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Badanie zréznicowania genetycznego i funkcjonalnego mikrosymbiontow koniczyny lakowej
(Trifolium pratense) z dwoch stref klimatycznych: subpolarnej i umiarkowanej w celu
identyfikacji szczepoéw o potencjalnym zastosowaniu w rolnictwie

Azot jest jednym z najbardziej niedostepnych pierwiastkoéw w glebie, dlatego istnieje koniecznosc¢
wprowadzania sztucznych nawozéw azotowych W celu zwigkszenia plonéw roslin. Niestety, zwigzki te sg
drogie i majg bardzo negatywny wplyw na $rodowisko oraz jako$¢ uzyskiwanych plonow. Z tych powodow,
biologiczne wigzanie azotu (ang. Biological Nitrogen Fixation, BNF), ktore dostarcza rocznie ~200 milionow
ton tego pierwiastka, stanowi korzystng alternatywe dla sztucznych nawozow azotowych. Sposrdd réznych
uktadow biologicznych, symbiotyczne interakcje roslin bobowatych (Fabaceae) z bakteriami glebowymi
nalezgcymi do rodziny Rhizobiaceae charakteryzujg si¢ najwyzsza wydajno$cig procesu wigzania azotu.

Bobowate nalezg do duzej i waznej ekonomicznie grupy roslin obejmujgcej okoto 18.000 gatunkow,
z ktérych wiele jest istotnym zrodtem roslinnego biatka w diecie cztowieka (fasola, groch, soja, soczewica,
orzech ziemny), bogatym Zrédlem zwigzkdéw majacych zastosowanie w medycynie, paszy dla zwierzat
(koniczyna, lucerna, wyka, tubin) i ma wiele innych zastosowan w przemysle (np. akacja). Sposrod tych roslin,
Ostatnio znacznie wzroslo zainteresowanie uprawa koniczyny, gdyz roslina ta jest bogatym zrodiem
naturalnych izoflawonoidoéw (genisteiny, daidzeiny, formononetiny i biochaniny), ktore sg sktadnikami wielu
suplementow diety.

Rosliny bobowate posiadaja unikalng zdolno$¢ nawigzywania symbiozy z bakteriami glebowymi,
zwanymi ogélnie ryzobiami, w warunkach niedoboru azotu w glebie. Wowczas ryzobia indukujg tworzenie
specjalnych organdéw na korzeniach roslin, zwanych brodawkami, po zasiedleniu ktorych redukujg azot
atmosferyczny do amoniaku. Natomiast przy braku roslin bobowatych, ryzobia egzystuja w glebie jako wolno-
zyjace bakterie i wtedy narazone sg na dziatanie roznych czynnikéw srodowiskowych, takich jak: niedobor
substancji odzywczych, czy stres wywotany niskg temperaturg. Wystepowanie ryzobiéw w roznych strefach
klimatycznych i niszach ekologicznych (gleba, ryzosfera i brodawki korzeniowe ro$lin) sugeruje, ze bakterie
te wyksztalcity efektywne mechanizmy adaptacyjne, ktorych poznanie mogtoby przyczyni¢ si¢ do lepszego
zrozumienia funkcjonowania symbiozy ro$liny bobowate - ryzobia. Jednak pomimo ogromnego znaczenia
ekonomicznego i ekologicznego procesu BNF, zastosowanie ryzobiéow w zréwnowazonym rolnictwie jest
dotychczas niewielkie. Jednym z powodow jest poznanie w niewystarczajacym stopniu zdolno$ci
adaptacyjnych tych bakterii do roznych czynnikow stresowych i brak wyselekcjonowanych szczepdéw o
wysokiej aktywno$ci promujgcej wzrost roslin.

Celem tego projektu jest zbadanie zroznicowania genetycznego i funkcjonalnego mikrosymbiontow
koniczyny tgkowej (Trifolium pratense) rosngcej w dwoch strefach klimatycznych: subpolarnej i
umiarkowanej, w celu okreslenia zdolnosci adaptacyjnych tych bakterii do stresu niskiej temperatury i
wyselekcjonowania szczepdw o duzym potencjale rolniczym. Szczepy te powinny charakteryzowac si¢ duza
efektywno$cig w promowania wzrostu i produktywnos$ci roslin oraz wysoka tolerancja na niskie temperatury.

W ramach tego projektu zostang przeprowadzone analizy dla dwoch kolekcji szczepow pochodzacych
z p6éinocnej Norwegii oraz potudniowo-wschodniej Polski (po 60 szczepow z kazdej kolekcji). Planujemy
okresli¢ zrdznicowanie genetyczne oraz wlasnosci fenotypowe i symbiotyczne tych bakterii, jak réwniez ich
zdolnosci adaptacyjne do réznych warunkow srodowiskowych, w tym stresu niskiej temperatury. Realizacja
tego projektu powinna dostarczy¢ kompleksowych danych dotyczacych funkcjonowania ryzobiow w
warunkach glebowych i podczas symbiozy z koniczyna, jak réwniez ich zdolnosci adaptacyjnych do stresu
temperaturowego. Dodatkowym efektem realizacji tego projektu moze by¢ identyfikacja szczepow 0 wysokiej
konkurencyjnos$ci i efektywnos$ci symbiotycznej.

Zréznicowanie genetyczne izolatow zostanie okre§lone w oparciu o profile plazmidowe, analizy PCR-
RFLP regionu mi¢dzygenowego 16S-23S rRNA i analizy sekwencji genéw podstawowego metabolizmu i
wybranych genow symbiotycznych. Profile metaboliczne szczepow zostang ustalone przy uzyciu plytek
Biolog, za$ przezywalno$¢ i wzrost bakterii w roznych temperaturach, zdolnos$¢ adhezji i tworzenia biofilmu
przy uzyciu bakterii wyznakowanych markerami genetycznymi gfp i dsRed oraz mikroskopu
fluorescencyjnego i pomiarow spektrofotometrycznych. Symbiotyczne wiasciwosci szczepéw zostang
okres$lone w testach ro§linnych z uzyciem koniczyny jako gospodarza roslinnego. Ponadto, zostanie wykonana
analiza poréwnawcza transkryptomoéw i proteoméw wybranych szczepéw z obu kolekcji hodowanych w
optymalnej i niskiej temperaturze, a uzyskane wyniki pozwolg na zidentyfikowanie gendow i bialek
uczestniczacych w przystosowaniu ryzobiow do tego czynnika abiotycznego i ustalenia ré6znic w odpowiedzi
stresowej pomiedzy szczepami z dwoch stref klimatycznych.

Podsumowujac, dane uzyskane z realizacji tego projektu przyczynia si¢ do lepszego poznania
symbiotycznych oddziatywan ryzobiéw z roslinami bobowatymi i identyfikacji wysoce efektywnych
szczepOw, CO moze w przysztosci zwigkszy¢ zastosowanie tych bakterii w zréwnowazonym rolnictwie i
przyczynic si¢ do wzrostu produktywnosci roslin i jakosci uzyskiwanych plonow.



