Streszczenie

Wspolczesnie uwaza sig¢, Ze organizmy zywe nie stanowig niezaleznych jednostek. Zaréwno
zwierzeta, jak i rosliny sa ,.kolonizowane™ przez taksonomicznie roznorodne mikroorganizmy, Zyjace
zardwno na powierzchni organdw, jak i wewnatrz tkanek. W odniesieniu do organizméw roslinnych,
mikroorganizmy te posiadajg zdolnos¢ oddziatywania na procesy fizjologiczne m.in. pobieranie mikro-
i makroelementow czy tez odpowiedz na dzialanie biotycznych/abiotycznych czynnikdw stresowych.
W nawigzaniu do teorii holobiontu, stan fizjologiczny organizmu roslinnego jest wypadkowa
wzajemnego oddzialywania rosliny z jej mikrobiomem. U wigkszosci dotychczas zbadanych roslin
stwierdzono kolonizacje przez powszechnie wystepujace bakterie i grzyby endofityczne. Obecnie
mikroorganizmy te stanowiag przedmiot intensywnych badan, z uwagi na ich znaczenie dla m.in.
gospodarki mineralnej roslin, odporno$ci na patogeny czy tez tolerancji zanieczyszczen

srodowiskowych.

W odréznieniu od poprzednich badan prowadzonych w Polsce na terenach zanieczyszczonych
metalami toksycznymi, dotyczacych roli grzybow mykoryzowych w tolerancji metali cigzkich przez
organizmy ro$linne, celem niniejszej dysertacji jest zbadanie znaczenia grzybéw endofitycznych dla
przetrwania roslin w obecnosci metali cigzkich. Endofity grzybowe sg zréznicowane taksonomicznie,
obejmuja zaréwno obligatoryjne jak i fakultatywne symbionty i w przeciwiefistwie do grzybow
mykoryzowych zdolne sg do kolonizacji nie tylko korzeni roslin, ale réwniez ich czgsci nadziemnych.
W przedstawionej dysertacji, grzyby endofityczne zostaly wyizolowane z Arabidopsis arenosa,
pochodzacej z haldy pogorniczej ,,ZGH Bolestaw”. Roslina ta nalezy do rodziny Brassicaceae. Uwaza
sie, ze rosliny nalezace do tej rodziny utracily zdolnos¢ do interakcji z grzybami mykoryzowymi.
Wyniki przedstawione w niniejszej dysertacji ukazuja nie tylko bioréznorodnosé mykobioty A. arenosa,
lecz dotycza rowniez istotnych aspektow interakcji roslina-grzyby endofityczne, tj. procesu kolonizacji
tkanek gospodarza przez endofita oraz roli hormondw roslinnych — strigolaktonow, jako czynnikow

kluczowych dla determinacji oddziatywan mutualistycznych (Rys.1).

W wyniku izolacji grzybow endofitycznych z tkanek A. arenosa, rosnacych na haldzie

pogdrniczej, uzyskano 11 szczepéw grzybow zdolnych do wzrostu w kulturach aksenicznych. Do



dalszych badan wybrano jeden szczep, zidentyfikowany jako blisko spokrewniony z Mucor plumbeus.
Uzyskanie szczepu znakowanego markerem GFP w wyniku transformacji protoplastow oraz
wykorzystanie metody gPCR pozwolito nie tylko na wykrycie obecnosci endofita, ale rowniez na
$§ledzenie dynamiki kolonizacji tkanek roslinnych. Role strigolaktonow w ksztattowaniu pozytywnego
charakteru interakcji roslina-endofit zbadano dzigki wykorzystaniu syntetycznego analogu
strigolaktonéw - GR24 oraz blisko spokrewnionej do A. arenosa rosliny modelowej — Arabidopsis
thaliana. Zastosowany model roslinny umozliwit wykorzystanie do badan komercyjnie dostgpnych
mutantow, z uposledzonym szlakiem biosyntezy strigolaktonéw oraz defektywnych w Sciezce

sygnalizacyjnej tych fitohormondw,

Ztozony proces ksztaltowania symbiozy pomiedzy rosling a grzybem pociaga za soba zmiany
w metabolizmie obu partneréw interakcji. Wyniki badan wskazuja, ze hormony roslinne moga peni¢
kluczowg role w tym procesie, gdzie utrzymanie rownowagi pomigdzy reakcja obronng 1 wzrostowg
stanowi o rozwoju mutualizmu lub pasozytnictwa. Strigolaktony okazaty si¢ by¢ niezbedne dla
uksztattowania mutualistycznego charakteru interakcji Mucor sp. - A. thaliana. W przeciwienstwie do
roélin dzikiego typu, mutanty niezdolne do biosyntezy tych fitohormonow odpowiadaty zahamowaniem
wzrostu w odpowiedzi na inokulacje Mucor sp. Co wigcej, negatywna odpowiedz wzrostowa roslin byta
skorelowana ze wzmozong akumulacja kwasu salicylowego, a w konsekwencji z indukcja ekspresji
gendw zwigzanych z reakcja obronna rosliny, np. genéw kodujacych defensyny. Wykazano ponadto, ze
endofityczny szczep Mucor sp. jest zdolny do regulacji poziomu strigolaktonow in planta, zarbwno
przez bezposrednig zdolno$¢ do ich hydrolizy jak réwniez posrednio, poprzez regulacje ekspresji
roslinnych gendw, kodujacych biatka ze szlaku biosyntezy strigolaktonéw. Stwierdzono réwniez
oddziatywanie samych strigolaktonéw na wzrost i metabolizm endofita. Suplementacja za pomocg
GR24 skutkowata zahamowaniem wzrostu radialnego Mucor sp. oraz wzmozeniem intensywnosci
oddychania. Wykazano ponadto, podwyzszenie produkeji HO; oraz zmiany w zakresie aktywnosci

enzymdw antyoksydacyjnych u Mucor sp., poddanego dziataniu GR24 w réznych stgzeniach.

W ostatnich latach, badania wykazaly istotne znaczenie grzybow endofitycznych w fagodzeniu
symptomoéw stresu u roslin-gospodarzy, eksponowanych na dziatanie metali toksycznych, wynikajace
zregulacji proceséw metabolicznych rosliny tj. pobor mikro-, makroelementdw i wody, transport metali
czy utrzymanie homeostazy redox. Odpowiedz rosliny na metale toksyczne jest wypadkowa dzialania
wielu czynnikdw, wsrod ktorych wazng rolg odgrywa fitohormon — etylen. Sama biosynteza jak i
odpowiedZz na etylen moze by¢ regulowana w organizmie roslinnym przez mikroorganizmy
symbiotyczne. Analiza transkryptomu za pomocg mikromacierzy wykazala, ze u A. arenosa

inokulowanej Mucor sp. dochodzi do indukcji biosyntezy etylenu oraz sciezek/efektoréw zwigzanych z



przekazywaniem sygnatu etylenowego. Wyniki przeprowadzonych badan sugeruja, ze obserwowane
zmiany w roslinnej homeostazie metali, obejmujace reorganizacje dystrybucji metali oraz poziomow
ekspresji genow kodujacych transportery metali, indukowane obecnoécia endofita, moga by¢ wynikiem
zmian w homeostazie etylenowej. Wykazano ponadto, ze Mucor sp. oddzialuje na pobdr
makroelementéw przez rosliny wskutek regulacji roslinnej odpowiedzi na glodzenie fosforem (ang.
phopshorus starvation response-PSR), jak rowniez reguluje pobdr wody przez roéling. Badany endofit
wplywal dodatnio na wzrost elongacyjny wlosnikow korzeniowych, co rowniez ma znaczenie w
odniesieniu do gospodarki wodno-mineralnej roslin. Obserwowany fenotyp wilosnikowy moze by¢

efektem zmian zachodzacych w homeostazie etylenowe;j.

Zrozumienie zjawiska interakcji pomiedzy rosling a endofitem oraz jego znaczenia dla tolerancji
metali toksycznych przez rosliny, wymaga kompleksowego poznania zmian metabolicznych
zachodzacych w organizmach symbiotycznych, stopnia tolerancji endofita na toksyczno$¢ metali jak
réwniez samego procesu kolonizacji tkanek roslinnych. Wykazano, ze interakcja roslin z Mucor sp.
skutkuje stymulacja ich wzrostu bez wzgledu na obecnosé metali toksycznych w podtozu. Natomiast,
sam szczep Mucor sp. jest zdolny do wzrostu na podiozach zawierajacych Pb, Zn i Cd w stezeniach
kilkuset (Cd) badz nawet kilku tysiecy (Zn i Pb) pM. Ponadto, badany endofit wptywat dodatnio na
pobor azotu przez A. arenosa, rosnaca na podiozu haldowym, co prawdopodobnie bylo jedng z przyczyn
zhagodzenia reakcji stresowej roslin, obserwowanego w postaci obnizonej aktywnosci katalazy. Badania
przeprowadzone z wykorzystaniem szczepu znakowanego GFP oraz metody gPCR wykazaly obecnosé
endofita zardbwno w Kkorzeniach jak i w nadziemnych czgsciach rosliny. Obecnos¢ Mucor sp.
zanotowano rowniez wewnatrz tkanki naczyniowej, co wskazuje na potencjalna droge kolonizacji czgsci
nadziemnych roélin. Analiza dynamiki kolonizacji wykazala przejsciowy spadek obfitosci endofita
zarowno w pedach jak i w korzeniach. Wynik ten skorelowano z indukcja ekspresji genéw, zwiazanych
z reakcjg obronng rosliny, ktéra wykazano na poczatku interakcji, kiedy $ciezki obrony i odpowiedzi

wzrostowej nie sg jeszcze zbalansowane.

Wyniki przedstawione w tej dysertacji podkre$laja znaczacg role endofitéw grzybowych w
tolerancji metali toksycznych przez ro$liny, jak réwniez wskazujg na koniecznos¢ poznania

mechanizmow zwigzanych z ksztaltowaniem interakcji roslina-endofit.
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Rys.1. Schemat badan, dotyczacych interakcji roslina-grzyb endofityczny w kontekscie wegetacji roslin
w siedliskach o podwyzszonej zawartosci metali toksycznych. Rosliny A. arenosa wykorzystano do
izolacji grzybow endofitycznych. Proces kolonizacji tkanek ro$linnych zbadano z wykorzystaniem
szczepu znakowanego GFP oraz metody gPCR. Przeprowadzono analiz¢ wptywu endofita na fizjologie
roslin, narazonych na stres metali toksycznych. Zbadano rolg strigolaktonéw (SLs) w ksztaltowaniu
interakcji roslina-endofit. GFP — biatko zielonej fluorescencji, E+/E- - roéliny inokuolowane Mucor

sp./nieinokulowane rosliny kontrolne.
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