Streszczenie

Arbuskularne grzyby mikoryzowe (AMF — ang. arbuscular mycorrhizal fungi) sa obligatoryjnymi
symbiontami wigkszosci znanych gatunkow roslin. W zamian za wegiel asymilowany w procesie
fotosyntezy, dostarczaja roslinom sktadnikow mineralnych, wspomagajac ich wzrost |
przezywalnosé, réwniez pod wptywem stresu. Pozytywnym wptywem AMF na rosliny
zainteresowano si¢ w badaniach nad wspomaganiem fitoremediacji gleb zanieczyszczonych
weglowodorami, wykazujac synergistyczne dziatanie pomiedzy AMF, gospodarzem roslinnym i
bakteriami degradujacymi weglowodory.

Celem pracy byta charakterystyka bioréznorodnosci i rozwoju AMF w korzeniach i glebie
okotokorzeniowej Ph. australis i P. trivialis rosnacych w srodowisku zanieczyszczonym fenolem i
wielopierscieniowymi  weglowodorami  aromatycznymi  (PAH) oraz  w  $rodowisku
niezanieczyszczonym, ocena biomasy pozostatych grup mikroorganizméw glebowych, a takze
zbadanie potencjatu AMF wyizolowanych z zanieczyszczonego terenu we wspomaganiu wzrostu
Lolium perenne w warunkach skazenia fenolem i PAH.

Ocene rozwoju AMF w badanych srodowiskach oparto na okresleniu kolonizacji mikoryzowej
korzeni, liczbie kopii genu SSU rDNA w korzeniach, dtugosci mycelium zewnatrzkorzeniowego,
ilosci wytworzonych spor oraz na stezeniach bialek spokrewnionych z glomalinami i kwasu
thuszczowego 16:1w5¢c w glebie. Biomase gtownych grup mikroorganizméow glebowych
0szacowano na podstawie zawarto$ci markerowych fosfolipidowych kwasow tluszczowych w
glebie. Charakterystyke bioréznorodnosci spotecznosci AMF oparto na profilach DGGE (ang.
denaturating gradient gel electrophoresis) genu SSU rDNA oraz na sekwencjonowaniu nowej
generacji bibliotek metagenomowych genu LSU rDNA. Izolacje AMF ze S$rodowiska
przeprowadzono metoda kultur putapkowych, identyfikujac wyizolowane szczepy do gatunku na
podstawie sekwencji genow SSU rDNA — ITS — LSU rDNA. Wyizolowane ze $rodowiska
zanieczyszczonego AMF, Funneliformis caledonium, Claroideoglomus walkeri i Diversispora
varaderana, wprowadzono jako jednogatunkowe lub wielogatunkowe inokula do podtoza
skazonego mieszanka fenolu i PAH w stezeniach: 0/0, 5/20, 15/60, 30/120 mg fenolu/PAH kg-1,
ktére obsadzono zycicg trwalg. Rozwdj mikoryzy w zalozonych uktadach badawczych oceniono na
podstawie kolonizacji mikoryzowej korzeni oraz ilosci Bioréznorodno$¢ i rozwoj grzybow... spor
w podtozu. W wyizolowanych sporach AMF zbadano poziom stresu oksydacyjnego i aktywnosci
enzymOw antyoksydacyjnych. Wptyw AMF na wzrost roslin oszacowano, analizujac wysokos¢
pedow oraz biomase pedow i korzeni Lolium perenne, a takze poziom stresu oksydacyjnego i
aktywnosci enzymow antyoksydacyjnych w tkankach roslin.

Zanieczyszczenie gleby fenolem i PAH miato negatywny wptyw na kolonizacj¢ korzeni roslin,
biomase AMF w glebie oraz bior6znorodnosc spotecznosci AMF, szczegolnie tych zwigzanych z
Ph. australis. Nie wykazano istotnych roznic w bior6znorodnosci i strukturze spotecznosci AMF
pomigdzy gleba i korzeniami. Gléwnym czynnikiem ksztattujgcym strukture gatunkows
spotecznosci AMF byto zanieczyszczenie gleby. Gatunek gospodarza roslinnego wptywat istotnie
na strukture gatunkowa spotecznosci AMF jedynie na terenie niezanieczyszczonym. W obu
srodowiskach stwierdzono silng dominacje AMF z rodziny Paraglomeraceae. Poza tym,
spotecznosci AMF na terenie zanieczyszczonym byly zdominowane przez AMF z rodzajow
Funneliformis, Rhizophagus i Claroideoglomus, uwazanych za organizmy ruderalne i tolerujace
stres. Poza rodzing Paraglomeraceae, w spotecznosciach AMF na terenie niezanieczyszczonym
dominowaty grzyby z rodziny Archaeosporaceae i rzadziej identyfikowane AMF z rodziny
Glomeraceae, jak np. Dominikia sp., obecne w $rodowiskach niezdominowanych przez AMF
ruderalne.

Zanieczyszczenie gleby fenolem i PAH nie miato istotnego wptywu na ogbélna biomase
mikroorganizmoéw glebowych. Biomasa badanych grup mikroorganizmoéow zalezata od interakcji
pomiedzy gleba z badanego terenu a gatunkiem rosliny. W glebie okotokorzeniowej P. trivialis nie
znaleziono réznic w biomasie grzybow saprofitycznych i glownych grup bakterii pomigdzy
badanymi terenami. Natomiast, gleba wokot korzeni Ph. australis na terenie zanieczyszczonym
charakteryzowata si¢ wicksza biomasa bakterii Gram-dodatnich, promieniowcow i grzybow



saprofitycznych, w poréwnaniu do gleby niezanieczyszczonej. Promieniowce, poza fenolem i PAH,
mogty by¢ kolejnym czynnikiem wptywajacy supresyjnie na rozw6j AMF, poniewaz stwierdzono
negatywna korelacje pomiedzy ich biomasg a biomasag AMF w glebie.

W kulturach putapkowych wyizolowano gatunki AMF, ktore poza Dominikia sp., nie byly
gatunkami dominujacymi w badanych spotecznosciach. Spory w warunkach laboratoryjnych
zostaly wytworzone przez gatunki AMF, ktorych udzial w badanych spotecznosciach byt
marginalny. Funneliformis caledonium, Diversispora varaderana i Claroideoglomus walkeri
wyizolowane z terenu zanieczyszczonego, zastosowano jako Bior6znorodno$¢ i rozwoj grzybow



inokula w badaniach nad wptywem fenolu i PAH na rozw6j AMF i L. perenne. Rosliny
zaszczepione jednogatunkowym inokulum mikoryzowym charakteryzowaty sie lepszym
wzrostem i biomasg, bez wzgledu na poziom zanieczyszczenia, w poréwnaniu do roslin
zaszczepionych inokulum wielogatunkowym, gdzie obserwowano pasozytnicza interakcje
pomiedzy L. perenne i C. walkeri. Pomimo pozytywnego wptywu na wzrost roslin, inokulacja
AMF nie przyczynita si¢ do podwyzszenia aktywnosci enzymow antyoksydacyjnych i obnizenia
poziomu stresu oksydacyjnego w tkankach roslinnych. Pod wptywem niskiego i $redniego
poziomu skazenia obserwowano alokacj¢ biomasy AMF do mycelium wewnatrzkorzeniowego.
Wyzsze stezenie fenolu i PAH miato negatywny wptyw na kolonizacj¢ mikoryzowa korzeni,
liczbe spor i poziom stresu oksydacyjnego w sporach AMF.

Przedstawiona praca daje podstawe do dalszych badan aplikacyjnych nad zastosowaniem

natywnych szczepéw AMF i wspdtpracujacych z nimi mikroorganizméw we wspomaganiu
fitoremediacji gleb zanieczyszczonych toksycznymi zwigzkami organicznymi.



