0 0 0 0
Pedosphaerales 8,36 182 11,39 0,24 0 0 0 0 0 0
Verrucomicrobia 150 1,88 2,53 0,07 0 0 0 0 0 0
Verrucomicrobiaceae 27,89 0,49 759 37,30 97,49 94,65 67,94 82,98 90,89 53,35
N/A 0 0 0 0 0 0 0,81 14,47 0 0,17
Liczba sekwenciji 4547 3676 158 4107 557 467 1235 1140 4006 1790
WPS-2 100 100 100 100 0 0 0 0 0 0
Liczba sekwencji 275 725 3586 2973 0 0 0 0 0 0
N/A 100 100 100 100 0 0 0 0 0 0
Liczba sekwencji 200 125 216 39 0 0 0 0 0 0

Liczbawszystkich o715 30824 32082 97313 49607 43343 67479 15353 47768 41992

sekwencji
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Rownie czgste w mikrobiocenozie gleb byly bakterie nalezagce do rodziny
Chitinophagaceae. Udziat tych bakterii wahat si¢ od 16,2% (proba GZ) do 55,9% (proba
GO), srednio 36,7%. Pozostate taksony byly mniej obfite. Stosunkowo liczng grupg
stanowily sekwencje zaliczone do rzedu Sphingobacteriales, bez wskazania
dominujacego nizszego taksonu. Udziat tych sekwencji wahat si¢ od 4,9% (proba GZ) do
31,5% (proba GE), $rednio 16,8%. W glebach wystepujacych w rejonie Potoku
Bezimiennego oraz w rejonie zbiornikOw zanotowano wyzszg czestos¢ odczytow
Flavobacteriaceae i Cytophagaceae, ktore stanowity $rednio odpowiednio 2,4% i 2,3%.
Charakterystycznym komponentem w strukturze gleb z rejonow Potokéw Ekologii
I Bezimiennego byty bakterie z rodziny Weeksellaceae, ktore stanowity odpowiednio
2,4% i 3,8%.

Stanowisko
GIS GIE Gp GIZ MS ME MIO MIZ1 MIZ2 M‘.7'3

Weeksellaceae q
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Sphingobacteriaceae -
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1
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500
s Porphyromonadaceae - 1000
% 2000
= Flavobacteriaceae 5000
Cytophagaceae 10000
22521
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Chitinophagaceae q

c. At120ctB3 -

Bacteroidales q

Rycina 20. Struktura taksonomiczna Bacteroidetes w matach i glebach
Figure 20. Taxonomic structure of Bacteroidetes of mats and soils

Poréwnanie struktury taksonomicznej Bacteroidetes mat 1 gleb, bez wzgledu na
udziat ilosciowy poszczegolnych grup, wykazalo istotng zalezno$¢ analizowanych

mikrobiocenoz (Tab. 11). Sposréd 12 wykrytych taksondw 7 wystepowato zarowno
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w glebach jak i matach. W strukturze mikrobiocenozy mat wspolne taksony obejmowaty

96,5% wszystkich zidentyfikowanych sekwencji. W strukturze gleb wspolne taksony

stanowily 90,0% ogotu zidentyfikowanych sekwencji. Najwiekszy udziat wspolnych

taksonow (7 grup) wykazano w mikrobiocenozach mat i gleb w rejonie najstarszej

moreny, proby MZ1-3 i GZ. Najnizsza wspotzalezno$¢ zwigzang z jedynie z 3 taksonami

odnotowano w rejonie najmtodszych gleb (proby GE i ME) potozonych w bezposrednim

sasiedztwie Lodowca Ekologi

1.

Tabela 11. Unikalne i wspolne taksony Bacteroidetes w matach i glebach
Table 11. Unique and common bacterial taxa of Bacteroidetes in mats and soils

Grupy taksonomiczne

Unikalne w matach Wspdlne Unikalne w glebach
Porphyromonadaceae Chitinophagaceae c. At120ctB3
Saprospiraceae Cryomorphaceae Saprospirales
Cytophagaceae Sphingobacteriales
Flavobacteriaceae
Sphingobacteriaceae
Weeksellaceae
3,46% 96,54% 90,04% 9,96%

Analiza PCA wykazala istotng odmienno$¢ struktury taksonomicznej gleby z rejonu

Potoku Ekologii, charakteryzujacej si¢ ubozszym skltadem i mniejsza obfitoscia

izolowanych sekwencji (Ryc. 21).
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Rycina 21. Analiza gtéwnych sktadowych (PCA) struktury taksonomicznej Bacteroidetes
w matach (A) i glebach (B)
Figure 21. Principal component analysis (PCA) of taxonomic structure of Bacteroidetes

in mats (A) and so

ils (B)
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Typ Actinobacteria

W matach mikrobialnych liczba odczytow Actinobacteria byta czterokrotnie nizsza
w porownaniu z glebami i wynosita 6114 (Tab. 10, Ryc. 22). Jednocze$nie wykazano
bardzo istotng roznice w obfitosci tych bakterii w matach potokéw 1 zbiornikdw,
w ktorych odczyty sekwencji wynosity $rednio, odpowiednio 69 i 1969. W macie
wystepujacej w potoku moreny dennej Lodowca Ekologii zanotowano jedynie 3 odczyty
Actinobacteria. W matach pozostalych dwoch potokow, mimo stosunkowo wysokiej
roznorodnos$ci taksonomicznej, odczyty byly sporadyczne. Znaczaco wyzsze odczyty
zanotowano w matach zbiornikéw astatycznych. Najwyzsza obfitoscia wsrod
Actinobacteria  charakteryzowata si¢ rodzina C111. Udziat tych bakterii
w mikrobiocenozie mat zbiornikow wahat si¢ od 20,4% do 44,6%, $rednio 28,9%. Druga
dominujaca grupa bakterii byla rodzina Microbacteriaceae. Udziat tych bakterii wahat si¢
od 11,4% do 27,6%, $rednio 18,9%. Udzial trzeciego dominanta bakterii z rz¢du
Actinomycetales byt wyrdwnany we wszystkich matach i wynosit §rednio 12,4%. Udziat
sekwencji nalezacych do Acidomicrobiales, Pseudonocardiaceae i klasy OPB41 byt
bardzo zréznicowany w matach badanych zbiornikéw. Przeprowadzona Analiz PCA
potwierdzita istotne roznice iloSciowe i jako$ciowe w strukturze mat pochodzacych
z dwoch typow srodowisk wodnych. Charakterystyczna dla mat potokéw byta bardzo
uboga struktura Actinobacteria (Ryc. 23).

W probach gleb odczytanych zostato tacznie 27631 sekwencji przypisanych do
Actinobacteria. Poprawng identyfikacj¢ uzyskano dla 26 grup taksonomicznych, w tym
zidentyfikowanych 16 rodzin. W czterech przypadkach uzyskano odczyty dotyczace
nowo opisanych taksonow: AKIW874, OPB41, C111, EB1017. W czterech przypadkach
odczytane sekwencje przypisano jedynie do poziomu rzedéw. W badanych glebach
najwieksza czgstoscia wystgpowania charakteryzowaly si¢ bakterie nalezace do grup
taksonomicznych: Acidomicrobiales, Microbacteriaceae oraz Solirubrobacterales, ktore
wsrdd Actinobacteria stanowity $rednio, odpowiednio 21,2%, 15,9% 1 12,2%. Nizszg
obfitoscig charakteryzowaly si¢ Intrasporangiaceae (5,5%), Frankiaceae (8,3%)
1 Gaiellaceae (7,7%). Rozktad poszczegoélnych taksonéw w badanych glebach byt bardzo
zrdéznicowany. Najwyzszy poziom odczytow, wynoszacy 12218 sekwencji zanotowano
w glebie zlokalizowanej w rejonie astatycznych zbiornikow, MZ1-MZ3. Trzy taksony
Microbacteriaceae, Acidomicrobiales i Frankiaceae stanowily 64,9% ogétu bakterii
wystepujacych w mikrobiocenozie tej gleby. Dwukrotnie nizszy poziom odczytow 6712

zanotowano w glebie wystepujacej w rejonie Potoku Skamieniatego Lasu. Najwyzsza
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obfito$cig charakteryzowaly si¢ Microbacteriaceae (24,5%) oraz Actinomycetales
(13,5%). W pozostatych glebach zanotowano nizsze odczyty specyficznych sekwencji,
ktore przypisano do gtownych, dominujgcych taksonéw  Acidomicrobiales
i Solirubrobacterales, stanowigcych $rednio, odpowiednio 30,0% oraz 21,3%. Analiza
PCA potwierdzita wigksza obfitos¢ zidentyfikowanych sekwencji w glebach
wystepujacych w rejonach Potoku Skamieniatego Lasu (proba GS) oraz zbiornikow
astatycznych (proba GZ). Najistotniejsza role w wyrdznieniu prob gleb ze stanowisk GS
1 GZ odgrywaty taksony Acidimicrobiales i C111, natomiast prob gleb ze stanowisk GO
I GE Solirubrobacterales (Ryc. 23).

Stanowisko
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Rycina 22. Struktura taksonomiczna Actinobacteria w matach i glebach
Figure 22. Taxonomic structure of Actinobacteria in mats and soils

Poréwnanie struktury taksonomicznej Actinobacteria mat i gleb, bez wzgledu na udziat
ilosciowy poszczegdlnych grup, wykazalo istotng wspotzaleznos¢ badanych
mikrobiocenoz (Tab. 12). W glebach i matach wykazano odpowiednio 5 i 6 unikalnych
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dla tych $rodowisk taksonow. W strukturze mikrobiocenozy mat wspolne taksony
obejmowaty 89,4% wszystkich zidentyfikowanych sekwencji. W strukturze gleb wspolne
taksony stanowity 93,7% ogoétu zidentyfikowanych sekwencji. Najwickszy udziat
wspoélnych taksondéw, 16 grup taksonomicznych, wykazano w mikrobiocenozach gleb
1 mat w rejonie najstarszej moreny (proba GZ) oraz w rejonie zbiornikow astatycznych

(proby MZ).

Tabela 12. Unikalne i wspdlne taksony Actinobacteria w matach i glebach
Table 12. Unique and common bacterial taxa of Actinobacteria in mats and soils

Grupy taksonomiczne

Unikalne w matach Wspolne Unikalne w glebach
AKIWS874 Acidimicrobiales Dermabacteraceae
c. OPB41 Actinobacteria Dermatophilaceae
Streptomyces Actinomycetales EB1017
Nocardiaceae C111 Gaiellales
Rarobacteraceae Frankiaceae Tsukamurellaceae
Kineosporiaceae Gaiellaceae

Intrasporangiaceae

Microbacteriaceae
Micrococcaceae
Micromonosporaceae
Mycobacteriaceae
Nocardioidaceae
Pseudonocardiaceae
Solirubrobacterales
Streptomycetaceae
10,64% 89,36% 93,70% 6,30%

Najnizsza wspotzaleznos¢ zwiagzang jedynie z jednym taksonem odnotowano
w rejonie najmtodszych gleb (proby GE i ME) potozonych w bezposrednim sasiedztwie
Lodowca Ekologii. Zasadnicza role wsrdéd Actinobacteria w kreowaniu mikrobiocenoz
mat 1 gleb penity bakterie nalezace do rodziny Microbacteriaceae, a w mniejszym stopniu

Actinomycetales i Solirubrobacterales.
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Rycina 23. Analiza gtéwnych sktadowych (PCA) struktury taksonomicznej Actinobacteria
w matach (A) i glebach (B)

Figure 23. Principal component analysis (PCA) of taxonomic structure of Actinobacteria
in mats (A) and soils (B)

Klasa Alphaproteobacteria

W analizowanych prébach mat odczytanych zostato tacznie 19535 sekwencji
(Tab. 10, Ryc. 24) Poprawng adnotacj¢ uzyskano dla 10 rodzin. W przypadku sekwencji
zakwalifikowanych do jednej klasy i dwoch rzgdow nie zidentyfikowano nizszych
wskazan taksonomicznych. Wykazano istotne roéznice w strukturze mikrobiocenozy
poszczegbdlnych mat. We wszystkich probach dominowaly bakterie zidentytikowane jako
Rhodobacteraceae, ktorych udzial wahat si¢ od 42,4% (proba MZ1) do 66,2% (proba
ME), $rednio 52,0%. Kolejng istotng grupa byty bakterie z rodziny Sphingomonadaceae,
ktorych udziat wahat si¢ od 2,6% (proba MO) do 23,7% (proba MZ2), $rednio 11,9%.
Wykazano istotng roznice w obfitosci tych bakterii w matach wystgpujacych w potokach
i zbiornikach, $rednio odpowiednio 4,9% i 18,9%. Podobng zaleznos$¢, t.j. znamiennie
wyzszy udzial bakterii nalezacych do rodziny Acetobacteraceae oraz rzedu Rhizobiales
wykazano w matach wystepujacych w zbiornikach. Udziat tych taksonéw w matach
zbiornikow wynosit odpowiednio 7,7% i 7,8%, podczas gdy w matach potokéw nie
przekraczat Srednio 0,5%. Znaczng liczebno$¢ w mikrobiocenozie mat stanowily
sekwencje Alphaproteobacteria, ktoérych nie udato si¢ zakwalifikowa¢ do nizszego
taksonu. W matach potokow udziat tych bakterii wahat si¢ od 25,9% (préba ME) do
49,4% (proba MO), srednio 36,0%. W matach zbiornikow astatycznych udziat bakterii
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z tej grupy byt $rednio trzykrotnie nizszy i wynosit 12,3%. W jednej z mat zbiornikow
(préba MZ3) stosunkowo obficie (6,7%) wystgpowaly Dbakterie z rodziny
Xanthobacteraceae. Udzial pozostatych taksonow byt sporadyczny. Analiza PCA
potwierdzita r6znice w strukturze taksonomicznej gldéwnych dominatoéw bakteryjnych
wystepujacych w matach potokow i zbiornikow (Ryc. 25).
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Rycina 24. Struktura taksonomiczna Alphaproteobacteria w matach i glebach
Figure 24. Taxonomic structure of Alphaproteobacteria in mats and soils

Ogotem w badanych glebach zarejestrowano 23428 odczytow sekwencji
zidentyfikowanych jako Alphaproteobacteria. W poszczegolnych probach gleb liczba
odczytow wahata si¢ od 1908 w glebie z rejonu Potoku Bezimiennego (proba GO) do
11016 w glebie zlokalizowanej w rejonie zbiornikow astatycznych (proba GZ).
W badanych glebach zidentyfikowano 14 grup taksonomicznych bakterii. Najbardziej
obfitym taksonem byly bakterie nalezgce do rodziny Xanthobacteraceae, ktore stanowity
w poszczegolnych probach gleb od 0,3% (proba GO) do 38,3% (proba GZ), $rednio
16,8% Podobny udzial w mikrobiocenozie gleb stanowity bakterie nalezace do rodziny
Hyphomicrobiaceae. Udziat tych bakterii wahat si¢ od 2,7% (préba GO) do 25,0% (proba
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GZ), $rednio 15,2%. Stosunkowo liczng grupe¢ stanowity sekwencje zaliczone do rodziny
Acetobacteraceae. Udziat tych sekwencji wahat si¢ od 4,2% (proba GZ) do 36,3% (préba
GO), srednio 13,6%. Sekwencje nalezace do rzedu Rhizobiales stanowity znaczacy udziat
(28,5%) w mikrobiocie gleby zlokalizowanej w rejonie Potoku Ekologii. W pozostatych
glebach sekwencje te wystepowaty mniej licznie, $rednio 5,8%. Znaczacym
komponentem mikrobiocenozy gleby z rejonu Potoku Bezimiennego (22,9%) byly
bakterie nalezace do rodziny Caulobacteraceae. W pozostatych glebach udziat tych
bakterii wynosit §rednio 5,1%. We wszystkich probach gleb odnotowano obecnos¢
taksondw: Bradyrhizobiaceae, Rhodospirillaceae i nowo opisanego rzedu Ellin329, ktore
stanowity §rednio odpowiednio 7,5%, 5,5% 1 5,7%. Pozostale taksony by} mniej liczne.
Analiza PCA wykazata istotne zroznicowanie struktury taksonomicznej gleb. Sekwencje
zaliczone do grup taksonomicznych Hyphomicrobiaceae i Ellin329 byly czynnikiem
wyrozniajgcym glebe zlokalizowang w rejonie zbiornikow astatycznych (proba GZ). Dla
gleb z rejonow Potoku Skamieniatego Lasu (proba GS) oraz Potoku Bezimiennego (proba
GO) czynnikami wyrdzniajacymi  byly odpowiednio Caulobacteraceae oraz
Acetobacteraceae. Gleba z rejonu Potoku Ekologii charakteryzowata si¢ znaczacym
udzialem sekwencji zaliczonych do rzgdu Rhizobiales (Ryc. 25).

Porownanie struktury taksonomicznej Alphaproteobacteria wystepujacych
w matach 1 glebach, bez wzgledu na udziat ilosciowy poszczegélnych grup, wykazato
istotng wspotzaleznos¢ badanych mikrobiocenoz (Tab. 13). W glebach i matach
wykazano odpowiednio 6 i 5 unikalnych dla tych $rodowisk taksonow. W strukturze
mikrobioty mat wspélne taksony obejmowaly 48,0% wszystkich zidentyfikowanych
sekwencji. W  strukturze gleb wspolne taksony stanowily 85,2% ogotu
zidentyfikowanych sekwencji. Najwickszy udziat wspélnych taksonow (9 grup),
wykazano w mikrobiocie gleb i mat w rejonie Potoku Skamieniatego Lasu (proby GS
I MS) oraz w rejonie zbiornikow astatycznych (proby GZ i MZ) - 8 wspolnych taksonow.
Najnizszg wspotzaleznos¢ zwigzang jedynie z dwoma taksonami odnotowano w rejonie
najmtodszych gleb (proby GE i ME) potoZzonych w bezposrednim sasiedztwie Lodowca
Ekologii. Zasadniczg rolg wsrod Alphaproteobacteria w kreowaniu mikrobiomow gleb

i mat petnity bakterie nalezace do rodziny Sphingomonadaceae.
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Tabela 13. Unikalne i wspoélne taksony Alphaproteobacteria w matach i glebach
Table 13. Unique and common bacterial taxa of Alphaproteobacteria in mats and soils

Grupy taksonomiczne
Unikalne w matach Wspolne Unikalne w glebach
Beijerinckiaceae Acetobacteraceae Methylocystaceae
Hyphomonadaceae Alphaproteobacteria 0. BD7-3
Phyllobacteriaceae Bradyrhizobiaceae 0. Ellin329
Rhodobacteraceae Caulobacteraceae Rhizobiaceae
Sphingomonadales Hyphomicrobiaceae Rhodospirillaceae
Rhizobiales Rickettsiales
Sphingomonadaceae
Xanthobacteraceae
51,97% 48,03% 85,20% 14,80%
~ o Mz1 = GE®
A A Rhizobia B

Frm;kia Rhizobia
ineospr Sphingom

Rhodospr N
Ms £
® Methyloc

N

Pseudonc

Intraspr

Bradyrhz

14,43%
20,32%

Hyphomic
[ ] )
NE OEllin  GZ GO
@
@
MO Xanthobc
Ricketts Acetobac
Streptom
Nocardia s G.s
FAKIWS
Mycobact
Micrococ
. o
K ~ Caulobac
1.0 76,12% 10 o8 =i =

Rycina 25. Analiza gldéwnych sktadowych (PCA) struktury taksonomicznej
Alphaproteobacteria w matach (A) i glebach (B)

Figure 25. Principal component analysis (PCA) of taxonomic structure
of Alphaproteobacteria in mats (A) and soils (B)

Klasa Betaproteobacteria

W analizowanych prébach mat odczytanych zostatlo tacznie 39176 sekwencji
(Tab. 10, Ryc. 26). Zidentyfikowano 6 grup taksonomicznych, w tym 3 rodziny oraz
3 rzedy bez wskazania nizszych taksonow. Wykazano istotne roznice w strukturze
mikrobiocenoz poszczegdlnych mat. We wszystkich probach dominowaty bakterie
zidentyfikowane jako Comamonadaceae, ktorych udziat wahat si¢ od 62,8% (proba MZ3)
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do 99,98% (proba ME), §rednio 86,4%. Jedynie w matach zbiornikdw, istotng grupa byty
bakterie z rodziny Oxalobacteraceae, ktorych udziat wahat si¢ od 11,6% (proba MZ2) do
23,5% (proba MZ3), srednio 19,0%. W matach wystepujacych w potokach liczebno$¢
tych bakterii byla znacznie nizSza i wynosita $rednio 0,1%. Wyzszy udziat bakterii
nalezacych do rzedow EIlin6067, SCI-1-84 oraz rodziny Rhodocyclaceae wykazano
w matach wystgpujacych w zbiornikach astatycznych. Udziat tych taksonow wynosit
srednio odpowiednio 4,4%, 0,9% i 2,4%, podczas gdy w matach potokoéw nie przekraczat
srednio 0,1%. Pozostale taksony wystepowaly sporadycznie.
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Rycina 26. Struktura taksonomiczna Betaproteobacteria matach i glebach
Figure 26. Taxonomic structure of Betaproteobacteria in mats and soils

Ogotem w badanych glebach zidentyfikowano 14101 sekwencji nalezacych do
Betaproteobacteria. W poszczegdlnych probach gleb liczba odczytow wahata sie¢ od 630
w glebie z rejonu Potoku Bezimiennego (proba GO) do 8764 w glebie zlokalizowanej
w rejonie zbiornikow astatycznych (proba GZ). W badanych glebach zidentyfikowano
10 grup taksonomicznych, w tym pig¢¢ rodzin, cztery rzedy i jedng klas¢ bez wskazania

nizszych taksonéw. Najczestszym taksonem byly bakterie nalezace do rodziny
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Comamonadaceae, ktore stanowilty w poszczegolnych probach gleb od 4,8% (proba GE)
do 67,9% (proba GO), srednio 40,3% Betaproteobacteria. Stosunkowo liczng grupe
stanowily sekwencje zaliczone do rodziny Oxalobacteraceae. Ich udziat wahat si¢ od
5,3% (proba GS) do 29,8% (proba GZ), srednio 11,9%. Podobny udzial
w mikrobiocenozie gleb stanowity bakterie nalezace do rodziny Burkholderiaceae. Udziat
tych bakterii wahat si¢ od 2,2% (préba GS) do 20,7% (préba GZ), $rednio 11,3%.
Waznym komponentem mikrobiocenozy gleb byt nowo wykryty rzad SC-1-84,
stanowiacy od 0,7% (proba GZ) do 49,2% (proba GE), srednio 15,6%. Nizszy udzial
w mikrobiocie gleb stanowily sekwencje nalezace do Rhodocyclaceae. Udzial tych
bakterii wahat si¢ od 0,8% (préba GZ) do 17,1% (proba GO), srednio 7,4%. Znaczacym
komponentem mikrobiocenozy gleby wystepujacej w rejonie Potoku Skamieniatego Lasu
(8,3%), byty bakterie nalezagce do nowo opisanego rzedu Ellin6067. W pozostatych
glebach udziat tych bakterii nie przekraczat 1,0%. Bakterie z rodziny UDS5 stanowity
istotny komponent gleby z rejonu Potoku Ekologii - 6,7%. Pozostate taksony
wystepowaty sporadycznie.

Porownanie struktury taksonomicznej Betaproteobacteria w glebach i matach bez
wzgledu na udziat iloSciowy poszczegodlnych grup taksonomicznych wykazato istotng
wspotzalezno$¢ tych mikrobiocenoz (Tab. 14). W glebach stwierdzono bakterie nalezace
do 4 unikatowych taksonow. Wszystkie grupy taksonomiczne wystepujace W matach
wystepowaly rowniez w glebach - zaliczono do tej grupy 6 taksonow, w tym dwa nowo
opisane rzedy Elin 6067 1 SC-1-84. Najwyzsza jakosciowa wspodlzaleznos¢ zanotowano
pomiedzy glebami zlokalizowanymi w rejonie zbiornikow (proba GZ) oraz mat
zbiornikéw (proba MZ). W glebach zlokalizowanych w rejonie potokéw oraz w matach
wystepujacych w potokach wspodtzaleznos¢ taksonomiczna byta nizsza i wahata si¢ od

1 (proba GO-MO) do 4 taksonow (proba GS-MS).
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Tabela 14. Unikalne i wspélne taksony Betaproteobacteria w matach i glebach
Table 14. Unique and common bacterial taxa of Betaproteobacteria in mats and soil

wystepujacych w matach potokéw 1 zbiornikow (Ryc. 27). W matach potokow

Grupy taksonomiczne

Unikalne w matach Wspolne Unikalne w glebach
Comamonadaceae Betaproteobacteria
o. Ellin6067 Burkholderiaceae
0. SC-1-84 f. UD5
Oxalobacteraceae 0. MKC10
Rhodocyclaceae
Burkholderiales

0% 100% 74,82% 25,18%

Analiza PCA potwierdzita

réznice w strukturze taksonomicznej

bakterii

czynnikiem wyr6zniajacym te mikrobiocenozy byty bakterie nalezagce do rodziny

Comamonadaceae. Dla mat wystepujacych w zbiornikach charakterystycznymi
taksonami byty Burkholderiales (proba MZ1) oraz Rhodocyclaceae (proby MZ2 i MZ3).

Analiza PCA wykazala istotne zréznicowanie struktury taksonomicznej gleb (Ryc. 27).

Sekwencje zaliczone do rodziny Burkholderiaceae wyr6zniaty glebg zlokalizowana

w rejonie zbiornikow (proba GZ). Glebg z rejondw Potoku Ekologii (proba GE)

wyro6zniaty bakterie z nowo opisanej rodziny UDS. Gleba z rejonu Potoku Skamieniatego

Lasu charakteryzowata si¢ znaczacym udziatem sekwencji zaliczonych do grupy

niesklasyfikowanych taksonow.
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Rycina 27. Analiza gtownych sktadowych (PCA) struktury taksonomicznej
Betaproteobacteria w matach (A) i glebach (B)

Figure 27. Principal component analysis (PCA) of taxonomic structure

of Betaproteobacteria in mats (A) and soils (B)
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Klasa Gammaproteobacteria

W analizowanych probach mat odczytanych zostalo tacznie 4460 sekwencji
Gammaproteobacteria (Tab. 10, Ryc. 28). Zidentyfikowano szes¢ rodzin. Wykazano
istotne roznice w strukturze mikrobiocenozy poszczegdlnych mat. We wszystkich
probach dominowaty bakterie zidentyfikowane jako Xanthomonadaceae, ktorych udziat
wahat si¢ od 25,0% (préba MO) do 100% (proba ME), $rednio 80,5%. W matach
zbiornikow, istotnym komponentem byly bakterie nalezace do rodzin Sinobacteraceae,
Coxiellaceae i Methylococcaceae, ktorych udziat wynosit srednio, odpowiednie 3,6%,
3,3% 2,4%. W macie wystepujacej w Potoku Bezimiennym stwierdzono
charakterystyczny sklad mikrobiocenozy z dominujaca rolg bakterii z rodziny
Pseudomonadaceae. Udzial pozostatych taksonow byt sporadyczny i ilosciowo bardzo
ograniczony.

Ogoétem w badanych glebach zidentyfikowano 24146 sekwencji nalezacych do
Gammaproteobacteria (Tab. 10, Ryc. 28). W poszczegolnych probach gleb liczba
odczytow wahata si¢ od 1779 w glebie z rejonu Potoku Ekologii (proba GE) do 12657
w glebie zlokalizowanej w rejonie zbiornikéw astatycznych (proba GZ). W badanych
glebach zidentyfikowano 8 grup taksonomicznych, w tym siedem rodzin i jeden rzad bez
wskazania nizszych taksondéw. Najczesciej identyfikowano sekwencje nalezace do
rodziny Xanthomonadaceae, ktore stanowity w poszczegolnych probach gleb od 69,6%
(préba GE) do 91,2% (préba GO), Srednio 80,5% ogélu zidentyfikowanych
Gammaproteobacteria. Stosunkowo liczng grupe stanowily sekwencje zaliczone do
rodziny Sinobacteraceae. Udzial tych sekwencji wahat sie od 2,5% (proba GZ) do 19,7%
(préba GE), srednio 9,8%. Umiarkowany udziat w mikrobiocenozie gleb miaty bakterie
nalezace do rodziny Pseudomonadaceae. Udziat tych bakterii wynosit 10,1% w probie
GZ, a w pozostatych glebach nie przekraczat 1,0%. Nizszy udzial w mikrobiocenozie
gleb stanowily sekwencje nalezace do Rhodocyclaceae. Pozostate taksony wystepowaty

sporadycznie $rednio 2,7%.

68



Stanowisko
G.S G.E GIO G.Z MS M.E MO M.Z1 MIZZ M.Z3

Xanthomonadaceae - Stanowisko
GS
Sinobacteraceae GE
GO
GZ
Pseudomonadaceae - MS
ME
Moraxellaceae MO
MZ1
c Methylococcaceae - MZz2
o MZ3
w
'
©
Legionellales .
g Sekwencje
1
Legionellaceae 7 100
500
Gammaproteobacteria § 1000
2000
Enterobacteriaceae 1 5000
9796
Coxiellaceae 1

Rycina 28. Struktura taksonomiczna Gammaproteobacteria w matach i glebach
Figure 28. Taxonomic structure of Gammaproteobacteria in mats and soils

Porownanie struktury taksonomicznej Gammaproteobacteria wystepujacych
w matach 1 glebach, bez wzgledu na udziat iloSciowy poszczegdlnych grup, wykazato
istotng wspotzaleznos¢ (Tab. 15). W matach i glebach wykazano odpowiednio 1 i 3
unikalne dla tych $rodowisk taksony. W strukturze mikrobiocenozy mat, 5 wspolnych
taksonéw obejmowato 99,3% wszystkich zidentyfikowanych sekwencji. W strukturze
gleb wspodlne taksony stanowily 97,2% ogoétu opisanych sekwencji. Najwiekszy udziat
wspolnych taksonow, 5 grup, wykazano w mikrobiocenozach gleb i mat w rejonie
zbiornikow astatycznych (proby GZ i MZ2). Najnizszg wspotzalezno$¢ zwigzang jedynie
z jednym taksonem odnotowano w rejonie najmtodszych gleb (proby GE 1 ME),
potozonych w bezposrednim sgsiedztwie Lodowca Ekologii. Zasadnicza rolg¢ wsrdd
Gammaproteobacteria w kreowaniu mikrobiocenozy gleb i mat petnity bakterie nalezace

do rodziny Xanthomonadaceae.
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Tabela 15. Unikalne i wspolne taksony Gammaproteobacteria w matach i glebach
Table 15. Unique and common bacterial taxa of Gammaproteobacteria in mats and soils

Grupy taksonomiczne

Unikalne w matach Wspblne Unikalne w glebach
Methylococcaceae Coxiellaceae Enterobacteriaceae
Legionellaceae Legionellales
Pseudomonadaceae Moraxellaceae
Sinobacteraceae
Xanthomonadaceae
0,72% 99,28% 97,21% 2,79%

Analiza PCA potwierdzita réznice w strukturze taksonomicznej bakterii

wystepujacych w matach potokow i zbiornikow oraz glebach (Ryc. 29). W matach

zbiornikow czynnikiem wyrozniajacym te mikrobiocenozy byty bakterie nalezace do

rodziny Xanthomonadaceae. Sekwencje

Pseudomonadaceae

wyrdzniaty  glebe

zlokalizowang w rejonie zbiornikéw. Analiza PCA wykazata istotne zréznicowanie

struktury taksonomicznej gleb. Sekwencje zaliczone do rodziny Pseudomonadaceae

wyrédzniaty glebe zlokalizowang w rejonie zbiornikow (proba GZ).
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Rycina 29. Analiza gtdéwnych sktadowych (PCA) struktury taksonomicznej
Gammaproteobacteria w matach (A) i glebach (B)

Figure 29. Principal component analysis (PCA) of taxonomic structure of
Gammaproteobacteria in mats (A) and soils (B)
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Typ Verrucomicrobia

W analizowanych préobach mat odczytanych zostato lacznie 9195 sekwencji,
zakwalifikowanych do 4 rodzin (Tab. 10, Ryc. 30). Wykazano istotne roznice
w strukturze mikrobiocenozy poszczegdlnych mat. We wszystkich probach dominowaty
bakterie nalezace do rodziny Verrucomicrobiaceae, ktérych udziat wahat si¢ od 53,4%
(préba MZ3) do 97,5% (proba MS), $rednio 81,2%. Drugim dominujagcym komponentem
byly bakterie nalezace do rodziny Chthoniobacteraceae, stanowiace od 2,5% (proby MS
i MZ1) do 46,1% (préba MZ3). Udziat pozostatych taksonow byt sporadyczny
I ograniczony do préb zbiornikow MZ2 i MZ3.

Ogoétem w badanych glebach zidentyfikowano 12488 sekwencji nalezacych do
Verrucomicrobia. W poszczegolnych probach liczba odczytow wahata si¢ od 158
w glebie z rejonu Potoku Bezimiennego (proba GO) do 4547 w glebie zlokalizowanej
w rejonie Potoku Skamieniatego Lasu (proba GS). W badanych glebach zidentyfikowano
11 grup taksonomicznych, w tym 7 rodzin. Dla trzech rzedoéw nie wskazano nizszych
taksonow.  Najczgsciej  identyfikowane  sekwencje  nalezaty do  rodziny
Chthoniobacteraceae, ktore stanowity w poszczegdlnych probach gleb od 10,7% (proba
GZ) do 90,2% (préba GE), srednio 41,1% ogotu zidentyfikowanych Verrucomicrobia.
Liczng grup¢ stanowity réwniez sekwencje zaliczone do rodziny Verrucomicrobiaceae.
Udziat tych sekwencji w mikrobiocenozie gleb wahat si¢ od 0,5% (proba GE) do 37,3%
(préba GZ), srednio 18,3%. Zblizone warto$ci wykazano dla sekwencji nalezacych do
rodziny Opitutaceae. Udziat tych bakterii wahat si¢ od 0,4% w probie GE, do 31,3%
w probie GZ, srednio 16,9%. Istotnym elementem mikrobiocenozy badanych gleb byty
rowniez bakterie nalezace do nowo opisanej rodziny Auto67 4W, ktore stanowity od
0,3% (préba GE) do 26,0% (proba GO), srednio 13,2%. Nizszy udziat w mikrobiocie gleb
stanowity sekwencje nalezace do rzedu Pedosphaerales, wahajacy sie od 0,2% do 11,4%,

srednio 5,5%. Pozostate taksony byly mniej liczne i nie przekraczaly 5% udziatu.
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Rycina 30. Struktura taksonomiczna Verrucomicrobia w matach i glebach
Figure 30. Taxonomic structure of Verrucomicrobia in mats and soils

Poréwnanie struktury taksonomicznej Verrucomicrobia wystepujacych w matach
1 glebach, bez wzgledu na udzial iloSciowy poszczegdlnych grup, wykazalo istotng
wspotzalezno$¢ badanych mikrobiocenoz (Tab. 16). W matach i glebach wykazano
odpowiednio 2 1 7 unikalnych dla tych S$rodowisk taksonow. W strukturze
mikrobiocenozy mat 2 wspolne taksony obejmowaly 99,9%  wszystkich
zidentyfikowanych sekwencji. W strukturze gleb wspodlne taksony stanowily 68,0%

og6hu opisanych sekwencji.
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Tabela 16. Unikalne i wspolne taksony Verrucomicrobia w matach i glebach
Table 16. Unique and common bacterial taxa of VVerrucomicrobia in mats and soils

Grupy taksonomiczne

Unikalne w matach ~ Wspolne Unikalne w glebach

f. LD19 Chthoniobacteraceae f. auto67_4wW

f. R4-41B Verrucomicrobiaceae f. Ellin517
Methylacidiphilales
0. S-BQ2-57
Opitutaceae
Pedosphaerales
Verrucomicrobia

0,11% 99,89% 68,01% 31,99%

Analiza PCA potwierdzila roznice w strukturze taksonomicznej bakterii
wystepujacych w matach potokow i zbiornikdw oraz poszczeg6élnych gleb (Ryc. 31).
W matach zbiornikéw (MZ2 i MZ3) oraz macie z Potoku Bezimiennego, taksonami
wyrdzniajacym  byly  bakterie nalezace do rodzin = Verrucomicrobiaceae,
Chthoniobacteraceae i LD19. Sekwencje zaliczone do rodzin Opitutaceae i Auto67_4W
wyrozniaty gleby zlokalizowane w rejonie zbiornikdw (préba GZ) oraz Potoku
Skamieniatego Lasu (proba MS). Dla gleby z rejonu Potoku Ekologii charakterystycznym
taksonem byla rodzina Ellin517. Ponad dwudziestokrotnie nizsza, w stosunku do

pozostatych prob, liczba wykrytych sekwencji Verrucomicrobia wyrdzniata glebe

z rejonu Potoku bezimiennego.

Q f
-

1.0

MZ2e A Goe B
Verrucom
«
FR4-41
b4
MZ1 X
R ® <
& . S| cze
1 £ 1
9 % = = Opitutac._ —
3 MSe oMo Chthonlo gg Em— ‘-‘Kl\
T
© FAuto6 l\
ME 1
|
- H FEilin
1 Verrucom \ - .GE
-
a ¥ GS K 0S-BQ2
FLDI Methylac \ Pedosphi
mz3
o o \ Verrucom
L PR YChthonio
1.0 79,30% 10 1.0 56,59% 1.0

Rycina 31. Analiza gtownych sktadowych (PCA) struktury taksonomicznej
Verrucomicrobia w matach (A) i glebach (B)

Figure 31. Principal component analysis (PCA) of taxonomic structure
of Verrucomicrobia in mats (A) and soils (B)
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Typ Cyanobacteria

W analizowanych probach mat odczytanych zostato tacznie 169390 sekwencji
Cyanobacteria, zakwalifikowanych do 9 grup taksonomicznych (Tab. 10, Ryc. 32).
Wykazano istotne rdéznice w strukturze mikrobiocenozy poszczegolnych mat.
Dominowaty bakterie nalezace do rodziny Phormidiaceae, ktérych udziat wahat si¢ od
12,9% (proba MZI1) do 100% (proba ME), $rednio 84,4%. Pozostate taksony
wystepowaly sporadycznie, glownie w probach mat wystepujacych w zbiornikach.
Odmienng strukturg Cyanobacteria charakteryzowata si¢ mata wystepujaca w zbiorniku
MZ1. Dominujagcym komponentem byly sinice nalezace do rodziny Pseudanabaenaceae,
stanowigce 68,4% ogoétu zidentyfikowanych sekwencji. Kolejnymi istotnymi
komponentami w tej probie byly sinice nalezace do rodzin Phormidiaceae, Nostocaceae,
Chamaesiphonaceae, odpowiednio 12,9%, 12,5% i 4,3%.

Ogoétem w badanych glebach zidentyfikowano 890 sekwencji nalezacych do
Cyanobacteria W poszczegdlnych prébach gleb liczba odczytéw wahata sie od 74
w glebie z rejonu zbiornikow astatycznych (préba GZ) do 316 w glebie zlokalizowanej
w rejonie Potoku Ekologii (proba GE). W badanych glebach zidentyfikowano 3 grupy
taksonomiczne. Najczgéciej identyfikowano sekwencje nalezace do nowo opisanego
rzedu MLE1-12, ktore stanowily w poszczegdlnych probach gleb od 4,1% (proba GZ) do
77,2% (préba GE), $rednio 41,4% ogoétu zidentyfikowanych Cyanobacteria. Liczng grupe
stanowily rowniez sekwencje zaliczone do rodziny Phormidiaceae. Udziat tych sekwencji
w mikrobiocenozie gleb wahat si¢ od 0% (préba GE) do 73,9% (proba GO), $rednio
39,4%. Nizszy udzial w stanowily sekwencje nalezace do klasy ML635J-21, ktéry wahat
sie od 0,9% (proba GO) do 29,7% (proba GZ), srednio 19,2%.

Analiza PCA potwierdzita réznice w strukturze taksonomicznej bakterii
wystepujacych w matach potokéw i1 zbiornikow (Ryc. 33). Wysoka odrgbnoscia
taksonomiczng charakteryzowata si¢ proba MZ1.

Porownanie struktury taksonomicznej Cyanobacteria wystepujacych w matach
1 glebach, bez wzgledu na udziat iloSciowy poszczegdlnych grup, wykazalto istotng rolg
wspoélnego taksonu, bakterii rodziny Phormidiaceae, w ksztaltowaniu mikrobiocenozy

mat (Tab. 17).
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Rycina 32. Struktura taksonomiczna Cyanobacteria w matach i glebach
Figure 32. Taxonomic structure of Cyanobacteria in mats and soils

Tabela 17. Unikalne i wspodlne taksony Cyanobacteria w matach i glebach
Table 17. Unique and common bacterial taxa of Cyanobacteria in mats and soils

Grupy taksonomiczne
Unikalne w matach ~ Wspolne Unikalne w glebach
Chamaesiphonaceae  Phormidiaceae c. ML635J-21
Cyanaobacteria 0. MLE1-12
Nostocaceae
Prochlorococcus
Pseudanabaenaceae
Rivulariaceae
Synechococcaceae
Xenococcaceae
YS2

4,31% 95,69% 29,10% 70,90%
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Rycina 33. Analiza gtéwnych sktadowych (PCA) struktury taksonomiczne;j
Cyanobacteria w matach (A) i glebach (B)

Figure 33. Principal component analysis (PCA) of taxonomic structure
of Cyanobacteria in mats (A) and soils (B)

Typ Planctomycetes

W analizowanych probach mat odczytanych zostalo tacznie 3623 sekwencji
Planctomycetes zakwalifikowanych do czterech grup taksonomicznych (Tab. 10,
Ryc. 34). Wykazano istotne rdznice w strukturze mikrobioCenoz poszczegolnych mat.
Dominowaly bakterie nalezace do rodziny Pirellulaceae, ktorych udziat wahal si¢ od
50,0% (proba MO) do 92,0% (préba MZ2), srednio 75,9%. Pozostate taksony
wystepowaly sporadycznie, gtownie w probach mat pochodzacych ze zbiornikow
astatycznych. W badanych glebach zidentyfikowano 3699 sekwencji nalezacych do
Planctomycetes. W poszczegdlnych probach gleb liczba odczytow wahata si¢ od 697
(proba GE) do 1266 (proba GZ). Zidentyfikowano 7 grup taksonomicznych. Najczesciej
oznaczono sekwencje nalezagce do rodziny Isospheraceae, ktore stanowity
w poszczeg6lnych probach od 11,3% (proba GE) do 39,3% (proba GO), srednio 31,2%.
Liczng grupe stanowily rowniez sekwencje zaliczone do nowo opisanego rzgdu WD2101.
Udziat tych sekwencji w mikrobiocenozie gleb wahat si¢ od 17,1% (proba GO) do 37,4%
(proba GS), $rednio 28,7%. Nizszy udzial w mikrobiocenozie gleb stanowily sekwencje
nalezace do rodziny Gemmataceae. Udzial tych bakterii wahat si¢ od 3,5% (proba GZ)
do 37,3% (proba GE), $rednio 16,7%. Pozostate grupy taksonomiczne byty mniej liczne,
a ich $redni udzial nie przekraczat 6%. Analiza PCA potwierdzita réznice w strukturze

taksonomicznej bakterii wystepujagcych w matach potokow i zbiornikéw (Ryc. 35).
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Rycina 34. Struktura taksonomiczna Planctomycetes w matach i glebach
Figure 34. Taxonomic structure of Planctomycetes in mats and soils

Poréwnanie struktury taksonomicznej Planctomycetes wystgpujacych w matach
1 glebach, bez wzgledu na udzial iloSciowy poszczegodlnych grup, wykazato istotna role

wspolnych taksonow, w ksztattowaniu mikrobiocenozy mat (Tab. 18).

Tabela 18. Unikalne i wspodlne taksony Planctomycetes w matach i glebach
Table 18. Unique and common bacterial taxa of Planctomycetes in mats and soils

Grupy taksonomiczne
Unikalne w matach Wspolne Unikalne w glebach
Gemmataceae f. DH61
0. WD2101 Isosphaeraceae
Pirellulaceae 0. CPla-3
Planctomycetaceae
0% 100% 54,12% 45,88%
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Rycina 35. Analiza gtéwnych sktadowych (PCA) struktury taksonomiczne;j
Planctomycetes w matach (A) i glebach (B)

Figure 35. Principal component analysis (PCA) of taxonomic structure of Planctomycetes
in mats (A) and soils (B)

Typ TM7

W analizowanych probach mat odczytano Iacznie 793 sekwencje TM-7
zakwalifikowane do 6 grup taksonomicznych (Tab. 10, Ryc. 36). Wykazano istotne
réznice w strukturze mikrobiocenoz poszczegodlnych mat. W matach potokow, wykryto
jedynie dwie sekwencje nalezace do typu TM-7. Pozostate sekwencje pochodzity z mat
zbiornikéw. Liczba odczytéw wahata si¢ od 184 (préba MZ2) do 413 (proba MZ3).
Pozostale taksony wystepowaly sporadycznie, gtdwnie w probach mat wystepujacych
w zbiornikach. Najczesciej identyfikowano sekwencje nalezace do klasy TM7-1, ktore
stanowity w matach od 62,7% (proba MZ3) do 81,0% (proba MZ2), srednio 74,2%.
Liczng grupe stanowity rowniez sekwencje zaliczone do klasy TM7-3 i rzedu EW055,
ktorych udziat w mikrobiocie mat wynosit §rednio, odpowiednio 5,2% 1 15,8%. Udziat
pozostalych grup taksonomicznych nie przekraczat srednio 3,5%.

W badanych glebach zidentyfikowano 7913 sekwencji nalezacych do nowo
opisanego typu TM7 (Tab. 10, Ryc. 36). W poszczegdlnych probach gleb liczba
odczytow wahata si¢ od 725 (préba GO) do 4609 (proba GZ). W glebach
zidentyfikowano 4 grupy taksonomiczne. NajczeSciej stwierdzano sekwencje nalezace do
klasy TM7-1, ktore stanowity w poszczegolnych probach od 29,8% (proba GE) do 61,2%
(préba GO), srednio 42,9%. Liczng grupe stanowity réwniez sekwencje zaliczone do

klasy SC3. Ich udziat w mikrobiocenozie gleb wahat si¢ od 15,3% (proba GZ) do 62,2%
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(proba GE), $rednio 30,9%. Nizszy udziat mialy sekwencje nalezace do klasy TM7-3.
Udziat tych bakterii wahat si¢ od 6,8% (préba GE) do 46,6% (proba GZ), srednio 20,3%.
Bakterie przypisane do rzgdy EWO055 stanowity 2,1% (proba GO) do 14,0% (proba GS),

srednio 6,0%.

Stanowisko
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Sekwencje
1
100
250
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0. Blgi18 1
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c. TM7-3 2147

c. TM7-11

c. SC3 1

Rycina 36. Struktura taksonomiczna typu TM7 w matach i glebach
Figure 36. Taxonomic structure phylum TM7 of in mats and soils

Porownanie struktury taksonomicznej bakterii TM7, wystepujacych w matach i glebach
bez wzgledu na udziat ilo$ciowy poszczegolnych grup, wykazato istotng rolg wspolnych
taksonow, ktore w 95,1% odpowiadaty za ksztaltowanie mikrobiocenozy mat w obrebie

tego typu, natomiast w glebach wspdlne taksony stanowity 77,2% (Tab. 19).
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Tabela 19. Unikalne i wspoélne taksony typu TM7 w matach i glebach
Table 19. Unique and common bacterial taxa of phylum TM7 in mats and soils

Grupy taksonomiczne

Unikalne w matach ~ Wspdlne Unikalne w glebach
0. BIgi18 c. TM7-1 c. SC3
0. 1025 c. TM7-3
0. TM7 0. EW055
4,91% 95,09% 77,19% 22,81%

Analiza PCA potwierdzita réznice w mikrobiocenozach mat zbiornikow
wodnych. Proby MZ2 i MZ3 charakteryzowaly sie wigkszym zroznicowaniem struktury
taksonomicznej (Ryc. 37). Analiza PCA wykazata znaczace roéznice w strukturze
taksonomicznej typu TM7 mikrobiocenoz gleb. Gleba z rejonu zbiornikow astatycznych

charakteryzowala si¢ najwigksza obfitoscia poszczegdlnych zidentyfikowanych

taksonow.
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Rycina 37. Analiza gtéwnych sktadowych (PCA) struktury taksonomicznej typuTM7
w matach (A) i glebach (B)
Figure 37. Principal component analysis (PCA) of taxonomic structure of phylum TM7
in mats (A) and soils (B)
Podsumowanie analiz taksonomicznych
Przeprowadzona analiza struktury taksonomicznej badanych mat mikrobialnych
i gleb, przy wykorzystaniu ekologicznych wskaznikoéw statystycznych wykazata istotne
réznice w bogactwie 1 bioroznorodnosci bakteriocenoz (Tab. 20). Liczba
zidentyfikowanych taksonow, co najmniej na poziomie rodzin, wynosila $rednio 45

w matach potokow, a srednio 93 w matach zbiornikoéw astatycznych. Wykazano znaczne
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réznice w wartosciach wskaznika réznorodnosci Shannona-Wienera oraz wskaznika
rownomierno$ci Pielou. Relatywnie wyzsze wartosci tych wskaznikéw wykazano dla
bakteriocenoz mat rozwijajacych si¢ w zbiornikach astatycznych. W glebach liczba
zidentyfikowanych taksondéw, co najmniej na poziomie rodzin, byta zblizona i wynosita
srednio 136. Nie wykazano istotnych réznic w wartoéciach wskaznika réznorodnosci

Shannona-Wienera oraz wskaznika rownomiernosci Pielou.

Tabela 20. Wskazniki réznorodnosci biologicznej w matach mikrobialnych i glebach

Objasnienia: H’- wskaznik réznorodnosci Shannona-Wienera, J’- réwnocennosci Pielou, S — liczba
taksonoéw

Table 20. Biodiversity indicators in microbial mats and soils

Explanations: H'- Shannon-Wiener diversity index, J'- Pielou evenness, S - number of taxa

Gleby Maty
Wskaznik 55 GE - GO Gz MS MO ME MZ1  MZ2 MZ3
H 399 393 349 3737 044 135 081 297 184 1,78
y 032 034 031 0,29 011 016 012 029 017 017
S 141 137 130 137 64 53 17 75 105 08
© o
- Al T B
" Mo
" - OguE 1350 818
Ons 1.04
. 3.93 249
Y R D
° 399
: 337
FoMZi “ .
¥ oz { . 2.97
onz3 184 94
3 \ o
15 55.8% 5 1o 10

Rycina 38. Analiza gtownych sktadowych (PCA) struktury taksonomicznej badanych
mat i gleb (A), wskaznik r6znorodnosci Shannona-Wienera (B)

Figure 38. Principal component analysis (PCA) of taxonomic structure of mats and soils
(A), Shannon-Wiener diversity index (B)
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4.2. Aktywnosc¢ fizjologiczna i biochemiczna szczepow bakterii

4.2.1. Aktywnos¢ biochemiczna

Przeprowadzona analiza wykazata istotne zréznicowanie aktywnosci biochemiczna

szczepoéw bakterii izolowanych z mat mikrobialnych wystepujacych w potokach

I zbiornikach astatycznych (Ryc. 39).

33 % 2
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Rycina 39. Aktywno$¢ metaboliczna szczepow bakterii izolowanych z mat

mikrobialnych (% szczepow aktywnych)

Objasnienia: 1 — glukoza; 2 — fruktoza; 3 — mannoza; 4 — galaktoza; 5 — ramnoza; 6 — D-fukoza; 7 — L-fukoza; 8 — 3-metylo glukoza;

9 — B-metylo-D-glukozyd; 10 — laktoza; 11 — sacharoza; 12 — D-maltoza; 13 — D-trehaloza; 14 — D-celobioza; 15 —
gencjobioza; 16 — D-turanoza; 17 — melibioza; 18 — stachioza; 19 — rafinoza; 20 — sorbitol; 21 — mannitol; 22 —
arabitol; 23 — mio-inozytol; 24 — glicerol; 25 — N-acetylo-D-glukozamina; 26 — N-acetylo-p-D-mannozamina; 27 —
N-acetylo-D-galaktozamina; 28 — glukozo-6-fosforan; 29 — fruktozo-6-fosforan; 30 — D-salicyna; 31 — kwas
acetyloneuraminowy; 32 — dekstryny; 33 — pektyny; 34 — kwas D-asparaginowy; 35 — D-seryna; 36 — prolina; 37 — L-
alanina; 38 — arginina; 39 — kwas L-asparaginowy; 40 — kwas L-glutaminowy; 41 — L-histydyna; 42 — kwas L-
piroglutaminowy; 43 — L-seryna; 44 — kwas y-amino-mastowy; 45 — inozyna; 46 — kwas acetooctowy; 47 — kwas
propionowy; 48 — kwas octowy; 49 — kwas mrowkowy; 50 — kwas p-hydroksy-fenylooctowy; 51 — kwas bursztynowy;
52 — kwas a-ketoglutarowy; 53 — kwas L-mlekowy; 54 — kwas cytrynowy; 55 — kwas D-jabtkowy; 56 — kwas L-
jabtkowy; 57 — kwas a-hydroksy-mastowy; 58 — kwas B-hydroksy-D,L-mastowy; 59 — kwas a-keto-mastowy; 60 —
ester metylowy kwasu D-mlekowego; 61 — ester metylowy kwasu pirogronowego; 62 — kwas D-galakturonowy; 63 —
kwas L-galaktonowy; 64 — kwas D-glukonowy; 65 — kwas D-glukuronowy; 66 — glukuronamid; 67 — kwas D-
sacharozowy; 68 — kwas $luzowy; 69 — kwas chinowy; 70 — zelatyna 71 — tween 40

Figure 39. Metabolic activity of bacterial strains isolated from the microbial mats (% of

active strains)

Explanations: 1 — glucose; 2 - fructose; 3 - mannose; 4 - galactose; 5 - rhamnose; 6 - D-fucose; 7 - L-fucose; 8 - 3-methyl glucose; 9

- B-methyl-D-glucoside; 10 - lactose; 11 - sucrose; 12 - D-maltose; 13 - D-trehalose; 14 — D-cellobiose; 15 —
genciobiosis; 16 - D-turanose; 17 - melibiosis; 18 - stachyosis; 19 - raffinose; 20 - sorbitol; 21 - mannitol; 22 - arabitol;
23 - myo-inositol; 24 - glycerol; 25 - N-acetyl-D-glucosamine; 26 - N-acetyl-B-D-mannosamine; 27 - N-acetyl-D-
galactosamine; 28 - glucose-6-phosphate; 29 - fructose-6-phosphate; 30 - D-salicin; 31 - acetylneuraminic acid; 32 -
dextrins; 33 - pectins; 34 - D-aspartic acid; 35 - D-serine; 36 - proline; 37 - L-alanine; 38 - arginine; 39 - L-aspartic
acid; 40 - L-glutamic acid; 41 - L-histidine; 42 - L-pyroglutamic acid; 43 - L-serine; 44 - y-amino-butyric acid; 45 -
inosine; 46 - acetoacetic acid; 47 - propionic acid; 48 - acetic acid; 49 - formic acid; 50 - p-hydroxy-phenylacetic
acid; 51 - succinic acid; 52 - a-ketoglutaric acid; 53 - L-lactic acid; 54 - citric acid; 55 - D-malic acid; 56 - L-malic
acid; 57 - a-hydroxybutyric acid; 58 - B-hydroxy-D,L-butyric acid; 59 - a-keto-butyric acid; 60 - D-lactic acid methyl
ester; 61 - pyruvic acid methy| ester; 62 - D-galacturonic acid; 63 - L-galactonic acid; 64 - D-gluconic acid; 65 - D-
glucuronic acid; 66 - glucuronamide; 67 - D-sucrose acid; 68 - mucic acid; 69 - quinic acid; 70 - gelatin 71 - tween
40
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W poszczegdlnych grupach taksonomicznych wykazano zréznicowang aktywno$é
metaboliczng szczepow. Wérdd Actinobacteria ponad 60% szczepow wykorzystywato od
21 do 40 substratow. Ponad 23% szczepow utylizowalo powyzej 40 zwigzkow. Wsrod
Bacteroidetes rozktad aktywnosci w grupie nisko, srednio 1 wysoko aktywnych szczepow
byt wyréwnany i wynosit okoto 30%. Podobny rozktad wykazano dla Proteobacteria

(Ryc. 40).
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Rycina 40. Aktywno$¢ bakterii (wg typow) w odniesieniu do liczby wykorzystywanych
substratow

Figure 40. Bacterial activity (at the phylum level) in relation to the number of utilized
substrates

W grupie monosacharydow najczesciej wykorzystywanym substratem byla glukoza
(Ryc. 41). W poszczegolnych grupach taksonomicznych odsetek szczepow
wykorzystujacych ten substrat wahat si¢ od 79% w grupie Bacteroidetes do 95% wsrod
Actinobacteria, $rednio 85%. Wsrod najliczniejszych rodzajow najwyzsza, 100%
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aktywno$¢ w stosunku do glukozy wykazaly szczepy Stenotrophomonas. Nizsze
wartosci, wykazywaly szczepy zaliczane do Janthinobacterium, $rednio 75%. Srednio
61% szczepoéw charakteryzowato si¢ zdolnosciag do rozktadu fruktozy, galaktozy
I mannozy. Substraty z tej grupy wykorzystywane byty przez 50% szczepoéw z rodzaju
Janthinobacterium oraz 72% bakterii z rodzaju Pseudomonas. W umiarkowanym stopniu,
srednio 27,5% wykorzystywane byly B-metylo-D-glukozyd, ramnoza i L-fukoza.
Najnizszg aktywno$¢ wykazywaly szczepy Janthinobacterium i Stenotrophomonas,
odpowiednio 20% i 22%. Stosunkowo wysoka aktywnos¢ w metabolizowaniu tych
zwiazkow wykazywaly szczepy z rodzaju Pseudomonas, $rednio 50%. Najrzadziej
wykorzystywanymi substratami (srednio 1% szczepow) byly D-fukoza i 3-metylo-
glukoza. Analiza aktywnosci szczepow izolowanych z mat potokow i zbiornikow
astatycznych nie wykazala istotnych statystycznie roéznic w metabolizowaniu
monosacharydéw. Aktywno$¢ metaboliczna szczepoéw w odniesieniu do disacharydow
byta zréznicowana (Ryc. 42). Najczesciej metabolizowane byty D-maltoza, D-trehaloza
i D-celobioza, ktore wykorzystywato §rednio 62% szczepoéw. Najwyzsza aktywnoscig
w stosunku do tych substratow charakteryzowaly si¢ Actinobacteria oraz bakterie
z rodzaju Pseudomonas, srednio odpowiednio 79% i 75% szczepow. Nizszg aktywnosé
wykazywaly Proteobacteria oraz bakterie z rodzaju Janthinobacterium s$rednio 53%.
Najrzadziej wykorzystywanymi substratami pokarmowymi byly D-turanoza, melibioza
i laktoza. Srednio, jedynie 12% szczepow utylizowato te zwiazki, najbardziej aktywne
byty Flavobacteria. Ogodlnie nizszg aktywnoscig w stosunku do disacharydow
charakteryzowaly si¢ szczepy izolowane z mat zbiornikdéw wodnych. Alkohole cukrowe:
mannitol, glicerol, arabitol i mio-inozytol, utylizowato $rednio 57% szczepow (Ryc. 43).
Szczepy Actinobacteria oraz z rodzaju Pseudomonas wykazywaty wysoka aktywno$¢
w stosunku do tej grupy zwigzkow (Srednio 70%). Wsrdd alkoholi cukrowych najnizsza
aktywnos$¢ wykazano w stosunku do sorbitolu, ktory metabolizowalo $rednio 39%
szczepow. Podobnie jak w przypadku wczesniej omowionych grup zwigzkéw rowniez
w przypadku cukroli wyzsza aktywnoS$cia w ich utylizacji charakteryzowaly si¢ szczepy

izolowane z mat potokow.
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Rycina 41. Bakteryjne wykorzystanie monosacharydow (% szczepow)

Objasnienia: M1

Figure 41. Bacterial utilization of monosaccharides (% of strains)
Explanations: M1 — glucose; M2 - fructose; M3 - galactose; M4 - mannose; M5 - B-methyl-

D-glucoside; M6 - rhamnose; M7 - L-fucose; M8 - D-fucose; M9 - 3-methyl-glucose

—glukoza; M2 — fruktoza; M3 — galaktoza; M4 — mannoza; M5 — B-metylo-
D-glukozyd; M6 — ramnoza; M7 — L-fukoza; M8 — D-fukoza; M9 — 3-metylo-glukoza
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Rycina 42. Bakteryjne wykorzystanie disacharydow (% szczepow)
Objasnienia: D1 — D-maltoza; D2 — D-trehaloza; D3 — D-celobioza; D4 — gencjobioza;
D5 - sacharoza; D6 — D-turanoza; D7 — melibioza; D8 — laktoza
Figure 42. Bacterial utilization of disaccharides (% of strains)

Explanations: D1 — D-maltose; D2 - D-trehalose; D3 — D-cellobiose; D4 — genciobiosis;
D5 - sucrose; D6 — D-turanose; D7 - melibiosis; D8 - lactose
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Rycina 43. Bakteryjne wykorzystanie alkoholi cukrowych (% szczepow)

Objasnienia: C1 — mannitol; C2 — glicerol, C3 — arabitol; C4 — mio-inozytol; C5 — sorbitol
Figure 43. Bacterial utilization of sugar alcohols (% of strains)

Explanations: C1 — mannitol; C2 - glycerol, C3 - arabitol; C4 - myo-inositol; C5 - sorbitol



Substraty z grupy aminocukréw: N-acetylo-D-glukozamina, N-acetylo-D-galaktozamina
I N-acetylo-p-D-mannozamina byly wykorzystywane w zréznicowanym stopniu, Srednio
odpowiednio przez 70%, 53% i 2,5% szczepow (Ryc. 44). Szczegodlnie czgsto N-acetylo-
D-glukozamina byta wykorzystywana przez szczepy Actinobacteria oraz nalezace do
rodzaju Stenotrophomonas, co dotyczyto odpowiednio 92% i 97% szczepow. Wyraznie
wyzszg aktywnoscig W utylizacji aminocukrow charakteryzowaty si¢ szczepy izolowane
z mat potokéw. W grupie aminokwaséw najcze$ciej metabolizowany byl kwas
L-glutaminowy, $rednio 72% szczepoéw (Ryc. 45). Najrzadziej wykorzystywanymi
aminokwasami byly D-seryna i kwas D-asparaginowy, ktore metabolizowato $rednio
odpowiednio 12% oraz 6% szczepdéw. Utylizacja pozostatych aminokwasow byta
zroznicowana w poszczegdlnych grupach taksonomicznych i wahata si¢ od 48% (glicylo-
L-prolina) do 87% (kwas L-asparaginowy). Aminokwasy byly czesciej metabolizowane
przez szczepy izolowane z mat potokow. W grupie kwasow hydroksylowych najczesciej
utylizowane byty: kwas L-mlekowy, kwas -hydroksy-D, L-mastowy, kwas cytrynowy
i kwas L-jabtkowy, ktore metabolizowato $rednio 58% szczepéw (Ryc. 46).
Zdecydowanie nizszy odsetek szczepdéw rozktadat kwas D-jabtkowy, kwas a-keto-
mastowy 1 kwas a-hydroksy-mastowy (Srednio 10% szczepow). Wsrod grup
taksonomicznych najwyzszg aktywno$¢ wykazywaly Actinobacteria oraz szczepy
z rodzaju Pseudomonas. W grupie kwasow karboksylowych najczesciej metabolizowane
byly kwas octowy i kwas propionowy (srednio 49% szczepow (Ryc. 47). Dwukrotnie
nizszy odsetek szczepow wykorzystywat kwas p-hydroksy-fenylooctowy i kwas a-keto-
glutarowy. Jedynie nieliczne szczepy wykazywaly metaboliczng aktywno$¢ w stosunku
do kwasu bromo-bursztynowego, kwasu acetooctowego i kwasu mrowkowego ($rednio
2%). W grupie kwasow cukrowych kwas D-glukonowy byt najczgséciej asymilowany
przez bakterie (Ryc. 48). Wsrod Actinobacteria oraz szczepow z rodzajow Pseudomonas
i Stenotrophomonas metabolizowato go odpowiednio 78%, 95% i 80% szczepow.
Najrzadziej wykorzystywanym kwasem cukrowym byt glukuronamid (srednio 4%
szczepoéw). Nieznacznie nizsza aktywnoscig w stosunku do kwaséw cukrowych

charakteryzowaty si¢ szczepy pochodzace z mat zbiornikow astatycznych.
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Rycina 44. Bakteryjne wykorzystanie aminocukrow (% szczepow)

Objasnienia: AC1 — N-acetylo-D-glukozamina; AC2 — N-acetylo-D-galaktozamina;
AC3 — N-acetylo-p-D- mannozamina

Figure 44. Bacterial utilization of amino sugars (% of strains)

Explanations:
AC3 N-acetyl-p-D-mannosamine

AC1l -

N-acetyl-D-glucosamine;

AC2 -

N-acetyl-D-galactosamine;
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Rycina 45. Bakteryjne wykorzystanie aminokwasow (% szczepow)
Objasnienia: Al — kwas L-glutaminowy; A2 — L-alanina; A3 — kwas L-asparaginowy; A4 — L-seryna;
A5 — L-arginina; A6 — L-histydyna; A7 — kwas y-amino-mastowy; A8 — glicylo-L-prolina;
A9 — kwas L-piroglutaminowy; A10 — D-Seryna; A1l — kwas D-asparaginowy
Figure 45. Bacterial utilization of amino acids (% of strains)
Explanations: Al — L-glutamic acid; A2 - L-alanine; A3 - L-aspartic acid; A4 - L-serine; A5 - L-arginine;
A6 - L-histidine; A7 — y-aminobutyric acid; A8 - glycyl-L-proline; A9 - L-pyroglutamic

acid; A10 - D-serine; A1l - D-aspartic acid
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Rycina 46. Bakteryjne wykorzystanie kwasoéw hydroksylowych (% szczepow)

Objasnienia: KH1 — kwas L-mlekowy, KH2 — kwas B-hydroksy-D,L-mastowy; KH3 — kwas cytrynowy;
KH4 — kwas L-jabtkowy; H5 — kwas D-jabtkowy; KH6 — kwas a-keto-mastowy; KH7 — kwas
a-hydroksy-mastowy

Figure 46. Bacterial utilization of hydroxyl acids (% of strains)

Explanations: KkH1 - L-lactic acid, KH2 - B-hydroxy-D,L-butyric acid; KH3 - citric acid; KH4 - L-malic
acid; H5 - D-malic acid; KH6 - a-keto-butyric acid; KH7 - a-hydroxybutyric acid
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Rycina 47. Bakteryjne wykorzystanie kwasoéw karboksylowych (% szczepow)
Objasnienia: KK 1 — kwas octowy; KK2 — kwas propionowy; KK3 — kwas p-hydroksy-fenylooctowy;
KK4 — kwas a-keto-glutarowy; KK5 — kwas bromo-bursztynowy; KK6 — kwas
acetooctowy; KK7- kwas mrowkowy
Figure 47. Bacterial utilization of carboxylic acids (% of strains)
Explanations: KK1 — acetic acid; KK2 - propionic acid; KK3 - p-hydroxy-phenylacetic acid;
KK4 - a-keto-glutaric acid; KK5 - bromo-succinic acid; KK6 - acetoacetic acid;
KK7- formic acid
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Rycina 48. Bakteryjne wykorzystanie kwaséw cukrowych (% szczepow)
Objasnienia: KC1 — kwas D-glukonowy; KC2 — kwas D-galakturonowy; KC3 — kwas D-glukuronowy; KC4 — kwas
glukarowy; KC5 — kwas §luzowy; KC6 — lakton kwasu L-galaktonowego; KC7 — glukuronamid
Figure 48. Bacterial utilization of sugar acids (% of strains)
Explanations: KC1 — D-gluconic acid; KC2 - D-galacturonic acid; KC3 - D-glucuronic acid; KC4 - glucaric acid; KC5
- mucic acid; KC6 - L-galactonic acid lactone; KC7 - glucuronamide
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Przeprowadzone badania wykazaty zr6znicowang aktywno$¢ metaboliczng szczepow

bakterii z poszczegolnych grup taksonomicznych (Ryc. 49).
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Rycina 49. Aktywno$¢ metaboliczna wybranych szczepow bakterii
Figure 49. Metabolic activity of selected bacterial strains
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Wsrod  Actinobacteria  najwyzsza — aktywno$¢  wykazywal  Arthrobacter
psychrochitiniphilus, utylizujacy 65% substratow. Najnizszg aktywno$¢ wykazaly
szczepy zaliczane do rodzaju Marisediminicola. Wsrod Bacteroidetes najwyzszg
aktywnos¢ wykazywal Flavobacterium limicola metabolizujacy 58% substratow,
a najmniej aktywnym Flavobacterium degerlachei. Sposrod Proteobacteria najwyzsza
aktywnoscia (72% utylizowanych substratow) charakteryzowat si¢ Pseudomonas
azotoformans. Najmniej aktywny wsrod Proteobacteria byt lodobacter fluviatillis.
Przeprowadzona analiza statystyczna wykazata istotng roznice (p<0,05) w aktywnoSci
metabolicznej bakterii izolowanych z mat wystepujacych w lotycznych i lenitycznych
zbiornikach (Ryc. 50).
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Rycina 50. Aktywno$¢ metaboliczna bakterii izolowanych z mat potokéw i zbiornikow
astatycznych; * - roznica istotna statystycznie, p<0,05)

Figure 50. Metabolic activity of bacteria isolated from mats of streams and ponds;
* - statistically significant difference, p<0.05)

4.2.2. Odpornos¢ na czynniki chemiczne

Przeprowadzona analiza oddziatywania ro6znorodnych zwiazkdéw chemicznych na wzrost
szczepOw izolowanych z mat mikrobialnych wykazata istotne réznice (Ryc. 51).
W poszczegolnych grupach taksonomicznych stwierdzono odmienne profile odpornosci.
Wsrod Actinobacteria ponad 78% szczepow byto odpornych na dziatanie mleczanu sodu,
71% tellurytu potasu, 61% bfiekitu tetrazoliowego i 54% fioletu tetrazoliowego. Nizszg
odporno$¢ szczepy te wykazywaly w stosunku do chlorku litu (47%), D-seryny (39%),
maslanu sodu (39%) i anionowego surfaktantu Niaproof 4 (33%). Najsilniejsza
aktywnoscig toksyczng charakteryzowaty sie chlorek guanidyny i bromek sodu, na ktére

wickszo$¢ badanych szczepow byla wrazliwa (Srednio 83%). Wsrod Actinobacteria
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najwyzszg odpornoscig na czynniki sSrodowiskowe charakteryzowaty si¢ Salinimicrobium
xinjiangense, Agreia sp., Marisediminicola sp., Rhodococcus erythropolis (odpornos¢ na
16 do 22 zwigzkow) (Ryc. 52).
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Rycina 51. Odpornos¢ szczepow bakterii na czynniki chemiczne

Objasnienia: 1 — pH 6; 2 — pH 5; 3 — 1% NaCl; 4 — 4% NaCl; 5 — 8% NaCl ; 6 — kwas fusydowy;
7 — troleandomycyna; 8 — ryfamycyna; 9 — minocyklina; 10 - linkomycyna;, 11 —
wankomycyna; 12 — kwas nalidyksowy; 13 — aztreonam; 14 — 1% mleczan sodu; 15 — D-
seryna; 16 — chlorek guanidyny; 17 — Niaproof 4; 18 — fiolet tetrazoliowy; 19 — biekit
tetrazoliowy; 20 — chlorek litu; 21 — telluryt potasu; 22 — maslan sodu; 23 — bromek sodu

Figure 51. Bacterial strains resistance to chemical agents

Explanations: 1 - pH 6; 2 - pH 5; 3 - 1% NaCl; 4 - 4% NaCl; 5-8% NaCl; 6 - fusidic acid,;
7 - troleandomycin; 8 - rifamycin; 9 - minocycline; 10 - lincomycin; 11 - vancomycin; 12 -
nalidixic acid; 13 - aztreonam; 14 - 1% sodium lactate; 15 - D-serine; 16 - guanidine chloride;

17 - Niaproof 4; 18 - tetrazolium violet; 19 - tetrazolium blue; 20 - lithium chloride; 21 -
potassium tellurite; 22 - sodium butyrate; 23 - sodium bromide

Ponad 60% szczepoéw Bacteroidetes byto odpornych na dziatanie mleczanu sodu (78%)
oraz bigkitu i fioletu tetrazoliowego, odpowiednio 83% i 73%. Nizsza odpornosé
wykazano w stosunku do tellurytu potasu (42%) i Niaproof 4 (38%). Najsilniejsze
dziatanie hamujace wzrost szczepow Bacteroidetes wykazato 5 zwigzkéw: maslan sodu,
chlorek guanidyny, D-seryna, chlorek litu i bromek sodu. Odpornos¢ na te zwiazki
wykazywato od 8% do 17% szczepdéw. Wsrod Bacteroidetes najwyzsza odpornoscia na
zwiazki chemiczne charakteryzowat si¢ Flavobacterium tiangeerense (odpornos¢ na 23
zwiazki) (Ryc. 52).
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Rycina 52. Odporno$¢ wybranych szczepow bakterii na czynniki chemiczne
Figure 52. Resistance of selected bacterial strains to chemical agents
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Wigkszos¢ szczepow nalezacych do Proteobacteria wykazywato odporno$é na dziatanie
bigkitu i fioletu tetrazoliowego (odpowiednio 96% i1 89%), mleczanu sodu (93%)
i tellurytu potasu (73%). Odporno$¢ na Niaproof 4 wykazywato 43% szczepow. Od 1%
do 18% szczepow Proteobacteria bylo odpornych na dziatanie chlorku guanidyny,
maslanu sodu, chlorku litu, bromku sodu i D-seryny. Najwyzsza odporno$cig na te
czynniki charakteryzowaty si¢ Pseudomonas poae, Janthinobacterium tructae,
Pseudomonas azotoformans, Janthinobacterium svalbardensis i Stenotrophomonas

rhizophila (do 19 czynnikoéw chemicznych).

4.3. Potencjal Srodowiskowy szczepow bakterii
4.3.1. Opornos¢ na antybiotyki

Przeprowadzone analizy antybiotykoopornosci szczepow bakterii izolowanych z mat
mikrobialnych wykazaty znaczne zrdéznicowanie wynikow. W grupie antybiotykoéw
hamujacych synteze $ciany komodrkowej opornych bylo od 4% do 73% szczepow.
Najwyzszg oporno$¢ badane szczepy wykazywaly w stosunku do ampicyliny
i cefiksymu, odpowiednio 71% i 73%. Najnizszg oporno$¢ wykazano w stosunku do
wankomycyny i imipenemu, odpowiednio 4% i 5% szczepow (Ryc. 53). W grupie
antybiotykéw hamujacych synteze biatek, odsetek opornych szczepdéw wahat si¢ od 2%
do 74%. Najwyzsza opornos¢ wykazano w stosunku do klindamycyny, klarytromycyny
i chloramfenikolu, $rednio odpowiednio 74%, 62% i 56% szczepow. Niskg oporno$é, nie
przekraczajacg 10% szczepoéw, wykazano w stosunku do gentamycyny, kanamycyny,
streptomycyny, nowobiocyny, erytromycyny i linkomycyny. Srednio 69% badanych
szczepdw wykazywato oporno$¢ w stosunku do antybiotykéw zaburzajacych proces
syntezy kwasoéw nukleinowych. Najwyzsza oporno$¢ wykazano dla ryfampicyny (77%
szczepow). Wsrdd antybiotykéw hamujacych syntezg zarowno bialek jak 1 kwasow
nukleinowych opornych byto 53% szczepow. Najwyzsza opornos¢ wykazano w stosunku
do mupirycyny (59% szczepow). Statystycznie istotng (p<0,05) wyzsza
antybiotykoopornoscia, charakteryzowaly si¢ szczepy nalezace do rodzajow
Flavobacterium i Janthinobacterium izolowane z mat mikrobialnych wystepujacych
w potokach (Ryc. 54).
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Rycina 53. Oporno$¢ na antybiotyki szczepéw bakterii izolowanych z mat potokow
i zbiornikow astatycznych; objasnienia skrotow — Tabela 5
Figure 53. Antibiotic resistance of bacterial strains isolated from mats of streams
and stagnant reservoirs; abbreviations — Table 5
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Rycina 54. Oporno$¢ na antybiotyki bakterii izolowanych z mat potokéw i zbiornikow
astatycznych, wg typow (A), wg rodzajow (B)

Figure 54. Antibiotic resistance of bacterial strains isolated from mats of streams and

ponds by type (A), by genera (B)
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Analiza opornosci na antybiotyki wsrod szczepoéw nalezacych do poszczegdlnych
typow wykazala istotne zroznicowanie (Ryc. 55). W grupie antybiotykéw hamujacych
synteze $ciany komorkowej odsetek opornych Actinobacteria wynosit $rednio 41%.
W stosunku do wankomycyny i imipenemu bakterie te nie wykazywaty opornosci,
natomiast u 54% szczepow stwierdzono oporno$é¢ w stosunku do ceftazydymu. Srednio
56% Proteobacteria wykazywato opornos$¢ na t¢ grupg antybiotykow. Wankomycyna
hamowata wzrost wszystkich szczepdw, natomiast imipenem hamowat wzrost 97%
szczepow. Na pozostale antybiotyki Proteobacteria wykazywaly wysoka opornosé¢
wahajaca si¢ od 66% w stosunku do ceftazydymu do 87% w stosunku do ampicyliny.
Srednio 41% szczepow Bacteroidetes wykazywato oporno$é na antybiotyki hamujace
syntez¢ Sciany komorkowej. W stosunku do imipenemu i wankomycyny oporno$¢
wykazywato odpowiednio 10% 1 11% szczepoéw. Najwyzsza opornos¢ stwierdzono dla
cefiksymu — 67% szczepow.

W grupie antybiotykow hamujacych syntez¢ biatek najnizsza opornoscig
charakteryzowaty si¢ Actinobacteria, $rednio 16% szczepow. WSszystkie szczepy
wrazliwe byly na kanamycyn¢ 1 nowobiocyng, natomiast tylko 8% szczepow
wykazywato oporno$¢ na tetracykline, erytromycyne, linkomycyne i gentamycyng.
Najwyzsza oporno$¢ Actinobacteria wykazywaly w stosunku do klindamycyny — 54%
szczepow. Srednio 34% szczepoéw Proteobacteria bylo opornych na te grupe
antybiotykow. Wysoka oporno$¢ Proteobacteria wykazywatly w stosunku do
chloramfenikolu (74%), klarytromycyny (79%) i klindamycyny (82%). Opornos¢ na
tetracykliny i kwas nalidyksowy wynosita odpowiednio 52% i 60%. Oporno$¢ na
pozostate antybiotyki z tej grupy nie przekraczata 10%. Wsrod Bacteroidetes opornosé
na antybiotyki hamujace syntez¢ bialek wynosita $rednio 23%. Wysoka opornosé
Bacteroidetes wykazano w stosunku do klindamycyny — 69% szczepow. W stosunku do
kwasu nalidyksowego, tetracykliny, chloramfenikolu i klarytromycyny opornosé
wykazywato odpowiednio 29%, 32%, 37% i 48% szczepoéw. Oporno$¢ na pozostate
antybiotyki z tej grupy nie przekraczata 10% szczepow.

W grupie antybiotykéw hamujacych syntez¢ kwasow nukleinowych opornosé
wsrod Actinobacteria wykazywato 37% szczepow. W stosunku do metronidazolu
i ciprofloksacyny opornych byto 23% szczepow. Wyzsza opornos¢ Actinobacteria
wykazywaly w stosunku do ryfampicyny i trimetoprimu, odpowiednio 46% i 54%
szczepdw. Wsrod Proteobacteria odsetek opornych szczepéw byl bardzo wysoki

I wynosit 81%. Najnizszg oporno$¢ zanotowano dla metronidazolu (71% szczepow),
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a najwyzsza dla trimetoprimu (87% szczepow). Wsrdd Bacteroidetes odsetek opornych
szczepoOw na antybiotyki hamujace syntez¢ kwasoéw nukleinowych wynosit 60%.
Najnizszg opornos¢ zanotowano dla metronidazolu (52% szczepow), a najwyzsza dla
ryfampicyny (73% szczepow). W grupie antybiotykow hamujacych syntez¢ zar6wno
biatek jak 1 kwasow nukleinowych oporno$¢ bakterii z poszczegdlnych typow
Actinobacteria, Bacteroidetes i Proteobacteria wynosita $rednio odpowiednio 15%, 37%

i 71% szczepow.
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Rycina 55. Opornos¢ na antybiotyki szczepow nalezacych do typow: Actinobacteria,
Bacteroidetes i Proteobacteria, objasnienia skrétow: Tabela 5
Figure 55. Antibiotic resistance of bacterial strains belonging to phyla: Actinobacteria,
Bacteroidetes and Proteobacteria, abbreviations Table 5
Analiza oporno$ci wsrdéd najliczniejszych badanych rodzajow wykazata duze
zréznicowanie wynikow (Ryc. 56). W grupie antybiotykow hamujacych syntezg $ciany
komorkowej odsetek opornych szczepow z rodzaju Flavobacterium wynosit srednio 41%.
Najnizszg oporno$¢ wykazano w stosunku do imipenemu (10% szczepdéw), a Najwyzsza
dla cefiksymu (69% szczepow). Srednio 58% szczepow z rodzaju Janthinobacterium byto
opornych na te antybiotyki. Bakterie te wykazywaly brak opornosci na imipenem
i wankomycyne¢, natomiast 92% szczepow bylo opornych na ampicyling. Wsrdd
Pseudomonas opornych byto $rednio 50% szczepoéw. Wszystkie szczepy wrazliwe byty
na imipenem oraz wankomycyne. Najwyzszg opornos¢ szczepy Pseudomonas wykazaty
w stosunku do cefiksymu (86% szczepdéw). Srednia oporno$é bakterii z rodzaju
Stenotrophomonas dotyczyta 67% szczepdéw. Nie wykazano oporno$ci na wankomycyne,

natomiast jedynie 6% szczepow byto opornych na imipenem. Wysoka opornosé, 94%
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szczepdw wykazywato w stosunku do ampicyliny, karbenicyliny, cefiksymu
I cefotaksymu. W grupie antybiotykdw hamujacych synteze biatek odsetek opornych
szczepow z rodzaju Flavobacterium wynosit Srednio 23%. Najnizszg opornos¢ wykazano
w stosunku do erytromycyny (2% szczepow), a najwyzszg dla klindamycyny (72%
szczepow). Opornos¢ bakterii z rodzaju Janthinobacterium wystepowata srednio u 31%
szczepow. Bakterie z tej grupy wykazywaly brak opornosci na gentamycyne,
kanamycyne, streptomycyng, nowobiocyne, erytromycyne i linkomycyne. Najwyzsza
oporno$¢ wykazano dla klarytromycyny (79% szczepoéw). Wérod Pseudomonas opornoscé
na te antybiotyki wystepowata $rednio u 41% szczepow. Wszystkie szczepy wrazliwe
byly na nowobiocyne, natomiast najwyzsza opornos¢ szczepy Pseudomonas wykazaty
w stosunku do klindamycyny (93% szczepdéw). Wsérod Stenotrophomonas opornosé
dotyczyta 39% szczepdéw. Nie wykazano oporno$ci na gentamycyne, streptomycyne,
nowobiocyng, erytromycyn¢ i linkomycyng. Wysoka oporno$¢ wykazano dla
chloramfenikolu, klarytromycyny i klindamycyny (94%szczepow). W grupie
antybiotykoéw hamujacych syntez¢ kwasow nukleinowych odsetek opornych szczepow
z rodzaju Flavobacterium wynosit $srednio 60% 1 wahat si¢ od 52% dla metronidazolu do
72% dla rifampicyny. Opornos¢ szczepow z rodzaju Janthinobacterium byta stosunkowo
wyrownana i wynosila $rednio 80%. Najwyzsza opornos¢ wykazano dla trimetoprimu
(88% szczepow). Opornos¢ bakterii z rodzaju Pseudomonas byta wysoka i dotyczyta 91%
szczepow. Wysoka opornos¢ stwierdzono w stosunku do rifampicyny, trimetoprimu
I metronidazolu (93%. szczepoéw). Opornos¢ bakterii z rodzaju Stenotrophomonas
wynosita srednio 88% szczepdw. Wigkszos$¢ szczepdw (94%) byta oporna w stosunku do
ciprofloksacyny, rifampicyny i trimetoprimu. W grupie antybiotykow hamujgcych
syntezg zarowno bialtek jak i kwaséw nukleinowych oporno$¢ bakterii z poszczegolnych
rodzajow Flavobacterium, Janthinobacterium, Pseudomonas i Stenotrophomonas
wynosita §rednio odpowiednio 37%, 72%, 69% i 90% szczepoéw. Badania wykazaly
wystepowanie licznych szczepow wieloantybiotykoopornych (Ryc. 57). Wsrod
Actinobacteria i Bacteroidetes opornos¢ od 1 do 10 antybiotykow, wykazywato
odpowiednio 53% 1 63% szczepow, a od 11 do 20 antybiotykéw, odpowiednio 23%
I 32% szczepow. Wsrod Proteobacteria dominowaty bakterie oporne w zakresie od 11 do

20 antybiotykow, ktore stanowity 73% szczepow.
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Rycina 56. Oporno$¢ na antybiotyki szczepdéw bakterii z rodzajow: Flavobacterium,
Janthinobacterium, Pseudomonas i Stenotrophomonas; objasnienia skrotow —
Tabela 5

Figure 56. Antibiotic resistance of bacterial strains of genera: Flavobacterium,
Janthinobacterium, Pseudomonas and Stenotrophomonas; abbreviations — Table 5
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Rycina 57. Zakres opornosci na antybiotyki bakterii izolowanych z mat potokow
1 zbiornikdéw astatycznych, wg typéw (A), wg rodzajow (B)

Figure 57. Range of antibiotic resistance of bacterial strains isolated from mats of
streams and stagnant ponds, by type (A), by genera (B)
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Przeprowadzona analiza statystyczna wykazala istotng dodatnig korelacje pomigdzy
odpornoscig szczepow na czynniki chemiczne i toksyny a ich antybiotykoopornoscia
(Ryc. 58).

Liczba czynnikéw

0 4 8 12 16
Liczba antybiotykow

Rycina 58. Zalezno$¢ pomigdzy odpornoscig na czynniki chemiczne a opornoscia na
antybiotyki szczepéw bakterii izolowanych z mat mikrobialnych

Figure 58. Correlation between chemicals agents and antibiotic resistance of bacterial
strains isolated from microbial mats

4.3.2. Odpornos$¢ na promieniowanie UVB

Przeprowadzona analiza oddzialywania promieniowania UVB na szczepy bakterii
izolowanych z mat mikrobialnych wykazata zr6znicowany poziom odpornosci (Ryc. 59).
Ogoétem 72% szczepow wykazywato odpornos¢ na promieniowanie UVB, w tym niska
26%, umiarkowang 35% 1 wysoka 11%. Wsrod Bacteroidetes wszystkie szczepy
wykazywaty odporno$¢ na to promieniowanie, w tym niska, umiarkowang i wysoka
odpowiednio 3%, 62% i 35% szczepow. Wsrod Actinobacteria 23% szczepow byto
wrazliwych na promieniowanie UVB. Niska 1 umiarkowang odpornosciag
charakteryzowato si¢ odpowiednio 8% 1 69% szczepoéw. Jedynie 16% szczepow
nalezacych do typu Proteobacteria nie wykazywato odpornosci na UVB. Niska odpornos¢
wystepowata u 21%, a umiarkowana u 42% szczepéw. Wysoka odpornoscia

charakteryzowalo si¢ 21% szczepow Proteobacteria.
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Rycina 59. Odpornos¢ na promieniowanie UVB szczepow nalezacych do typow:
Actinobacteria, Bacteroidetes i Proteobacteria

Figure 59. Resistance to UVB radiation of bacterial strains belonging to phyla:
Actinobacteria, Bacteroidetes and Proteobacteria

Stwierdzono istotne roznice odpornosci w  poszczegolnych  grupach
taksonomicznych (Ryc. 60). Szczepy nalezace do typow Actinobacteria i Proteobacteria
wykazywaty zblizong tolerancj¢ na dawke UVB wynoszaca $rednio, odpowiednio 1,17
kJ/m? i 1,2 kJ/m?. Znacznie nizsza odporno$¢ wykazaly szczepy Bacteroidetes,

tolerowana dawka promieniowania wynosita $rednio 0,74 kJ/m?.
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Rycina 60. Srednie dopuszczalne dawki promieniowania UVB dla szczepdw bakterii
nalezacych do typow: Actinobacteria, Bacteroidetes i Proteobacteria; * - p<0,05

Figure 60. Mean acceptable doses of UVB radiation for bacterial strains belonging to
phyla: Actinobacteria, Bacteroidetes and Proteobacteria; * - p<0.05
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Analizujac rozktad ilo$ciowy szczepow dla poszczegdlnych zakresow odpornosci na
promieniowanie UVB wykazano roznice dla poszczegélnych rodzajow bakterii (Ryc.
61). Szczepy nalezgce do rodzaju Flavobacterium charakteryzowaty si¢ stabg i $rednig
odpornoscia, odpowiednio 33% 1 19% szczepoéw. Brak odpornosci na promieniowanie
UVB wykazywato 49% szczepoéw. Wsrod szczepdw Janthinobacterium najliczniejszg
grupe stanowily szczepy o umiarkowanej odpornosci — 58%. Wysoka odpornoscia
charakteryzowato si¢ 4% szczepow, niski poziom odpornosci wykazywato 25%,
a brakiem odpornosci na promieniowanie UVB charakteryzowato si¢ 13% szczepow.
Wigkszo$¢ szczepéw z rodzaju Pseudomonas charakteryzowato si¢ brakiem badz tez
niska odpornoscia na promieniowanie UVB, odpowiednio 29% i 36% szczepow.
Umiarkowang 1 wysoka odporno$¢ wykazano dla odpowiednio 22% i 15% szczepow.
Wszystkie szczepy bakterii z rodzaju Stenotrophomonas wykazywaly odporno$¢ na
promieniowanie UVB. Zaré6wno umiarkowang jak 1 wysoka odpornoscig

charakteryzowato si¢ po 50% szczepow.
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Rycina 61. Odpornos¢ na promieniowanie UVB szczepow bakterii z rodzajow:
Flavobacterium, Janthinobacterium, Pseudomonas i Stenotrophomonas

Figure 61. Resistance to UVB radiation of bacterial strains belonging to genera:
Flavobacterium, Janthinobacterium, Pseudomonas and Stenotrophomonas

Wykazano istotne réznice statystyczne w zakresie odporno$ci na promieniowanie
UVB wsrdd szczepoéw nalezacych do najliczniej reprezentowanych rodzajow (Ryc. 62).
Najnizszym poziomem tolerancji charakteryzowatly si¢ szczepy nalezace do

Flavobacterium, $rednia dopuszczalna dawka wynosita 0,6 kJ/m?. Wyzsza odporno$é
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cechowata szczepy nalezace do rodzajow Janthinobacterium i Pseudomonas, dla ktorych
dopuszczalne wartosci promieniowania wynosity $rednio, odpowiednio 1,3 kJ/m?i 1,0
kJ/m?. Najwyzsze wartoéci odpornosci, znacznie odbiegajace od pozostatych grup,
wykazano wsréd szczepow nalezacych do rodzaju Stenotrophomonas - S$rednia

tolerowana dawka promieniowania UVB wynosita 1,7 kJ/m?.
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Rycina 62. Srednie dopuszczalne dawki promieniowania UVB dla szczepow bakterii
z rodzajow: Flavobacterium, Janthinobacterium, Pseudomonas i
Stenotrophomonas; a, b, ¢ - p<0,05)

Figure 62. Mean acceptable doses of UVB radiation for bacterial strains belonging to

genera: Flavobacterium, Janthinobacterium, Pseudomonas and
Stenotrophomonas; a, b, ¢ - p<0.05

Najwyzsza odporno$é na promieniowanie UVB wérod Actinobacteria, powyzej 1,5 kJ/m?
wykazaty szczepy Salinibacterium xinjiangense, Arthrobacter scleromae, Rhodococcus
erythropolis i Rhodococcus gingshengii. Wsrod Bacteroidetes najwyzsza odpornosé
wykazywaly szczepy Pedobacter sp. (3,9 kJ/m?), natomiast wséréd Proteobacteria
najwyzsza odporno$é wykazywaty Bosea lathyri (3,9 kJ/m?) i Stenotrophomonas
rhizophila (1,6 kJ/m?).

4.3.3. Oddzialywania antagonistyczne

Badania wiasciwosci antagonistycznych wystepujacych pomiedzy izolowanymi
szczepami bakterii wykazaly zréznicowany zakres oddzialywan (Ryc. 63) Wiekszo$¢é
szczepow (63%) charakteryzowata si¢ zdolnoscig do zahamowania wzrostu maksymalnie
do 10 szczepow. W poszczegolnych grupach taksonomicznych Actinobacteria,
Bacteroidetes i Proteobacteria szczepy o takich wiasciwosciach stanowily odpowiednio

55%, 61% i 69%. Wsrod badanych Actinobacteria najwyzsza aktywnos¢ antybakteryjng
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wykazywaly bakterie z rodzajow Agreia 1 Arthrobacter, ktore hamowaty wzrost
maksymalnie do 35 izolatow. Wsrod Bacteroidetes silne antybakteryjne oddziatywanie
wykazywaty bakterie z rodzaju Flavobacterium, ktore $rednio hamowaty wzrost 11
szczepow. W obrebie tego rodzaju wystepowaly rowniez szczepy o bardzo silnych
oddziatywaniach antagonistycznych, ktore hamowaty wzrost od 25 do 50 izolatow, ktére
nie zidentyfikowano do gatunku. Wsrod Proteobacteria najwyzszy poziom oddzialywan
antagonistycznych wykazaly szczepy z rodzajow Pseudomonas i Stenotrophomonas,
ktore hamowaty wzrost srednio powyzej 15 izolatow. Najbardziej aktywnym szczepem
byt Pseudomonas antarctica, ktory wykazywatl antagonistyczne reakcje w stosunku do

35 izolatow.
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Rycina 63. Wtasciwos$ci antagonistyczne szczepOw bakterii
Figure 63. Antagonistic properties of bacterial strains

Ponad 80% szczepow charakteryzowalo si¢ wrazliwo$cia na oddzialywania
antagonistyczne. Najliczniejsza grupe stanowity bakterie, ktorych wzrost hamowany byt
przez jeden do dziesigciu szczepéw. W poszczegdlnych grupach taksonomicznych
Actinobacteria, Bacteroidetes i Proteobacteria takie szczepy stanowily odpowiednio
73%, 40% i 30% (Ryc. 64). Wsérod badanych Actinobacteria $rednio, najwyzszg
wrazliwoscia na oddzialtywania amntagonistyczne wykazywaty Cryobacterium
psychrotolerans i Arthrobacter scleromae, ktorych wzrost byt hamowany przez,
odpowiednio 29 1 19 szczepow. Wsrdd Bacteroidetes wrazliow$¢ na co najmniej 20
antagonistycznych szczepow wykazywaly bakterie Flavobacterium tiangeerense,
Flavobacterium psychrolimnae oraz Pedobacter terrae. Wérod Proteobacteria najwyzszy

poziom wrazliwosci na antagonistyczne oddziatywania wykazano dla Sphingomonas sp.,
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lodobacter fluviatilis oraz Pseudomonas antarctica ktorych wzrost byt hamowany przez

co najmniej 15 antagonistycznych szczepow.
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Rycina 64. Wrazliwos¢ bakterii izolowanych z mat mikrobialnych na antagonistyczne
oddziatywania

Figure 64. Sensitivity of bacteria isolated from microbial mats to antagonistic
interactions

Analizujac reakcje anatgonizmu 1 wrazliwos$ci wystepujace wsrdd badanych grup
taksonomicznych wyznaczono trzy kategorie bakterii: wykazujace wyltacznie reakcje
antagonistyczne, wytacznie reakcje wrazliwosci oraz oba typy reakcji. W puli badanych

bakterii nie wykazo szczepow nie wykazujacych rzadnej z tych reakcji (Ryc. 65).
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Rycina 65. Antagonistyczna aktywno$¢ oraz wrazliwo$¢ na reakcje antagonistyczne
szczepow bakterii izolowanych z mat mikrobialnych

Figure 65. Antagonistic activity and sensitivity to antagonistic interactions of bacterial
strains isolated from microbial mats
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Najliczniejsza pulg stanowily szczepy o obu typach oddzialywan, ktore wsrod
Actinobacteria, Bacteroidetes i Proteobacteria stanowily odpowiednio: 81%, 67% 1 74%.
Szczepy posiadajace jedynie whasciwosci antagonistyczne stanowity w tych grupach
taksonomicznych odpowiednio 9%, 3% i 26%. Szczepy nie wykazujace wlasciwosci
antagonistycznych, a jedynie wrazliwo$¢ na tego typu reakcje wystgpowaly wsrod
Actinobacteria i Bacteroidetes, odpowiednio 9% i 10%. Wsréd szczepow bakterii
izolowanych z mat mikrobialnych wykazano istotng statystycznie korelacj¢ pomiedzy
aktywnos$cig antagonistyczng a odporno$cig na czynniki chemiczne (Ryc. 66).
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Rycina 66. Zalezno$¢ pomigdzy odpornoscia na czynniki chemiczne a potencjatem
antagonistycznym szczepow bakterii izolowanych z mat mikrobialnych

Figure 66. Correlation between chemicals and antagonistic potential of bacterial strains
isolated from microbial mats

Wsrod badanych szezepow wykazano rowniez istotng statystycznie, dodatnig korelacje
pomiedzy aktywnos$cia antagonistyczng a oporno$cig na antybiotyki (r=0,56, p<0,05)
oraz ujemng korelacje pomiedzy wrazliwoscig na antagonistyczne oddziatywania

a opornoscig na antybiotyki (r=0,57, p<0,05) (Ryc. 67).
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Rycina 67. Zalezno$¢ pomig¢dzy aktywnoscig antagonistyczng a Oporno$cig na

antybiotyki (A) oraz wrazliwo$cig na oddziatywania antagonistyczne

a opornoscig na antybiotyki (B) szczepdéw bakterii izolowanych z mat
Figure 67. Correlation between antagonistic activity and antibiotic resistance (A) and
antagonistic sensitivity and antibiotic resistance (B) of bacterial strains
isolated from mats

Trzynascie izolatow pochodzacych z mat mikrobialnych charakteryzowato si¢
wlasciwo$ciami hamujacymi wzrost patogenow (Tab. 21). Najsilniejsze oddziatywanie
antagonistyczne w stosunku do wybranych patogenow wykazal szczep Pseudomonas
antarctica oraz trzy inne izolaty nalezace do rodzajow Agreia, Pseudomonas

I Flavobacterium. Najsilniejsze dziatanie antagonistyczne wykazano w stosunku do

bakterii nalezacych do rodzajow: Agrobacterium, Micrococcus i Staphylococcus.

Tabela 21. Antagonistyczne oddziatywanie szczepow bakterii izolowanych z mat
mikrobialnych na bakterie potencjalnie patogenne

Table 21. Antagonistic activity against potentially pathogenic bacteria by bacterial
strains isolated from microbial mats

Szczepy wzorcowe
Szczep badany Agrobacterium  Erwinia Escherichia Micrococcus Pseudomonas Staphylococcus Staphulococcus
tumefaciens  carotovora coli luteus fluorescens aureus epidermidis
31 Pseudomonas antarctica +* +++ + +
46 Flavobacterium sp. +++
52 Pseudomonas sp. ++
53 Janthinobacterium sp. ++
55 Flavobacterium sp. +
58 Flavobacterium sp. +
59 Flavobacterium sp. ++
60 Flavobacterium sp. ++
73 Janthinobacterium sp. +
74 Flavobacterium sp. + + + ++ + + +
75 Agreia sp. + + + ++ ++ +
80 Flavobacterium sp. +
82 Pseudomonas sp. + +++ + +

* - intensywnos$¢ hamowania wzrostu
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4.3.4. Wlasciwosci adhezyjne

Analiza wlasciwosci adhezyjnych badanych szczepdw bakterii wykazala wysokie
zroznicowanie W poszczegélnych grupach taksonomicznych. Ogotem 85% szczepow
posiadato wilasciwosci adhezyjne, w tym 70% stabe, 11% $rednie i 5% silne (Ryc. 68).
Wsrod szezepow nalezacych do Actinobacteria 77% wykazywato jedynie staba adhezje,
za$ pozostate 23% izolatow nie posiadalo wiasciwosci adhezyjnych. Wsrdd izolatow
bakterii nalezacych do typu Bacteroidetes wystepowaly szczepy o stabej (69%),

umiarkowanej (15%) i silnej adhezji (2%).
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Rycina 68. Wtasciwosci adhezyjne szczepoéw bakterii nalezacych do typow:
Actinobacteria, Bacteroidetes i Proteobacteria
Figure 68. Adhesive properties of bacterial strains belonging to phyla: Actinobacteria,
Bacteroidetes and Proteobacteria
Bakterie nalezace do Proteobacteria wykazywaly, staba, $rednig i silng adhezje
odpowiednio 74%, 8% i 3% szczepow. Wsrod Proteobacteria 15% izolatow nie
wykazywato wlasciwosci adhezyjnych. Szczepy z rodzajow Janthinobacterium
i Flavobacterium wykazywaty statystycznie wyzsza zdolno$¢ do adhezji w pordwnaniu
do szczepéw z rodzajow Pseudomonas i Stenotrophomonas (Ryc. 69). Wsrdd
Actinobacteria najwyzsza adhezje wykazywaly szczepy zaliczane do rodzaju
Arthrobacter i gatunku Rhodococcus yunnanensis. Najsilniejszg adhezje wsrod
Bacteroidetes wykazywaly szczepy nalezace do Flavobacterium degerlachei, Pedobacter
sp. i Flavobacterium psychrolimnae. Wsrod Proteobacteria Szczepy 0 najsilniejszej

adhezji zaliczane byly do Janthinobacterium lividum oraz Rhodoferax ferrireducens.
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Rycina 69. Witasciwosci adhezyjne szczepoéw bakterii z rodzajow: Flavobacterium,
Janthinobacterium, Pseudomonas i Stenotrophomonas; a, b, ¢, p<0,05

Figure 69. Adhesive properties of studied strains belonging to genera: Flavobacterium,
Janthinobacterium, Pseudomonas and Stenotrophomonas; a, b, ¢, - p<0.05

4.3.5. Ochrona przed zamarzaniem

Analiza wlasciwosci adaptacyjnych do niskich temperatur wsrod szczepow
izolowanych z mat wykazata szeroka zdolno$¢ do ochrony przed zamarzaniem
u badanych szczepow (Ryc. 70). Ogoétem 94% wszystkich szczepow wykazywalo
zdolno$¢ do wytwarzania biatek przeciwlodowych. Wsrdd szczepdéw nalezacych do
Actinobacteria jednie 8% nie wytwarzato bialek przeciwlodowych, wsrdod Bacteroidetes

i Proteobacteria szczepy nie posiadajace takiej wtasciwosci stanowity jedynie 6%.
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Rycina 70. Ochrona przed zamarzaniem szczepdw bakterii nalezace do typow:
Actinobacteria, Bacteroidetes i Proteobacteria

Figure 70. Antifreeze protection of bacterial strains belonging to phyla: Actinobacteria,
Bacteroidetes and Proteobacteria
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W odniesieniu do negatywnej kontroli, szczegdlnie intensywne wytwarzanie tych
bialek stwierdzono wsrdd szczepow Actinobacteria nalezacych rodzaju Marisediminicola
oraz Rhodococcus erythropolis. Wsrod Bacteroidetes wysokg produkcje biatek
przeciwlodowych wykazywaty szczepy Flavobacterium tiangeerense oraz Pedobacter
terrae. Wsrod Proteobacteria intensywng produkcja tych biatek charakteryzowat sig
szczep Bosea lathyri.

Podsumowanie aktywnosci fizjologicznej i biochemicznej szczepow bakterii

Przeprowadzona analiza potencjatu fizjologicznego i srodowiskowego, szczepow
bakterii izolowanych z mat mikrobialnych, w odniesieniu do wszystkich badanych cech,
wykazata roéznice pomiedzy poszczegélnymi grupami taksonomicznymi (Ryc. 70).
Najszerszym, wysokim potencjalem charakteryzowaly si¢ szczepy bakteryjne nalezace
do typu Proteobacteria, ktore sposrod osmiu badanych parametrow, w szeSciu
wykazywaty wysoka aktywno$¢. Bakterie te charakteryzowala jedynie niska aktywnos¢
antagonistyczna i wysoka wrazliwo$¢ na te oddziatywania. W obrgbie rodzajow
najwyzszy potencjal fizjologiczny i $Srodowiskowy wykazaty szczepy nalezace do
Stenotrophomonas i Janthinobacterium, typowych przedstawicieli mikrobiocenoz
srodowisk polarnych. Wyzszy potencjal fizjologiczny i srodowiskowy wykazywaty
szczepy izolowane z mat potokdéw, szczegdlnie w odniesieniu do aktywnosci

metabolicznej i oporno$ci na antybiotyki (Ryc. 71).
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Rycina 71. Potencjat fizjologiczny i sSrodowiskowy szczepow bakterii w odniesieniu do
typow (A), wybranych rodzajow (B) srodowiska (C)

Figure 71. Physiological and environmental potential of bacterial strains belonging to
phyla (A), selected genera (B) and type environment (C)
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5. Dyskusja
Struktura taksonomiczna

Prezentowane w licznych publikacjach wyniki badan taksonomicznych mikrobiomu
obszaré6w polarnych wskazuja na ich znaczne zréznicowanie, uzaleznione gtownie od
wlasciwosci fizykochemicznych 1 biotycznych poszczegdlnych srodowisk (ZHANG I IN.
2017; VALDESPINO-CASTILLO I IN. 2018; LAMBRECHTS | IN. 2019; BOTTOS I IN. 2020).
Przeprowadzone badania wlasne dotyczace struktury mat mikrobialnych i gleb
wystepujacych w strefie proglacjalnej Lodowca Ekologii w znacznym zakresie
potwierdzity wyniki badan innych autoréw. W odniesieniu do wysokich taksonow
wykazano dominujgca rolg czterech typow: Proteobacteria, Bacteroidetes, Actinobacteria
1 Verrucomicrobia. Podobny uktad taksondéw ale w roéznych proporcjach ilosciowych,
wykazaly badania mat i gleb wystgpujacych w innych regionach polarnych. Prowadzone
przez VALDESPINO-CASTILLO I IN. (2018) badania mikrobiologiczne mat wystgpujacych
w antarktycznym zbiorniku Untersee wykazaly, ze w grupie nie fotosyntetyzujacych
mikroorganizmoéw dominujaca rol¢ odgrywaty promieniowce oraz Verrucomicrobia,
natomiast mniej liczne byly bakterie nalezace do Proteobacteria i Bacteroidetes.
W badaniach wiasnych, najliczniejszym taksonem byly Proteobacteria, natomiast
Verrucomicrobia, Bacteroidetes i1 Actinobacteria byly mniej liczne. W matach
mikrobialnych rozwijajacych si¢ w efemerycznych zbiornikach, zaréwno lotycznych
i lenitycznych, wykazano istotne rdznice w strukturze nizszych taksonéw. Zasadniczymi
czynnikami, skorelowanymi ze strukturg taksonomiczng badanych mat byty wtasciwosci
fizykochemiczne $rodowisk wodnych, w ktorych si¢ rozwijaja. W badaniach innych
autorow wykazano, ze oligotroficzny charakter zbiornikow wplywa na ograniczony
rozw6j mat mikrobialnych (VALDESPINO-CASTILLO I IN. 2018). Rowniez w badaniach
wlasnych potwierdzono istotng roéznice w strukturze taksonomicznej badanych mat
mikrobialnych w poszczegélnych typach srodowisk. W oligotroficznych wodach
potokdw rozwijala si¢ bardzo ograniczona strukturalnie mikrobiocenoza mat,
co szczegblnie wyraznie zaznaczylo si¢ w malej roznorodnosci prokariotycznych
fotoautotrofow. Ograniczenie rozwoju fotoautotrofow moze by¢ jedng z istotnych reakcji
mikrobiomu mat rozwijajacych w ubogich troficznie ekosystemach. DOYTCHINOV
I Dimov (2018) wskazuja na  kompensacyjng role  heterotroficznych
1 fotoheterotroficznych bakterii oraz procesow zwigzanych z recyklingiem nutrientow

w takich ukltadach mikrobialnych. Szczegoélnie istotnym zjawiskiem jest wystepowanie
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mikroorganizméw diazotroficznych, ktorych aktywnos¢ metaboliczna sprzyja
wzbogacaniu ekosystemu w zwigzki azotu. Potencjalne wystepowanie takiego
mechanizmu wykazano réwniez w badaniach wlasnych. W tworzacych si¢ okresowo na
przedpolu Lodowca Ekologii potokach rozwijaja si¢ maty mikrobialne, w ktérych
istotnym komponentem byty bakterie nalezace do rodziny Comamonadaceae. Wsrod
Betaproteobacteria stanowily one w tych $rodowiskach $rednio 86,4% calej
mikrobiocenozy. Dotychczasowe badania roznych srodowisk wykazaty, ze liczne gatunki
przypisane do tej rodziny posiadajg geny nitrogenaz, ktore umozliwiajg wigzanie azotu
atmosferycznego w przypadku niedoboru tego biogenu w §rodowisku (ZHANG I IN. 2017,
VALDESPINO-CASTILLO I IN. 2018; SOLANKI I IN. 2020).

PERSHINA 1 IN. (2018) analizujac rozklad taksonomiczny mikroorganizméw gleb
wystepujacych na przedpolu dwoch lodowcdw opisali 20 typow bakterii wsrod, ktorych
dominujaca rolg petnity Proteobacteria i Actinobacteria, odpowiednio 29,6% i 25,3%.
Natomiast w glebach w rejonie McMurdo Dry Valleys dominowaly Actinobacteria
(Srednio 67%) oraz Proteobacteria (Srednio 13%) (BOTTOS I IN. 2020). W glebach strefy
proglacjalnej Lodowca Ekologii Proteobacteria, Bacteroidetes i Actinobacteria stanowity
odpowiednio: 35,6%, 30,6% i 12,5% bakteriocenozy. Liczne badania wykazaly istotne
znaczenie chronosekwencji 1 historii deglacjacji w ksztaltowaniu struktury
mikrobiologicznej gleb powstajacych na przedpolu cofajacych si¢ lodowcow
(ZDANOWSKI 1IN. 2013; GORNIAK I IN. 2017; PERSHINA 1IN. 2018). W badaniach wiasnych
potwierdzono odmienne wzory taksonomiczne mikroorganizméw wystepujacych
w glebach starszych moren, skolonizowanych przez ro§liny naczyniowe i porosty. W tych
glebach, wysoki odsetek stanowity: Proteobacteria, Bacteroidetes i Actinobacteria,
a szczegblnie, bakterie nalezace do rodzin Sphingobacteriaceae, Chitinophagaceae,
Microbacteriaceae, Xanthobacteraceae oraz Verrucomicrobiaceae. Interesujacymi
grupami taksonomicznymi, ktorych obecnos¢ wykazano w toku badan wlasnych w kazde;j
badanych gleb, byly bakterie nalezace do typu AD3 (Dormibacterota) i WPS-2
(Eremobacterota). Nieliczne dotychczasowe badania wskazuja na ich endemiczne
wystepowanie w zimnych, suchych glebach arktycznych. Przeprowadzona metodami
molekularnymi rekonstrukcja metabolizmu wskazuje na dobre przystosowanie tych nie
hodowalnych bakterii do ekstremalnych warunkéw $rodowiska polarnego.
Za szczego6lnie istotng nalezy uzna¢ zdolno$¢ do wykorzystania atmosferycznego wodoru
jako zrédta energii w asymilacji dwutlenku wegla (ZHENG 1 IN. 2021). Sugeruje sig, zZe

w ubogich, kontynentalnych glebach antarktycznych ten typ autotrofizmu moze
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wspomaga¢ fotoautotroficzne procesy i1 znaczaco wplywa¢ na poziom produkcji
pierwotnej (LAMBRECHTS I IN. 2019). W obrgbie typu Bacteroidetes, dominujacy udziat
mialy cztery rodziny: Sphingobacteriaceae, Flavobacteriaceae, Cytophagaceae oraz
Chitinophagaceae. Bakterie z tych taksonow petnig istotng role w funkcjonowaniu
mikrobiocenoz mat polarnych i gleb. Wykazano, ze bakterie te sg zdolne do produkcji
sfingolipidow, ktore moga by¢ wykorzystywane przez drobnoustroje w ochronie przed
zamarzaniem (DE ANGELIS | GOBBETTI 2004). Badania wykazaty, ze bakterie z grupy
Cytophaga-Flavobacterium sg bardzo aktywne w procesach zwigzanych z obiegiem
wegla w roznorodnych ekosystemach naturalnych (KIRCHMAN 2002). Za szczeg6lnie
istotng uznaje si¢ zdolno$¢ tych drobnoustrojéw do rozkladu réznorodnych
biopolimerow. W badaniach wilasnych wykazano, ze bakterie nalezace do
Chitinophagaceae wystepowaty liczniej w glebach skolonizowanych przez ro$liny
naczyniowe Deschampsia antarctica i Colobanthus quitensis oraz porosty z rodzaju
Usnea. Badania innych autorow wskazuja na istotng role tej grupy bakterii
W biodegradacji chityny oraz innych trudno degradowalnych polimerow organicznych
(CHUNG I'IN. 2012; PERSHINA I IN. 2018; DENNIS I IN. 2019).

W wielu publikacjach wskazuje si¢ na promieniowce (Actinobacteria) jako
dominujaca i1 najbardziej zréznicowang grupe drobnoustrojow srodowisk naturalnych
w tym rowniez polarnych (Nuccio 1 IN. 2016). Wlasne badania metagenomiczne
pozwolity wykry¢ w obrebie tego typu 26 grup taksonomicznych. Najliczniejsza byta
rodzina Acidimicrobiaceae. W obrgbie tej rodziny wystepujg zarowno obligatoryjne
acidofile zdolne do redukcji jonéw zelaza jak rowniez organotroficzne neutrofile
(STACKEBRANDT 2014). W badaniach wtasnych dos¢ liczny takson, w matach i glebach
stanowity bakterie nalezace do rodziny Microbacteriaceae. Drobnoustroje te uznawane sa
jako element typowej mikrobiocenozy ryzosferalnej (Nuccio I IN. 2016). Badania ZNOJ
I'IN. (2021) potwierdzily obecnos¢ tych bakterii w ryzosferze Poa annua. Bakterie te
wykryto rowniez w strefach przykorzeniowych Deschampsia antarctica i Colobanthus
quitensis (ZHANG I IN. 2020). Dos¢ licznie wystgpujace w badanych matach i glebach
bakterie z rzedu Solirubrobacterales charakteryzuja si¢ bardzo dobra adaptacja do niskiej
temperatury (PULSCHEN 2017). Badania wtasne wskazujg na powigzanie bakteriocenoz
mat mikrobialnych 1 gleb poprzez wystepowanie wspolnych taksonow w obrebie typu
Actinobacteria.

Bakterie nalezace do typu TM7 (Saccharibacteria) stanowity stosunkowo liczny

komponent badanych mat mikrobialnych i gleb. Te kosmopolityczne Gram ujemne
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bakterie izolowano dotychczas z réznych srodowisk, m.in. osadu czynnego, gleb oraz
srodowisk ekstremalnych (BOND 1 IN. 1995; DEWHIRST 1 IN. 2010; KANTOR I IN. 2013).
Badania wlasne wykazaly wysoka liczebno$¢ bakterii w obrgbie typu TM7 nalezacych
do dwoch klas TM7-1 1 TM7-3 w najstarszych glebach skolonizowanych przez roslinno$¢
naczyniowg oraz w matach wystepujacych w zbiornikach lenitycznych. Wyniki te sg
zgodne z badaniami WINSLEY A 1IN. (2014), ktorzy na podstawie analizy 223 probek gleb
pobranych w rejonach polarnych ustalili wysoka liczebno$¢ tych klas. Ustalono rowniez,
ze bakterie te moga by¢ zaangazowane w recykling Zelaza oraz rozktad weglowodordéw
aromatycznych. Autorzy ci wykazali wspotzaleznosé¢ ilosciowg klas TM7-1 i TM7-3
z Gemmatimonadetes. W badaniach wlasnych taka zalezno$¢ stwierdzono
w bakteriocenozie mat zbiornikow astatycznych.

Planctomycetes stanowig kosmopolityczna grupe bakterii wystepujacych w réznych
srodowiskach, wodnych i ladowych (WIEGAND I IN. 2018). Wskazuje si¢ na kluczowe
znaczenie tych drobnoustrojow w biokonwersji zwigzkow azotu i wegla i ich krazeniu
w ekosystemach naturalnych. Wprowadzone w ostatnich latach molekularne techniki
detekcji wykazaty obecnos¢ tych drobnoustrojow rowniez w §rodowiskach polarnych,
matach mikrobialnych i glebach. Badania prowadzone przez ALEKSEEV’A | IN. (2020)
potwierdzity obecno$¢ Planctomycetes jako jednego z 12 podstawowych typow
mikroorganizméw wystepujacych w glebach potozonych w rejonie Wzgorz Larsemann
(Wschodnia Antarktyda). PEARCE 1 IN. (2012) wykazali znaczacy udzial tych
drobnoustrojéw w glebach Oazy Mars zlokalizowanej na wyspie Aleksandra
w potudniowej Antarktyce. Bakterie nalezace do typu Planctomycetes wykazano rowniez
w matach mikrobialnych wystepujacych w zamarznietym jeziorze Untersee. Badania mat
mikrobialnych prowadzone w rejonie McMurdo Dry Valleys potwierdzily znaczacy
udziat Planctomycetes w mikrobiomie gleb. Poza sinicami, bakterie te stanowily trzecie
w kolejnosci dominujace ugrupowanie W mikrobiocenozie (ZoumpLis 1 IN. 2023).
W badaniach wilasnych potwierdzono obecno$¢ Planctomycetes zar6wno w matach
mikrobialnych zbiornikéw astatycznych, jak rowniez w glebach. Na podkreslenie
zastuguje  znaczagcy udziat dwoch rodzin  Gemmataceae 1 Pirellulaceae
w bakteriocenozach gleb oraz mat zbiornikow astatycznych. Drobnoustroje nalezace do
tego typu charakteryzuja si¢ ztozonym metabolizmem. W warunkach beztlenowych moga
prowadzi¢ fermentacje oraz prowadzi¢ redukcje zwigzkow siarki. W warunkach
tlenowych prowadza degradacje zwigzkow organicznych, w tym trudno degradowalnych

biopolimeréw, np. chityny (ELSHAHED I IN. 2007). Wykazany w badaniach wilasnych
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bardzo ograniczony rozwdj Planctomycetes w matach rozwijajacych si¢
w oligotroficznych ciekach mogt by¢ uwarukowany ograniczong dostepnoscia
substratow pokarmowych.

W licznych publikacjach wskazuje si¢ na dominujgcg lub wspdtdominujacg rolg
Proteobacteria w mikrobiocenozach mat mikrobialnych i gleb (ZENG 1 IN. 2014).
W badaniach wtasnych potwierdzono te zalezno$ci i ustalono, ze w matach 1 glebach
bakterie z tej grupy stanowitly $rednio odpowiedni 30% i 25% mikrobiocenozy, przy
uwzglednieniu prokariotycznych zespotow fotoautotroficznych. Proteobacteria stanowi
bardzo rozbudowany taksonomicznie typ bakterii heterotroficznych i autotroficznych.
Bakterie z tego taksonu wystepuja powszechnie w réznorodnych srodowiskach
naturalnych: wodnych i ladowych oraz jako kolonizatorzy wielu organizméw. Badania
srodowisk polarnych wskazuja na powszechne wystepowanie alfa-, beta- i gamma-
Proteobacteria. Takg prawidlowos$¢ potwierdzono rowniez w badaniach wtasnych. Wsrod
dziewietnastu zidentyfikowanych grup taksonomicznych w klasie Alphaproteobacteria
dziewie¢ bylto wspolnych dla mat i gleb. Szczegdlnie znamienng, unikatowa cecha
Alphaproteobacteria mat mikrobialnych wystepujacych w zbiornikach byty bakterie
purpurowe zaliczone do rodziny Rhodobacteraceae, ktére dominowaty (53%) w obrebie
analizowanego typu. Znamienny byt brak tych bakterii w mikrobiocenozie gleb. Bakterie
te w wodzie jezior na Wyspie Krola Jerzego stanowit do 66,5% ogoétu identyfikowanych
Alphaproteobacteria (ZENG 1 IN. 2014). Fotoheterotroficzne i heterotroficzne
Rhodobacteraceae sg szeroko rozpowszechnione w srodowiskach naturalnych, wodnych
1 ladowych, a jednoczesnie charakteryzuja si¢ duza rdéznorodnoscig fenotypowa
i metaboliczng (HAGGERTY I DINSDALE 2017; SEO I IN. 2017; POHLNER 1 IN. 2019).
Podkresla si¢ kluczowg role tych bakterii w cyklach biogeochemicznych wegla 1 siarki
(FORCONE 1 IN. 2021). Symptomatyczng cechg tych bakterii jest zdolno$¢ wigkszosci
taksonow do utleniania zwigzkoéw siarki, wytwarzania barwnikow fotosyntetyzujacych
oraz degradacji skomplikowanych zwigzkow, w tym weglowodoréw aromatycznych .
W licznych publikacjach Rhodobacteraceae opisano jako istotny komponent
mikrobiocenoz $rodowisk polarnych (ZHANG I IN. 2018; DOYTCHINOV | DiMoV 2022).
Wyniki badan mat mikrobialnych wystepujacych w ultraoligotroficznych srodowiskach
wodnych wskazuja na znaczenie tych fotoheterotrofow w obiegu siarki. Wskazuje si¢
réwniez na role Rhodobacteraceae w pierwotnej kolonizacji, tworzeniu biofilméw i mat
mikrobialnych w srodowiskach wodnych (DANG 1 IN. 2008). Znamiennym wynikiem

uzyskanym w toku badan wlasnych jest wykazanie obecnosci bezsiarkowych bakterii
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purpurowych z rodziny Rhodospirillaceae w glebach, co moze sugerowac ich wazna rolg
w procesach asymilacji dwutlenku wegla w glebach polarnych. Znamienny byt brak tych
bakterii w bakteriocenozach mat. Znaczacg grupg wsrod Alphaproteobacteria,
wystepujacg jedynie w badanych glebach, byty bakterie nalezace do Hyphomicrobiaceae,
ktore stwierdzono w biocenozie strefy przykorzeniowej Poa annua (ZNOJ11N. 2021).

Waznym elementem bakteriocenoz badanych mat i gleb byly bakterie diazotroficzne
nalezace do rzedu Rhizobiales i rodziny Bradyrhizobiaceae. O znaczeniu tych bakterii
w ubogich troficznie S$rodowiskach polarnych, $wiadczy ich wystepowanie we
wszystkich badanych matach i glebach. Badania prowadzone przez ZNOJj 1 IN. (2021)
wykazaly wystepowanie tych drobnoustrojow w strefach przykorzeniowych roslin
rozwijajacych si¢ w rejonach polarnych. Obecnos¢ tych bakterii w matach mikrobialnych
wykazali rowniez NAKAI 1 IN. (2013). W starszych glebach wyst¢pujacych w rejonie
Lodowca Ekologii dominujaca grupg w klasie Alphaproteobacteria byly bakterie
nalezace do rodziny Xanthobacteraceae. Bakterie te wystepuja powszechnie
w S$rodowiskach naturalnych, wodnych 1 ladowych 1 charakteryzuja si¢ duzym
potencjatem metabolicznym, m. in. zdolnoscig przeksztatcania r6znorodnych zwigzkow
organicznych, w tym rowniez degradacji naturalnych biopolimeréw (WIEGEL 2015).
Wykazano obecno$¢ tych bakterii w srodowiskach polarnych (KICHEMAZOVA 1 IN. 2017).
Mikroorganizmy nalezace do tej rodziny budza zainteresowanie ze wzgledu na duzy
potencjat aplikacyjny. Potwierdzono mozliwo$¢ wykorzystania izolowanych
ze srodowisk naturalnych szczepoéw bakterii w bioremediacji gleb, biodegradacji,
medycynie i biotechnologii (KICHEMAZOVA 1 IN. 2017).

W toku badan wilasnych wykazano, ze w obrebie klasy Gammaproteobacteria
najwiekszy udziat, we wszystkich glebach i matach, miaty bakterie nalezace do rodziny
Xanthomonadaceae, co jest zgodne z danymi metagenomicznymi polarnych mat
badanych przez VALPDESPINO-CASTILLO | IN. (2018). W bakteriocenozie maty
mikrobialnej Potoku Ekologii bakterie te byly jedynym taksonem w klasie
Gammaproteobacteria. Rodzina Xanthomonadaceae charakteryzuje si¢ powszechnym
wystgpowaniem w roznorodnych $rodowiskach naturalnych, duzym potencjalem
metabolicznym oraz fitopatogennoscig. Potwierdzono obecno$¢ tych bakterii w glebach
region6w polarnych (CAMPBELL I IN. 2010; ZNOJ 1 IN. 2021). Wskazuje si¢ na role tych
bakterii w ksztattowaniu stref ryzosferalnych gleb (DoyTcHINOV | DiIMOV2022).

Bakterie nalezace do typu Verrucomicrobia sa jedng z najczgstszych grup

mikroorganizméw wystepujacych w ekosystemach srodowisk naturalnych. Gloéwnie
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dotyczy to roznorodnych troficznie §rodladowych zbiornikow oraz srodowisk morskich
(ARNDS I IN. 2010; PARVEEN I IN. 2013). Ponadto potwierdzono ich obecnos¢ w réznych
typach gleb (BERGMANN I IN. 2011; NiXON 1 IN. 2019). KIELAK 1 IN. (2008) wykazali
istotng role Verrucomicrobia w strefach ryzosferalnych roslin. Liczni autorzy wskazuja
na role czynnikéw $rodowiskowych, m. in: dostepnos¢ substratow organicznych
I mineralnych oraz temperatury, a w przypadku gleb roéwniez wilgotnosci na aktywnos¢
metaboliczng tych bakterii (DASH I IN. 2020; CHUEN 1 IN. 2022). Analizy molekularne,
umozliwiajace sekwencjonowanie catych genomow, wykazaty u tych bakterii obecnosé
genow odpowiedzialnych za syntezg licznych hydrolaz uczestniczacych w degradacji
polisacharydowych polimerow. HE 1 IN. (2017) na podstawie badan dziewigtnastu
genomow wskazali na duze mozliwo$ci adaptacyjne Verrucomicrobia do zmiennych
warunkow troficznych skolonizowanych przez nie $rodowisk. Wykazano réwniez
zdolno$¢ Verrucomicrobia do wigzania azotu oraz metanotrofii (SCHMITZ I IN. 2021).
CABELLO-YEVES | IN. (2017) wskazuja na zrdéznicowane strategie metaboliczne
poszczeg6lnych taksondw Verrucomicrobia, wsrod ktorych wystepuja zar6wno
oligotroficzne K-strategi oraz kopiotroficzne r-strategi. Dzigki zastosowaniu metod
molekularnych obecnos¢ roznych taksonow Verrucomicrobia wykazano w zimnych
ekosystemach regionow polarnych m. in. w $rodowisku morskim i zbiornikach
sroédladowych zasilanych wodami topniejacych lodowcow, lodzie lodowcowym,
zbiornikach kriokonitowych, glebach polarnych oraz matach mikrobialnych (TRAN I IN.
2018; WASCHULIN 2022). Niektorzy autorzy wskazuja na dominujaca role
Verrucomicrobia w ksztaltowaniu psychrofilnych bakteriocenoz (LAMBRECHTS I IN.
2019). Rowniez w badaniach wtasnych potwierdzono wazng rolg tych drobnoustrojow
w mikrobiocenozach mat mikrobialnych oraz gleb. W obrgbie typu Verrucomicrobia
dominowaly dwie rodziny Verrucomicrobiaceae i1 Chtoniobacteraceae. Na role
Chtoniobacteraceae w srodowiskach glebowych wskazuje rowniez ROCHA I IN. (2022).
Badania izolatow z rodzaju Chtoniobacter wykazaly zdolno$¢ tej bakterii do
metabolizowania wielu roslinnych biopolimerow (KANT 1 IN. 2011). W typie
Verrucomicrobia, wykazano rowniez znaczacy udzial bakterii z rodzina Opitutaceae
w bakteriocenozie starszych gleb. Badania innych autorow wskazuja na zdolnos¢ tych
bakterii do rozktadu polisacharydowych biopolimerow, m. in pektyn (CHIN I JANSSEN
2002). Na wysoki potencjatl srodowiskowy Opitutaceae wskazujg badania genomu

szczepu TAVS, ktore wykazaly wystgpowanie genow umozliwiajacych metylotrofig,
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degradacje celulozy oraz asymilacje jonéw amonowych i siarczanowych (KOTAK I IN.
2015).

Acidobacteria sg grupe kosmopolitycznych bakterii, stanowigcych istotny
komponent mikrobiomu r6znorodnych ekosystemow glebowych (EICHORST 1 IN. 2018;
CHAUDHARY | IN. 2019). Badania molekularne wykazaly szerokie mozliwosci
metaboliczne tych bakterii zwigzane, m. in. Z optymalizacja i rbwnowazeniem cykli
biogeochemicznych, rozkladem wielocukrowych biopolimerow oraz stymulowaniem
wzrostu ro$lin (KALAM 1 IN. 2020). Istotng wilasciwoscig acidobakterii jest ich
rozbudowany metabolizm zwigzkow azotu i siarki oraz zdolno$¢ do syntezy celulozy
wykorzystywanej w tworzeniu biofilméw (WARD 1 IN. 2009; HAUSMANN 1 IN. 2018;
EICHORST 1 IN. 2018). Bakterie te s3 zaangazowane w dekompozycje zwigzkow
organicznych i petnig wazng funkcje w obiegu wegla (BANERJEE I IN. 2018). Szczegdlnie
interesujacg wlasciwoscig niektorych grup taksonomicznych Acidobacteria jest
metabolizm chemolitotroficzny i asymilacja dwutlenku wegla. Bakterie te wykorzystuja
energi¢ uwalniang w procesie utleniania atmosferycznego wodoru i tlenku wegla
(GREENING I IN. 2016). Liczne badania wskazuja, ze Acidobacteria stanowig element
mikrobiomu gleb polarnych i porostéw (KiM I'IN. 2015; LAMBRECHTS I IN. 2019; ALMELA
I'IN. 2021; GRZESIAK I IN. 2021; CHUA 1 IN. 2022; ZNOJ 1IN. 2022). W badaniach wtasnych
wykazano, ze bakterie te najobficiej wystgpuja w najmlodszych formacjach gleb
zlokalizowanych w rejonie Laguny Ekologii. Wskazuje to na znaczenie Acidobacteria
w ksztattowaniu mikrobiomu pierwotnych gleb. W obrebie acidobakterii najliczniejsze
ugrupowania nalezaty do rodzin Acidobacteraceae 1 Koribacteraceae. Badania
molekularne WARD’A I IN. (2009) wykazaly wystepowanie w genomach tych bakterii
genow kodujacych enzymy zwigzane z degradacja biopolimerow. Ponadto wykazano, ze
bakterie z rodziny Koribacteraceae odgrywaja istotng rol¢ w przemianach zwigzkow
azotowych. Mikroorganizmy o takich wtasciwosciach metabolicznych cz¢sto wystepuja
w ubogich troficznie glebach (CAMPBELL 2014). Na podkreslenie zastuguje, wykazane
w toku badan wilasnych, wystepowanie w glebach bakterii Ellin6075, ktore w matach
mikrobialnych stanowily dominujace ugrupowanie w obrebie Acidobacteria. Wedlug
DELGADO-BAQUERIZO I IN. (2018) takson ten jest waznym komponentem mikrobiocenoz
glebowych we wszystkich strefach biogeograficznych. Rowniez badania prowadzone
przez JOSEPH I IN. (2003) wykazaly obecno$¢ tych bakterii w pierwotnych i ubogich
troficznie glebach. Badania wlasne wykazaty, ze iloSciowo znaczaca grupa w obrebie

typu Acidobacteria byly drobnoustroje nalezagce do rzedu Solibacterales. WARD 1 IN.
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(2009) na podstawie analiz genomowych izolowanych szczepéw wykazali, ze bakterie te
charakteryzuja si¢ zaréwno tlenowym metabolizmem, jak réwniez zdolno$ciami do
beztlenowej redukcji azotyndéw 1 siarczandow oraz rozbudowanym metabolizmem
weglowodandw i biatek. Prowadzone przez ALMELA I IN. (2021) badania gleb w rejonie
Potwyspu Antarktycznego wykazaly, ze bakterie z rodziny Solibacteraceae maja
dominujgce znaczenie w obrgbie typu Acidobacteria. Badania ZNOJ 1 IN. (2022)
potwierdzity wystepowanie tych bakterii w strefach ryzosferalnych Deschampsia
antarctica. Dla niektorych szczepéw bakterii z rodzaju Solibacter wykazano
wystepowanie bardzo duzych, ok 10 MB genomoéw, co sugerowa¢ moze wysokg
elastycznos¢ metaboliczng tych mikroorganizmow (GALPERIN 2007).

Do typu Gemmatimonadetes nalezg bakteriec wystepujace w roznorodnych
srodowiskach glebowych i wodnych (DEBRUYN I IN. 2011; ZENG 1 IN. 2016; DELGADO-
BAQUERIZO 1 IN. 2018). Szczegolnie unikalng cechg niektorych grup taksonomicznych
jest wytwarzanie bakteriochlorofilu (KOBLiZEK 1 IN. 2020). Bakterie te, sa typowymi
fotoheterotrofami, wykorzystujacymi zwiazki organiczne jako gléwne zrodto wegla oraz
$wiatlo jako uzupetniajace zrodto energii (ZENG I IN. 2015). Gemmatimonadetes stanowig
w glebach stabilng frakcje wynoszaca $rednio ok 2% ogdlnej mikrobioty (DELGADO-
BAQUERIZO 1 IN. 2018). W toku badan wilasnych wykazano obecno$¢ tych bakterii we
wszystkich glebach oraz matach mikrobiologicznych zbiornikow lenitycznych. Jednym
z istotnych przystosowan Gemmatimonadetes jest duza wytrzymalo$¢ komorek
bakteryjnych na niski poziom uwodnienia gleby, co tlumaczy ich wystgpowanie
w réznorodnych typach gleb i1 strefach biogeograficznych. W toku badan wtasnych
wykryto osiem taksonow, w tym jedng unikatowa rodzing A1-B1, ktora wystepowata
w matach mikrobialnych limnetycznych zbiornikow. Koo I IN. (2017) wykazali obecnos$¢
tego taksonu jako wspoldominanta w matach mikrobialnych antarktycznego Jeziora
Obersee.

Sinice sg jednymi z najbardziej rozpowszechnionych w skali globalnej organizméw
prokariotycznych. Stanowig one element mikrobioméw réznorodnych S$rodowisk
naturalnych. W przypadku Srodowisk ekstremalnych, w tym rdwniez polarnych,
mikroorganizmy te czesto stanowig grupe pierwotnych kolonizatorow. W toku badan
wlasnych potwierdzono powszechno$¢ tych mikroorganizméw w srodowisku polarnym.
Jednoczesnie wykazano istotne réznice w strukturze ilosciowej i jakoSciowej
Cyanobacteria wystgpujacych w mikrobiocenozach mat mikrobialnych 1 gleb.

W glebach, sinice nie przekraczaly 1% w bakteriocenozie, natomiast w matach
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mikrobialnych ich udziat byt wysoki i $rednio przekraczat 60%. Podobnie wysoki udziat
sinic w strukturze mat mikrobialnych wykazali inni autorzy wskazujac na ich dominujaca
role w tych ekosystemach (FERNANDEZ-VALIENTE I IN. 2017; GRECO I IN. 2020). W toku
badan wiasnych stwierdzono istotng réznice w rozktadzie taksonow sinic wystepujacych
w matach mikrobialnych potokéw i zbiornikow astatycznych. W matach rozwijajacych
si¢ w zbiornikach wykryto 10 taksonéw, natomiast w matach potokéw jedynie 4 taksony.
Dysproporcja ta moze by¢ uwarunkowana mniejszg dostgpnoscia nutrientow
w oligotroficznych wodach potokdéw. VALDESPINO-CASTILLO | IN. (2018) badajac
srodowiska oligotroficzne w rejonie Lodowca Bellinghausen wykazali ograniczony
udziat sinic w strukturze mat mikrobialnych. Badania prowadzone przez tych autorow
wykazaly, ze czynnikami decydujagcymi o strukturze zespoldw mikrobiologicznych
rozwijajacych si¢ w matach decydujg parametry fizykochemiczne $rodowiska, w tym
stezenia nieorganicznych form azotu i fosforu oraz rozpuszczalnych form wegla
organicznego. Podobne zaleznosci wykazano w toku badan wiasnych. Waznym
czynnikiem limitujacym rozwo6j mat mikrobialnych w strumieniach jest rowniez
intensywnos¢ przeptywu wod. STANISH I IN. (2013) badajac maty mikrobialne w rejonie
McMurdo wykazali istotny wplyw tego czynnika na zaburzanie struktury
mikrobiocenozy. W toku badan wilasnych wykazano, ze w matach mikrobialnych
zbiornikow wodnych w rejonie Lodowca Ekologii gtéwna grupa taksonomiczng sinic
byta rodzaju Phormidium. Liczne badania potwierdzily znaczenie tych nitkowatych sinic
na wstepnych etapach formowania si¢ mat mikrobialnych (COMTE I IN. 2007; STANISH
I IN. 2013; PESsI I IN. 2018). Wykazany w toku badan wtasnych niski udziat sinic
w glebach jest zgodny z wynikami prezentowanymi przez innych autoréw (YERGEAU
I IN. 2007; VAN HORN I IN. 2013; TYTGAT 1 IN. 2016). Zjawisko to moze by¢
uwarunkowane m. in. niekorzystnymi dla sinic warunkami $srodowiskowymi, jak rowniez
presja konkurencyjnej mikrobioty fotoautotroficznej 1 autotroficznej. W publikacjach
wskazuje si¢ na wysoki udzial wsrod autotroféw glebowych bakterii nalezacych typu
Chloroflexi (LAMBRECHTS I IN. 2019; DoYTCHINOV | DimMov 2022). Ponadto wykazano,
ze w glebach rozwija¢ si¢ moze alternatywna grupa mikroorganizméow zaliczonych m. in.
do typow Actinobacteria, WPS-2 i AD3, ktora zawiera geny kodujace enzymy
uczestniczgce w asymilacji dwutlenku wegla (LAMBRECHTS I IN. 2019). W badaniach
wlasnych potwierdzono obecno$¢ wszystkich tych grup drobnoustrojow w glebach strefy

proglacjalnej Lodowca Ekologii.
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Aktywnosé¢ metaboliczna

Aktywnos¢ metaboliczna drobnoustrojéw  prokariotycznych wystepujacych
w s$rodowiskach naturalnych, w tym rowniez w $rodowiskach ekstremalnych, jest
przedmiotem licznych badan (HAMEDO 2016; WOZNIAK | IN. 2019). VALDESPINO-
CASTILLO 1 IN. (2018) wykazali, ze bakterie wystepujace w matach mikrobialnych
charakteryzuja si¢ zazwyczaj wysoka aktywnoscig metaboliczng, ktéra umozliwia im
wykorzystanie réznorodnych dostepnych substratow. Jak wykazaty badania wtasne,
wyizolowane z polarnych mat mikrobialnych szczepy bakterii charakteryzowaly sie
znaczng aktywnoscig fizjologiczng i duzym potencjatem metabolicznym. Wyizolowane
z mat szczepy Actinobacteria, Bacteroidetes i Proteobacteria rozwijaty si¢ w §rodowisku
o obnizonej kwasowosci (pH 6) i podwyzszonym zasoleniu (1% NaCl). Tolerancja na
takie parametry Srodowiska wskazuje na wystepowanie sprawnych mechanizmow
adaptacyjnych, ktére umozliwiaja przystosowanie si¢ bakterii do odczynu typowego dla
wody lodowcowej, jak rowniez oddziatywania stonego aerozolu oceanicznego. Wyniki
te sg zgodne z badaniami Aislabie i in. (2006), ktorzy stwierdzili podobne zaleznosci
wsrod  szczepow  prokariotycznych — drobnoustrojow  wyizolowanych z gleb
antarktycznych. Badania prowadzone przez ZEBEK 1 IN. (2021) wykazaly, ze
dominujgcym ilosciowo elementem w strukturze mat byly sinice i okrzemki. Jak
wykazaly badania, interakcje troficzne zachodzace pomigdzy autotroficznymi
1 heterotroficznymi komponentami mat mikrobialnych wplywaja na dynamike rozwoju
i stabilno$¢ tych ekosystemow. Decydujgce znaczenie w tych procesach ma
komplementarnos¢ szlakéw obiegu materii organicznej jej biokonwersji, mineralizacji
i krazenia biogenow (COLE 1| IN. 2014). Tworzenie heterogennych, autotroficzno-
heterotroficznych konsorcjéw ma istotne znaczenie w efektywnosci wykorzystania
zasobow, zazwyczaj bardzo ograniczonych w oligo- i ultraoligotroficznych
srodowiskach. Wykazang w toku badan wlasnych wysoka aktywnos¢ wigkszosci
badanych szczepéw w wykorzystaniu licznych zwigzkéw cukrowych, nalezy wigzac
z potencjalng dostgpnoscia tych substratow w §rodowisku, ktore wytwarzane sg przez
autotrofy. Badania prowadzone m. in. przez DeEcHO (1990) oraz R1zzo 1 Lo GIUDICE
(2020) potwierdzaja, ze podstawowymi zwigzkami wytwarzanymi przez sinice s3
zewnatrzkomorkowe substancje polimerowe (EPS) zawierajace rézng kompozycije
cukrow. Zasadniczg rol¢ w strukturze EPS pelni glukoza, galaktoza, mannoza fruktoza,
ktore stanowig substraty dla heterotroficznych mikroorganizméw (PEREIRA 1 IN. 2009).

Liczni badacze, m .in SHEN I IN. (2011) oraz HAYASHI 1IN. (2011) wykazali, ze aktywnos$¢
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metaboliczna, wystepujacych w konsorcjach, bakterii heterotroficznych moze prowadzi¢
do efektywnej dekompozycji EPS, co umozliwia suplementacj¢ oligotroficznych
srodowisk w latwo przyswajalne formy materii organicznej, gtdbwnie w postaci cukrow
prostych 1 disacharydow. Charakterystyczng cechg konsorcjow drobnoustrojow
rozwijajacych si¢ w matach mikrobialnych jest konsolidacja r6znorodnych procesow
metabolicznych, wérdéd ktorych szczegdlnie istotng rolg peini asymilacja dwutlenku
wegla oraz wigzanie azotu atmosferycznego prowadzone przez rdzne grupy
autotroficznych i diazotroficznych drobnoustrojéw (SEVERIN | STAL 2012). Aminokwasy,
lipidy i kwasy nukleinowe sa waznym komponentem, wydzielanych przez sinice
zwiazkow zewnatrzkomorkowych (FLEMMING | WIGENDER 2010). Jak wykazaty badania
Koo 1 IN. (2017) genomy bakterii wystepujacych w polarnych matach mikrobialnych
umozliwiaja ekspresje enzymow odpowiedzialnych za wlaczenie aminokwaséw do
szlakow amfibolicznych. W badaniach wtasnych potwierdzono aktywno$¢ licznych
szczepow bakterii w wykorzystaniu aminokwaséw oraz aminocukréw. Szczeg6lng
uwage nalezy zwroci¢ na wysoka aktywno$¢ 1 szeroki potencjal metaboliczny
pochodzacych z mat mikrobialnych Actinobacteria, w tym bakterii z rodzaju
Arthrobacter. Bakterie te uwazanie s3 za mikroorganizmy o szerokich zdolno$ciach
adaptacyjnych i przez wielu autoré6w zostaly opisane jako pionierskie w srodowiskach
polarnych (SIGLER 1 IN. 2002; GORNIAK I IN. 2017; Liu 1 IN. 2021). Jednocze$nie,
przystosowane do zimna Actinobacteria posiadaja znaczny potencjal metaboliczny, ktory
umozliwia wytwarzanie roéznorodnych metabolitow wtérnych oraz oligopeptydow.
Ponadto bakterie te dysponujg wieloma genami odpowiedzialnymi za synteze bardziej
skomplikowanych zwiazkoéw m.in. poliketydow (DA 1IN. 2019; REGO I IN. 2022). Wsrod
badanych szczepow, niektore wykazywaty bardzo wysoka aktywnos¢ m.in. Arthrobacter
psychrochitiniphilus. WANG 1 IN. (2009) wyizolowali te bakterie z guana pingwindéw
Adeli 1 wykazali wysokie zdolnosci do hydrolitycznego rozktadu chityny, Tween 80,
celulozy i laktozy. Ponadto stwierdzono szeroka tolerancje tych bakterii na czynniki
srodowiskowe takie jak temperatura, zasolenie i pH. Badania przeprowadzone przez
LAMILLA 1IN. (2017) na szczepach polarnych promieniowcow wykazaty, ze aktywnos¢
lipolityczna jest wspdlng cechg szczepow antarktycznych. Podobne wyniki uzyskano w
badaniach wlasnych, w ktorych stwierdzono zdolnos¢ Actinobacteria do proteolizy jak
i lipolizy. Réwniez MANNISTO 1 HAGGBLOM (2006) badajac t¢ grupe bakterii w glebach
arktycznych wykazali podobne wtasciwosci. W badaniach wlasnych wykazano niska

aktywnos¢ promieniowca Salinibacterium xinjiangense, co moze by¢ zwigzane
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z potencjalnym pochodzeniem tej bakterii z lodu lodowcowego. ZHANG 1 IN. (2008)
uzyskali podobne wyniki dla szczepdéw wyizolowanych z lodowcow. Wysoka
aktywnos$cig metaboliczng, wsérdéd badanych szczepow, charakteryzowaly si¢ bakterie
z rodzaju Pseudomonas. Ponad 75% szczepow bylo aktywnych w stosunku do
cukrowcow 1 cukroli, a 95% rozktadato kwas D-glukonowy, bedacy sktadnikiem §luzow
komorkowych. Liczne badania wykazaly, ze bakterie te sa powszechne w wodnych
1 ladowych s$rodowiskach polarnych 1 charakteryzuje je wysoka plastycznosé
i wszechstronno$¢ metaboliczna (JUN 1 IN. 2016; RUBIANO-LABRADOR | IN. 2022).
PEETERS 1 IN. (2022) wykazali wérdéd szczepow bakterii z rodzaju Pseudomonas,
izolowanych z mat mikrobialnych (Wyspa Livingston w Antarktyce) duza r6znorodnos¢,
aktywnych w niskiej temperaturze psychrozyméw hydrolitycznych. Rizzo | Lo GIUDICE
(2020) opisaty wysoki potencjat biotechnologiczny tej grupy bakterii zwigzany
z produkcja biosurfaktantow oraz utylizacja ksenobiotykdw 1 zanieczyszczen
srodowiskowych. W badaniach wtasnych najwyzsza aktywnos$¢ wykazano dla szczepu
Pseudomonas azotoformans, ktory utylizowat 78% wszystkich substratow. Bakteria ta
jest powszechna w srodowiskach naturalnych strefy umiarkowanej i charakteryzuje si¢
duza aktywnoscig enzymatyczng (CIRCELLA I IN. 2020).

Najmniej aktywne szczepy w badanych matach nalezaty do typowych komponentéw
polarnych mat mikrobialnych Flavobacterium degerlachei i lodobacter fluviatilis.
Podobna niskg aktywno$¢ metaboliczng tych bakterii potwierdzili w swoich badaniach
inni autorzy (WYNN-WILLIAMS 1983; VAN TRAPPEN I IN. 2004; Su I IN. 2013). Ponadto
SIGLER | ZEYER (2004) wykazali ze szybkorosngce bakterie z tych rodzajow
charakteryzowaty si¢ znaczng odpornoscia na stres S$rodowiskowy, w tym niska
dostepnos¢ sktadnikéw odzywcezych, niska temperature, a takze wieksza opornoscig na
antybiotyki. Podobng charakterystyke potencjatu $rodowiskowego tych bakterii
uzyskano w badaniach wtasnych.

Wykazana w badaniach wlasnych wyzsza aktywno$¢ metaboliczna bakterii
izolowanych z mat wystepujacych w potokach w stosunku do aktywnos$ci bakterii mat
zbiornikow moze by¢ uwarukowana odmiennoscig czynnikow srodowiskowych. CULLIS
I IN. (2014) oraz CAMACHO 1 IN. (2022) wskazujg na rol¢ natlenienia, dostepnosci
czasteczkowej materii organicznej (POM) 1 mineralnej (PIM) oraz intensywno$¢
przeplywu w ksztaltowaniu aktywnosci bakteriocenozy. Na znaczenie czynnikow
srodowiskowych zwracaja uwage rowniez VALDESPINO-CASTILLO I IN. (2018). Autorzy

ci zwrocili uwage, ze aktywno$¢ metaboliczna drobnoustrojow izolowanych z mat

127



wystepujacych w réznych zbiornikach byta skorelowana z zawarto$cia: azotu
nieorganicznego (amonowego i azotanowego), rozpuszczonej materii nieorganicznej
oraz przewodnictwem elektrolitycznym.

Wykazana w badaniach wtasnych wysoka 1 zr6znicowana aktywno$¢ metaboliczna
bakterii potwierdza tez¢, ze maty mikrobialne sg dynamicznymi, samoregulujagcymi si¢
ekosystemami, w ktérych procesy pierwotnej i wtornej produkcji oraz biokonwersji
| regeneracji biogendéw sg zrownowazone. Ma to szczegolnie istotne znaczenie W rozZwoju
tych mikrobiocenoz w skrajnie oligotroficznych warunkach srodowiskowych.

Opornosé¢ na antybiotyki

Stwierdzona w badaniach wlasnych wysoka opornos¢ na antybiotyki szczepow
bakterii wyizolowanych z mat mikrobialnych jest specyficzng cechg tych mikrobiocenoz.
Potwierdzaja to liczne badania (TOMOVA 1 IN. 2015; NUNEZ-MONTERO | BARRIENTOS
2018; AMBROZIC AVGUSTIN I IN. 2019). Obecnos$¢ bakterii opornych na antybiotyki
stwierdzono w roznych s$rodowiskach polarnych gléwnie w glebach i matach
mikrobialnych (D’COSTA 1 IN. 2006; MARCOLETA I IN. 2022) oraz morskich osadach
dennych (DE SouzA I IN. 2006) Prowadzone przez BROWN | BALKWIL (2009) badania
rdzeniowe potwierdzity obecno$¢ opornych bakterii w glebokich warstwach lodu
lodowcowego. Liczni badacze wskazuja na znaczenie proceséw mikroewolucji w
rozwoju naturalnej opornosci na antybiotyki u autochtonicznych bakterii
srodowiskowych. (D’COSTA I IN. 2006; FORSBERG | IN. 2012; BLAIR 1 IN. 2015;
HUTCHINGS I IN. 2019; PAUN 1 IN. 2021). Na podkreslenie zastuguje fakt, ze zasadnicza
cze$¢ antybiotykow wykorzystywanych w medycynie 1 produkeji rolniczej ma naturalne
pochodzenie. Cechg mikrobioméw polarnych jest duza réznorodnos¢ mikroorganizmow
produkujacych naturalne antybiotyki. Psychrofilne bakterie wytwarzaja rdwniez szereg
innych niz antybiotyki zwigzkéw przeciwdrobnoustrojowych i substancje toksycznych.
NUNEZ-MONTERO i BARRIENTOS (2018) i AMBROZIC AVGUSTIN | IN. (2019)
zidentyfikowali czgsteczki o charakterze antybiotykéw wytwarzane przez wystepujace
w matach mikrobialnych bakterie nalezace do typoéw Proteobacteria, Actinobacteria,
Cyanobacteria, Firmicutes i Bacteroidetes. Rowniez ROJAS 1 IN. (2009) wykazali
wytwarzanie licznych substancji przeciwdrobnoustrojowych przez szczepy wyizolowane
z polarnych mat antarktycznych. Badania molekularne prowadzone przez MARCOLETA
I IN. (2022) wykazaly wysoka czestos¢ 1 duza rdznorodno$¢ gendw opornosci na
antybiotyki w metagenomach gleb. Podobne wyniki uzyskano w badaniach wiasnych.

Ponad potowa badanych szczepow oporna byta na znaczng liczbg, od 50% do 80%
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zastosowanych antybiotykow. Rowniez TAM I IN. (2015) wykazali wysoka opornos$¢ na
antybiotyki wsrod szczepow bakterii wyizolowanych z wody jezior antarktycznych.
Autorzy ci potwierdzili opornos¢ 60% szczepdéw na 10 i1 wigcej antybiotykow, a takze
znaczne spektrum opornosci u 93% wszystkich badanych bakterii. TOMOWA I IN. (2015)
prowadzac badania w rejonie wysp morskiej Antarktyki: Deception i1 Galindez,
stwierdzili opornos$¢ na antybiotyki u 67% izolatow z osadéw dennych i 92% z gleby.
W badaniach wilasnych ponad 70% szczepdw bylo opornych na antybiotyki hamujace
synteze S$ciany komorkowej, najwigcej w stosunku do ampicyliny i cefiksymu
(cefalosporyny Ill-generacji). Antybiotyki te sg powszechnie stosowane w terapii ludzi
1 zwierzat oraz produkcji rolniczej. Na podkreslenie zastuguje wykazana w badaniach
wlasnych wysoka opornos$¢ Proteobacteria w stosunku do ampicyliny (87% szczepow)
1 ceftazydymu (66% szczepow). WONG I IN. (2011) wykazali podobna, wysoka oporno$¢
na antybiotyki z grupy p-laktamow u Proteobacteria nalezacych do rodzaju Pseudomonas,
wyizolowanych z gleb Wyspy Krola Jerzego. Sugeruje to wysoka zdolnos¢ tych bakterii
do produkcji B-laktamaz. Na rozpowszechnienie genéw opornosci na B-laktamy wsrod
bakterii antarktycznych wystepujacych w mikrobiocenozach mat wskazujg AzzIZ I IN.
(2019). We wszystkich pobranych probach pochodzacych z morskiej i kontynentalnej
Antarktyki wykazano obecno$¢ gendéw kodujacych p-laktamazy klasy B i C.
Interesujacym zjawiskiem jest stwierdzona wyzsza réznorodnos$¢ gendw tych enzymow
w materiale srodowiskowym, w porownaniu réznorodnosciag B-laktamaz w materiatach
pochodzacych ze $rodowiska klinicznego. Jednym z podstawowych mechanizméow
decydujacych o wystepowaniu opornosci na antybiotyki u bakterii w rejonach
oddalonych od dziatalnosci cztowieka jest horyzontalny transfer genéw od bakterii
allochtonicznych. Badania prowadzone przez HERNANDEZ I GONZALES-ACUNA
(2016) wykazaty wystepowanie w rejonach stacji polarnych licznych izolatéw bakterii
charakteryzujacych si¢ wysoka antybiotykoopornosciag. W genomach tych bakterii
stwierdzono obecnos¢ genow kodujacych enzymy dezaktywujace aminoglikozydy oraz
B-laktamazy o rozszerzonym spektrum (ESBL). PERRON I IN. (2015) oraz JARA I IN.
(2020) badajac autochtoniczne bakterie polarne, wykazali wystepowanie izolatow
opornych zar6wno na leki syntetyczne jak 1 potsyntetyczne. Obecnos¢ gendow opornosc
na antybiotyki u bakterii polarnych jest interpretowana gtownie jako konsekwencja
wystepujacych  w  tych  $rodowiskach  zanieczyszczen  mikrobiologicznych
I wprowadzenia do naturalnych mikrobiocenoz allochtonicznych, antybiotykoopornych

drobnoustrojow (VON WINTERSDORFF | IN. 2016). Jak wykazali RABBIA I IN. (2016)
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I HWENGWERE 1 IN. (2022) istotnym zrodtem tych zanieczyszczen moga by¢ migrujace
zwierzeta, ktore zasiedlajace zaré6wno rejony polarne, jak rowniez obszary intensywnie
wykorzystywane przez czlowieka. Hipoteze t¢ potwierdzajg badania JARA I IN. (2020).
Badajac stodkowodne zbiorniki Potwyspu Fildes (Wyspa Krola Jerzego) wykazano
wystepowanie statystycznie wyzszej frekwencji genéw opornosci na antybiotyki
w ekosystemach bedacych pod presja zwierzat. Jak wykazaly najnowsze badania jednym
z istotnych wektorow odpowiedzialnych za transfer bakterii zawierajacych geny
opornosci jest kryl, kluczowy organizm w sieci pokarmowej Antarktyki (WANG 1 IN.
2022). Niektorzy autorzy podnosza réwniez kwestie mozliwego transportu w rejony
polarne bakterii zawierajgcych geny opornosci na czgsteczkach mikroplastiku (LAGANA
I IN. 2018; GONZALEZ-PLEITER I IN. 2021).

Bakterie tworzace mikrobiocenozy mat polarnych wykazuja zréznicowang opornos¢
w stosunku do grup funkcjonalnych antybiotykéw (TAM 1 IN. 2015). W badaniach
wlasnych najnizszg oporno$cig na antybiotyki hamujace synteze Sciany komodrkowe;j
charakteryzowaly si¢ Actinobacteria ($rednio 26% szczepow), natomiast Bacteroidetes
wykazywaty umiarkowana oporno$¢ na te antybiotyki — $rednio 41% szczepow.
Na podkreslenie zastuguje niska oporno$¢ szczepow bakterii pochodzacych z badanych
mat mikrobialnych na wankomycyne i imipenem. Na podkreslenie zastuguje fakt, ze
Actinobacteria nie byly oporne na zaden z tych antybiotykéw. Rowniez WONG I IN.
(2011) wsrod bakterii izolowanych z gleby Wyspy Krola Jerzego nie stwierdzili
opornos$ci na imipenem. Przyczyng tego zjawiska moze by¢ fakt, ze imipenem nalezacy
do karbapenemow charakteryzuje si¢ bardzo szerokim spektrum dziatania i opornoscia
na hydroliz¢ przez B-laktamazy wytwarzane zardwno przez bakterie Gram dodatnie jak
i Gram ujemne. Srednio ponad potowa badanych szczepéw charakteryzowata sie
opornoscig na antybiotyki hamujace synteze zarowno biatek jak i kwaséw nukleinowych.
Najwyzsza opornos¢ wykazano w stosunku do mupirocyny (59% szczepdéw). Antybiotyk
ten jest od dawna stosowanym w terapii. PATEL I IN. (2009) udowodnili, ze opornos¢ na
mupirocyne u szczepow gronkowcOw zwigzana jest z wystepowaniem kodowanej na
plazmidzie syntetazie izoleucynowej t-RNA. Przekazywanie opornosci na ten antybiotyk
do szczepdéw srodowiskowych moze odbywac si¢ na drodze horyzontalnego transferu
gendw. PERRON | IN. (2015) zwrdcili uwage na szczepy nalezace do rodzaju
Stenotrophomonas pochodzace ze $rodowiska polarnych, u ktérych stwierdzono
obecno$¢ dziesigciu zidentyfikowanych przez tych autorow gendéw opornosci.

W badaniach wilasnych ws$rod bakterii mat mikrobialnych nalezacych do rodzaju
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Stenotrophomonas réwniez stwierdzono wysoka oporno$¢, w tym na antybiotyki
hamujace synteze $ciany komorkowej (67% szczepoéw), synteze kwasdéw nukleinowych
(88% szczepow) 1 hamujacych synteze biatek 1 kwasow nukleinowych (90% szczepow).
TAM | IN. (2015) wsréd bakterii z rodzaju Pseudomonas izolowanych z polarnych
srodowisk stwierdzili oporno$¢ na 24 z 30 zastosowanych antybiotykow. HIGUERA-
LLANTEN 1 IN. (2018) wykazali szeroka antybiotykooporno$¢ Pseudomonas mandelii
wyizolowanego z morskich osadow dennych w rejonie Wyspy Kroéla Jerzego. Réwniez
oporno$¢ Proteobacteria na szerokie spektrum antybiotykéw w glebach potwyspu
antarktycznego stwierdzili MARCOLETA 1 IN. (2022). PERRON I IN. (2015) oraz JARA I IN.
(2020) w polarnych bakteriach izolowanych z aktywnej warstwy wiecznej zmarzliny
1 zbiornikéw $rodladowych stwierdzili obecno$¢ wielu roznych genéw decydujacych
o opornosci na antybiotyki aminoglikozydowe, B-laktamowe i tetracyklinowe, jak
roéwniez gen6w opornosci na antybiotyki syntetyczne. Podobne wyniki uzyskano
w badaniach wlasnych, gdzie opornos$¢ szczepéw mat mikrobialnych na te antybiotyki
byla czgsta, a na cefalosporyny wystepowata u ponad potowy szczepow. W stosunku do
antybiotykow zaburzajacych synteze kwasow nukleinowych opornos¢ wykazywato 69%
badanych szczepdéw. Wsrod Proteobacteria odsetek szczepéw opornych na te grupe
antybiotykoéw wynosit ponad 80%, przy czym najwyzsza stwierdzono w stosunku do
trimetoprimu (87%). Szeroko rozpowszechniong opornos¢ na antybiotyki wsrod bakterii
mat mikrobialnych nalezacych do rodzaju Pseudomonas potwierdzaja badania AMBROZIC
AVGUSTIN | IN. (2019). Wsrod Bacteroidetes odsetek opornych szczepow wynosit 60%, a
najwyzsza stwierdzono w stosunku do ryfampicyny (73% szczepow). Wysoka opornos¢
bakterii na te antybiotyki wykazali rowniez TALLADA I IN. (2022) badajac geny opornosci
w mikrobiomach mat i bakterii planktonowych jezior na kontynencie antarktycznym.
Potencjal srodowiskowy

Oddzialywanie promieniowania UV na mikrobiocenozy srodowisk naturalnych jest
przedmiotem licznych publikacji naukowych (FLORES I IN. 2009; SAJAD I IN. 2018).
Przeprowadzone badania wilasne wykazaly, Ze znaczaca czg§¢ szczepdéw bakterii
izolowanych z mat mikrobialnych byla w réznym stopniu odporna na dziatanie
promieniowania UV. Jest to zgodne z wynikami badan prezentowanymi w wielu
publikacjach (MoJiB 1 IN. 2013; SAJAD I IN. 2018; CHANG I IN. 2020). Wérdd szczepow
izolowanych z mat mikrobialnych rozwijajacych si¢ w zbiornikach astatycznych
najwyzszym zakresem opornosci na promieniowanie UVB odznaczaly si¢ szczepy

z rodzaju Stenotrophomonas. CHANG | IN. (2020) wsrod tej grupy bakterii wykazali
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wysoka korelacj¢ opornosci na UVB 2z wysoka aktywno$cia metaboliczng
i Dbiodegradacyjng. Charakterystyczng cecha odpornych na UV  szczepoéw
Stenotrophomonas jest wytwarzanie ektoiny (SAJJAD 1 IN. 2018). Metabolit ten jest silnym
antyoksydantem, ktory moze chroni¢ 1 stabilizowa¢ makromolekuty komorkowe: biatka
i lipidy. Ektoina jest zwigzkiem o duzym potencjale aplikacyjnym: biotechnologicznym
I medycznym. FLORES I IN. (2009) wykazali istotng zalezno$¢ pomie¢dzy wytwarzaniem
barwnikow a poziomem odpornosci na promieniowanie UV wsérdéd szczepodw
Stenotrophomonas maltophila i Exiguobacterium sp. Badania te potwierdzily bardzo
dobra adaptacje tych drobnoustrojow do promieniowania UV. Ponadto u niektérych
szczepOW wykazano stymulujacy wplyw UVB na dynamike wzrostu. W toku badan
wlasnych wykazano UV odporno$¢ szczepdw z rodzaju Janthinobacterium. Czynnikiem
ochronnym u tych bakterii jest filetowy barwnik, wiolaceina. MoJiB 1 IN. (2013) badajac
wybarwione 1 bezbarwne szczepy Janthinobacterium wykazali istotng role pigmentu
w ochronie anty UV. Barwnik ten stanowi przedmiot licznych badan aplikacyjnych.
Autorzy ci udowodnili réwniez chemoterapeutyczny potencjal tych zwigzkow.
Wiolaceina w stosukowo niskich dawkach hamowata wzrost wielolekoopornych
szczepoéw Staphylococcus aureus poprzez oddzialywanie na material genetyczny
(HUANG 1 IN. 2023). MARIZCURRENA 1 IN. (2017) badajac antarktyczne szczepy bakterii
m. in. nalezace do rodzaju Janthinobacterium wykazali wysoka odpornos¢ tych
drobnoustrojow na promieniowanie UVC. Analizy molekularne potwierdzily
wystepowanie sprawnych mechanizmoéw naprawczych uszkodzen DNA zwigzanych
z produkcja fotoliaz. Dyskutuje si¢ mozliwos¢ wykorzystania tych substancji
w aplikacjach biotechnologicznych. Udowodniono, ze silne oddziatywanie
promieniowania UV na mikrobiocenozy wplywa stymulujaco na tworzenie zespotow UV
odpornych bakterii. ZDANOWSKI I VOSIAN (1998) badajac szczepy izolowane z roznych
srodowisk polarnych wykazali wigkszg wrazliwos¢ na UVB izolatow nie narazonych na
kontakt z promieniowaniem w ich naturalnych $rodowiskach. SANTOS I IN. (2011)
wykazali mniejszg wrazliwo$¢ na promieniowanie UV drobnoustrojow wystepujacych
w powierzchniowych warstwach wody w stosunku do mikroorganizméw zasiedlajacych
glebsze warstwy zbiornikdw wodnych.

Przeprowadzone badania wlasne oraz dane pisSmiennictwa naukowego wskazujg na
powszechno$¢ zjawiska oddziatywan antagonistycznych w bakteriocenozach. Przeglad
dostepnej literatury wskazuje na ograniczong liczbg prac badawczych dotyczacych

antagonistycznych oddziatywan ws$réd drobnoustrojéw  tworzacych konsorcja
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mikrobialne, a szczegdlnie pochodzacych =ze s$rodowisk polarnych. Reakcje
antagonistyczne wsrdd szczepoOw bakterii  heterotroficznych pochodzacych z mat
mikrobialnych stonych jezior opisali LONG I IN. (2013). W tych badaniach wykazano, ze
przewazajaca cze$¢, ok. 60% szczepéw wykazywalo reakcje antagonistyczne.
W badaniach wilasnych ok. 90% szczepow wykazywalo zdolno$¢ do wytwarzania
substancji hamujacych wzrost innych bakterii. W poréwnaniu z bakteriami izolowanymi
z mat mikrobialnych, bakterie tworzace maty solankowe charakteryzowaty si¢ wyzszym
zakresem oddziatywan hamujgcych wzrost innych szczepdéw. Zdecydowanie nizszy
poziom oddzialywan antagonistycznych wykazano w bakteriocenozach S$rodowisk
wodnych i glebowych. Lo GIUDICE I IN. (2007), ktorzy przebadali szczepy wyizolowane
zwod Morza Rossa, zidentyfikowali jedynie 15% aktywnych antagonistycznie szczepow.
Autorzy ci wykazali, Ze szczepy antagonistyczne nalezaly do Actinobacteria,
Alphaproteobacteria oraz Gammaproteobacteria co odpowiada profilowi szczepow
wykazanemu w badaniach wiasnych. Lo GIUDICE 1 IN. (2007) wykazali obecnos¢
6 szczepéw hamujacych wzrost 30 lub wigcej izolatow. W badaniach wilasnych taki
wysoki zakres aktywno$ci wykazato 5 szczepow. PRASAD | IN. (2011) zbadali
oddzialywania antagonistyczne szczepdw wyizolowanych z gleb Ny-Alesund (Svalbard).
Niespetna 18% tych izolatow wykazywato wlasciwosci antagonistyczne. Pordéwnywalne
wyniki, w odniesieniu do badan witasnych uzyskano analizujac najbardziej aktywne
szczepy bakteryjne. Najwyzsza aktywno$cig antagonistyczng charakteryzowaly sie
szczepy nalezace do rodzajow Arthrobacter, Flavobacterium oraz Pseudomonas. PRASAD
I IN. (2011) wykazali wplyw temperatury na intensywnos¢, liczbe oraz rodzaj
wystepujacych oddziatywan antagonistycznych. W wigkszosci przypadkow wzrost
temperatury powodowat zwickszenie odporno$ci szczepéw na reakcje antagonistyczne.
Przeprowadzone badania wlasne oraz dane piSmiennictwa wskazuja na znaczenie
oddziatywan antagonistycznych w  funkcjonowaniu zagregowanych uktadow
mikrobialnych. Tego typu oddzialywania majg decydujace znaczenie w ksztattowaniu
struktury mat mikrobialnych, charakteryzujacych si¢ duzym zageszczeniem bakterii
1 wystgpowaniem silnych interakcji migedzykomorkowych. Waznym problemem
badawczych  jest  wykorzystanie  antagonistycznego  potencjalu  szczepow
srodowiskowych w aplikacjach biotechnologicznych i medycznych. O’BRIEN I IN. (2004)
zbadali zdolno$¢ bakterii polarnych do hamowania wzrostu mikroorganizmoéw mogacych
zanieczyszcza¢ zywnos$C. Autorzy ci wykazali antagonistyczne oddziatywanie bakterii

z rodzajow Arthrobacter i Pseudomonas na S. aureus. Rowniez w badaniach wlasnych
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wykazano antagonistyczny potencjat wsrod bakterii pochodzacych z mat mikrobialnych.
Dwanascie izolatow hamowato wzrost S. aureus, E. coli i P. fluorescens. W licznych
badaniach wykazano, ze rdéznorodne szczepy psychrofilnych bakterii izolowane ze
srodowisk polarnych wytwarzajag bakteriobdjcze substancje hamujace wzrost
réznorodnych patogennych bakterii, m. in.: Vibrio anguillarum (KAN 1 IN. 2011),
fitopatogennych grzybow Fusarium oxysporum, Rhizoctonia solani, Botrytis sp. oraz
Phytophthora infestans (SANTOS I IN. 2020, POBLETE-MORALES | IN. 2020). Szczepy
bakterii, u ktérych ujawniono unikatowe cechy, zdolnos¢ do wytwarzania zwigzkow
antybakteryjnych  stanowig cenny materiat w  aplikacyjnych  badaniach
biotechnologicznych i medycznych. DENG 1| WANG (2017) badajac interakcje
antagonistyczne wsrdd bakterii rozkladajacych celuloze i1 ksylan wykazali, ze bakterie
bardziej antagonistyczne sg mniej podatne na antagonizmy innych szczepoéw. Taka samg
zalezno$¢ stwierdzono w badaniach wtasnych.

Adhezja drobnoustrojéw do powierzchni wystepujacych na granicy styku fazy statej
1 cieklej jest waznym mechanizmem zwigzanym z rozwojem mikrobiomow $rodowisk
wodnych. Wieloetapowy proces adhezji mikrobiologicznej uwarunkowany jest
oddziatywaniem réznorodnych struktur: adherujacych komoérek oraz kolonizowanej
powierzchni (BERNE I IN. 2018). Wiasciwosci fizyczne i chemiczne oddziatujacych
struktur maja decydujace znaczenie w przebiegu tych procesow. Wykazano, ze efektywna
kolonizacja docelowych powierzchni i1 utworzenie mikroagregatow pozwala zaspokoi¢
liczne potrzeby zespotow mikroorganizméw, w tym m. in. troficzne, ochronne
I reprodukcyjne (BERNE 1 IN. 2018). Liczne badania srodowiskowe i eksperymentalne
potwierdzity wyzsza odpornos$¢ bakterii wystgpujacych w agregatach mikrobialnych, na
dziatanie r6znorodnych niekorzystnych czynnikéw srodowiskowych (HARPER I IN. 2014;
SEILERIIN. 2017). Rola adhezji w tworzeniu zagregowanych struktur drobnoustrojow jest
szczegoblnie istotna w srodowiskach ekstremalnych, w ktérych przezycie organizmow jest
limitowane bardzo waskim zakresem parametrow. Mikroorganizmy z reguty dysponuja
szeroka paleta mechanizmoéw ochronnych, wsrod ktdrych istotne znaczenie maja rowniez
wlasciwosci adhezyjne (OFEK I IN. 2006; KLINE 1 IN. 2009). W toku badan wtasnych
potwierdzono wiasciwosci adhezyjne u wigkszos$ci badanych szczepdéw. Najwyzsza
aktywnos$¢ adhezyjng stwierdzono wsrdd szczepow nalezacych do typu Bacteroidetes.
Badania metaproteomiczne prowadzone przez WILLIAMSA | IN. (2012) wykazaty
zdolnosci  wytwarzania  roznorodnych  biatek  adhezyjnych ~ wbudowanych

w ostony komorkowe przez liczne szczepy nalezace do tego typu. Wyniki badan
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wlasnych wykazaly, ze silnymi wtasciwosciami adhezyjnymi charakteryzowaty szczepy
nalezace do rodzaju Flavobacterium, m.in. F. degerlachei i F. psychrolimnae. Jest to
zgodne z badaniami VALDESPINO-CASTILLO I IN. (2018), ktorzy stwierdzili wysoka
zdolno$¢ do adhezji Flavobacterium psychrophilum, ktéra silnie wigzata sie
z powierzchniami o réznych wtasciwosciach fizycznych i chemicznych. W badaniach
wlasnych stwierdzono réwniez wysoka aktywnos$¢ adhezyjna bakterii nalezacych do typu
Proteobacteria, a szczegdlnie z rodzaju Janthinobacterium, co jest zgodne z wynikami
badan CHERNOGOR 1 IN. (2022). Srednio najnizsze wiasciwosci adhezyjne wykazano
wsérod Gram dodatnich bakterii nalezagcych do typu Actinobacteria. Jedynie bakterie
nalezace do rodzajow Arthrobacter i Rhodococcus wykazywaty wiasciwosci adhezyjne.
Wyniki badan IVSHINY 1 IN. (2022) wskazuja na wysokie wiasciwosci adhezyjne bakterii
z rodzaju Rhodococcus. Stwierdzone w toku badan wlasnych istotne roznice wtasciwosci
adhezyjnych wsrod bakterii mogg by¢ uwarunkowane budowa $ciany komoérkowej oraz
wystepowaniem specyficznych powierzchniowych adhezyn.

Mechanizmy dotyczace przystosowan bakterii psychrofilnych do zZycia
w $§rodowiskach polarnych sa przedmiotem licznych badan. Dowiedziono, ze
mikroorganizmy zimnolubne charakteryzuja si¢ szeregiem przystosowan: strukturalnych,
metabolicznych i fizjologicznych (CHATTOPADHYAY 1 IN. 2006; CASANUEVA I IN. 2010).
Istotnym przystosowaniem bakterii  wystgpujacych w  ekstremalnie zimnych
srodowiskach jest unikanie zamarzania i jego destrukcyjnego wptywu na komorke.
Wazng grupa krioprotektantow sg roznorodne biatka przeciwlodowe (AFP)
(CHATTOPADHYAY I IN. 2006; RAYMOND 2016; MUNOZ 1 IN. 2017). Do$¢ dobrze poznano
strukture biatek krioprotekcyjnych wsrdd bakterii nalezacych do typow Proteobacteria
i Actinobacteria (CID 1 IN. 2016). W badaniach wtasnych potwierdzono zdolnos$¢ do
wytwarzania biatek przeciwlodowych u wigkszosci szczepow. Najsilniejsze wasciwosci
ochrony przed zamarzaniem wykazano w$rod bakterii nalezacych do typu Actinobacteria,
a szczegolnie rodzaju Marisediminicola oraz Rhodococcus erythropolis. Podobne wyniki
uzyskali PONIECKA 1 IN. (2020), ktorzy wykazali wysoka odpornos¢ na wielokrotne
zamrazanie 1 rozmrazanie bakterii nalezacych do typu Actinobacteria. Autorzy ci
potwierdzili wysoka odporno$¢ na zamrazanie szczepdéw z rodzaju Marisediminicola.
Na wysokie zdolno$ci syntezy biatek przeciwlodowych u Rhodococcus erythropolis
wskazuja badania DUMAN | OLSEN (1993). W obrebie typu Proteobacteria najwyzsze
warto$ci ochrony przed zamarzaniem wykazywaly bakterie z rodzajow Bosea. W 2011

roku po raz pierwszy wykryto te psychrofilne drobnoustroje w rejonie kontynentalnej
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Antarktyki w matach mikrobialnych jeziora Lundstrom (PEETERS I IN. 2012). Ponadto
KANG 1 IN. (2016) wykazali obecno$¢ tych heterotroficznych bakterii w mikrobiomie
antarktycznych porostow. Wsrod badanych szczepow bakterii nalezacych do typu
Bacteroidetes najwyzsze zdolnos$ci wykazaty Flavobacterium tiangeerense i Pedobacter
terrae. Prowadzone przez XIN I IN. (2009) badania lodowcéw wykazaly bardzo dobra
adaptacje¢ tych gatunkéw do rozwoju w niskich temperaturach. Wiasciwosci ochrony
przed zamarzaniem wykazano rowniez dla wyizolowanego z badanych mat
mikrobialnych Flavobacterium xanthum. Badania KAWAHARA I IN. (2007) wykazaty, ze
ten gatunek charakteryzuje si¢ wytwarzaniem wysoce aktywnych Dbiatek
przeciwlodowych. W badaniach wlasnych, zdolno$¢ do wytwarzania biatek
przeciwlodowych wykazano u Flavobacterium psychrolimnae i Flavobacterium
degerlachei. Na zdolnosci do rozwoju tych drobnoustrojéw w niskich temperaturach
wskazuja badania TRAPPEN I IN. (2004, 2005), ktérzy wyizolowali te drobnoustroje z mat
mikrobialnych wystepujacych w Antarktycznych jeziorach.

Podsumowanie

Badania mat mikrobialnych rozwijajacych si¢ w ciekach i1 zbiornikach astatycznych strefy
proglacialnej Lodowca Ekologii wykazaly duze zr6znicowanie struktury taksonomiczne;j
oraz potencjatu fizjologicznego 1 S$rodowiskowego, bakteriocenoz tworzacych te
ekosystemy. Zasadniczymi czynnikami $rodowiskowymi skorelowanymi ze strukturag
taksonomiczng bakteriocenoz mat, byly wiasciwosci fizykochemiczne 1 hydrologiczne
ciekow 1 zbiornikdw stagnujacych. Analizy metagenomiczne wykazaty wystepowanie
bakterii nalezacych do 12 typow, z posrdd ktorych dominujgcg rolg w strukturze mat
(ponad 60% zidentyfikowanych sekwencji) stanowity sinice nalezace do rodziny
Phormidiaceae. Wskazuje to na autotroficzny charakter tych zespotow mikrobialnych.
W matach ciekow i zbiornikow stagnujacych znaczacy udziat w  strukturze
taksonomicznej mialy rowniez bakterie nalezagce do typow Proteobacteria,
Verrucomicrobia, Actinobacteria i Bacteroidetes. Wykazano jednakze istotne rdznice
w obfitosci identyfikowanych taksonow. W ubogich troficznie wodach potokow
rozwijala si¢ bardzo ograniczona strukturalnie bakteriocenoza. Bardziej ztozony sktad
taksonomiczny wystgpowal w matach rozwijajacych si¢ w zbiornikach astatycznych,
charakteryzujacych sie wyzszg koncentracja materii organicznej i mineralnej.
Potwierdzono hipotezg Baas-Beckinga wskazujaca na rolg czynnikow §rodowiskowych
w selekcji komponentow biotycznych mat mikrobialnych. W toku badan pozytywnie

zweryfikowano hipotez¢ badawczg zakladajacg istotng rolg bakteriocenozy gleb
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w rozwoju mikrobioty mat mikrobialnych. Dowiedziono, ze pomig¢dzy bakteriocenozami
mat i gleb istnieje wyrazna zalezno$¢ strukturalna. Wszystkie typy bakterii wykazane
w matach wystepowaly w glebach, a ponad 90% zidentyfikowanych sekwencji
wystepujacych w matach nalezato do wspdlnych taksonow, ustalonych na poziomie
rodzin. Na podstawie uzyskanych wynikow nalezy zatem uznaé zasadnicza rolg
mikrobioty gleby, ktéra w procesach migracji i kolonizacji Srodowisk wodnych
w znacznym stopniu kreuje struktur¢ bakteriocenoz bentosowych mat mikrobialnych.
Charakterystyczng cechg badanych zespotoéw mikrobialnych byt ich bardzo wysoki
potencjat fizjologiczny i $rodowiskowy. Wigkszo$¢ szczepdéw bakterii wykazywato
szerokie zdolnosci do utylizacji roznorodnych substratow pokarmowych. Nalezy przyjac,
ze duza elastyczno$§¢ metabolizmu komoérkowego, ma kluczowe znaczenie
w efektywnym rozwoju mat mikrobialnych w $rodowiskach o niskiej koncentracji
substratow pokarmowych. Prawidtowos¢ t¢ potwierdzono w badaniach wiasnych,
w ktorych wykazano, ze Statystycznie wyzsza aktywnoscia charakteryzowaly si¢ szczepy
izolowane z mat wystepujacych w oligotroficznych potokach. Dostosowanie
bakteriocenoz do ekstremalnych warunkéw panujacych w obrgbie polarnych mat
mikrobialnych decyduje o stabilnosci tych specyficznych ekosystemow. Szczegolnie
istotne znaczenie majg mechanizmy zwigzane z ochrong przed niekorzystnymi
czynnikami wystepujacymi w $Srodowiskach polarnych. Wsrod badanych szczepow
wykazano powszechng odporno$¢ na promieniowanie ultrafioletowe oraz zamarzanie.
W ztozonych konglomeratach mat mikrobialnych, wazng role pelnig oddziatywania
miedzykomoérkowe, ktore przejawialy sie¢ w szerokiej zdolnosci do adhezji, oddziatywan
antagonistycznych oraz oporno$ci na zwigzki antybakteryjne. Utworzony w toku badan
bank szczepow pochodzacych z mat mikrobialnych stanowi cenny materiat do dalszych

badan podstawowych i aplikacyjnych.
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6. Whioski

1.

Struktura taksonomiczna bakteriocenoz mat mikrobialnych w efemerycznych
zbiornikach przedpola Lodowca Ekologii jest zroznicowana. W wodach potokow
rozwija si¢ ograniczona strukturalnie bakteriocenoza, bardziej zlozony sktad
taksonomiczny wystepuje W matach zbiornikow astatycznych. Czynnikami
skorelowanymi ze strukturg taksonomiczng mat sg wilasciwosci fizykochemiczne
1 hydrologiczne §rodowisk wodnych.

. Pomiedzy bakteriocenozami mat i gleb istnieje zalezno$¢ strukturalna. Wszystkie

taksony na poziomie typow tworzgce bakteriocenozy mat wystepowaly w glebach.
Uzyskane wyniki potwierdzajg hipoteze badawczg, ktora zaklada istotng rolg
mikrobioty gleby, ktéra wpltywa na struktur¢ 1 rozwd] mat mikrobialnych.
Potwierdzono hipotez¢ Baas-Beckinga wskazujaca na role czynnikow
srodowiskowych w selekcji komponentéw biotycznych mat mikrobialnych.

. Bakterie wystgpujace w matach charakteryzuje wysoka aktywno$¢ fizjologiczna

i szeroki potencjal metaboliczny, umozliwiajagcy wykorzystanie réznorodnych
dostgpnych substratow, co decyduje o efektywnym rozwoju mat mikrobialnych
w oligotroficznych warunkach srodowiskowych.

. Reakcje antagonistyczne oraz zdolno$¢ do adhezji stanowiag cechy wyrdzniajace

badane bakteriocenozy mat mikrobialnych. Oba typy oddziatywan maja decydujace
znaczenie w  ksztaltowaniu  struktury  biotycznej tych  ekosystemow,
charakteryzujacych si¢ tworzeniem silnie zagregowanych uktadow i wystgpowanie
wielokierunkowych interakcji pomiedzy komorkami.

. Charakterystyczng cechg bakteriocenoz polarnych mat mikrobialnych jest odporno$é

na dzialanie promieniowania UV oraz zamarzanie. Wskazuje to na wystgpowanie
sprawnych mechanizméw ochronnych i naprawczych decydujacych o przezyciu
bakterii w ekstremalnych warunkach polarnych.

. Bakteriocenozy mat cechuje szeroka oporno$¢ na antybiotyki. Wskazuje to na

wystepowanie efektywnych mechanizmow ksztaltujacych naturalng oraz nabyta
oporno$¢. Determinuje to narastanie zjawiska szerokiej opornosci na antybiotyki,
ktore wspolczesnie jest jednym z najwazniejszych zagrozen cywilizacyjnych.

. Szczepy bakterii mat mikrobialnych posiadajace unikatowe cechy, zdolno$¢ do

wytwarzania: biatek przeciwlodowych, barwnikow ochronnych oraz zwigzkow
antybakteryjnych sg cennym  materiatem w  aplikacyjnych  badaniach
biotechnologicznych i medycznych.

. Ztozona struktura taksonomiczna bakteriocenoz mat mikrobialnych, dostosowana do

ekstremalnych warunkow srodowiskowych oraz ich wysoka aktywnos¢ fizjologiczna
potwierdza teze, ze ekosystemy te sg dynamicznymi, samoregulujgcymi si¢ uktadami
mikrobiocenotycznymi, w ktorych dynamika pierwotnej 1 wtornej produkcji oraz
biokonwers;ji i regeneracji biogenéw jest zrownowazona.
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Spis tabel i rycin

Tabele:

. Wykaz prob poddanych analizom metagenomicznym
. Sktad ptynnego podtoza R2A

. Sktad pozywki glicerolowej do zamrazania szczepow

A W N =

. Identyfikacja taksonomiczna szczepow bakterii wyizolowanych z mat
mikrobialnych

. Wykaz antybiotykéw zastosowanych w testach opornosci

. Fizyczne i chemiczne parametry wody potokéw i zbiornikéw astatycznych
. Fizyczne i chemiczne parametry gleb

. Struktura taksonomiczna bakteriocenoz mat i gleb wg typow (% sekwencji)

O 00 ~N O W

. Unikalne 1 wspolne taksony bakterii na poziomie typodw, w matach i glebach
10. Struktura taksonomiczna bakteriocenoz mat mikrobialnych i gleb (% sekwencji)
11. Unikalne 1 wspolne taksony Bacteroidetes w matach i1 glebach

12. Unikalne i wspolne taksony Actinobacteria w matach i glebach

13. Unikalne i wspolne taksony Alphaproteobacteria w matach i glebach

14. Unikalne i wspolne taksony Betaproteobacteria w matach i glebach

15. Unikalne i wspolne taksony Gammaproteobacteria w matach i glebach

16. Unikalne i wspdlne taksony Verrucomicrobia w matach i glebach

17. Unikalne i wspolne taksony Cyanobacteria w matach i glebach

18. Unikalne i wspolne taksony Planctomycetes w matach i glebach

19. Unikalne i wspolne taksony typu TM7 w matach i glebach

20. Wskazniki roznorodnosci biologicznej w matach mikrobialnych 1 glebach

21. Antagonistyczne oddzialywanie szczepow bakterii izolowanych z mat
mikrobialnych na bakterie potencjalnie patogenne

Ryciny:

. Polska Stacja Antarktyczna im. Henryka Arctowskiego
. Mikroskopowa struktura maty mikrobialnej (przekroj poprzeczny, barwienie DAPI)
. Lokalizacja terenu badan na Wyspie Krola Jerzego w Antarktyce

. Teren badan oraz lokalizacja stanowisk poboru prob mat i gleb

g ~ W N

. Stanowiska poboru mat mikrobialnych w zbiornikach astatycznych: MZ1, MZ2,
MZ3

6. Stanowiska poboru mat mikrobialnych w zbiornikach lotycznych: Potok
Skamienialego Lasu (MS), Potok Ekologii (ME), Potok Bezimienny (MO)

163



10.

11.

12.

13.
14.

15.
16.
17.
18.
19.

20.
21.

22.
23.

24,
25.

26.
27.

28.
29.

30.
31.

32.

. Makroskopowa (A) i mikroskopowa (B) (przekroj poprzeczny) struktura maty

mikrobialnej zbiornika MZ1

. Makroskopowa (A) i mikroskopowa (B) (przekroj poprzeczny) struktura maty

mikrobialnej zbiornika MZ2

. Makroskopowa (A) i mikroskopowa (B) (przekrdj poprzeczny) struktura maty

mikrobialnej zbiornika MZ3

Makroskopowa (A) i mikroskopowa (przekroj poprzeczny) (B) struktura maty
mikrobialnej Potoku Skamieniatego Lasu (MS)

Makroskopowa (A) i mikroskopowa (B) (przekrdj poprzeczny) struktura maty
mikrobialnej Potoku Ekologii (ME)

Makroskopowa (A) i mikroskopowa (B) (przekrdj poprzeczny) struktura maty
mikrobialnej Potoku Bezimiennego (MO)

Hodowle bakterii izolowanych z mat mikrobialnych

Analiza wlasciwosci fizjologicznych i metabolicznych szczepow bakterii
izolowanych z mat

Test GEN Il MicroPlate™ (BIOLOG Inc. US)

Procedura wykonania testu GEN 11l MicroPlate™

Wykrywanie bialek przeciwlodowych u bakterii izolowanych z mat
Zréznicowanie taksonomiczne bakterii w matach i glebach na poziomie typow

Analiza redundancji (RDA) zalezno$ci pomigdzy typami bakterii
w odniesieniu do czynnikoéw srodowiskowych; (A) maty, (B) gleby

Struktura taksonomiczna Bacteroidetes w matach i glebach

Analiza glownych sktadowych (PCA) struktury taksonomicznej Bacteroidetes
w matach (A) i glebach (B)

Struktura taksonomiczna Actinobacteria w matach i glebach

Analiza glownych sktadowych (PCA) struktury taksonomicznej Actinobacteria
w matach (A) i glebach (B)

Struktura taksonomiczna Alphaproteobacteria w matach i glebach

Analiza gtownych sktadowych (PCA) struktury taksonomicznej Alphaproteobacteria
w matach (A) i glebach (B)

Struktura taksonomiczna Betaproteobacteria matach i glebach

Analiza gtownych sktadowych (PCA) struktury taksonomicznej
Betaproteobacteria w matach (A) i glebach (B)

Struktura taksonomiczna Gammaproteobacteria w matach i glebach

Analiza gtéwnych sktadowych (PCA) struktury taksonomicznej
Gammaproteobacteria w matach (A) i glebach (B)

Struktura taksonomiczna Verrucomicrobia w matach i glebach

Analiza glownych sktadowych (PCA) struktury taksonomicznej Verrucomicrobia
w matach (A) i glebach (B)

Struktura taksonomiczna Cyanobacteria w matach i glebach
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33.

34.
35.

36.
37.

38.

39.

40.

41.
42,
43,
44,
45,
46.
47,
48.
49,
50.

51.
52.
53.

54,

55.

56.

S57.

Analiza glownych sktadowych (PCA) struktury taksonomicznej Cyanobacteria
w matach (A) i glebach (B)

Struktura taksonomiczna Planctomycetes w matach i glebach

Analiza gtownych sktadowych (PCA) struktury taksonomicznej Planctomycetes
w matach (A) i glebach (B)

Struktura taksonomiczna typu TM7 w matach i glebach

Analiza gtownych sktadowych (PCA) struktury taksonomicznej typu TM7
w matach (A) i glebach (B)

Analiza glownych sktadowych (PCA) struktury taksonomicznej badanych mat
i gleb (A), wskaznik réznorodno$ci Shannona-Wienera (B)

Aktywno$¢ metaboliczna szczepoéw bakterii izolowanych z mat mikrobialnych
(% szczepow aktywnych)

Aktywnos$¢ bakterii (wg typow) w odniesieniu do liczby wykorzystywanych
substratow

Bakteryjne wykorzystanie monosacharydow (% szczepow)
Bakteryjne wykorzystanie disacharydoéw (% szczepow)
Bakteryjne wykorzystanie alkoholi cukrowych (% szczepow)

Bakteryjne wykorzystanie aminocukréw (% szczepow)

Bakteryjne wykorzystanie aminokwasow (% szczepow)
Bakteryjne wykorzystanie kwasow hydroksylowych (% szczepoéw)
Bakteryjne wykorzystanie kwasow karboksylowych (% szczepow)
Bakteryjne wykorzystanie kwaséw cukrowych (% szczepow)
Aktywnos$¢ metaboliczna wybranych szczepow bakterii

Aktywno$¢ metaboliczna bakterii izolowanych z mat potokow 1 zbiornikdéw
astatycznych

Odporno$¢ szczepoéw bakterii na czynniki chemiczne
Odpornos¢ wybranych szczepdw bakterii na czynniki chemiczne

Opornos¢ na antybiotyki szczepoéw bakterii izolowanych z mat potokow
1 zbiornikow astatycznych

Oporno$¢ na antybiotyki bakterii izolowanych z mat potokdw i zbiornikéw
astatycznych, wg typow (A), wg rodzajow (B)

Opornos¢ na antybiotyki szczepéw nalezacych do typow Actinobacteria,
Bacteroidetes i Proteobacteria

Oporno$¢ na antybiotyki szczepow bakterii z rodzajow: Flavobacterium,
Janthinobacterium, Pseudomonas i Stenotrophomonas

Zakres opornos$ci na antybiotyki bakterii izolowanych z mat potokoéw
1 zbiornikéw astatycznych, wg typoéw (A), wg rodzajow (B)
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58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

71.

Zalezno$¢ pomiedzy odporno$cia na czynniki chemiczne a opornoscia na
antybiotyki szczepdw bakterii izolowanych z mat mikrobialnych

Odporno$¢ na promieniowanie UVB szczepow nalezacych do typow:
Actinobacteria, Bacteroidetes i Proteobacteria

Srednie dopuszczalne dawki promieniowania UVB dla szczepow bakterii
nalezacych do typow: Actinobacteria, Bacteroidetes i Proteobacteria

Odpornos$¢ na promieniowanie UVB szczepow bakterii z rodzajow:
Flavobacterium, Janthinobacterium, Pseudomonas i Stenotrophomonas

Srednie dopuszczalne dawki promieniowania UVB dla szczepoéw bakterii
z rodzajow: Flavobacterium, Janthinobacterium, Pseudomonas
i Stenotrophomonas

Wilasciwos$ci antagonistyczne szczepdw bakterii

Wrazliwos$¢ bakterii izolowanych z mat mikrobialnych na antagonistyczne
oddziatywania

Antagonistyczna aktywnos$¢ oraz wrazliwo$¢ na reakcje antagonistyczne
szczepdw bakterii izolowanych z mat mikrobialnych

Zalezno$¢ pomiedzy odpornoscig na czynniki chemiczne a potencjatem
antagonistycznym szczepow bakterii izolowanych z mat mikrobialnych
Zalezno$¢ pomiedzy aktywnoscig antagonistyczng a opornoscig na antybiotyki
(A) oraz wrazliwoscig na oddzialywania antagonistyczne

a opornos$cig na antybiotyki (B) szczepow bakterii izolowanych z mat

Wiasciwosci adhezyjne szczepow bakterii nalezacych do typow: Actinobacteria,
Bacteroidetes i Proteobacteria

Wiasciwosci adhezyjne szczepdw bakterii z rodzajow: Flavobacterium,
Janthinobacterium, Pseudomonas i Stenotrophomonas

Ochrona przed zamarzaniem szczepow bakterii nalezace do typow:
Actinobacteria, Bacteroidetes i Proteobacteria

Potencjat fizjologiczny i srodowiskowy szczepow bakterii w odniesieniu do
typow (A), wybranych rodzajow (B) i srodowiska (C)
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