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ABSTRACT
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Microorganisms commonly inhabit all environments in which they can survive. The number of
bacteria in soil depends on its structure, moisture and nutrient content, and ranges from a few
hundred to several thousand per gram of soil. Qualitative and quantitative composition of bacteria
mainly depends on physico-chemical agents, soil and vegetation cover, the content of biogenic
clements, but also on the salinity and pollution. In the case of forest soils number of bacteria
amounts to about 4.8x10° per 1 cm? of soil. In the rhizosphere, the soil directly surrounding plant
roots, there are organisms that affect the biochemical activity of plants. The main representatives
of bacteria, which are present in the rhizosphere layer, are species of the genera: Pseudomonas
and Bacillus, Acidobacteria that protect plants against attack of pathogens. Soil microorganisms
form a symbiosis with vascular plants. Because of their properties, they are effective antagonists
against fungi that cause plant diseases (leaf spots, roots and shoot apices discase, as well as rot).
This group includes such species as: Sclerotinia sclerotiorum, Botrytis cinerea and Colletotrichum
gloeosporioides or the species belonging to Oomycetes, for example Phytophthora and Pythium. Bacteria
also protect plants against harmful insects and inhibit the growth of fungal diseases. The beneficial
role of bacteria is observed in the development of truffles as well. They are responsible for providing
nitrogen to the mycelium forming fruiting bodies. Bacteria improve plant growth and protect
their host against drought. Understanding the diversity of bacteria that have important role in the
functioning of ecosystems, including forest ecosystems, remains a challenge for microbiologists.
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Wstep

Mikroorganizmy zasiedlajg powszechnie wszystkie srodowiska, w ktérych mogg przetrwad. Bak-
terie kolonizujg szeroki zakres ekosysteméw lgdowych i wodnych, poczgwszy od ubogich w zwigzki
organiczne, w ktérych panujg ekstremalne warunki (np. kwasne wody, kopalnie czy solanki,
gdzie pH w przyblizeniu wynosi 0), az po srodowiska bogate w zwigzki organiczne — gleby, rzeki,
jeziora czy oceany [Blaszczyk 2010].
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Gleba jest srodowiskiem heterogennym i miejscem bytowania réznorodnych gatunkéw
mikroorganizméw. Ze wzgledu na swojg strukture i wlasciwosci fizykochemiczne stanowi do-
skonaly ekosystem dla rozwoju bakterii. Kazdy typ gleby charakteryzuje si¢ okreslonymi popu-
lacjami mikroorganizméw. W ich sktad wchodzg przede wszystkim bakterie, grzyby plesniowe
oraz drozdze — te ostatnic obecne szczegblnie w glebach, na ktérych rosng winnice lub sady
[Myskow 1996].

Liczba bakterii w glebie zalezy od jej struktury, wilgotnosci i zawartosci sktadnikéw pokar-
mowych. W przypadku gleb lesnych liczebnos¢ bakterii w cm? gleby wynosi okoto 4,8x10°
(w $cidtce lesnej 7,5-9,5x10%), na pastwiskach 1,8x107, w gruntach ornych 2,1x10'°, a w glebach
podmoktych 10°-1010 [Torsvik, Ovreas 2002; Krivtsov i in. 2005; Ipsilantis, Sylvia 2007]. Sktad
ilosciowy i jakosciowy bakterii zalezy przede wszystkim od czynnikéw fizykochemicznych, typu
gleby oraz gatunkéw roslin jg porastajgcych i zawartosci pierwiastkéw biogennych, ale réwniez
od zasolenia i skazenia srodowiska [Zwoliriski 2005; Frac, Jezierska-Tys 2010]. Czesto w okre-
slonych typach gleb wystepujg taksony charakterystyczne tylko dla nich, np. Fibrobacter spp.
i Syntrophomonas spp. w glebach lesnych, a Burkholderia spp., Rhizobium spp. i Agrobacterium spp.
na pastwiskach.

Dzigki zastosowaniu technik molekularnych wiadomo, ze wigkszos¢ bakterii glebowych na-
lezy do siedmiu gtéwnych grup filogenetycznych: Proteobacteria, Firmicutes, Acinobacter; Bacteroidetes,
Planctomycetes, Verrucomicurobia i Acidobacteria [Blaszczyk 2010].

Charakterystyka i znaczenie wybranych organizméw

Bakterie w glebie sg rozmieszczone nieréwnomiernie. W ryzosferze, glebie otaczajacej bezpo-
srednio korzenie roslin, wystepujg organizmy, ktére wptywaja na biochemiczng aktywnos¢ roslin
[Woliriska 2010]. W gramie suchej masy ryzosfery wystepuje 101°-10'? komérek bakterii, za$
poza nig nie wiccej niz 10% [Foster 1988]. Gtéwnymi przedstawicielami bakterii obecnych w war-
stwie ryzosferowej sg gatunki z rodzaju Pseudomonas i Bacillus [Whipps 2001; Badura 2005, 2006],
ktore (w wickszosci) chronig rosling przed atakami patogenéw. Bakterie Pseudomonas fluorescens,
wystgpujace powszechnie w glebie, sg skutecznymi antagonistami w stosunku do grzybéw powo-
dujacych choroby roslin (plamistos¢ lisci, choroby korzeni i wierzchotkéw pedéw, porazenia
zb6z i zgnilizny), takich jak Sclerotinia sclerotiorum, Botrytis cinerea i Colletotrichum glocosporioides,
oraz do legniowcdw, np. z rodzaju Phytophthora czy Pythium [Padmanabhan i in. 2005]. Bakteria
P, fluorescens powoduje $mier¢ larw owadéw atakujacych korzenie roslin [Lu i in. 2010]. Ta gram-
-ujemna pateczka jest skuteczna w ,,leczeniu” roslin (zapobiega powstawaniu plesni na jabtkach
i gruszkach), jest zatem naturalnym srodkiem grzybobdjczym.

Gatunek P fluorescens, nalezacy do klasy y-Proteobacteria, posiada duzg zdolnosé do roz-
puszczania fosforu, wplywajac na poprawe wzrostu roslin. Bakterie z rodzaju Pseudomonas licznie
namnazajg si¢ w glebie i kolonizujg korzenie roslin. Mikroorganizmy te wytwarzajg piowerdyny,
ktdrych celem jest zahamowanie wzrostu grzybéw patogennych, oraz indukujg odpornos¢ sys-
temiczng rosliny [Jankiewicz 2009].

Bakteria Pseudomonas chlororaphis wykorzystywana jest jako czynnik kontroli patogenéw
roslin i szkodnikéw owadzich [Spencer i in. 2003], m.in. zwd6jki glogéweczki i strzygoni chojnéwki
[Fiedler, Zahner 2001].

Najpospolitsze bakterie wyst¢pujace w glebie to przedstawiciele z rodzaju Bacillus [Blasz-
czyk 2010]. Wystgpujg one w Scidtce, na marewych tkankach roslin i aktywnie uczestniczg w fazie
ich rozktadu. Bakterie te chronig rosling przed szkodliwymi owadami i hamujg rozwéj choréb
grzybiczych. Gatunki Bacillus sg antagonistyczne w stosunku do grzybéw i bakterii, ktére sg
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patogenami roslin, a ich toksyny sg smiertelne dla larw owadéw, m.in. Galleria mellonella [Wojda,
Tasztow 2013]. Do rodziny Bacillaceae nalezy np. Bacillus thuringensis, wykorzystywany w ochronie
drzewostanéw przed owadami, m.in. Dendrolimus pini, Lymantria monacha i Operophtera brumata
[Sierpiniska, Grodzki 2012], czy B. popilliae i B. lentimorbus, ktdre sg patogenami japoriskich chrza-
szezy (Popillia japonica).

W warstwic ryzosferowej powszechnie wystepuja bakterie nalezace do typu Acidobacteria,
ktdre stanowig 12,5% puli pieciu typéw bakterii dominujacych w glebach. Poza Acidobacteria sy
to Bacteroidetes, Firmicutes, Actinobacteria i Proteobacteria [Fierer i in. 2007]. "Typ Acidobacteria za-
wiera zaréwno gatunki hodowalne wystepujace powszechnie w glebie, np. Acidobacterium capsulatum,
jak i bakterie nichodowalne, ktére stanowig nawet 50% zespotu mikroorganizméw zasiedlaja-
cych srodowisko glebowe. Bakterie glebowe produkuja i uwalniajg do srodowiska zwigzki zawie-
rajgce makro- i mikroelementy potrzebne roslinom do prawidlowego rozwoju i sg odpowiedzialne
za interakcje czgsci abiotycznej gleby z organizmami wyzszymi. Rozwdj bakterii jest wspierany
poprzez wydzielane przez rosliny zwigzki chemiczne, takie jak weglowodany, aminokwasy, kwasy
organiczne, witaminy, enzymy czy sterole [Galus-Barchan, Pasmionka 2014]. W strefie korzeni
przewazajg bakterie wolno zyjace, mineralizujgce zwigzki organiczne i wigzace azot czgsteczkowy.

Niektére mikroorganizmy glebowe, takie jak bakterie z rodzaju Rhizobium czy promieniowce
Frankia, ktére wiazg wolny azot, mogg wchodzi¢ w symbioz¢ z roslinami naczyniowymi, np.
bakterie z rodzaju Rhizobium wspétzyja z roslinami motylkowatymi, natomiast z rodzaju Frankia
wchodzg w asocjacje symbiotyczne z okoto 280 gatunkami roslin naczyniowych, w tym z przed-
stawicielami 8 rodzin roslin niemotylkowatych [Benson, Silvester 1993].

Rhizobiaceae (bakterie brodawkowate wigzace azot czgsteczkowy) nalezg do klasy a-Prozeobacteria,
w ktérej znajduja si¢ zar6wno bakterie patogenne, jak i symbionty roslin (np. Azospirillum bytu-
jace w strefie korzeniowej roslin) i zwierzat. Dla przyktadu bakterie Rhizobium tumefaciens sg pa-
sozytami roslin dwulisciennych [Blaszczyk 2010]. Z kolei Pseudomonas fluorescens czy Serratia
plymuthica mogg chronié rosliny przed patogenami, np. S. plymuthica jest bakterig antagonistyczng
w stosunku do patogennego grzyba Pythium ultimum [Whipps 2001], stymuluje réwniez wzrost
ro$lin. Niektére bakterie z rodzaju Pseudomonas (P. chlororaphis, P. fluorescens) sg skutecznymi
antagonistami w stosunku do grzybéw z rodzaju Fusarium i Pythium. Wymienione bakterie
wspomagajg rozwdj roslin, umozliwiajgc roslinie fatwicjsze pobieranie zelaza [Whipps 2001].
W strefie korzeniowej powszechnie bytujg takze gatunki z klasy S-Proteobacteria, do ktérych zali-
czane sg bakterie nitryfikacyjne i denitryfikacyjne. Inne bakterie bytujace w ryzosferze to orga-
nizmy z klasy y-Proteobacteria, charakteryzujgce si¢ zdolnoscig do redukcji obecnych w glebie
siarczanéw.

Wazng grupe pod wzgledem ekologicznym i biotechnologicznym stanowig promieniowce
Actinobacteria, najbardziej rozpowszechnione w srodowisku. Powszechnie obecne sg w glebie,
wodach stodkich, stonych, kompostach i oborniku. Rozktadajg szczatki zwierzgce i materiaty
biologiczne, takie jak celuloza, chityna i lignina. Proces ten jest mozliwy dzigki wytwarzaniu
przez te bakterie enzyméw, tj. celulaz, chitynaz i ksylanaz. Promieniowce to grupa mikroorga-
nizméw o duzej aktywnosci biologicznej, wytwarzajacych zwigzki przeciwbakteryjne, przeciw-
wirusowe, przeciwgrzybiczne, przeciwnowotworowe i przeciwrobacze. Szacuje sig¢, ze okoto
80% antybiotykéw pochodzenia naturalnego stanowig metabolity promieniowcéw [Solecka i in.
2012]. Do grupy antybiotykéw pozyskiwanych z promieniowcéw zalicza si¢ streptomycyne,
wankomycyng, neomycyng oraz tetracykling. Okoto 1% promieniowcéw zamieszkujacych glebe
wytwarza streptomycyne. Sciétke lesng zasiedlaja gatunki z rodzaju Streptomyces aktywne bio-
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logicznie, produkujgce oprécz antybiotykéw takze izoprenoidy. Dzigki wytwarzaniu geosminy
charakteryzujg si¢ one specyficznym zapachem wilgotnej ziemi. Liczne gatunki z rodzaju
Frankia, wchodzac w symbioz¢ z korzeniami roslin niemotylkowatych, wigzg azot atmosfe-
ryczny, ktéry w formie zwigzkéw amonowych i biatek jest przyswajalny dla roslin. Ponadto dzig-
ki tej symbiozie poprawia si¢ odpornosé roslin, stgd mniejsza ich podatnos¢ na infekcje i ataki
szkodnikdw.

Wyniki badaii mikrobiologicznych wykazuja, ze bakterie glebowe z rodzaju Pseudomonas,
promieniowce (typ Actinobacteria) i bakterie z rodziny Rhizobiaceae odgrywajg istotng role w roz-
woju owocnikéw trufli [Citterio i in. 1995; Sbrana i in. 2002; Barbieri i in. 2007; Saltarelli i in.
2008]. Obecnosé a-, B- i y-Proteobacteria, tlenowych bakterii tworzgcych formy przetrwalnikowe
i promieniowcéw, stwierdzono u trufli biatawej (ZTuber borchii) [Barbieri i in. 2005].

Mechanizm dziatania bakterii z rodzaju Bacillus na owady

Larwy chrzgszczy konsumujg zarodniki bakterii bytujgcych w glebie, nastgpnie bakterie te roz-
mnazajg si¢ w jelicie larw, powodujgc ich $smier¢. W momencie Smierci larwy Popillia japonica
znajduje si¢ w jej hemolimfie okoto 5x10'° spor/ml [Bulla i in. 1978], a kolor limfy zmienia
barwe na mleczng (,,choroba mleczna”) [Splittstoesser i in. 1978].

B. thuringensis jest gram-dodatnig bakterig zyjacg w srodowisku glebowym, stosowang w zwal-
czaniu szkodnikéw. Wytwarza ona krysztaly biatkowe o dzialaniu owadobdjczym, wykorzysty-
wane m.in. w rolnictwie i ogrodnictwie jako biopestycydy. Zarodniki i krysztaty spozyte przez
doroste owady czy larwy powodujg ich $mier¢. Rozpuszczona toksyna paralizuje i uszkadza jelito,
w wyniku czego dochodzi do zakazenia prowadzacego do Smierci. B. #huringiensis jest réwniez
przykladem insektycydu stosowanego powszechnie przez hodowcéw roslin do zwalczania gatun-
kéw szkodnikéw owadzich, np. jedwabnika morwowego (Bombyx mori) czy borecznika sosnowca
(Diprion pini). Niektére podgatunki B. thuringiensis ssp. produkujg toksyne aktywng w stosunku
do motyli (Lepidoptera), muchéwek (Diptera) czy chrzaszezy (Coleoptera) [Fiedler, Zahner 2001].

Mechanizm dziatania bakterii nalezgcych do klas
a- i y-Proteobacteria i Actinobacteria na rozwaéj owocnikow
trufli (Tuber spp.)

Trufle we wszystkich stadiach cyklu zyciowego sg kolonizowane przez bakterie, ktdre zasiedlajg
zar6wno wewnetrzng, jak i zewnetrzng czg$¢ owocnikéw. Ich zageszezenie moze wynosi¢ od
miliona do biliona komérek na gram suchej masy trufli [Barbieri i in. 2007; Olivier i in. 2012;
Antony-Babu i in. 2014]. Sktad zbiorowiska bakterii zmienia si¢ wraz z dojrzewaniem trufli.
Zalezy od etapu cyklu zyciowego trufli (np. mykoryza a owocnik) oraz rodzaju tkanki (inny jest
w glebie, w zarodnikonosnej warstwie owocnika niz w perydium, warstwic zewnetrznej owoc-
nika).

7 badari przeprowadzonych przez Antony-Babu’ego i in. [2014] wynika, ze u wszystkich
analizowanych owocnik6éw trufli (trufli biatej 7" magnatum, trufli biatawej 1. borchii, trufli peri-
gordzkiej T' melanosporum i trufli letniej T aestivum) wystgpuja Proteobacteria, Bacterioidetes,
Firmicutes i Actinobacteria. W owocnikach badanych trufli stwierdzono dominacj¢ a-Proteobacteria
i niskie zageszczenie Firmicutes oraz Actinobacteria, natomiast wigkszg réznorodnosé - i y-Proteobacteria
oraz Bacteroidetes zaobserwowano u trufli biatawej (1. borchii) w poréwnaniu z truflg perigordzka
(T" melanosporum) i biaky (T magnatum).

Zmiana réznorodnosci gatunkowej bakterii zachodzaca wraz z dojrzewaniem owocnikéw ma
inny przebieg w glebie owocnika i w jego perydium. Mikroflora bakteryjna oznaczana w pery-
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dium ma bardzo zblizony sktad do tej, ktéra wystgpuje w glebie otaczajgcej mtode owocniki,
jednak wyraznie rézny od zbiorowiska gleby otaczajgcej dojrzate owocniki. Réznice obserwo-
wane w skfadzie ilosciowym bakterii w perydium zwigzane sg gtéwnie z post¢pujacym wzro-
stem liczebnosci Bacterioidetes i a-Proteobacteria, a zmniejszaniem si¢ liczebnosci -Proteobacteria.
7 kolei zbiorowiska bakterii obecne w glebie (warstwa zarodnikonosna) od wczesnej fazy roz-
woju owocnikéw sg zdominowane przez przedstawicieli a-Proteobacteria. Ich dominacja utrzy-
muje si¢ wraz z dojrzewaniem owocnikéw, podobnie jak ma to miejsce w przypadku perydium.
"Te obserwacje sktonity autoréw [Antony-Babu i in. 2014] do wyciagnig¢cia wniosku, Ze bakterie
glebowe kolonizuja owocniki trufli w najwczesniejszej fazie ich rozwoju, zanim nastgpi zréznico-
wanie tkanek owocnika na warstwe zewnetrzng i wewnetrzng. Nastepnie bakterie znajdujace si¢
w warstwie zarodnikonos$nej owocnika zostajg w niej uwigzione i czgsciowo izolowane od gleby
przez brodawkowate perydium. Z powodu takiego podziatu zbiorowisk bakterii w owocniku ich
sktad zalezy przede wszystkim od zmian w fizjologii dojrzewajacego owocnika [Antony-Babu i in.
2014].

Zmiany w skfadzie zbiorowiska bakterii u truflii moze wywotywac réwniez ich pozyskiwanie.
Zbiér trufli prawdopodobnie powoduje zmiany temperatury i zawartosci CO, w glebie, w ktdre;
rosng [Read 1991]. U owocnikéw 17 borchii liczba bakterii reprezentujacych a- i B-Proteobacteria
jest wyzsza w chwili ich zbioru niz u tych samych owocnikéw przechowywanych w laboratorium
i analizowanych 6 dni pézniej [Rivera i in. 2010].

Na sktad zbiorowiska bakterii wptywa réwniez stadium cyklu rozwojowego grzyba. Poréw-
nanie bakterii obecnych na owocnikach 1. melanosporum i na mykoryzach wykazato ogromne
réznice w skladzie tych dwdéch zbiorowisk. Z ektomykoryzami tworzonymi przez trufle peri-
gordzka (1 melanosporum) zwigzane sg bakterie nalezace do Actinobacteria, natomiast ich liczeb-
no$¢ na owocnikach jest niewielka [Antony-Babu i in. 2014]. Bakterie nalezace do kilku rodzajéw
Actinobacteria sg szczegdlnie liczne w ogrodach truflowych 7. melanosporum w strefie wokét sadzo-
nek inokulowanych tym grzybem i nazywanych ,brule” (okrggi wypalonej ziemi), charaktery-
zujacych si¢ obfitoscig grzybni trufli [Splivallo i in. 2014].

Badania dowodza, Ze u trufli, niezaleznie od ich gatunku, podstawowym komponentem bak-
teryjnym sg bakterie z rodzin Bradyriizobiaceae i Rhizobiaceae, nalezace do y-Protebacteria. Niecznane
pozostajg czynniki decydujgce o takim stanie zbiorowisk bakterii. Jest mozliwe, ze sktad zbio-
rowiska bakterii wynika z interakcji miedzy grzybami i zasiedlajgcymi je mikroorganizmami.
Znana jest bowiem zdolno$¢ bakterii nalezacych do Riizobiales do przyswajania azotu [Callot
1999]. Wigzanie azotu wewnatrz owocnikéw trufli biatej (7 magnatum) zostato wykazane przez
Barbieriego i in. [2010]. Geny réznych gatunkéw bakterii odpowiedzialnych za ten proces
stwierdzono takze w owocnikach trufli perigordzkiej (1" melanosporum) [Antony-Babu i in. 2014].
Niewykluczone, ze cz¢$¢ azotu, ktdry zgromadzity bakterie, jest wykorzystywana przez gospo-
darza, w tym przypadku truflg.

Podsumowanie

Poznanie ré6znorodnosci bakterii petnigcych wazng rol¢ w funkcjonowaniu ekosysteméw, w tym
ckosysteméw lesnych, wcigz pozostaje wyzwaniem dla mikrobiologéw [Baldrian i in. 2012].
Zrozumienie funkcji pelnionych przez mikroorganizmy komplikuje fake, ze jedynie 0,1-1%
bakterii glebowych moze wyrosnaé na tradycyjnych podtozach hodowlanych i w tradycyjnych
warunkach laboratoryjnych [Stevenson i in. 2010]. Oznacza to, ze ponad 99% réznorodnych bak-
terii w gramie gleby jest poza zasi¢giem poznawczym i kryje w sobie rzesze organizméw o by¢é moze
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istotnym znaczeniu dla funkcjonowania ekosystemu [Kozdréj 2013]. Manipulacje sktadem pod-
toza hodowlanego w kierunku obnizenia jego troficznosci, dobér odpowiedniego pH i tempera-
tury czy wydtuzanie czasu inkubacji, a takze stosowanie polimerowego substratu wzrostowego
(np. ksylanu) oraz zelowych mikrogranul do immobilizacji komérek pozwalajg znaczaco posze-
rzy¢ spektrum mozliwych do wyhodowania mikroorganizméw glebowych. Mimo to dysproporcja
mie¢dzy liczbg mikroorganizméw mozliwych do wyhodowania a tymi, ktére mozna oznaczy¢ za
pomocg analizy DNA, jest ogromna [da Rocha i in. 2009]. Bezposrednia ekstrakcja DNA z gleby
i analiza specyficznych sekwencji, np. genu 16S rRNA, dajg mozliwos¢ charakteryzowania rézno-
rodnos$ci mikroorganizméw prokariotycznych w srodowisku bez potrzeby ich hodowania [Bastias
i in. 2007].
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