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1. Wstep

1.1. Wprowadzenie do studiéw taksonomicznych drozdzy

W réznych ekosystemach grzyby stanowia jedng z wazniejszych grup organizmow.
Réznorodnosé wyjatkowo duzej liczby jednostek taksonomicznych i ich zdolnosci dostoso-
wawcze do Srodowiska sprawity, ze grzyby uznano za organizmy euryekologiczne. Kosmo-
polityczne gatunki sg zazwyczaj istotnie zréznicowane pod wzgledem wymagan pokarmo-
wych i mozliwoéci wykorzystywania przez nie zwigzkéw organicznych. Adaptacja poszcze-
golnych jednostek spotecznosci mikrobiologicznych do warunkéw srodowiskowych, w ktd-
rych dostgpno$¢ nutrientéw jest zazwyczaj okresowa (Fry 1990), jest metabolicznym od-
zwierciedleniem specyfiki zasiedlanego przez drozdze ekosystemu (Phaff i Starmer 1987).
Pomimo przyjgcia $cisle okreslonych kryteriow identyfikacji drozdzy, opartych na cechach
morfologicznych i fizjologicznych (Lodder 1971, Kockova-Kratochvilova 1990, Kurtzman
i Robnett 1998, Barnett i in. 2000), zmiennos¢ fenotypowa spowodowata tworzenie nowych
jednostek taksonomicznych juz istniejacych gatunkéw. Hawksworth (2001) oszacowal bo-
gactwo gatunkowe grzybéw na 1,5 miliona (Hawksworth 1991). Zdaniem Rossmana (1994)
jest to liczba znacznie zawyzona, a jej hipotetycznie wyznaczona warto$¢ nie powinna prze-
kraczaé miliona gatunkéw. Ewentualna liczba taksonéw waha si¢ od 500 do 9,9 miliona
(Hawksworth 2001) i stale jest weryfikowana. Pomimo wielu kontrowersji i dyskusji, jakie
wywolata ocena dotyczgca przypuszczalnej liczebnosci gatunkow, liczbe t¢ zaakceptowano
wraz z ukazaniem si¢ publikacji ,,Global biodiversity assessment” (Hammond 1995). Przyj-
muje sie, ze dotychczas poprawnie opisano jedynie 5,0-6,0% taksonow grzybow (Rossman
1994, Hawksworth 2001) z powszechnie podawanej ich 6gdlnej liczby (SA 2000 1994). Tak
niewielka wiedza na temat réznorodnesci grzybow wynika z ich biologicznej ewolucji
(Hawksworth i Mueller 2005). Za najwazniejsze ww. autorzy uznali filogenetyczne hipotezy
i ich role w ksztaltowaniu si¢ roznorodnosci gatunkowej jako skutku elastycznosci fenoty-
powej oraz wzajemnych relacji w procesie koewolucji. W odpowiedzi na zmiennosé profilu
ckologicznego $rodowiska te same genotypy drobnoustrojéw mogg ulega¢ zréznicowaniu
fenotypowemu. W zwigzku z tym zjawisko plastycznodei fenotypowej powinno by¢ rozwa-
zane w kontekécie bledu w ocenie stopnia zréznicowania gatunkowego, jezeli nie zostanie
poparte cechami genetycznymi.

Drozdze stanowig filogenetycznie zréznicowang grupg jednokomérkowych grzybow
(de Baros Lopes 1998), ktore we wspoblczesnej systematyce stanowiag odrgbne, w stosunku
do roglin i zwierzat, krolestwo — grzybow (Fungi). Organizmy te wspoltworzg jedng z sze-
$ciu linii rozwojowych w obrgbie supergrupy Opisthokonta (Simpsona i Rogera 2004). Za-
znaczy¢ nalezy, ze wyniki analiz opartych na rzeczywistym pokrewiefistwic organizmdw
(klasyfikacja molekularna) pozwolily na wskazanie znacznie blizszego pokrewienstwa grzy-
bow z krolestwem zwierzat (Animalia) niz ze $wiatem roslin (Plantae). Zwigzek pomigdzy



wskazanymi krélestwami, poza zbieznymi cechami morfologicznymi i metabolicznymi komo-
rek, potwierdza réwniez wyjatek w regule uniwersalnosci kodu genetycznego. Sekwencja
aminokwaséw jest kodowana przez system tréjkowy nukleotydéw — tzw. kodonéw. Sposrod
64 tripletéw nukleotydowych 61 koduje pojedyncze aminokwasy. Trzy pozostale — UAG,
UAA i UGA w kodzie standardowym nie wyznaczajg zadnego aminokwasu. Kodony te,
zwane nonsensownymi albo kodonami STOP, sygnalizuja zakoniczenie sekwencji kodujacej
biatko. Wspomnianym wyjatkiem jest kodon UGA (normalnie kodon stop), ktéry zamiast
przerwania translacji w mitochondriach drozdzy i zwierzat powoduje kodowanie tryptofanu.
Wedlug Golika (2009) ma to istotne znaczenie w ograniczeniu transferu genéw mitochon-
drialnych do jadra i utrzymaniu mitochondrialnego systemu genetycznego.

Mozliwo$¢ wykorzystania technik biologii molekularnej w klasyfikacji organizméw
spowodowata w systematyce krolestwa grzybow catkowitg rewolucjg. Reklasyfikacja nastg-
pifa przede wszystkim w gromadach obejmujgcych drozdze. Uwazane przez niektorych za
prymitywng grup¢ stanowia jedng z najbardziej zréznicowanych jednostek taksonomicz-
nych. Zapewne wynika to z polifiletycznej natury drozdzy, w zwigzku z czym ich usystema-
tyzowanie stalo si¢ znacznie bardziej skomplikowane niz np. grzybow plesniowych. Z po-
wodu euryekologicznego charakteru drozdzy, zmiennosci fizjologicznej i zdolnosci przysto-
sowywania si¢ do zréznicowanych nisz ekologicznych moze nastgpi¢ zmiana cech niekto-
rych szczepow, co stwarza niebezpieczenstwo ich niewlasciwej identyfikacji metodami tra-
dycyjnymi. Wiele gatunkow drozdzy charakteryzuje rowniez umiejetno$é tworzenia pseudo-
strzgpek i strzgpek oraz jednokomérkowej formy planktonowej. Ich wegetatywna postaé
zdolna jest do bezpliciowego rozmnazania poprzez pgczkowanie lub rozszczepianie oraz do
rozmnazania piciowego (Kurtzman 1994). Typy rozmnazania drozdzy staly si¢ pierwotnie
jednym z podstawowych powodéw, dla ktérych poza Ascomycota i Basidiomycota zostata
wyrézniona niezalezna grupa systematyczna — Fungi Imprefecti (Deuteromycetes) obejmu-
jaca wszystkie grzyby, ktore nie maja stadiow plciowych. Dopiero charakterystyka moleku-
larna wykazata pokrewiefistwo niektorych form anamorficznych (bezplciowych) z przedsta-
wicielami gromady Ascomycota oraz Basidiomycota, potwierdzajac to, ze gromada Fungi
Imprefecti jest sztuczng jednostky taksonomiczng.

W tak nichomogenicznej grupie, jaka s drozdze, zastosowanie systemu klasyfikacji,
opartego wylgcznie na kryteriach fizjologicznych oraz morfologicznych form wegetatywnych
i plciowych, w wielu przypadkach byto naukowo nieuzasadnione i doprowadzito do zamiesza-
nia w systematyce jednokomérkowych grzybéw. W pierwszej edycji ,,The yeast, a taxonomic
study” (Lodder 1971) zostato scharakteryzowanych 349 gatunkow drozdzy w 39 rodzajach.
W 1990 roku Burnett i in. (1990) opisali 590 gatunkéw nalezgcych do 83 rodzajow. Osiem
lat pézniej Kurtzman i Fell (1998) wydtuzyli liste gatunkéw do 700. W 2003 roku opisanych
juz bylo ponad 800 gatunkéw drozdzy (Vaughan-Martini 2003). Wzrost liczby taksonow
wynika bez watpienia ze zwigkszajgcego si¢ zainteresowania mykologia oraz z przyjetej
koncepcji gatunku i ze zlozonosci cech uwzglednianych. w metodach identyfikacyjnych.
W ostatniej dostgpnej edyeji ,,The yeasts, a taxonomic study” (Kurtzman i Fell 1998) w oce-
nie taksonomicznej uwzglgdniono sekwencje DNA, co umozliwito rekonstrukcje linii ewo-
lucyjnej drozdzy. Odnalezienie zaleznodci genealogicznych pomigdzy organizmami stalo si¢
podstawg podziatu drozdzy na klady, czyli grupy organizméw majacych wspolnego przodka
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o unikatowych cechach pleijomorﬂcznych — charakterystycznych dla okreslonej linii ewolu-
cyjnej (Rokas i in. 2003, Brinkmann i Leipe 2005). Dopiero zastosowanie analizy filogene-
tycznej w systematyce biologicznej drozdzy pozwolito na uporzgdkowanie taksonéw w hie-
rarchicznej strukturze kategorii systematycznych. Kurtzman (2006) zwraca jednak uwage, ze
przy wykorzystaniu odpowiednich technik identyfikacji genetycznej moze nastapi¢ nawet
podwojenie liczby opisanych gatunkéw w stosunku do liczby z czwartej edycji publikacji
dotyczacej taksonomii drozdzy (Kurtzman i Fell 1998).

Pokrewienstwo morfologiczne oraz ich umiejscowienie w filogenetycznej strukturze
z grzybami strzgpkowymi definiuje drozdze jako uproszczone formy bardziej rozwinigtych
struktur mykologicznych (Lachance 2003, 2006). Zgodnie z obowiazujacym kryterium iden-
tyfikacji nalezag one do Ascomycota, klas: Neolectomycetes, Pneumocystidomycetes, Schi-
zosaccharomycetes, Taphrinomycetes i Saccharomycetes (Kurtzman i Fell 2006) oraz do
Basidiomycota, klas: Ustilaginomycetes, Uridiniomycetes i Hymenomycetes (McLaughlin
iin. 1995, Swann i Taylor 1995, 1995 a, Fell i in. 2000, Scortzetti i in. 2002). W identyfika-
cji drozdzy pierwszym krokiem w uzupetnieniu metod fenotypowych o metody biologii mo-
lekularnej bylo rozréznienie grzybow nalezacych do Ascomycota od nalezacych do Basidio-
mycota. Zostalo ono wyrazone w mol% G+C w nDNA, czyli w zawarto$ci guaniny i cytozyny
w DNA jadrowym (Kurtzman i Phaff 1987, Kurtzman i Robnett 1991). Wyniki przeprowa-
dzonych analiz wykazaty, ze w przypadku workowcow zawarto$¢ G+C w nDNA miesci si¢
w zakresie 28-50 mol% G+C, natomiast w nDNA podstawczakow jest znacznie wyzsze —
50-70 mol% G+C. Nalezy podkresli¢, ze zroznicowanie na poziomie 1-2 mol% moze pro-
wadzi¢ do uznania szczepoéw za oddzielne gatunki (Kurtzman i Phaff 1987, Kurtzman 2006).
Opracowana metoda byla oparta na zaleznosci pomigdzy zawartoscig guaniny i cytozyny
a punktem topnienia DNA genomowego. Zasada komplementarno$ci DNA w oznaczaniu
gatunkowym wskazuje na zwigzek catkowitego podobiefistwa genoméw migdzy dwoma
organizmami. Zgodnoé¢ DNA-DNA wyrazona w procentach (Kurtzman 2006), poza wska-
zaniem reprezentantéw populacji, okresla ich miejsce w filogenetycznym systemie taksono-
micznym i poziom ich zréznicowania genetycznego. Niektorzy ustalaja granice gatunku na
poziomie podobiefstwa wynoszacym az 80,0% zgodnosci hybrydyzacji DNA-DNA (Price
i in. 1978, Stackebrandt 2006). Oznacza to roznic¢ w temperaturze topnienia DNA pomigdzy
poréwnywanymi genomami o <5°C (Jay i in. 2005). Interpretacja uzyskanych wynikow byta
jednak bardziej satysfakcjonujaca w przypadku szeregowania mozliwych zwigzkéw lub po-
dobienstw niz w okre$laniu identycznosci gatunkowej (Spencer i Spencer 1997). Dlatego
wedtug Stackebrandt (2006) nie powinno si¢ rekomendowac tej metody do klasyfikacji ga-
tunkéw, ktorych uprzednio nie rozrézniono na podstawie kryteriow fenotypowych (Zhou
i Thompson 2002).

Poprawnos¢ identyfikowania gatunku w zakresie ekologii drozdzy jest podstawowym
czynnikiem determinujgcym prowadzone badania. Jest bowiem fundamentem szacowania
ich roznorodnosei w ekosystemie. W definiowaniu gatunku mikrobiolodzy stosujg zasade
70-procentowej identycznosci sekwencji DNA-DNA (Wheeler i Meier 2000, Salyers i Witt
2003, Rossello-Mora 2006). Stosowane coraz czgsciej techniki oparte na sekwencjach DNA,
wedlug Lachance (2006) jeszeze niewystarczajaco powszechnie, majg na celu sprecyzowa-
nie pojecia zrdznicowania pomigdzy pojedynczymi jednostkami, ktére faczy wspolna pula
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genowa pochodzgca z tego samego biologicznego gatunku jako wspolnego przodka. Sformu-
lowanie nowej filogenetycznej koncepcji gatunku PSC — ang. Phylogenetic Species Concept
(Freeland 2008) dato podstawy do uznania biologicznej koncepcji gatunku BSC — ang. Bio-
logical Species Concept (Mayr 1942) za przestarzalg i niewystarczajacg (Nguyen i in. 2000,
Lopez i in. 2003, Kurtzman 2006). W przypadku drozdzy koncepcja ta nie uwzgledniata
zmiennogci form anamorficznej i telemorficznej w obrebie gatunku, ktére w wielu przypad-
kach opisywane byty jako odmienne taksony (Barnett i in. 1990). Na uwagg zastuguje fakt,
ze w przeciwienstwie do BSC, w PSC identyfikuje si¢ znacznie wigksza liczbg taksonow —
nawet 0 48,7% (Agapow i in. 2004).

Zastosowanie réznych technik w metodzie PCR z ich specyficznym (Lopez i in.
2003) i niespecyficznym system detekcji (Baleiras Couto i in. 1996, Spencer i Spencer 1997)
umozliwilo réznicowanie szczepéw drozdzy w obrebie gatunku i pomigdzy gatunkami (Fell
1993, Casey i Dobson 2004, Middelhoven i in. 2004). Aktualnie w identyfikacji drozdzy
obowigzuje technika oparta na ,kluczu molekularnego regionu drozdzy” (Fell i in. 2000,
Vaughan-Martini 2003). Stanowi gb fragment DNA, w przyblizeniu 600-650-nukleotydo-
wy, opisany jako D1/D2 z LSU (ang. large subunif) 26S tDNA (Fell i in. 2000, Fell i in.
2001, Gadanho i in. 2003, Libkind i in. 2003). Wedlug Kurtzmana i Robnetta (1998) szczepy
nalezace do tego samego gatunku maja zazwyczaj identyczng sekwencj¢ D1/D2. Alterna-
tywng metodg identyfikacji gatunkowej, stosowanej przez Inacio i in. (2005), jest analiza
sekwencji ITS (ang. Internal Transcribed Spacer), w przypadku, ktorej baza danych nie jest
jednak uzupetiana (Fell i in. 2000). Mimo to badania oparte na analizie uporzadkowania
ITS prowadzone s nadal. Zazwyczaj sa wykorzystywane w celach poréwnawczych z wyni-
kami analiz sekwencji D1/D2 (Casey i Dobson 2004, Middelhoven i in. 2004, Kurtzman i in.
2005) lub wykorzystywane do ich kombinacji (Scorzetti i in. 2002). Uzyskane przez Scorze-
tti i in. (2002) wyniki analiz tgcznego zastosowania regiondéw ITS oraz D1/D2 wskazaly, ze
opracowana metoda moze by¢ rekomendowana na potrzeby klasyfikacji biologicznej szcze-
poéw drozdzy nalezacych do Basidiomycota. Powszechna akceptacja metody opartej na se-
kwencjonowaniu regionu D1/D2 i ITS1/ITS2 zdominowata metodologicznie filogenetyczne
analizy drozdzy. Zastosowanie jednak analiz filogenetycznych w badaniach gatunkéw od-
miennych biologicznie (Trichosporon montevideense i Tr. domesticum) wykazalo, ze se-
kwencjonowanie regionu ITS moze okazaé si¢ niewystarczajace do rozrdznienia gatunkow
(Sugita i in. 2000). Wedtug Lopandic i in. (2005) filogeneza rDNA powinna by¢ poparta
przez fingerprinting calego genomu. Sukcesem zakonczylo si¢ zastosowanie metody znanej
jako RAPD (ang. random amplified polymorfic DNA — losowo amplifikowane polimorficzne
DNA) oraz AFLP (ang. amplified fragment lenght polymorphism — polimorfizm dhugosci
amplifikowanych fragmentéw) w genomowym typowaniu form prokariotycznych i eukario-
tycznych (Couto i in. 1994, Andrighetto i in. 2000, Lopandic i in. 2005).

1.2.  Wystepowanie grzybow w §rodowisku wodnym

Zdolnos¢ zasiedlania przez grzyby zréznicowanych siedlisk spowodowata wyréznie-
nic wielu grup ckologicznych, w ktorych swoje miejsce znalazly rowniez grzyby wodne. Sa
to jedynie te gatunki, ktorych cykl zyciowy zwigzany jest $cisle ze $rodowiskiem wodnym,
poza ktorym nie stwierdza si¢ ich obecnosci — rezydenci (Hawkswortha i Lagreca 2007). Dix
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i Webster (1995) uwzglednili mozliwos¢é wystgpowania w grupie tej, oprécz form autochto-
nicznych, imigrantéw, dla ktérych $rodowisko wodne moze by¢ miejscem alternatywnego
bytowania (tab. 1). W zaleznos$ci od mozliwosci adaptacyjnych komdérki grzybow ulegaja po-
wolnemu wymieraniu lub stajg si¢ nierozlaczng cz¢écia biocenoz danego akwenu, odgrywajac
w nim okre$long rol¢ w petli mikrobiologicznej. Ich aktywno$¢ metaboliczna przy znormali-
zowanych warunkach ekologicznych jest stala jedynie w przypadku form autochtonicznych,
sporadyczna — w przypadku form zaadaptowanych, natomiast jej brak oznaczany jest u form
przemijajacych (Dix i Webster 1995).

Tabela 1. Klasyfikacja heterotroficznych mikroorganizméw w srodowisku wodnym

Kategoria mikroorganizmow Obecno$¢ w wodzie
formy autochtoniczne stata
rezydenci L1 ; migracja okresowa A5
imigranci : ; przemijajaca
adaptacja nieregularna

Zrédto: Dix i Webster (1995).

W zasadzie kazdy z ekosystemow wodnych zasiedlany jest przez grzyby z réznych
jednostek taksonomicznych i grup ekologicznych. Wedtug Shearer i in. (2007) reprezentuja
one wszystkie klasy, a najczgsciej oznaczane nalezg do: Chytridiomycetes, Oomycetes
i Ascomycetes, rzadko — do Basidiomycetes. Izoluje si¢ je z jezior, ze stawow, z bagien, roz-
lewisk, ze strumieni, z rzek, estuariow, mérz i oceanéw, w ktérych obecno$¢ dostepnej mate-
rii pozwala na utrzymanie podstawowych funkcji zyciowych. Barghoon i Linder (1944) po
raz pierwszy opisali biologi¢ grzybow strzepkowych izolowanych wylgcznie ze srodowiska
morskiego lub oceanicznego. Stalo si¢ to podstawg do podzielenia grupy ekologicznej grzy-
béw wodnych na grzyby $rédladowe i morskie. W 1979 roku Kohlmeyer i Kohlmeyer na
liscie gatunkéw grzybéw morskich umiescili 209 taksonow. Wzrost zainteresowania grzy-
bami wodnymi, jak réwniez rozwdj technik badawczych wptynety na zwigkszenie si¢ liczby
identyfikowanych gatunkéw (Kohlmeyer i Volkmann-Kohlmeyer 1991). Do 2003 roku opi-
sanych juz bylo 465 przedstawicieli grzybéw morskich (Shearer i in. 2007). Na podstawie
ich zasiggu wystgpowania i cech behawioralnych wyréznione zostaly obligatoryjne i fakulta-
tywne gatunki morskie (Kohlmeyer i Kohlmeyer 1979). W przypadku tych ostatnich nie-
istotny dla proceséw metabolicznych i reprodukeyjnych jest wptyw §rodowiska $rodlgdowe-
go. Natomiast do podtrzymania podstawowych procesow komérkowych bezwzglednych
form morskich niezbedne jest $rodowisko stonowodne. W biogeograficznym zréznicowaniu
grzybéw wodnych, poza czynnikiem determinujacym, jakim jest zawarto$¢ chlorkéw w wo-
dzie, bardzo wazna jest temperatura wody. Hughes (1974) prébowal wprowadzi¢ pigé bio-
geograficznych regionéw opisujgcych zalezno$¢ temperaturowg grzybow: arktyczny, umiar-
kowany, subtropikalny, tropikalny, antarktyczny. Powyzszy system dywersyfikacji zostal
jednak dosyé¢ szybko podwazony przez mykologéw ze wzgledu na zbyt szeroki zakres tem-
peraturowego nakladania si¢ wyodrgbnionych stref (Kohlmeyer 1983).

W kazdym z wymienionych rejonow geograficznych i ekosystemow wodnych swoje
micjsce znalazty réwniez drozdze. Ich obecnos¢ w srodowisku odzwierciedla umiejetnosé
dostosowania do profilu czynnikow abiotycznych i relacji z innymi organizmami, z ktorymi
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wspottworzg biotyczng czgéé zasiedlanej niszy. Obecno$¢ drozdzy w ekosystemach natural-
nych rozpatruje si¢ wiec w zwigzku z ich udzialem w biologicznej i chemicznej dynamice
zmian, w ktérych odgrywaja one istotng rolg jako: reducenci, konsumenci, konkurenci lub
symbionty (Dix i Webster 1995, Shearer i in. 2007).

Wystepowanie drozdzy w $rodowisku wodnym jest powszechne. Ich euryekologicz-
ny charakter wynika z mozliwoéci adaptacyjnych pojedynczej komorki i calej plechy do
zmieniajgcego si¢ w czasie i przestrzeni profilu hydrochemicznego $rodowiska. Szczegdlne
warunki ksztaltuja obszary estuariowe, ktore charakteryzuja si¢ wysoka dynamikg zmian,
a relacje pomigdzy biotycznymi i abiotycznymi elementami ekosystemu ulegajg ciggtej fluk-
tuacji (Marques i in. 1997). Prowadzi¢ to moze do powstawania barier ekologicznych wy-
znaczajacych granice migracji stodkowodnych i morskich organizmow. Zazwyczaj takim
krytycznym czynnikiem jest zasolenie. Wydaje si¢ jednak, ze zmiany w zasoleniu nie wpty-
waja istotnie na wystgpowanie drozdzy (Larsson i in. 1990). Ich obecno$¢ oznaczana byla
w Srodowiskach o zréznicowanym profilu fizykochemicznym. Izolowane byly z wod ark-
tycznych (Vishniac 1995, Guffogg i in. 2004), wod tropikalnych Pacyfiku czy Atlantyku
(Valdes-Collazo i in. 1987, Schoenlein-Crusius i in. 2006), salinatow (Butinar i in. 2005)
oraz wodnych organizméw roslinnych i zwierzgcych (Nagahama i in. 2001).

W zasadzie zadne z przeprowadzonych do tej pory badan nie wyjasnia mechanizmu
przystosowania si¢ drozdzy do zycia w $rodowisku wodnym. Wyodrebniono jedynie kilka
cech, ktére mogg predysponowaé grzyby jednokomérkowe do zycia w takich ekosystemach.
Mikroorganizmy te na og6t naleza do tlenowych niesporulujgcych form, stabo fermentuja-
cych, ktére wymagaja przynajmniej jednego czynnika wzrostowego'w postaci witamin (Kut-
ty i Philips 2008). Ich obecnos¢ w $rodowisku wodnym nie jest réwniez determinowana stg-
zeniem chlorkéw. Zasolenie jest jedynie jednym z wielu czynnikéw wplywajgcych na me-
chanizmy ekologiczne drozdzy. Wedlug Kohlmeyer i Kohlmeyer (1979) zasadny jest po-
dziat tych form na obligatoryjne (np. Metschnicowia zobellii, M.krissii) i fakultatywne grzy-
by morskie (Candida sp., Rhodotorula sp., Cryptococcus sp., Trichosporon sp.). Do pierw-
szej grupy zalicza si¢ tylko te grzyby, ktérych procesy reprodukcyjne i metaboliczne wyma-
gaja obecnosci chlorkow Dla pozostatych, zazwyczaj drozdzy stodkowodnych i ladowych,
ich obecnos¢ nie jest konieczna, a czasami jest wreez szkodliwa. Kutty i Philip (2008) pod-
kreslajg, ze dla drozdzy izolowanych z gleby, ontosfery zwierzat lub czlowieka estuaria
1 morza nie stanowig $rodowiska natywnego. Obecne w nich grzyby jednokomérkowe naj-
prawdopodobniej zostaty zawleczone wraz z nurtem rzeki, $ciekami lub wiatrem. W wick-
szosci przypadkow wystgpowanie drozdzy pochodzacych z obszaréw $rodladowych w wo-
dach o wysokim zasoleniu jest jednak okresowe (Rheinheimer 1979) lub zostaly przeoczone
w wyniku zastosowania standardowych metod izolacji (Ekendahl i in. 2003).

1.3.  Strategie przezycia drozdzy

W kazdym ekosystemie zaleznosci istniejace pomiedzy organizmami warunkowane sg
zmiennoscig czynnikow biotycznych i abiotycznych. Wiele biocenoz charakteryzuje okreslona
rownowaga biologiczna. W tym przypadku fizjologiczna tolerancja poszczegdlnych gatun-
kow wyznacza kierunek zmian w ich strukturze (Marques i in. 1997). Interakcje drozdzy
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z innymi mikrogrzybami, bakteriami i pierwotniakami, jak rowniez z wyzszymi hydrobion-
tami oparte sg na okreslonych zalezno$ciach, ktorych podstawowym celem jest utrzymanie
si¢ w §rodowisku. W naturalnych ekosystemach wodnych mikroorganizmy, chcac przetrwac,
muszg przyja¢ okreslong strategi¢ przezycia. Staje si¢ ona odzwierciedleniem reakcji popu-
lacji na fluktuacje dostgpnosei nutrientow. Dotyczy to przede wszystkim form allochtonicz-
nych, ktérych przemiana materii jest czgsto niedostosowana do nowych warunkow siedli-
skowych. W przypadku relacji opartych na zasadach konkurencji koegzystujgcych organi-
zmow grupy biologiczne charakteryzujace si¢ szybkim tempem reprodukcji cechuje skokowy
wzrost zaggszezenia w stosunku do utrzymywanej statej liczby populacji silnych konkurentow
(Lampert i Sommer 1996).

Pojgcie ,,spotecznosé mikrobiologiczna” rozwazane jest zazwyczaj w kontekscie za-
chowan tworzacych je organizmoéw oraz niszy ekologicznej, w ktorej funkcjonujg. Zakres
wystgpowania drozdzy w warunkach naturalnych, definiowany jako nisza rzeczywista, wa-
runkowany jest rozproszeniem i interakcjami z innymi organizmami (Lachance 1990). Wy-
znaczajg je podstawowe relacje ekologiczne, sposréd ktérych najczgsciej rozwazane sg mu-
tualizm i komensalizm (Moller i in. 1998, Richard i in. 2002). Egzystencja populacji jest
uzalezniona nie tylko od czynnikéw biologicznych, ale réwniez od wyznaczonego przez
nisz¢ podstawowa zakresu warunkow fizycznych, ponizej ktérych organizmy mogg jeszcze
funkcjonowaé (Lachance 1990).

Interakcje pomigdzy drozdzami a innymi grupami mikroorganizméw zyjacych w tej
samej niszy ekologicznej nie musza by¢ oparte na zasadach konkurencji, natomiast powinny
by¢ oparte na wspoitworzeniu zorganizowanej spotecznosci (Adams i in. 2008). Odkrycie
zdolnoéci formowania heterogenicznego konsorcjum przez drobnoustroje zrewolucjonizowa-
to poglady w ekologii mikroorganizméw i dotyczace mozliwosci ich funkcjonowania w $ro-
dowisku wodnym. Stalo si¢ to niejako konsekwencjg sugestii, iz w srodowisku naturalnym
potencjalne wystepowanie pojedynczych komérek jest sporadyczne (Costerton i Lewandow-
ski 1997, Vachova i in. 2009). W wigkszosci przypadkow tworzone sg kompleksy natural-
nych spotecznosci, w ktérych szanse przezycia sg znacznie wigksze. W strukturze powstaja-
cego kompleksu stratyfikacje organizacji wielogatunkowej spolecznodci wyznaczajg funk-
cjonalno$é i poziom wyspecjalizowania metabolicznego (Carlsson 1997, Gilbert i in. 1997,
Richard i in. 2003).

1.3.1. Biofilm mikrobiologiczny

Biofilm populacji mikrobiologicznej jest strukturg przestrzenng, ktérej funkcjonal-
nos¢ i forma zaleza od fizykochemicznych parametrow srodowiska (Jenkinson i in. 2001).
Regulacja tworzenia biofilmu odbywa sig w czterech podstawowych etapach: adherencji do
powierzchni, tworzenia mikrokolonii, dojrzewania biofilmu i tworzenia finalnej formy prze-
strzennej oraz jego opuszczania (Stanley i Lazazzera 2004, Blanknenship i Mitchell 2006).
Dwa pierwsze etapy, obejmujace formowanie biofilmu, wyznaczane sg poprzez transdukcje
czynnikéw érodowiska, ktorych sensorem staja si¢ zewngtrzne struktury $ciany komdrkowej
(Otto i Sllhavy 2002) Kolqnc etapy wymkajq przcde wszystklm %z kontroll dostepnosei po-




spotecznos¢ a ich profilem fizjologicznym (Stanley i Lazazzera 2004). Architektura tworzo-
nej spotecznosdci zalezna jest przede wszystkim od profilu genetycznego mikroorganizméw
tworzacych spoteczno$é (Davey i O’Toole 2000, Sutherland 2001). Rozwojowi biofilmu
towarzyszy réznicowanie morfologii komérek, zwolniony metabolizm i zmiany fenotypowe,
ktore warunkujg ich oporno$é i zjadliwo$é (Bartoszewicz i Rygiel 2006).

W skiadzie chemicznym biofilmu istotng rol¢ odgrywa woda, ktérej udziat okresla
si¢ na poziomie przekraczajacym 97,0%. Jest ona zwiagzkiem, od obecnosci ktérego zalezy
struktura biofilmu (Schmidt i Fleming 1999). Moze by¢ zwigzana w otoczkach komérek lub
jako rozpuszczalnik determinowaé wiasciwosci zawartych w niej zwigzkéw. Oprocz wody
i drobnoustrojéw (2,0-5,0%) biofilm wspoitworzy matrix. Stanowi go kompleks powstaty
z egzopolisacharydowych polimeréw, zaabsorbowanych nutrientéw i metabolitow, produk-
téw pochodzacych z lizy komérek — przede wszystkim DNA i RNA (1,0-2,0%) oraz z cza-
stek pochodzacych z najblizszego otoczenia (Sutherland 2001). Skiad i struktura przestrzen-
na biofilmu nie sa state, odzwierciedlajg bowiem specyfike profilu fizjologicznego i gene-
tycznego tworzacych go komorek.

Formowanie biofilmu mikrobiologicznego jest ztozonym procesem wymagajacym
koordynacji kilku zaleznych i uzupehiajgcych si¢ reakeji. Kompleks zjawisk, ktorego efek-
tem jest uformowanie mikrowarstewki, inicjowany jest poprzez przyleganie do powierzchni
lub innej komorki — koagregacje (Richard i in. 2003). Jest to pierwszy i krytyczny etap two-
rzenia biofilmu i/lub spolecznosei planktonowych (Mercie-Bonin i in. 2004). Ta jedna z wie-
lu wyjatkowych cech drozdzy generowana jest plastycznoécig fenotypows, ktorej zmiennosé
reguluja mechanizmy genetyczne i epigenetyczne (Verstrepen i in. 2006). Istotng role
w przyleganiu grzybéw odgrywa struktura $ciany komoérkowej. Jej budowa nie jest jedno-
rodna u wszystkich przedstawicieli drozdzy. Wsp6lnym elementem jest glikozylofosfatydy-
lolinozytol (ang. GPI — glycosylphosphatidylinositol), ktéry poprzez kowalencyjne wigzania
z f-1,6-glukanem tworzy jej integralng czesé (Klis i in. 2006, Norice 2007). Powstajgca pro-
teinowo-polisacharydowa struktura (GPI-f-1,6-glukan--1,3-glukan) nie jest typowa jedynie
dla dimorficznych drozdzy z klasy Ascomycetes (Klis i in. 2002). Zblizona ,,organizacja”
sciany komérkowej zostata opisana w przypadku rozszczepkowych drozdzy Schizosaccha-
romyces pombe, grzyboéw plesniowych z rodzaju Aspergillus i Fusarium, jak réwniez wielu
gatunkoéw nalezgcych do Basidiomycetes (Yin i in. 2007). W drozdzach GPI odgrywa zasad-
niczg rolg w przezywalnosci komorek i ekspresji bialek powierzchniowych (Lipke i in. 1989,
Lipke i Kurjan 1992, Watari i in. 1994, van der Vaart i in. 1995, Yin i in. 2007). Jako ele-
ment $ciany komoérkowej GPI moze wspditworzy¢, opisane przez Kondo i Ueda (2004),
struktury wyspecjalizowanych bialek takich jak aglutyniny (np. Agal i Agal) i flokuliny
(np. Flo1, Sedl, Cwpl Tipl i Tirl/Srpl).

Wszystkie adhezyny grzybow, opisywane réwniez jako flokuliny (Verstrepen i Klis
2006), majg budowg zlozong z trzech domen (C-terminalnej, srodkowej i N-terminalnej).
Poprzez wigzanie kowalencyjne GPI z C-terminalnym fragmentem adhezyny nastgpuje
umiejscowienie biatka w membranie $ciany komérkowej i stabilizacja domeny $rodkowej
(Groes i in. 2002, Rigden i Hello 2004). Tej zasadniczej — srodkowej czgéci adhezyny przy-
pisuje si¢ plastycznos¢ fenotypowa drozdzy i zdolno$é do szybkiego dostosowywania wias-
ciwosci przylegania powierzehni komérki do nowego $rodowiska. Wynika ona z obecnosci
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wielokrotnych powtérzen serynowych i treoninowych. Czeste wystepowanie rekombinacji
jest uwarunkowane posiadaniem powtoérzen tandemowych w genach kodujacych, co dopro-
wadza do stworzenia nowej formacji adhezyny z nowym fenotypem (Guo i in. 2000, Shep-
pard i in. 2004). Dzigki duzemu zréznicowaniu liczby takich powtérzen jego polimorfizm
jest ogromny. Mechanizm ten zapewnia grzybom niekonczaca si¢ ,.kopalni¢” adhezyn o no-
wych wiasciwosceiach, co powoduje, ze zdolnos¢ przylegania grzybow nalezy do najbardziej
elastycznych mechanizmow dostosowywania si¢ do zmieniajgcych si¢ warunkéw $rodowi-
skowych. Tréjdomenowa struktur¢ adhezyn uzupetnia jej N — terminalna cze$¢, poprzez ktd-
ra nastgpuja specyficzne wigzania z aminokwasami lub resztami cukrowymi wystepujacymi
na powierzchni innych komoérek (Groes i in. 2002, Rigden i Hello 2004). W komorkach
drozdzy wystepuje kilka rodzajow tych zwiazkow; kazda z nich wykazuje specyficzno$é
taczenia si¢ z konkretnym substratem lub powierzchnig abiotyczng.

Genetycznie uwarunkowana zdolno$¢ adherowania lub flokulacji drozdzy nie od-
zwierciedla ich konstytutywnej cechy. Zainicjowanie aktywnosci moze by¢ odpowiedzig na
brak dostgpnosci wegla i/lub azotu, zmiany pH $rodowiska lub st¢zenia etanolu (Verstrepen
iin. 2003, Sampermans i in. 2005), jak rowniez na produkowane przez gospodarza moleku-
ty, takie jak auksyny czy NAD u ssakéw (Verstrepen i in. 2006). Tworzenie spolecznos$ci
jest odpowiedzig komorki na zmiany w $rodowisku jej bytowania, a regulacja mechanizmu
wynika z okre$lonego szlaku ekspresji genow adhezyn (Verstrepen i in. 2003, Blanknenship
i Mitchell 2006). Jego przebieg jest adekwatny do wlasciwych dla komdrki szlakow, ktore
znane sg jako regulatory adhezyn, np. FLO w przypadku S. cerevisiae (Liu 2001, Kaur i in.
2005, Maidan i in. 2005). Pomimo wielu cech wspdlnych w mechanizmie tworzenia i struk-
turze adhezyn wykazuja one subtelne roznice sugerujgce ekologiczny charakter komdrek.
Przede wszystkim stajg sic wyrazem dostosowania wlasciwosci powierzchni $ciany komor-
kowej do nowego $rodowiska (Guo i in. 2000, Sheppard i in. 2004). Odzwierciedlajg row-
niez ,,styl” zycia komorek okreslonych gatunkéw drozdzy. Zdaniem Verstepena i Klisa
(2006) w adhezji grzybéw mozna wyr6zni¢ dwa rodzaje oddziatywan — lectin-like adhesion
i sugar-insensitive adhesion. W przypadku pierwszego typu wigzan wskazane jest powino-
wactwo do adhezyn z resztami cukrowymi. Adhezyny z tej grupy w terminalnej domenie
wigzacej majg weglowodany (pfam no. 06660), ktére hamujg przyleganie niespecyficznych
zwigzkéw, a umozliwiaja adhezj¢ swoistych N-koncow na powierzchni innych komoérek.
W drugim typie wigzan w adhezji posrednicza adhezyny wigzace inne peptydy (Klotz i in.
2004). Efektem ich aktywnoéci jest rowniez zwigkszenie powierzchni hydrofobowej komo-
rek wspomagajgce przyleganie do powierzchni abiotycznych lub oddziatywan hydrofobo-
wych pomigdzy samymi komérkami (Reynolds i Fink 2001, Kang i Choi 2005). Stabilizacje
takiego ukladu zapewnia macierz powstala z zewngtrzkomérkowych polimerow. W jej
strukturze, poza wcigz nicokre§lonymi zwigzkami (Baillie 1 Douglas 2000), stwierdzono
obecnosé: polisacharydow, bialek, fosfolipidow, peptydoglikanu, DNA i RNA oraz hekso-
zaminy (Langille i Geesey 2000, Sutherland 2001). W wigkszosci prac autorzy wskazuja na
podobiefistwo struktury biochemicznej biofilmu i spolecznosci planktowej (Oloffon i in. 1998,
Sutherland 2001) pomimo istotnych.réznic w ekspresji genéw inicjujacych powstawanie od-
miennych mikroekosysteméw (Chandra i in. 2001, Sauer i Amper 2001).



Kolejne etapy kooperacji s zazwyczaj w wielogatunkowej spolecznosci konsekwen-
cja zréznicowania i specjalizacji utworzonego w okreslonej niszy ekologicznej biofilmu.
Kazdy kolejny etap jest jednak warunkowany okreslonym schematem reakcji wynikajacym
z ekspresji poszczegdlnych genow (tab. 3).

Tabela 3. Ekspresja genéw w poszczegdlnych etapach tworzenia biofilmu

Etapy Adherencja Rozwdj Dojrzewanie | Opuszczanie
tworzenia biofilmu do substratu biofilmu biofilmu biofilmu
Ace2
Adhezja Berl, Tecl, Als3, Hwpl
K | Al
Roznicowanie strzgpek Efgl, Tecl, Suv3, Nup85, Mds3, Kem3
Cdrl, Mdrl |
Lekoopornosé¢ . zmiana w kompozycji steroli
Mkel
Quorum sensing (e
Ywpl

Zrédto: Blanknenship i Mitchell (2006).

Skutkiem funkcjonowania biofilmu duzej populacji komérek w okre§lonym miejscu
jest postepujacy proces jego starzenia. Wywoluje go narastajace w czasie ograniczenie do-
stepnosci sktadnikow odzywcezych. W efekcie uruchomiony moze zosta¢ proces apoptozy
lub quorum sensing. W pierwszym przypadku obecno$¢ martwych komoérek, jako skutku
,altruistycznego” zachowania biofilmu, odgrywa istotng role w utrzymaniu jego rozwoju
(Markx i in. 2004). Natomiast regulacja poprzez system chemicznego porozumiewania si¢
uruchamia mechanizm uwalniania jednostek potomnych poszczegdInych populacji biofilmu,
co jest warunkiem niezbgdnym efektywnego przetrwania komérek danego mikroorganizmu
i zasiedlania kolejnych $rodowisk.

Funkcjonowanie bakterii w $rodowiskach o zréznicowanym profilu ekologicznym
zostato dos¢ dobrze poznane (Mueller 1996, Richard i in. 2003), natomiast wciaz niewiele
wiadomo o procesach wspottworzenia struktur ekologicznych przez drozdze.

1.3.2. Wystepowanie drozdzy w $rodowisku jako formy VBNC

Ekspozycja biofilmu lub spotecznosci wolnoptywajacych na czynniki niesprzyjajace
rozwojowi komoérek powoduje zmiany w ich morfologii i aktywnoéci metabolicznej. Prze-
trwanie w niekorzystnych warunkach najczgsciej zapewnia genetycznic zaprogramowana
odpowiedz komérki (Kjelleberg i in. 1993). Niezalezne zespoly badawcze pod kierunkiem
Caustona i in. (2001) zdefiniowaty mechanizmy regulacji genéw, ktore zostaly opisane jako
CER (ang. common environmental response) — odpowiedz komorki na czynniki srodowiska
(Causton i in. 2001) a pod kierunkiem Gasha i in. (2000) ESR (ang. environmental stress
response) — jako odpowiedZ komoérki na stres srodowiskowy.
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Reakcja komorki wyrika z obecnosei gendéw ,,wzbudzanych” i ,,hamowanych”, kto-
rych aktywno$¢ wyraza stopien odstgpstwa od warunkéw ich dotychczasowego bytowania.
Generalnie uzna¢ nalezy, iz rola grupy gendéw ,,wzbudzanych” jest regulacja metabolizmu
energetycznego komorki oraz kontrola rozpadu biatek komérkowych i syntezy de novo bia-
fek stresu czy np. odbudowa uszkodzonego DNA (Mattanovich i in. 2004). Mechanizm re-
gulacji poprzez pozostate geny (wyciszane) zwigzany jest z procesami wzrostu komorki,
metabolizmem nukleotydu i RNA oraz biatkami rybosomalnymi (Mattanovich i in. 2004).
Wyzwolona poprzez czynniki srodowiskowe odpowiedz adaptacyjna komorek moze dopro-
wadzi¢ do permanentnej lub przej$ciowej nichodowalnosci (Dahm i Strzelczyk 2004).

Naturalng odpowiedzig komdrek na stres srodowiskowy jest ich przejscie w postaé
komoérek zywych, ale nichodowalnych — tzw. VBNC (ang. viable but nonculturable) —
McDougald i in. (1998). Komorki w stanie VBNC sg definiowane jako aktywne oddechowo,
ale niezdolne do podziatu na podtozach laboratoryjnych (Oliver 1993, Colwell 2000). W wa-
runkach in vitro zdolne sg do syntezy biatek (Yamomoto 2000) oraz zachowania niskiej ak-
tywnos$ci metabolicznej (Oliver 2005), ktora jest wyzsza u drobnoustrojéw zjadliwych (Sar-
dessai 2005). Regulacja wlasciwosci fizjologicznych wynika z obecnosci substancji sygna-
fowych — tzw. autoinduktoréw oraz z systemu ich przekazywania.

Najczestszg konsekwencja zmiany, np. zawartosci substratu w $rodowisku, jest
zmiana objetosci komorki. Jest ona naturalnym skutkiem koniecznosci zmniejszenia zapo-
trzebowania energii i zageszczenia cytoplazmy poprzez zmniejszenie ilosci lipidéw 1 biatek
(Divol i Lonvaud-Funel 2005). McDougald i in. (1998) zauwazyli réwniez, ze przejsciu
w stan VBNC towarzyszy zmiana w blonie i modyfikacji $ciany komorkowej. Jest to istotne,
poniewaz blona komérkowa jest najczgsciej obserwowang strukturg morfologiczng bakterii;
utrate jej integralnosci utozsamiano ze $miercig komoérki. W badaniach przeprowadzonych
przez Bogustawska-Was i in. (2006) wykazano, ze wprowadzenie szczepdw S. cerevisiae do
$rodowiska charakteryzujacego si¢ mniejszymi wartosciami nutrientéw od tolerancji meta-
bolicznej testowanych drozdzy spowodowato utrate integralnosci blony komoérkowe;.

Wykorzystana w celu ustalenia jej stanu technika mikroskopii fluorescencyjne;
umozliwita przeprowadzenie jeszcze jednej-obserwacji. Zastosowanie barwnika DAPI (dia-
midino-2-fenyloindolu) do bezposredniej oceny zmiennosei liczby drozdzy pozwolito na
wykazanie, ze w poszczeg6lnych strefach estuarium Odry standardowo oznaczana liczeb-
no$¢ S. cerevisiae byla zanizona $rednio o 2 log w stosunku do liczebnosci wynikajgcej
z obserwacji mikroskopowej. Wedlug Zweifel i Hagstrom (1995) zdolnos¢ barwnika DAPI
do wybarwiania komorki o nieuszkodzonych i uszkodzonych blonach biologicznych nie mo-
7e byé uznana za rzeczywiste odzwierciedlenie obecnosci rosngeych i/lub zywych mikroorga-
nizméw. Dlatego w badaniach nad przezywalnoscig S. cerevisiae, prowadzonych przez Bogu-
slawska-Was i in. (2006), wykorzystano selektywne wigzanie DAPI z parami zasad adenina—
tynina DNA komorki i wykazano obecno$¢ aktywnego jadra komoérkowego — tzw. DAPI
NuCC. Umozliwilo to zweryfikowanie wynikéw o obecnos¢ ghost, opisanych przez Sonderga-
arda (2000). Ostatecznie wykazano, iz zbiorniki wodne nie sg dla tego gatunku drozdzy natural-
nym miejscem bytowania. Profil fizykochemiczny srodowiska wodnego nie sprzyja rozwojowi
i podtrzymaniu procesow metabolicznych, nie musi jednak prowadzi¢ do $mierci komorki. Przy
zalozeniu, ze drozdze do rodowiska wodnego przedostajg si¢ w stacjonarnej fazie wzrostu
zgromadzone rezerwy energetyczne w postaci glikogenu i trehalozy umozliwiajg komorkom
S. cerevisiae przezycie w warunkach glodzenia przez diuzszy czas (Granot i Snyder 1991, Granot
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i Snyder 1993). Nie jest do korica jasne, czy przechodzenie komérek w stan VBNC jest stabilnym
fizjologicznym stadium, po ktérym nastgpuje ich regeneracja (Divol i Lonvaud-Funel 2005), czy
jedynie formg przejéciowa prowadzaca do ich $mierci (Ohtomo i Saito 2001, Oliver 2005).

W ekosystemach naturalnych czgstym zjawiskiem jest niedobdr substancji odzyw-
czych. Ich stezenie nie przekracza zazwyczaj 10 pg/l. Skutkiem deficytu zwigzkéw odzyw-
czych jest przede wszystkim maksymalne wydiuzenie okresu migdzy podziatami lub jego
catkowite zahamowanie oraz ,,przebudowa” aparatu enzymatycznego. Ograniczeniu procesu
wzrostowego komérek towarzyszy wstrzymanie syntezy $ciany komérkowej oraz urucho-
mienie systemu zwigkszonej oporno$ci komoérki na szkodliwe parametry srodowiska (Barci-
na 1997, Dahm i Strzelczyk 2004). W warunkach absolutnego glodu dochodzi do stopnio-
wego obnizania zawarto$ci RNA, powolnego rozregulowania metabolizmu i rozpadu struk-
tur wewnatrzkomoérkowych, czego efektem jest $mier¢ komorki (Kunicki-Goldfinger 2001).

1.4.  Estuarium Odry jako miejsce bytowania drozdzy

Zgodnie z obowigzujgcy definicjg za estuarium uznaje si¢ rejon ujsciowy rzeki o ma-
tej glebokosei i nietypowym ksztalcie, na obszarze ktorego mieszaja si¢ wody morskie
i sptywajace z ladu (Elliot i McLusky 2002). Podstawowym problemem, z jakim borykaja
si¢ hydrolodzy, jest okreSlenie kryteriow wyznaczania granic estuarium (Pritchard 1967,
Majewski 1972, Fairbrige 1980, Jasifiska 1991, Elliot i in. 1999). Na wybrzezu polskim ty-
powym obszarem estuariowym tworzgcym w koncowym odcinku zatoke, obficie zaopatry-
wang w wody rzeczne, jest estuarium rzeki Odry (T6rz 2007). Na podstawie struktury zaso-
lenia zostato ono zakwalifikowane do kategorii estuarium homogenicznego. W przeciwien-
stwie do estuariéw uwarstwionych i czgsciowo wymieszanych nie oznacza si¢ w nim piono-
wego gradientu zasolenia, a przemieszczanie wod stonych nastepuje jedynie w kierunku po-
ziomym. Na podstawie zmienno$ci przestrzennej stezenia makrojonow Toérz (2007) dokona-
fa podziatu estuarium Odry na trzy strefy:

1. Estuarium dolne — strefa bezposrednio polgczona z morzem, obejmujaca obszar
Zatoki Pomorskiej, ktorej wody charakteryzujg si¢ wysokim poziomem jonéw sodu i chlor-
kowych. Wedlug Majewskiego (1967) warunki hydrochemiczne, hydrologiczne i hydrobio-
logiczne tej strefy ksztattuja w znacznym stopniu wody Odry, ktére stanowig az 83,0% do-
ptywu wéd rzecznych.

2. Estuarium $rodkowe — obszar stonawowodny Zalewu Szczecinskiego charaktery-
zujacy si¢ wysokg dynamika wod z dominacja wod z Odry oraz z zaznaczajacg si¢ domina-
cja jondéw sodu i chlorkowych.

3. Estuarium goérne — $rodowisko stodkowodne Odry od Widuchowej do Zalewu
Szczecinskiego. Profil hydrochemiczny tego obszaru ksztattowany jest przez dynamike wod
estuarium Srodkowego w wyniku okresowych cofek, z dominacjg jonéw wapnia i wodoro-
weglanowych.

Cyrkulacja wod w estuariach bezplywowych zalezy przede wszystkim od wielkosci
doptywu srodlagdowego, ktorego wody stajg sie przyczyng mieszania. Intensywnos¢ i prze-
strzenny zasigg tego procesu zalezg od sily i kierunku wiatrow (Kubiak 1980, Skriptunov
i Gorelits 2001). W okresie pobierania prob miasto Szczecin nie mialo dzialajacej oczysz-
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czalni scieckow. W zwigzku z tym do Odry w 2003 roku odprowadzano dziennie okoto
70 000 m® éciekéw komunalnych, z czego az 50 000 m® na dobg nie bylo oczyszczonych
(GUS 2005). Sposrod prawie 90 wylotow kanalizacyjnych jedynie dwa miaty urzgdzenia do
oczyszczania mechaniczno-biologicznego. Wedhig danych Glownego Urzedu Statystycznego
w Szczecinie (2005) $cieki komunalne odprowadzone siecig kanalizacyjng, poddawane
oczyszczaniu mechanicznemu, stanowity jedynie 25,0%, a biologicznemu — 2,7%.

Estuaria jako obszary o wysokiej zawartosci materii organicznej i dostgpnosci po-
karmowej charakteryzuja si¢ znaczng bior6znorodnoscig (Marques i in. 1997). Wzajemne
powigzania pomigdzy funkcjonujagcymi w takim ekosystemie organizmami wynikajg z r6z-
norodnoséci $rodowisk czgstkowych tworzacych ekosystem estuarium. Jako srodowiska nie-
istniejace samodzielnie charakteryzuja si¢ specyficznym profilem fizycznym, chemicznym
i biologicznym. Ich potozenie oraz zréznicowanie ksztaltuje srodowisko bytowania ichtio-
fauny. W estuarium Odry Elliott i Hemingway (2002) wyréznili 50 gatunkéw ryb, dla kto-
rych bylo ono miejscem rozrodu (46,0%), podchowu wylggu i stadidéw miodocianych
(54,0%), miejscem zerowania (88,0%), jak rowniez szlakiem wedréwki ryb dwusrodowisko-
wych (20,0%). Elliott i Dewailly (1995) dokonali podziatu ekologicznego ichtiofauny, okres-
lajac udziat poszezegdlnych gatunkéw typowych dla srodowiska stodkowodnego (57,0%),
wod estuariowych (21,0%) oraz dwusrodowiskowych (17,0%). Pozostata, niewielkg, liczbe
gatunkow reprezentujg okazy mtodociane (4,0%) oraz formy typowo morskie (1,0%), kto-
rych obecno$é jest przypadkowa (Elliott i Hemingway 2002).

W estuariach efekt oscylacji zmian parametréw biotycznych i abiotycznych w istotny
sposob wplywa na sktad gatunkowy, rozmieszczenie i liczebnos$¢ drobnoustrojow. W ekologii
liczba gatunkdw i rdznorodnos¢ gatunkowa sg podstawg do charakterystyki biocenoz i ich czg$-
ci. Dlatego tak istotny jest dobér metod izolacji, hodowli i identyfikacji mikroorganizmu.
Z uwagi na euryekologiczny charakter drozdzy, zmiennos¢ fizjologiczng i ich zdoIno$¢ przysto-
sowania si¢c do zycia w zasiedlanych niszach ekologicznych zaistnial problem kwantyfikacji
biologicznej grzybéw jednokomorkowych. Sprecyzowana przez Convention on Biological
Diversity bioréznorodno$é jest ,.[...] zroznicowaniem zywych organizméw pochodzacych z r6z-
norodnych srodowisk, wewngtrznie odmiennych (inter alie), ladowego, morskiego i innych eko-
systeméw wodnych i ekologicznych kompleksow, ktdrych te organizmy sg czgsécig” (Conven-
tion on Biological Diversity 1992, www.biodiv.org/ convention/articles.asp.).

Juz sama definicja réznorodnodci biologicznej sugeruje, ze prowadzenie badafi o cha-
rakterze szczegolowym nie pozwala na wskazanie roli poszezegdlnych populacji w ekosys-
temie. Jedynie ich umiejetne powigzanie stworzy mozliwos¢ okreslenia zachowan mikroor-

ganizmow i ich funkcji w srodowisku.
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2.  Cel pracy

Estuaria jako obszary graniczne staja si¢ miejscem procesoOw, w wyniku ktoérych na
drodze ewolucji, adaptacji i selekcji mamy do czynienia ze zmiennoscia biologicznej rézno-
rodno$ci. Zazwyczaj réznorodno$¢ rozwazana jest w kontekscie dwoch podstawowych
aspektéw zycia — rozmaito$ci i zmiennosci organizmow. Zapewnienie i podtrzymanie okres-
lonego zespotu organizméw i ich biocenoz warunkowane jest dynamikg zmian czynnikow
fizykochemicznych ekosystemu. Istotne znaczenie ma to zwlaszcza w strefach wzajemnego
oddziatywania wod $rodladowych i morskich, za jakie uznane zostaly estuaria. Specyfika
tych $rodowisk wskazuje na konieczno$¢ poszukiwania ewentualnych zalezno$ci pomig¢dzy
profilami genetycznym, taksonomicznym i siedliskowym jako podstawymi do rozwazan
dotyczgcych funkcjonowania poszezegdlnych grup organizméw w ekosystemie.

W zwigzku z powyzszym wyznaczono W niniejszej pracy nastgpujace zadania ba-
dawcze, jakimi byly:

1) okreslenie bogactwa gatunkowego drozdzy w wodach i ichtiofaunie estuarium Odry;

2) ocena stopnia zréznicowania wewnatrzgatunkowego oznaczonych grzybéw umoz-
liwiajgca wskazanie pochodzenia szczepow i ich specyficznoscei;

3) okreslenie formy przezycia drozdzy i tworzenia spotecznosci w srodowisku estu-
ariowym;

4) ustalenie oddzialywania drozdzy na ikrg ryb.

Pozwolilo to na zrealizowanie celu niniejszej pracy, ktérym bylo okreslenie r6zno-
rodnosci wybranych spolecznosci drozdzy i ich wplyw na rozwoj ichtiofauny.
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3. Materialy i metody
3.1. Charakterystyka obszaru badan

Obszar badan obejmowat estuarium Odry (Odrg szczecifiska, Roztoke Odrzanska z Zale-
wem Szczecinskim i Zatokg Pomorskg), na ktérym wyznaczono 15 stacji badawczych (rys. 1).

\\‘ L § 9

Zalew Szczecinski

Rys. 1. Rozmieszczenie stacji badawczych (1-15) na obszarze estuarium Odry

Stacje wyznaczono na podstawie wskaznikow hydrochemicznych wod (tab. 4) oraz
charakterystyki zlewni (Jurkowska i in. 2000, Bogustawska-Was i in. 2007).

Pierwszy punkt pobierania prob wyznaczono na wysokosci wodowskazu Widuchowa,
ponizej ktorego (ok. 2,0 km) rzeka Odra dzieli si¢ na Odr¢ Wschodnig i Odrg Zachodnia. Ramig
wschodnie rzeki niesie 76,0% ogolu wod, natomiast 24,0% przypada na jej czg$¢ zachodnia.
Oba ramiona rzeki tworzg obszar Migdzyodrza. Poczawszy od kanatu zeglownego Skosnica,
poprzez ktory nastepuje wyréwnanie przeptywow pomigdzy glownymi ramiona rzeki, Odra
Wschodnia przechodzi w Regalicg. Odra Zachodnia natomiast rozdziela si¢ na Odrg Szczecif-
ska, przepltywajgcg przez Szczecin, i nd Parnicg, ktéra wraz z Regalicg uchodzi do przeplywo-
wego jeziora Dgbie. To whasnie ten 17,5-kilometrowy odcinek rzeki (od Kanalu Kurowskiego
do Inskiego Nurtu) jest odbiorcg okoto 70,0% $ciekow z rejonu Szezecina. Po rozdziale na dwa
ramiona wody Odry ponownie 1gczg si¢ i wplywaja jednym nurtem (Inski Nurt) do Roztoki Od-



rzanskiej, a dalej — do Zalewu Szczecinskiego. Ostatnim etapem jest Zatoka Pomorska, z ktorg
odrzanskie wody Iaczg si¢ poprzez ciesniny: Swina, Dziwna i Piana (Buchholz 1991).

Tabela 4. Charakterystyka fizykochemiczna wody w estuarium Odry

= Oznaczane parametry
Qe
Stacja & § i nasycenie przewod-
badaweza 5 g Settoss temperatura pH rozpusz- Ay noéé
g g [°C] czony (%] (o]
Z [mg O,/1]
$rednia 10,20 8,18 | 10,947 96,43 668,70
b o 1| odehylenie 7,78 027 | 1816 | 11,06 91,01
standardowe
$rednia 11,53 8,10 | 10,686 96,81 672,20
Sirxine 2 | odehylenie 7,45 0,26 1,968 12,05 92,07
standardowe -
$rednia 11,02 8,16 | 10,822 86,48 971,70
s Nachoddlay| 3l eloets 7,10 022 | 1,812 | 11,00 91,01
standardowe
$rednia 10,96 8,17 | 10,921 98,66 688,70
Most Clowy 4 PN et
i e 8,25 0,23 1,916 13,62 91,16
standardowe
érednia 10,58 8,03 9,361 83,55 719,20
Bast Rpugi 5 | odchylenie 7,92 007 | 2588 | 13,65 85,19
standardowe
Urzad Morski A dsr;dllua. 10,53 8,00 9,210 80,25 705,20
w Szczecinie A e 8,09 0,08 3,265 15,18 75,94
standardowe
$rednia 10,49 8,09 | 10,285 91,05 693,60
Police i i
b odsiylen s 8,25 018 | 2823 18,38 61,86
standardowe
$rednia 12,23 8,51 11,233 104,67 1303,17
Trzebiez 8 odchylenie
o st 6,41 0,17 1,446 10,78 693,37
érednia 11,77 R 109,17 1959,17
Kanat Piastowski | 9 odchylenie
s s 6,27 0,24 1,907 14,93 958,71
$rednia 12,67 8,11 9,583 90,33 817,50
Dziwna 10 odchylenie
; b o 6,47 0,25 1,887 13,98 197,39
o 1 érednia 12,55 8,21 11,120 102,22 1521,17
E 1 odchylenie
B e 6,22 0,20 1,880 14,02 720,33
gk 4 érednia 14,72 8,34 | 10,950 105,50 8367,50
winoujscie odchylenie
Dt 5,97 002 | 3339 | 2281 | 132311
-k > srednia 14,72 8,34 10,950 105,50 8367,50
»> mill odchylenie
a5 5 5,97 0,12 3,339 22,81 1323,11
i = $rednia 14,87 8,59 | 10,825 103,25 7415,00
»0 mili odchylenie
Standifrdowe 6,20 0,24 2,786 14,57 1220,78
' $rednia 15,05 8,61 10,800 106,25 7927,50
3,0 mile 15 odchylenie
i (et 6,13 0,24 2,165 13,10 2113,11
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3.2. Analizy mikrobiologiczne

Analiza ogélnej liczby drozdzy w prébach wody

Monitoring zmian liczebnosei drozdzy prowadzono w latach 2001-2003. Proby pobie-
rano raz w miesigcu. W przypadku Odry Szczecinskiej badania prowadzono od lutego do
grudnia, natomiast w przypadku Zalewu Szczecinskiego i Zatoki Pomorskiej materiat pobie-
rano od kwietnia do pazdziernika. Lacznie przeanalizowano 336 prob wody. Szczegotowe
dane dotyczgce liczby pobranych prob wody i ich pochodzenia podano w tab. 5.

Tabela 5. Rodzaj i liczba prob pobranych z wybranych stacji badawczych estuarium Odry

%
; 8D ; X
heioy o) Nazwa stacji Przedmiot analizy g e Okres badan
badawczy S 3 wody / ryb
£ 3
Z
Cedyniski woda powierzchniowa 30 112001 - X1 2003
Park 1 Widuchowa N g 21 IV 2001 — X 2001
Krajobrazowy LYRIROSO, POk 7 V 2003 — X 2003
2 Gryfino woda powierzchniowa 30 112001 — X1 2003
Migdzyodrze : woda powierzchniowa 30 112001 — X1 2003
3 | Odra Wschodnia ryby: okof, plo¢, 21 1V 2001 — X 2001
leszcz 6 V 2003 — X 2003
B Most Ctowy woda powierzchniowa 30 112001 - X1 2003
woda powierzchniowa 30 112001 — XI 2003
5 Most Diugi ryby: okon, ploé, 13 IV 2001 — X 2001
leszcz oA V 2003 — X 2003
6 | UrmdMomski | oo owierzehniowa 30 11 2001 — XI 2003
w Szczecinie
Odra i Police ryby: okon, ploé f ; l\\// 22(())(())31 :))(( 22(%)31
Szczecifiska
woda powierzchniowa 21 IV 2001 - X 2003
8 Trzebiez ryby: okon, ptoé, 17 IV 2001 — X 2001
leszcz 9. V 2003 — X 2003
9 | Kanal Piastowski | woda powierzchniowa 21 IV 2001 — X 2003
10 Dziwna woda powierzchniowa 21 IV 2001 - X 2003
11 WWE woda powierzchniowa 21 IV 2001 - X 2003
1% Swinoujécie woda powierzchniowa 18 V 2001 - X 2003
Zatoka 13 0,5 mili woda powierzchniowa 18 V 2001 - X 2003
Pomorska 14 1,5 mili woda powierzchniowa 18 V 2001 — X 2003
15 3,0 mile woda powierzchniowa 18 V 2001 - X 2003
J woda powierzchniowa 336
Razem ryby 139

Proby pobierano zgodnie z zaleceniami akredytowanego laboratorium Wojewddzkie-
go Inspektoratu Ochrony Srodowiska w Szczecinie. Analiza ogdlnej liczby drozdzy w wo-
dzie wykonana zostala na podstawic Bogustawskiej-Was i Dabrowskiego (2001). Hodowle
grzybéw prowadzono przez 3-5 dni na podtozu YM Agar (0,3% — yeast ekstrakt, 0,3% —
malt ekstrakt, 0,5% — pepton, 1,0% — glukoza, 2,0% — agar; Difco, USA) z dodatkiem chlo-
ramfenikolu (Interforum Pharma, Polska), przy pH 4,5, w temperaturze 20°C.
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Ogblng liczbe drozdzy, liczong w jednostkach tworzacych kolonig (jtk), ustalano na
podstawie wyrostych na filtrach membranowych kolonii, wedlug wzoru:

jtk-100 mL™" = (a-100)/v
gdzie:
a — liczba zliczonych kolonii,
v — objeto$¢ przefiltrowanej probki [ml].
Na podstawie charakterystyki morfologicznej oraz cech biochemicznych wyizolowa-
nych kolonii ustalono wstgpna przynaleznos¢ taksonomiczng drozdzy. Wyizolowane szcze-
py przeznaczone do dalszych badan laboratoryjnych przechowywano w formie zamrozonej.

Analiza ogolnej liczby drozdzy w probach pochodzacych od ryb i z ikry

Ryby przeznaczone do badan — leszcz (Abramis brama Linnaeus, 1758), plo¢ (Ruti-
lus rutilus Linnaeus, 1758) i okon (Perca fluviatilis Linnaeus, 1758) — pozyskiwano od wed-
karzy. Lgcznie analizie mikrobiologicznej poddano 139 osobnikow wyzej wymienionych
gatunkoéw. Szczegdlowe dane dotyczace pobranych ryb i ich pochodzenie podano w tab. 5.
Ikra przeznaczona do badan pochodzita od troci wedrownej (Salmo trutta trutta m. trutta
Linnaeus, 1758) i okonia. Do mykologicznej analizy ikry wykorzystano jaja pochodzgce
z naturalnych miejsc tarfowych ryb oraz pobrane od tarlakow w warunkach laboratoryjnych.
Lacznie analizie poddano 36 prob ikry.

W celu ustalenia liczby drozdzy na ikrze oraz w §$luzie i przewodzie pokarmowym
ryb wykorzystano technik¢ namnazania na podtozu SDA — Sabouraud Dextrose Agar (0,5%
— yeast ekstrakt, 2,0% — glukoza, 2,0% — agar; Scharlau, Hiszpania) z dodatkiem chloramfe-
nikolu (Interforum Pharma, Polska), przy pH 4,5. Inkubacje¢ prowadzono w temperaturze
20°C, przez 3-5 dni. Schemat postgpowania metodycznego przyjeto na podstawie wcze-
$niejszego opracowania (Bogustawska-Was i in. 2007). Z powierzchni ryb pobierano jatowo
$luz, ktory worteksowano w soli fizjologicznej, zachowujac kazdorazowo proporcje 1: 9.
W przypadku analiz mikrobiologicznych ikry jaja trzykrotnie przemywano w soli fizjolo-
gicznej, a nastgpnie postegpowano jak w przypadku prob ze §luzem. W celu ustalenia myko-
bioty przewodu pokarmowego, po uprZzednim sprawdzeniu obecnosei tresci pokarmowe;j,
wypreparowany materiat rozcierano w mozdzierzu z dodatkiem piasku. Dla wszystkich prob
wykonywano kolejne rozcieficzenia dziesigtne.

Analiza bakteriologiczna préob wody

W celu ustalenia poziomu zanieczyszczenia mikrobiologicznego wody w estuarium
Odry oznaczano obecno$¢ drobnoustrojow wskaznikowych, zgodnie z PN-77 C-04615.

Identyfikacja biochemiczna drozdzy

Wstgpna identyfikacja drozdzy wyrostych na podtozach hodowlanych wykonana zo-
stata na podstawie ich cech makro- i mikroskopowych (morfologii kolonii, ksztattu komorki
1 typu paczkowania, zdolnosci do tworzenia strzgpek lub pseudostrzepek). W celu ustalenia
profilu biochemicznego wyizolowanych grzybow zastosowano testy API ID 32C i 20 AUX
(BioMerieux, Francja) oraz test DBB. W celu uzupelnienia charakterystyki fizjologicznej
drozdzy z rodzaju Cryptococcus i Rhodotorula wykonano réwniez testy temperaturowe. Ho-

dowle prowadzono metodg namnazania ptytkowego na podtozu SDA (Scharlau, Hiszpania)
w temperaturze: 6, 201 37°C.
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3.3. Analizy genetyczne

Ekstrakcja DNA

Wyniki identyfikacji biochemicznej drozdzy z rodzaju Cryptococcus i Rhodotorula po-
twierdzono metodg fancuchowe;j reakcji polimerazy PCR (ang. polymerase chain reaction).

Szczepy drozdzy przeznaczone do analizy genetycznej namnazano na podtozu YPD
(1,0% — wyciag drozdzowy, 2,0% — pepton, 2,0% — glukoza; Scharlau, Hiszpania) przez
24 godziny. DNA genomowy izolowano zgodnie z protokotem QIAamp DNA Mini Kit
(Qiagen, Niemcy) z zastosowaniem litykazy (Sigma-Aldrich, USA). Efektywno$¢ izolacji
oceniano spektrofotometrycznie za pomoca spektrofotometru ND-1000 (ThermoScientific
NanoDrop, USA). Uzyskane wyniki interpretowano na podstawie stosunku warto$ci absor-
bancji Azeo/Azgo oraz ilosci wyizolowanego DNA oznaczanego w ng/pL (Stomski 2008), co
byto podstawg standaryzacji metody (rys. 2). Uzyskany supernatant przechowywano w tempe-
raturze —20°C do czasu wykonania nastepnych analiz.

1 2007-12-16 13:12

Rys. 2. Przyktadowe widmo absorpcji DNA w $wietle UV. Wykres widma uzyskany dla
Rh. mucilaginosa

Identyfikacja taksonomiczna drozdzy metodg PCR

Przedmiotem identyfikacji byt DNA genomowy réznych szczepdéw drozdzy wyizo-
lowanych z estuarium Odry oraz szczepow wzorcowych zakupionych z kolekeji DSM (Deu-
tsche Sammlung von Mikroorganizmem und Zellkulturen, Niemcy). Szczepy Rh. mucilagi-
nosa, Rh. glutinis oraz Cr. laurenti amplifikowano przy zastosowaniu pary starteréw o se-
kwencjach nukleotydéw ITS 3(5’-gCATCgATgAAgAACECAEC) oraz ITS 4(5-TCCTC-
CgCTTATTgATATgC), zgodnie z White i in. (1990). Startery zostaly zsyntetyzowane przez
TIB MolBiol (Polska). Reakcj¢ PCR prowadzono w 25 pL mieszaniny reakcyjnej zawieraja-
cej: 100mM Tris-HCI (pH 8,3 w 25°C), bufor polimerazy Tag (A&A Biotechnology, Pol-
ska), 1,5 mM MgCl,, 1,25U Tag DNA polimerazy (A&A Biotechnology, Polska) oraz.po
25 pmol/uL kazdego startera. Profil temperaturowy ustalono zgodnie z Casey i Dobson
(2004): denaturacja — 95°C/5 min przez 35 cykli, przylaczanie starteréw — 59°C/1 min (Whi-
te i in. 1990), wydhizanie — 72°C/1 min, finalne wydhuzanie — 72°C/10 min. Reakcje prze-
prowadzono w aparacie LightCycler 480 11 (Roche, USA). Produkty amplifikacji byly roz-
dzielane elektroforetycznie w 1,2-procentowym zelu agarozowym (Prona Agarose Plus, Pol-
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ska) barwionym wewng¢trznie bromkiem etydyny (0,5uL/mL) (Bio-Rad, USA). Uzyskane
wyniki wizualizowano w $wietle UV w aparacie GelDoc (Bio-Rad, USA) i archiwizowano
przy zastosowaniu programu Quantity One (Bio-Rad, USA).

Genotypowanie szczepow drozdzy

Typowanie genetyczne przeprowadzono technikg RAPD-PCR (ang. Random Ampli-
fied Polymorfic DNA), zgodnie z Casey i Dobson (2004). Jej zastosowanie umozliwito ana-
liz¢ molekularng szczepéw o bardzo niskim stopniu zréznicowania genetycznego (Welsh
i McClelland 1990). Przydatno$¢ i mozliwosci dyskryminacyjne metody okreslono, wyko-
rzystujac kombinacj¢ par starterow (TIB MolBiol, Polska) zestawionych w tab. 6.

Tabela 6. Charakterystyka starteroéw uwzglednionych w typowaniu wewngtrzgatunkowym

szczepow drozdzy .

Starter Sekwencja 5°-3’ Referencje
P2 gCTCgTCgTT Baleiras Couto i in. 1994
P-1 gTgeTeeTg Senses-Ergul i in. 2006
1254 CCg CAg CCA A Berg iin. 1994
1290 gTg gAT gCg A Caralho i in. 2001
Dag 1 CgAATCTAACggCTggCACA inf. ustna — D. Medrala
Dag 2 gCCCAAATAETgTCACCgCT inf. ustna — D. Mgdrala
CMV 2 ggTAgCACCgCgggTTTCgAC Korzon i in. 1999
RPI 4 TAggATCAg A Lehmann i in. 1992
RPI 2 AAggATCAgA Lehmann i in. 1992
M13 gAggegTggCeeTTCT Elaichouni i in. 1994, Gadanho i in. 2003
ERIK 2 AAgTAAgTgACTggegTgAgCg Versalovic i in. 1991

Podstawowym kryterium wyboru starterow wykorzystywanych w dalszych oznaczeniach
byla czytelno$¢ rozdziatu elektroforetycznego oraz liczba uzyskanych amplifikonéw (rys. 3).

pz
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3000 B

M M13 Cl 1254+P2 Dagl Dagl CMv 1254
M13
125441290 CMV  Dagl+CMV 1254 12441290 ERIC2  RPM+RPI2 1290 D“l‘ufz"smmEmﬂlm,‘l M”D.‘1¢D.‘2RPK2+RPI4
Rh. mucilaginosa Rh. glutinis Cr. laurentii

Rys. 3. Przyk{z'\dowe profile genetyczne szezepow drozdzy uzyskane w réznych kombinacjach
starterow. Jako wzorzec masowy DNA (M) wykorzystano marker XVI (Roche, USA)
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Tabela 7. Typy genetyczne drozdzy wyizolowane z badanych stref estuarium Odry

Oznaczenie ) Oznaczenie
Strefa Typ Oznaczenie szczepu Typ Typ
estuarium ) EgeRrL genetyczny Rh. mucilaginosa genetyczny ve g genetyczny
Cr. laurenti Rh. glutinis

1 1710 VA 1/14 /A 1/6 I/A-1U
2 1/11 I/A 8A/597 I/A 9A/536 I/A-2
3 12A/13 1B 8A/598 I/A 9A/537 I/A-2
4 12A/14 IB 4A/18 1/A-3 1/12 1I/B-1
) 12A/18 1B 8A/592 1I/A-3 8A/595 I/B-1
6 1/12 1A 8A/593 1/A-3 173 I/B-1
7 1/D 1/B 8A/589 II/A-3 3A/57 I/B-1
8 1/E 1I/B 8A/591 1/A-3 3A/59 I/B-1
9 1/14 1/c 8A/596 I/A-3 14A/620 I/B-3

10 1/A 1/c 4A/187A 1/B-1 3A/56 I/B-3

11 1/B 1/c SA/337A 1I/B-1 14A/622 . I/B-3

19 1/6 1I/B 6A/315 1I/B-1 3A/58 I/B-3

13 1/7 c 11A/545 11/B-1 3A/69 /B4

14 1/8 /B 12A/567 1I/B-1 3A/73 I/B-4

15 19 c 7A/500 11/B-1 3A/70 1/B-4

16 2/15 v 3A/74 11/B-1 3A/66 I/B-5

17 2/16 VIA 4A/150A 1I/B-1 6A/309 1I/B-6

18 2/17 VIA 6A/308 1I/B-2 9A/538 I/B-6

19 2/19 1/c 6A/311 11/B-2 6A/314 1/B-6

20 2/21 v 4A/77 11/B-2 9A/534 1/B-6

21 2/23 VIA 14A/609 1I/B-3 4A/150A 1I/A-2

22 2/27 1/c 14A/610 1I/B-3 4A/51 I/A-2

23 3/36 V/B 14A/611 11/B-3 4A/76 I/A-3

24 3/37 V/B 5A/337 11/B-3 4A/F I/A-3

25 3/39 VIA 3A/68 1/C-1 2A/52 11/B-2

26 3/41 1I/D 3A/305 /c-1 2A/54 11/B-2

27 3/42 1/D 9A/540 1/C-1 2A/55 1I/B-2

28 3/44 V/IA 4A/51 II/C-1 2A/46 1I/B-2

29 3/46 /c 10A/522 1I/A-1 2A/53 1I/B-2

Odra 30 3/47 1I/B-2 10A/531 11/A-1

31 4/48 V/E 10A/525 1I/A-1

32 4/50 1/c 10A/527 1I/A-1

ad 4/53 VIE 10A/526 11/A-1

34 4/54 VIE 12A/568 111/B-1

35 4/56 VIE TA/501 C1I/B-1

36 4/59 11/B 12A/570 1/c-1

37 4/63 /c 12A/573 1/c-1

38 4/64 V/E TA/506 1/c-1

30 7/220 VIA 12A/574 1/c-1

40 9/253 1/c TAI507 m/c-1

41 9A/253 1/c 12A/576 1/c-1

42 10/270 e 7A/503 1/C-1

43 5/104 /e 4A/150 U

44 5/115 /e 4A/G U

45 5/114 /e 5A/330 U

46 317 1/C 10A/520 IV/A-1

47 1A/502 1/c 10A/528 IV/A-1

48 1C/301 1/C 10A/521 IV/A-1

49 1C/308 1/c 10A/523 IV/A-2

50 1C/302 17U 10A/524 IV/A-2

51 12A73 1I/A 10A/529 IV/A-2

52 12A/4 1I/A 11A/547 V/A-1

53 1C/313 VIA 11A/555 VIA-1

54 1C/314 VIA 11A/548 V/A-1

55 1A/508 V/IA 11A/549 V/A-1

56 1C/306 V/A 11A/554 V/A-]

57 TA/502 V/A-2

58 7TA/508 V/A-3

50 11A/556 U




cd. tab. 7

Strefa s Oz:z;:;x‘e Typ Oznaczenie szczepu Typ O:;x‘?::;:w Typ
estuarium Bttt e genetyczny Rh. mucilaginosa genetyczny Rh. glutinis genetyczny
1 1/C 1/c 117 I/A-1 13A/562 /A2
2 1C/311 V/F 8A/599 1/A-1 14A/621 /A-2
3 1/13 IVA 13A/566 1/A-1 14A/623 I/A-2
4 2/28 1/c 8A/587 1/A-1 6A/312 /A2
5 2/33 1/c 4A/B 1/A-3 6A/319 I/A-2
6 6/200 c 4A/A 1/A-3 9A/535 I/A-2
7 6/208 /c 4A/C 1/A-3 3A/72 1/B-1
8 6/209 1/c 12 1/B-1 8A/588 1/B-1
9 6/210 1/cC 14A/607 1I/B-1 14A/618 1/B-1
10 6/211 c 8A/586 11/B-1 3A/62 1/B-1
11 6/212 1/C 4A/D 1/B-1 5A/224 I/B-1
12 6/213 1/c 13A/560 11/B-1 1/4 1/B-2
13 6/215 1/c 9A/542 11/B-2 1/9 1/B-2
14 71216 c 6A/208 1I/B-2 1/5 /B2
15 7/217 pag 71 9A/539 1/B-2 177 1/B-2
16 4A/50 V/E 5A/322A 11/B-2 14A/624 I/B-2
17 1C/312 VIF 9A/541 1/B-2 1/13 1/A-1
18 4/57 /D 14A/613 1/C-1 3A/60 1I/A-1
19 4/61 1/D 8A/606 U 8A/594 1/A-3
20 4/58 V/E TA/514 11/B-1 9A/540 1I/A-3
Zalew 21 4/65 V/IE 12A/571 11/B-2 2A/40 11/B-1
Szczecinski ) 4/62 V/E 12A/581 11/B-2
23 6/206 VIG TA/504 111/B-2
24 5/113 VIE 12A/572 11/B-3
25 2/20 V/D 7A/505 111/B-3
26 3/38 VI/IA 12A/580 111/B-3
27 5/101 11/B TA/513 11/B-3
28 5/103 11/B 11A/553 V/IA-2
29 5/107 111/B 12A/583 V/B-1
30 5/106 111/B TA/516 V/B-1
31 5/105 11/B 12A/582 V/C-1
32 5/102 1yc
33 5/110 /c
34 5/108 11/B
35 5/112 11/B
36 5/118 111/B
37 5/116 VIG
38 5/117 VIG
39 5/100 1/C
40 1A/512 1/c
41 1C/303 c .
42 1C/307 V/C
1 3/40 V/D 9A/533 1/B-1 6A/190 I/B-5
) 3/45 V/D 10A/519 1/B-1 9A/544 1/B-6
3 6/204 V/D 13A/558 11/B-1 13A/559 U
4 1A/511 v/iIC 14A/608 11/B-2 8A/604 1/C-1
o] 1A/513 vi/iC 6A/196 1/B-2 8A/605 I/C-1
Zatoka 6 1C/307 viC 14A/612 1/B-2 4A/G 1/A-1U
Pomorska 7 1C/310 viIC 4A/E 1/c-1
8 6A/193 1I/A-1U
9 9A/543 1/A-1U
10 TA/511 111/B-1
11 TA/514 111/B-1
12 12A/584 V/IA-2
1 1/12 IVA 2A/37 1/B-1 1/10 1/A-1
2 2/22 V/IA 4A/87 1/C-1 1/11 /A-1
3 2/25 /B TA/517 © VIA-2 1/8 I/A-1
4 2/26 e 12A/569 V/IA-2 8A/590 1/B-1
§ 2182 VIA 12A/575 V/A-3 14A/614 1/B-3
Ryba 6 3/34 V/B TA/515 V/C-1 2A/41 11/B-1
7 3135 V/D 2A/42 11/B-1
8 4/52 VIE 2A/43M 1/B-1
9 10/271 /A 2A/43 1/B-1
10 10/272 /A 2A/45 1/B-1
11 1A/505 VIA 2A/47 1/B-1
}i 2A/48 1/B-1
= 2A/43Y 11/B-2




W celu przeprowadzenia réznicowania gatunkowego Rh. mucilaginosa zastosowano
startery 1254 i 1290, w idenfikacji Rh. glutinis — ERIK2, natomiast w przypadku Cr. laurenty
— 1254 i DAG-1. W celu uzyskania zlozonych i stabilnych profili amplifikacji zastosowano
schemat szyku ortogonalnego zaproponowany przez Taguchi i Wu (1980), zmodyfikowany
przez Cobb i Clarksonn (1994). Reakcje RAPD-PCR prowadzono w 25 uLL mieszaniny reak-
cyjnej zawierajgcej: 500 mM KCl, 100 mM Tris-HCI (przy pH 8,3, w 25°C), 1,25 mM
MgCly, 0,3 mM dNTP, po 20 pmol/pL kazdego startera, 1U Taq DNA polimerazy (Eppen-
dorf, Niemcy) i 20 ng matrycy DNA w termocyklerze Mastercycler Gradient (Eppendorf,
Niemncy). Profil termiczny ustalano zgodnie z zaleceniami Casey i Dobson (2004).

Produkty amplifikacji rozdzielano elektroforetycznie w 2-procentowym zelu agarozo-
wym (Prona Agarose Plus, Polska) barwionym wewngtrznie bromkiem etydyny — 0,5 pL/mL
(Bio-Rad, USA). Wyniki rozdziatu elektroforetycznego wizualizowano w promieniach UV
w aparacie GelDoc (Bio-Rad, USA) i archiwizowano, korzystajac z programu Quantity One
(Bio-Rad, USA). Stopien pokrewienstwa szczepéw okre§lono na podstawie analizy klaste-
rowej uzyskanych profili amplifikacji (RAPD) — metoda UPGMA (Unweighted Pair Group
Metod with Arithmetic Mean) w oprogramowaniu Bio-Gene (Vilber-Lourmat, Francja).
Wyniki analizy zostaty zobrazowane w postaci dendrogramu przy wspoétczynniku Dice wy-
noszgcym 3,0%. Wartosci wspotczynnika obliczano na podstawie wzoru:

D R 2Nab
(2N, +N, +N,)
gdzie:
Nu» — liczba produktow wspolnych dla obu profili,
N, i N — liczba produktow w poszezegolnych profilach.

Stopien pokrewiefistwa pomigdzy poszczegdlnymi szczepami Rhodotorula spp. oraz
Cryptococcus spp. okreslano na podstawie podobienstwa uzyskanych profili genetycznych
RAPD szczepéw. W interpretacji wynikow wykorzystano przyjety przez Tenover i in.
(1995) podziat, uwzgledniajgcy procentowa zgodno$¢ wzordéw genetycznych uzyskanych
technika RAPD. Przyjeto, ze przy wskazniku S > 75,0% szczepy sg blisko spokrewnione,
przy 75,0% > S >50,0% — prawdopodobnie spokrewnione, a przy S <50,0% — niespokrew-
nione. Zawarte w tab. 7 zestawienie obejmuje pochodzenie szczepdw oraz ich genotyp wy-
znaczony na podstawie uzyskanego dendrogramu.

3.4. Analizy spektrofotometryczne

Hodowle

Jako podioza hodowlane stosowano wodg z poszczegolnych stref estuarium Odry — z Wi-
duchowej (Wid.), Urzedu Morskiego w Szczecinie (UMS) i Zatoki Pomorskiej (ZP) oraz podioze
YNB (wycigg drozdzowy — 0,3%, malt ekstrakt — 0,3%, pepton — 0,5%, glukoza — 1,0%; Difco,
USA). Wszystkic podloza sterylizowano metodg fizyczng przy uzyciu filtréw membranowych
0 $rednicy 0,22 um (Millipore, USA).

Badane gatunki drozdzy

Materialem badawczym byly: Rh. mucilaginosa i Rh. glutinis oraz Cr. laurenti. Testowane
szczepy w obrebie gatunku réznily si¢ profilem genetycznym oraz miejscem izolacji (zob. tab. 9).
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W celu przygotowania wyjéciowego inokulum drozdze namnazano na podiozu YPD agar (wyciag
drozdzowy — 1,0%, pepton — 2,0%, glukoza — 2,0%, agar — 2,0%; OXOID, Anglia), przez 48 go-
dzin, w temperaturze 22°C. Po inkubacji wyroste kolonie zawieszano w jalowym zbuforowanym
roztworze soli fosforanowej PBS (Biomed, Polska). Wystandaryzowang zawiesing komdrek
(3 w skali McFarlanda) przemywano 3-krotnie i wirowano, przy 10 000 obrotéw, przez 10 minut
(MPW-52, Polska). Powstaly osad zawieszano w podiozach hodowlanych — Wid., UMS, ZP oraz
YNB. Tak przygotowane szczepy drozdzy wykorzystywano do dalszych oznaczen.

Ocena przezywalnosci i formy wzrostu drozdzy w Srodowisku wodnym

Zdolno$¢ przezycia testowanych szczepéw drozdzy oceniano kolorymetrycznie
z wykorzystaniem wodorotlenku tetrazoliny XTT (sodium 3,3,-[(phenylamino)carbonyl]-3,4-te-
trazolium-bis (4-methoxy-6-nitro) benzenesulfonic acid hydrate; Sigma-Aldrich, USA).

W celu oznaczenia zaleznosci pomigdzy rzeczywista liczbg komérek a wskaznikiem
ich aktywno$ci oddechowej przeprowadzono doswiadczenie wstgpne na podtozu YNB. Mo-
nitoring zmian w czasie doswiadczenia oparto na kontroli wartosci ggstosci optycznej komo-
rek (OD) oraz tempa redukcji XTT jako wskaznika aktywno$ci oddechowej. Zestawienie
uzyskanych parametrow pozwolilo na wyznaczenie istotnej korelacji (» = 0,9435) pomigdzy
przyjetymi wskaznikami (rys. 4). Poza ustalong zalezno$cia wzrostu liczby komorek (OD),
kontrolowanych spektrofotometrycznie przy dlugosci fal =550 nm, ktorej towarzyszyt
wzrost wartosci pomiaru formazanu tetrazoliny, przy A = 490 nm (Nanodrop ThermoScientific,
USA), wyznaczono stopien zbieznosci istotnych statystycznie zmian w czasie dla wartosci OD
i XTT wzgledem inokulum.

X:0D
Wykres rozrzutu: OD vs. XTT N=32
XTT =0,07565 +0,17412 - OD srednia = 0,26

odchylenie standardowe = 0,21
maksimum = 0,67

minimum = 0,07

20 g T YAXT,

N=32

$rednia = 0,12

odchylenie standardowe = 0,04
maksimum = 0,18

minimum = 0,07

korelacja: r = 0,94355

Absorbancja XTT [nm]

10 20

Gestos¢ optyczna OD [nm)]

Rys. 4. Korelacja pomigdzy gestoscia komérek (OD) a ich aktywnoseig oddechows (XTT)

W czasie trwania do$wiadczenia. Czcionkg pogrubiong wyrézniono wartodci istotne
statystycznie

W obu modelach badawczych (XTT i OD) istotnosé réznic oznaczono w 24 godzinie do-
$wiadczenia (tab. 8). Ustalone zaleznosci pozwolity na wykorzystanie opracowanej metody do
oceny zdolnosci wzrostu w formie biofilmu #/lub planktonu okreslanego metoda redukcji XTT.
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Tabela 8. Poziom istotnosci zmian w czasie w odniesieniu do wprowadzonego inokulum

Oznaczany Czas inkubacji [h]
wskaznik 2 4 6 24" 48" 72" 96"
XTT 0,387379 | 0,061140 | 0,409491 0,000126 0,000138 0,000144 0,000147
oD 0,980563 | 0,983163 | 0,996140 0,018005 0,000138 0,000147 0,000144
" Statystycznie istotne roznice.
Tabela 9. Charakterystyka hodowli drozdzy w prébach kontrolowanych
Opis Pochodzenie Oznaczane
do$wiadczenia Wi wody hodowlanej $rodowisko AP
YNB : ) OD 1A-1/10
YNB/p Cr. laurenti E%Z"V\V;:sep"d*oze XTT planktonu IB-12A/13
YNB/b XTT biofilmu IIA-1/12
Wid. OD 1IC-4/50
Wid./p Cr. laurenti Widuchowa XTT planktonu 11C-6/210
Wid./b XTT biofilmu 1ID-4/57
UMS . OD IIC-5/104
UMS/p Cr. laurenti grgzgzﬁ‘l’:? XTT planktonu IV-2/15
UMS/b XTT biofilmu VC-1A/511
7P oD VD-3/35
ZP/p Cr. laurenti Zatoka Pomorska | XTT planktonu VF-1C/311
ZP/b XTT biofilmu VA-2/32
b odyweze podioze | OO Higl/L 14
YNB/p Rh. mucilaginosa hos d}(;wlanep XTT planktonu 11A1-1/17
YNB/b XTT biofilmu 11A4-8A/589
Wid. oD 1IB1-1/2
Wid./p Rh. mucilaginosa | Widuchowa XTT planktonu 1IB2-6A/196
Wid./b XTT biofilmu 11B4-3A/68
UMS Urzad Morski oD IIA1-10A/531
UMS/p Rh. mucilaginosa r;q ci)lrlsiel XTT planktonu 1IB1-7A/501
UMS/b i XTT biofilmu 11B2-7A/504
IIB3-
7 o i
ZP/p Rh. mucilaginosa | Zatoka Pomorska | XTT planktonu VAL-11A/548
ZP/b XTT biofilmu VIA-7A/515
YNB s oD
YNB/p Bh, ghodints odzyweze podioze XTT planktonu IA-1/11
hodowlane . IA-6A/312
YNB/b XTT biofilmu IB-3A/57
Wid. oD IB-3A/58
Wid./p Rh. glutinis Widuchowa XTT planktonu
; ; IB-3A/66
Wid./b XTT biofilmu
TS oD IC-8A/604
i I1A-1/13
UMS/p Rh. glutinis Urqu M(?;sil;l XTT planktonu HA-4A/F
UMS/b YRR S XTT biofilmu HA-4A/S ]
ZpP it 1IB-2A/42
ZP/p Rh. glutinis Zatoka Pomorska | XTT planktonu IB-2A/52
ZP/b XTT biofilmu

p — plankton, b — biofilm, YNB — podloze odzywcze, Wid. — Widuchowa, UMS ~ Urzad Morski w Szczeci-
nie, ZP — Zatoka Pomorska. s

W celu zrealizowania zatozen dowiadczenia zastosowano mieszaning: wodorotlenku te-
trazoliny XTT, menadionu (witamina K3 — 2-methyl-1,4-naphthoquinone; Sigma-Aldrich, USA)
i PBS (Jin i in. 2004). Przyjeta metodg zmodyfikowano, przyjmujgc ostateczng objgtos¢ sktado-
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wych mieszaniny: 1580 uL PBS, 200 pL XTT i 20 pL K3 Do$wiadczenie prowadzono w syste-
mie mikroptytkowym — 96-dotkowym (Sarstedt, Anglia). Do kazdego z dotkéw wprowadzono
po 100 pL poszczegdlnych hodowli. Opis doswiadczenia zawarto w tab. 9.

Kontrolg formowania biofilmu i/lub wzrostu planktonowego prowadzono co 2, 4, 6,
24, 48, 72, 96 1 120 godzin w temperaturze 10°C ($rednia temperatura wody w badanym estu-
arium). W przypadku tworzenia formy planktonowej przez komorki drozdzy z poszczegdlnych
wariantow hodowli przenoszono calg objetos¢ wprowadzonego inokulum (100 puL) do jalo-
wych probowek typu eppendorf (Eppendorf, Niemcy). W odzyskanej hodowli sprawdzano
gestos¢ optyczng komoérek (OD). Pomiary OD przeprowadzano za pomocg spektrofotometru
Nanodrop ND-1000, przy dtugosci fali A = 550 nm, zgodnie z procedurg podang przez produ-
centa (Nanodrop ThermoScientific, USA). Uzyskane wyniki interpretowano na podstawie
programu UV-Vis firmy Eppendorf (Niemcy). W kolejnym etapie (ocenie aktywnosci odde-
chowej komorek) do 100 pL hodowli dodano 100 pL mieszaniny XTT + Ks; cato$é inkubo-
wano przez 2 godziny w 20°C. Nastgpnie proby odwirowywano, przy 10 000 obrotéw, przez
10 min (MPW-52, Polska). Uzyskany supernatant przenoszono do nowych mikroplytek (Sar-
stedt, Anglia) i wykonywano pomiar w o$miokanatowym czytniku absorbancji EIx808 (BioTek
Instruments), przy dtugosci fali A = 490 nm (Antachopoulos i in. 2006).

W przypadku kontroli zmian zachodzacych w biofilmie wykorzystano pozostaty w mi-
kroptytce material badawczy, zaadherowany do powierzchni dna. Aktywno$¢ oddechowg komo-
rek w biofilmie testowano metodg redukcji XTT, opisang przez Ramage i in. (2001), w modyfi-
kacji wiasnej. Zmiany zachodzace w hodowli wyznaczano na podstawie pomiaréw ekstynkcji,
przy zachowaniu parametrow i urzgdzen wskazanych w analizie form planktonowych.

3.5. [Ikra jako Srodowisko rozwoju drozdzy

Ikra

Ikra pochodzita od pigciu samic kazdego gatunku ryb — okonia (Perca fluviatilis Lin-
naus, 1758) oraz troci wedrownej (Salmo trutta trutta m. trutta Linnaeus, 1758). Jaja wyciskano
w laboratorium i zaptadniano mleczem pochodzgcym od pigeiu sameéw kazdego gatunku. Ana-
lizie poddano réwniez ikr¢ pobrang z naturalnych miejsc tartowych. Pozyskana ikra byta pod-
dawana badaniu mikrobiologicznemu oraz wykorzystywana w nastepnych doswiadczeniach.

Zdolno$¢ drozdzy do kolonizacji powierzchni ikry

Hodowle badawcze ikry okonia oraz troci wedrownej prowadzone byly w 24-dotkowych
mikroplytkach (Sarstedt, Niemcy), zgodnie z Nakata i in. (2004), lub w krystalizatorach. W kaz-
dym dotku umieszczano zaplodnione jaja poszezeg6lnych gatunkéw ryb i zalewano wodg ho-
dowlang pobrang z obszaru polowu tarlakéw. W doswiadczeniu wykorzystano rézne genotypy
szczepOw Rh. glutinis, Rh. mucilaginosa oraz Cr. laurenti. Do szalek hodowlanych wprowadza-
no przygotowane (jw.) inokulum 48-godzinnej hodowli testowanych przedstawicieli grzybow
jednokomdrkowych. Warunki hodowli dostosowano do wymagan wylegu poszezegdlnych ga-
tunkow ryb. W celu przeprowadzenia do$wiadezenia zatozono trzy warianty badawcze opisane
w tab. 10. Podczas doswiadczenia prowadzono staly kontrole jakosci mikrobiologicznej inku-
bowanej ikry i srodowiska zawieszajacego (wody hodowlanej).
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Tabela 10. Charakterystyka hodowli ikry w prébach kontrolowanych

Sktad hodowli Opis Aktywnoé¢ oddechowa
gatunek ikry szczep drozdzy doswiadczenia spotecznosci mikrobiologicznej
Okon Rhodotorula spp. IORA §¥$ gizglﬁg:t;kv:ywodzie Bodowiane
Okon Cryprococcus spp. 10Cr §g¥ gizr;ﬁtrggl;k\:ywodzie hodowlane
Okofi bra]éri:;é(zl;}um 10D §¥¥ glﬁr;ﬁtrggli k\ravywodzie hodowlanej
Tro¢ wedrowna | Rhodotorula spp. ITRAh ;g:l[: E:Z?.llﬁg:l;k‘:ywmme isdorlangy
Tro¢ wedrowna | Cryprococcus spp. ITCrV §¥$ g:z?_ﬁtrgslh:rvywmﬂe AKlovianic)
Troé wedrowna braléri:;dk;;um ITD- §¥¥ Eii?ﬁtrgslh(\rwywodzie hodowlanej

10 — ikra okonia, IT — ikra troci, Rk — Rhodotorula, Cr — Cryptococcus, D™ — préby bez drozdzy.

Metoda kolorymetryczna w analizie mikrobiologicznej ikry

W analizie spektrofotometrycznej wykorzystano mieszaning XTT + Kj, wykonang
zgodnie z procedurg podang pewyzej. Przygotowane do analiz jaja umieszczano w probow-
kach typu eppendorf, do ktérych wprowadzano mieszaning kolorymetryczng w objgtosci
200 pL. W przypadku analizy wody otaczajacej ikr¢ (wody hodowlanej) proby preparowano
w proporcji 1:1. Inkubacj¢ prowadzono bez dostgpu $wiatla przez 2 godziny. Aktywno$é
oddechowg komorek drozdzy oceniano na podstawie pomiaru absorbancji w czytniku spek-
trofotometru Nanodrop ND-1000, przy diugoéci fali A = 490 (Antachopoulos i in. 2006).
Przykladowe rezultaty przedstawiono graficznie na rys. 5. Uzyskane wyniki korygowano
o0 wartosci uzyskane z prob nieinokulowanych drozdzami.

A —hodowla nieinokulowana drozdzami (ITD"): B — hodowala inokulowana szczepami
absorbancja = 0,032 Rhodotorula (ITRh): absorbancja = 0,424

o1dng. W 20061220 1320 W[Bit ]|

Rys. 5. Pomiar warto$ci absorbancji farmazanu tetrazoliny na powierzchni jaj

Metody mikroskopii fluorescencyjnej

Kompozycje uformowania biofilmu na powierzchni jaj oraz w wodzie hodowlanej
obserwowano w preparatach mikroskopowych wybarwianych barwnikami fluorescencyjny-
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mi z zestawu LIVE/DEAD Yeast Viability Kit (Molecular Probes, USA). Przygotowanie
stezen wyjsciowych (ang. stock solution) barwnikow wykonano zgodnie z procedurg podang
przez producenta. Wizualizacj¢ biofilmu na materiale badawczym przeprowadzano, stosujgc
10 uL FUN-1 i 25 pL Calcofluor™ White M2R (Molecular Probes, USA) w 75 pL. HEPES
solution salt (Sigma-Aldrich, USA). Obserwacje preparatow prowadzono w $wietle mikro-
skopu fluorescencyjnego Nikon Eclipse E400 z filtrami EX/BA 450-490/505-520 nm (Ni-
kon, Japonia).

3.6. Analizy hydrochemiczne

Analiza zawarto$ci biogenow w prébach wody

Podstawowe wskazniki biogeniczne: Norg, Neaik, N-NHa, N-NO;, N-NO3 oraz Pa,
Peatic orgs Prozp catks Prozp org ZOstaty wykonane w laboratorium Zaktadu Hydrochemii Akademii
Rolniczej w Szczecinie (obecnie Zachodniopomorski Uniwersytet Technologiczny w Szcze-
cinie), na podstawie Standard Methods (1995).

Podstawowe wskazniki chemiczne wody

Pomiary temperatury, pH i przewodnictwo poszczegdlnych prob wody zostaly wy-
konane za pomocg sondy LW 196 (WTW, Polska) w okreslonym miejscu i czasie pobierania
prob mikrobiologicznych.

3.7. Analizy statystyczne

Statystyki podstawowe

Do interpretacji statystycznej uzyskanych wynikéw badan, obejmujgcych zréznicowa-
nie liczbowe drozdzy w poszczegolnych strefach estuarium oraz zmiany zachodzace w kon-
trolowanych hodowlach, wykorzystano analiz¢ wariancji (Anova) przy uzyciu programu Stati-
stica V8.0.

W celu zobrazowania ewentualnych podobienstw cech fenotypowych szczepow droz-
dzy, pochodzgcych z poszezegolnych stref estuarium Odry, przeprowadzono hierarchiczng
analiz¢ skupien. Podstawg réznicowania byly wyniki wszystkich testow API oraz zdolnogé
szczepéw do wzrostu w temperaturze inkubacji 6, 20 i 37°C. Analizg¢ przeprowadzono w pro-
gramie Statistica V8.0 za pomocg metody $rednich polgczen wazonych UPGMA (Unweighted
Pair Group Metod with Arithmetic Mean), w ktérej miare odleglosci Wwyznaczono na pod-
stawie kwadratu odleglosci euklidesowej. Utworzone skupiska odzwierciedlajg réznice po-
migdzy poszcezegolnymi cechami. Im mniejsza jest swarto$¢ miary odleglosci (wyrazona
w procentach) migdzy dwoma szczepami, tym mniejsza roznica, a wigksze ich podobienstwo
pod wzglgdem analizowanych cech.

Analiza statystycznej roznorodnosci gatunkowej

Gatunkowe podobiefistwo pomigdzy poszezegélnymi strefami estuarium okreslono
na podstawie wskaznika Jaccarda (J1,,)) i wzoru opisanego przez van Ooyena (2003):
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n

ab
v (n, +n, —n,)
gdzie:
na— liczba gatunkow wystepujacych w prébach a i b,
ng — liczba gatunkéw wystepujgcych w probie a,
ny — liczba gatunkéw wystepujacych w prébie b.
W oznaczaniu bogactwa gatunkowego w poszczegélnych strefach estuarium Odry
wykorzystano wskaznik Margalefa (d) obliczony na podstawie wzoru:
5 B
In N
gdzie:
S — liczba gatunkow,
N — catkowita liczba badanych organizmdow.

Niniejsza praca jest wielowatkowym opracowaniem, ktérego wyniki majg wskazaé
na pewne zalezno$ci w holistycznym ujgciu ekologii drozdzy. W celu uniknigcia odsytania
czytelnika do konkretnego rozdziatu dyskusj¢ wynikow wraz z ich oméwieniem przedsta-
wiono w jednym rozdziale. Tworzg go wyodrgbnione podrozdzialy tematyczne, co ulatwi
wnioskowanie i wykaze zasadnos$¢ podjecia kolejnych etapéw badan, jak rowniez wptynie
na przejrzysto$¢ pracy.
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4. Omowienie i dyskusja wynikow
4.1. Estuarium Odry jako siedlisko grzybow jednokomorkowych

Obecno$¢ drozdzy w srodowisku wodnym jest powszechna, a liczebno$¢ oznaczanych
populacji jest zalezna od rodzaju wod oraz ich czystosci. W ekosystemach estuariowych
ksztattowanie liczebnej proporcji mikrobioty determinowane jest dodatkowo kilkoma czynni-
kami. Do najczesciej wymienianych naleza odplywy (Almeida 2005), obecno$¢ warstwy ha-
lokliny bogatej w zwigzki odzywcze (Hakanson 1991) i obszar sptywu wod s$rodladowych,
w tym $ciekoéw (Lazarus i Koburger 1974). Analiza ogdlnej liczby drozdzy w estuarium Odry,
prowadzona w latach 2001-2003, wykazata jej istotne zréznicowanie w poszczeg6lnych stre-
fach (rys. 6). W prébach pobranych z wod Odry grzybéw jednokomérowych bylo znacznie
wigcej niz w analitach z Zalewu Szczecinskiego i Zatoki Pomorskiej (r6znice wyznaczone na
poziomie istotnym statystycznie wynosity 0,000022, przy p < 0,05).

2,8
2,6
2,4
%9
20}
1,8
1,6
L4}
1,2
1,0
0,8
0,6
0,4

[log jtk-100 mL™]

Odra Zatoka Pomorska I

Zalew Szczecifiski [ §rednia+blad standardowy
Strefa estuarium T sredniatodchylenie standardowe

Rys. 6. Ogdlna liczba drozdzy izolowanych z poszczegdlnych stref estuarium. Istotnos¢ réznic wy-
znaczano przy istotnej analizie wariancji i wspolezynniku zgodnosci wynoszacym 0,45358

Pierwsze stanowisko badawcze (Widuchowa) znajdowato si¢ 30 km powyzej Szczecina.
Ewentualne zrédla zanieczyszczenia wody na tej wysokosci rzeki mogly pochodzi¢ jedynie ze
zrzutéw oczyszezalni niemieckiego miasta Schwedt oraz ze sptywow z gk i pol. Niekontrolowa-
ne wylewy rolniczych $cickow przydomowych na pobliskie tereny uprawne mogg by¢ przyczyny
stosunkowo duzego zanieczyszczenia mykologicznego tego obszaru. Oznaczone $rednic liczeb-
nosci jednokomorkowych grzybow poczawszy od stacji Widuchowa (109 0 jtk-100 mL ™), przez
Gryfino (86,2 jtk:100 mL™"), do Odry Wschodniej (103,6 jtk: 100 mL™"), wskazujg na wody juz
poddane dzialaniu antropogenicznemu. Jako$¢ mikrobiologiczna wod zmieniala si¢ wraz ze zmniej-
szaniem si¢ odleglodci od Szczecina jako glownego zrodia zanieczyszezenia tego odcinka rzeki
(Boguslawska-Was i in. 2007). Mykocenotyczny obraz Odry szczeciniskiej, wyznaczony przez sta-



cje: Most Clowy (234,4 jtk-100 mL ™), Most Dhugi (973,7 jtk-100 mL ™), Urzad Morski w Szczeci-
nie (545,7 jtk-100 mL™) i Police (138,7 jtk-100 mL™"), wskazuje na zanieczyszczenie mykobio-
tyczne typowe dla wod zeutrofizowanych (rys. 7). Uzyskane wyniki rozmieszczenia przestrzen-
nego drozdzy nie sg zaskoczeniem. Wielokrotnie opisywany byt juz wptyw czynnikéw antropo-
genicznych na intensywno$¢ rozwoju mykobioty (Slavikova i Vadkertiova 1997, Bogustawska-
-Was i Dgbrowski 1999, 2001, Libkind i in. 2003).
2,2E+03 S—
2,0E+03
1,8E+03 T
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1,4E+03
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1,0E+03 } -/ |}'|
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Rys. 7. Zréznicowanie ogélnej liczby drozdzy w prébach wody pobranych z wyznaczonych
stacji badawczych

Znacznie mniej zréznicowanym obszarem pod wzgledem liczebnosei odnotowanych
drozdzy okazaty si¢ dwie pozostale strefy estuarium Odry. Ogélna liczba drozdzy oznaczonych
w wodach zalewowych miecita si¢ w przedziale od 14,9 jtk-100 mL ™" (stacja nr 10 — Dziwna)
do 23,4 jtk-100 mL ™" (stacja nr 11 — WWE). W Zatoce Pomorskiej natomiast najrzadziej izolo-
wano grzyby w obrebie stacji nr 15-3,0 mile od linii brzegowej (8,21 jtk-100 mL ). Liczebnog¢
grzybow wzrastata wraz ze zmniejszaniem si¢ odlegloéci od ladu, gdzie na wyjsciu z Portu
Swinoujécie (stgcja nr 12) stwierdzono 21,3 jtk-100 mL ™' drozdzy (rys. 7). Powyzej opisany
obraz rozmieszczenia przestrzennego wybranych mykocenoz jest typowy dla obszarow przy-
brzeznych (Nagahama i in. 2001, Gadano i in. 2003). Badania wlasne oraz dane z pi$miennic-
twa ‘wskazujg, Ze w wodach morskich liczba drozdzy maleje wraz ze zwigkszaniem si¢ odle-
glodei od ladu. Wynika to zapewne z ograniczenia potencjalnych Zrodel materii organicznej
wykorzystywanej w metabolizmie tych grzybéw. W wickszosci przypadkéw nie mamy do
czynienia z typowg ekologiczng grupg grzybow morskich, ale przede wszystkim z formami,
ktore wtornie dostaty si¢ do morza (Hyde i in. 1998, Kurtzman i Fell 2006, Nagahama 2006).
Najczgsciej podawanym czynnikiem, limitujagcym wystepowanie grzybow, jest stezenie chlor-
kow. Zasolenie Zatoki Pomorskiej nie przekracza jednak 7,0 PSU (ang. Practical Salinity Unit
— praktyczna jednostka zasolenia), a przedstawione w niniejszej pracy wartosci przewodnic-
twa (w pmS/cm) nie mialy statystycznie istotnego wplywu na zréznicowanie liczebnosci ba-
danych drozdzy. Malo prawdopodobne jest to, aby byt to czynnik ograniczajgcy wzrost i roz-
woj drozdzy w tej czgsci estuarium.
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Statystyczna analiza skupien, oparta na zr6znicowanej liczbie wyizolowanych droz-
dzy, wykazata rzeczywiste podobienstwo pomig¢dzy poszczegdlnymi stacjami badawczymi
wyznaczajacymi strefy badanego estuarium (rys. 8). Na podstawie funkcji podobienstwa wy-
odrgbnione zostaly trzy podstawowe grupy (I, II, III) o zréznicowanym poziomie podobien-
stwa wewnetrznego. Przyjmujgc, ze miara odlegtosci pomigdzy wyznaczonymi stacjami (wy-
razona w procentach) wskazuje na réznice pomigdzy nimi, mozemy stwierdzi¢, ze catkowicie
odmienny jest ,,odcinek” rzeki na wysokosci mostu Dhugiego. Kazda z kolejnych stacji ba-
dawczych wyznaczonych na obszarze Odry szczecinskiej charakteryzowata si¢ innym pozio-
mem zanieczyszczenia grzybami, dla ktorych maksymalne wspotczynniki odleglosci miescity
si¢ w zakresie 25-55,0% (rys. 8).

(A Widuchowa
B Gryfino
B Odra Wschodnia

Trzebiez
5 el Swinoujécie
WWE
I~ Kanal Piastowski

Dziwna

D 0,5 mili
1,5 mili

bE 3.0 mile
w Police
I Mogt Clowy
Urzad Morski w Szczecinie
m E Most Diugi

0 20 40 60 80 100 120 [%]
Rys. 8. Stopien podobienistwa stacji badawczych pod wzgledem liczby izolowanych drozdzy

Stacje badawcze zgromadzone w grupie I charakteryzuje brak zréznicowania staty-
stycznego. Wyrazne (ponad 97-procentowe) podobienstwo stwierdzono w przypadku grupy
IC, obejmujgcej stacje Swinoujécie (obszar Zatoki Pomorskiej), WWE i Trzebiez (obszar Za-
lewu Szczecinskiego). Zapewne jest to konsekwencja podobnego mechanizmu oddziatywania
mieszajacych sig wod morskich i §rédladowych, w tym pochodzacych ze zlewni, na obecne
W tej czedei estuarium gatunki drozdzy. Zwlaszeza ze dominujgeq czgs¢ zlewiska Zatoki Po-
morskiej stanowi Zalew Szczecinski, z wodami ktérego wnoszone sa wystodzone wody $rod-
ladowe. W przypadku grupy ID, dla ktérej wyznaczono 95-procentowe podobienstwo z grupg
IC (rys. 8), rozwazy¢ nalezy hydrologiczne zaleznosei estuarium Odry. Wyznaczone na ob-
szarze Zalewu Szezecifiskiego stacje badawcze — Kanal Piastowski i Dziwna — pozostaja pod
wplywem wéd z Zatoki Pomorskiej. Wedtug Majewskiego (1972) w ciggu roku wody mor-
skie wplywajace przez ciesniny ksztattuja warunki hydrochemiczne w Zalewie, a wyznaczony
przez Térz (2007) uklad dominacji jonéw w tych wodach $wiadezy o ich oligohalinowym
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charakterze. Moze si¢ wydawaé, ze to wiasnie parametry hydrochemiczne w istotny sposob
wplywaty na grzyby. Nie wykazano jednak korelacji pomig¢dzy ukiadem hydrochemicznych
wskaznikéw a ilosciowym zrdznicowaniem izolowanych drozdzy. Ksztattujace si¢ spoteczno-
$ci mikrogrzyboéw byty wige jedynie wynikiem cyklu wpltywéw wod stonych, ktoére nie moga
by¢ jednak rozpatrywane jako ich zrédto. W wodach Zatoki Pomorskiej liczebno$¢ oznacza-
nych grzybéw w zasadzie nie przekraczata 100 kom' L™ (rys. 7), co jest typowe dla wod
otwartych i czystych (Hagler i Ahear 1987). Zawleczone z tej strefy estuarium drozdze nie
mogty istotnie wptywac na liczebnos¢ grzyboéw izolowanych z wod zalewowych.

Obecno$¢ materii organicznej i niezbgdnos¢ zrédet wegla dla wszelkich form Zycia nie
podlega dyskusji. W celu przeprowadzenia wnioskowania wskazujgcego na przyczyny dywersy-
fikacji przestrzennej mikrogrzybow rozwazono ich wspotzaleznos¢ od zréznicowanych wartosci
zwigzkow biogennych. Poniewaz sg to podstawowe skfadniki budulcowe komoérki, ich niewielkie
stezenia w $rodowisku wodnym stanowi¢ moga czynniki ograniczajace wzrost organizmow.
Ustalone wspdtczynniki korelacji dla poszczegdlnych stref estuarium wykazaty istotno$¢ wspot-
zaleznosci ilo$ciowych jedynie dla azotu catkowitego (»=0,23) i organicznego (r=0,17)
(rys. 10) oraz fosforu organicznego (r = 0,25), ale jedynie w wodach rzecznych (rys. 9).
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Rys. 9. Zalezno$¢ wystepowania drozdzy od fosforanowych zwiazkéw biogennych w wodach
estuarium. log jtk: F(2;360) = 78,205892, p = 0,0000; P F(2;462) = 68,1598617,
P = 0,0000; Pegy org: F(2;462) = 73,1929939, p = 0,0000; Py, : F(2;462) = 66,6381885,
P = 0,0000; Prop carc: F(2;462) =215,120368, p = 0,0000

Ustalone wspdizaleznosci, ograniczone do strefy estuarium o najintensywniejszym wply-
wie aglomeracji miejskiej, sugerujg istotny zwigzek ze statym naplywem do Odry zanieczyszczen
miejskich. Potwierdzeniem jest istotna statystycznie zalezno$é wyznaczona dla NPL bakterii gru-
py coli typu kalowego i ogdlnej liczby drozdzy (r = 0,273, przy p < 0,05). Sugestie dotyczgce
oddziatywania antropogenicznego na ksztaltujace si¢ mykocenozy stajg si¢ uzupelieniem w wie-
lu procesach biochemicznych zachodzacych w $rodowisku naturalnym i odzwierciedlajg aktyw-
nos¢ catej mikrobioty. Wyznaczone wspéizaleznosci ograniczone jedynie do odcinka IZeczZnego
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sktaniajg do wniosku, iz zdecydowana wigkszo$¢ oznaczanych mikroorganizméw eukariotycz-
nych byta wprowadzona do wod jako biota towarzyszaca zanieczyszczeniom komunalnym.
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Rys. 10. Zalezno$¢ wystgpowania drozdzy od azotanowych zwigzkéw biogennych w wodach estu-
arium. log jtk: F(2;360) = 78,205892, p = 0,0000, N, F(2;465) = 71,212756, p = 0,0000,
N F(2;465) = 492,401399, p = 0,0000, N-NHy: F(2;465) = 35,0988404, p = 0,0000,
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Rys. 11. Liczbowe zréznicowanie drozdzy w poszezeg6lnych sezonach badawcezych. Poziom istot-
nosci réznic wyznaczono dla stacji: Odra: £(2;140) = 3,6314, p = 0,0290, KW-H(2;143) =
= 8,9769, p = 0,0112; Zalew Szczecinski: F(2;54) = 0,6818, p = 0,5100, KW-H(2;57) =
= 1,2778, p = 0,5279; Zatoka Pomorska: F(2;44) =3,3654, p = 0,0437, KW-H(2;47) =
=6,0502, p = 0,0360

Poza wyznaczonym zrdznicowaniem przestrzennym drozdzy wykazano réwniez zmia-
ny w ich liczebnosci w poszczegdlnych porach roku (rys. 11). Ustalono, ze czgstos¢ drozdzy
izolowanych z obszaru Odry byta znacznie mnicjsza w okresie wiosennym od ich liczby uzy-
skiwanej jesienig (0,037, przy p < 0,05). W przypadku Zatoki Pomorskiej istotnos¢ roznic
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wykazano pomigdzy ogoélng liczbg drozdzy wiosng a latem (0,0451, przy p < 0,05). Zrézni-
cowania sezonowego w wodach Zalewu nie stwierdzono.

Zmienno$¢ ogodlnej liczby drozdzy w poszczegdlnych strefach estuarium wynika
z podstawowych zaleznosci ekologicznych tego ekosystemu i z aktywnosci antropogenicznej.
Ponadto sezonowe fluktuacje ilo$ci zwigzkéw niezbgdnych dla podstawowego metabolizmu
komérek drozdzy wynikaja z sezonowo obumierajgcych glondw i bakterii. Stanowig one bar-
dzo wazne zrodlo zwigzkow azotu i fosforu dostarczanych do srodowiska naturalnego i do-
stepnych dla pozostatych w nim mikroorganizméw.

4.2. Struktura spolecznosci drozdzy w estuarium Odry

W kazdym ekosystemie wodnym zasiedlajaca go mikrobiota wskazuje na specyficz-
nos$¢ danego zbiornika. W estuariach, poza zmiennoscig liczby izolowanych mikroorgani-
zmo6w, dywersyfikacji podlega réwniez struktura gatunkowa drobnoustrojéw. Na jej sktad
wplywaja czynniki biotyczne i abiotyczne charakterystyczne dla okre$lonej strefy estuarium
(Kutty i Philips 2008). Przeprowadzona analiza udzialu procentowego przedstawicieli po-
szczegbdlnych gromad grzybéw w ogélnej liczbie drozdzy wykazata, ze wody Odry zdomino-
wane byly przez przedstawicieli Ascomycota, klasy Ascomycetes — 62,2% (rys. 12).
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Rys. 12. Udziat procentowy drozdzy nalezgcych

do Ascomycetes i Basidiomycetes, izo-
B Ascomycetes [ Basidiomycetes lowanych z poszezeg6lnych stref estua-
rium Odry

Udziat gatunkéw jednokomérkowych grzybow ulegt zmianic wraz ze zmiang obszaru
badanych stref estuarium. W probach pobranych z warstwy powierzchniowej wod Zalewu
Szczecinskiego i Zatoki Pomorskiej dominowaty gatunki drozdzy i grzybow drozdzopodob-
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nych, umiejscowionych przez Kockova-Kratochvilova (1990) w gromadzie Basidiomycota,
klasie Basidiomycetes, ktorych udziat wynosit odpowiednio 74,3% i 76,6% (rys. 12). Stwier-
dzone w ogdlnej populacji drozdzy fluktuacje byly zapewne konsekwencja zmian potencjal-
nych Zrédet odzywezych dostgpnych dla mikroorganizméw znajdujacych si¢ w poszczegol-
nych strefach estuarium, ich plastycznos$ci ekologicznej oraz zaleznosci wynikajacych z rela-
¢ji pomigdzy organizmami poszczeg6lnych nisz. Stacje badawcze znajdujgce si¢ na odcinku
Odry szczecinskiej zasilane byty statym doptywem nieoczyszczonych $ciekow komunalnych.
Mozna uzna¢, ze byly one zrédtem obecnosci analizowanych grzybow w Odrze lub ze zawar-
te w nich poklady substancji odzywczych sprzyjaja rozwojowi wiasnie jednokomdrkowych
workowcow. Jak juz wspomniano, w dwoch pozostatych strefach estuarium czesto$¢ izolowa-
nych gatunkéw drozdzy wskazuje na dominacj¢ grzyboéw nalezacych do klasy Basidiomycetes.
Zapewne jest to wynikiem znacznie wigkszych mozliwosci wykorzystywania zwigzkéw od-
zywezych niedostgpnych dla Ascomycetes i ich zdolnosci adaptacyjnych (Gadano i in. 2006).

Wyznaczone proporcje opisujace zmiennos$¢ liczby drozdzy Ascomycetes i Basidio-
mycetes w poszezegblnych strefach estuarium Odry nie korelujg z ich gatunkowym podo-
bienstwem. W celu scharakteryzowania mykocenoz stref estuarium Odry zastosowano wskaz-
nik Jaccarda (JI) oraz wskaznik Margalefa (d). Wartos¢ wskaznika Jaccarda okresla stopiefi
podobiefistwa gatunkowego poszezegdlnych zbiorowisk, natomiast wskaznik Margalefa jest
miarg ,,bogactwa” gatunkowego.

Na podstawie wyznaczonej warto$ci wskaznika Jaccarda i jej interpretacji (van Ooyen
2003) wykazano podobienstwo gatunkowe drozdzy w Zalewie Szczecifiskim i Odrze
(Modra, zatlew = 0,83). Znaczace dywersyfikacje jakosciowe pomigdzy jednostkami systematycznymi
izolowanymi z wod estuarium gérnego a dwoma pozostatymi strefami zostaty wyrazone znacznie
mniejszymi wartosciami wskaznika Jaccarda — odpowiednio Jzatew, zatoka = 0,56 1 Jlzat0ka, 0dra= 0,48.
Jednoznacznie wykazano, ze bogactwo gatunkowe Zalewu Szczecifiskiego odzwierciedla
jako$é mykocenotyczng wod odrzafiskich (tab. 11). Biorgc ped uwage wyznaczone zmiany
w liczebnosci izolowanych grzybow, ich przynaleznos¢ gatunkowg i miejsce izolacji, mozna
stwierdzi¢, iz obszar Zalewu Szczecinskiego jest strefa, w ktorej bogactwo gatunkow nie ko-
reluje z proporcjonalng stymulacjg ich wzrostu. W przeciwienstwie do dywersyfikacji jako-
$ciowej liczebnosé wybranych grzybow Zalewu Szczecifiskiego ksztattowana byla przez wo-
dy wplywajgce z Zatoki Pomorskiej. Uzupeieniem charakterystyki mykobioty w poszcze-
golnych strefach estuarium Odry sg wartosci wskaznika Margalefa wskazujace na bogactwo
gatunkowe grzybéw mikroskopowych. Ustalona na podstawie liczby gatunkéw izolowanych
z poszczegdlnych stref estuarium, w odniesieniu do catkowitej ich liczby (tab. 11), réznorod-
nosé gatunkowa stopniowo si¢ zmniejszala od strefy gornej, gdzie wskaznik Margalefa d byt
réwny 4,33, poprzez strefe $rodokowg przy d = 3,59, az po Zatoke¢ Pomorskg, w wodach ktorej
warto$é wskaznika oznaczono na poziomie d = 2,85.

W probach wody pobieranych z poszczegdlnych stref estuarium Odry oznaczono stale
obecnych przedstawicieli drozdzy nalezacych do rodzajow: Saccharomyces, Rhodotorula, Crypto-
coccus oraz Candida. W zaleznosci od strefy éstuarium zostaly wyznaczone korelacje pomigdzy
najezgsciej izolowanymi przedstawicielami drozdzy okreslonych rodzajow a 0golng liczba drozdzy.
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Tabela 11. Czgsto$¢ wystepowania drozdzy [%] w prébach estuarium Odry

Stacje badawcze
Oznaczony gatunek Odra Zalew Szczecinski Zatoka Pomorska
1i]s2 3 4 5 6 7 8 9 s D R T e
Aureobasidum sp 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,3 0,3 0,3 0,7 0,0 0,7 0,0 sl 3 4,7 9,7
C. albicans DA POR L 00T We s Sk ol 00 bl ook a3 o8| o3| 6o} sa]. 331 a0
C. boidinii Sl R 07 LB B et 7 (S us E el ces T eal aod foF [ . dge ” bo
C. colliculosa |02 LT0B Y 034 00 15 ol 47 45 |- 0p | 800 80| 08| 6o 0.0 00] 00
C. famata L 272, 212 T 208 52 | 240 %03 203 |2 43 17| 15| o7 [ 3o AT PEET
C. holmii b PO TEET 00 B [ 5TF o je0 |2 a0t oad o523 T b0 0.0 00] 00
C. incospicua | Sai-o7 { s} o0 0] 03] 00] 00| 03| 00| 27| 00| 00| 00| o0
| C. kefir poow. i ] g0l Be i858 47| o0 | o0l B0 ‘08| ex} no 00| 17| 00
| C krusei Fa 1r0g | 03 oo 0] 33| 00| 00| 00| 00| 03] 00| 00| 00] 00
| C. tambica tEiees [ a0 1 BE s Sof B2 020 20 F ix] bl 75 oo 07| 00| 03
| C. lipolytica (270 T80 5 6t |, e} 4o B 1300 47 8%i- | oo 23] 00| 03
| C. lusitaniae B8 150 B T T 18l 62 20 F 05| 580 00 o7 00| 03] 00| o3
| C. membranaefaciens | 00 | 00 | 00 | 23 | 00| 53] 00| 00| oo 00| 00| 00| 00| 00| 00
| C. norvegica | 00 ] 00 00] 00 00 00] 07| 00| 00| oo 03 00| 00| 00| 00
| €. parapsilosis | 07 [ 00 07 00| 03] 00| 00| 00| 38| 00| 05| 05 00| 00| 00
| C. pelliculosa {07 20 17 40 00| 00] 57| 00| 00| 00] 00| 00| 00| 00] 00
| C. puicherrima P 700 .1 &9 o inabayd szl ool el asiTap] ool 18], a0 ] Bo
| C. quilliermondii 00 | 10 ] 00| 53 13/ 00| 20| 40| 07] 00| o4| 00| 65| 63| o0
C. tropicalis 40 | 80 | 160 | 297 | 31,0| 160 | 33| 13| 03] 00| 03| 00| 103] 03| 00
C. utilis 00 | 00 | 00 | 03 | o00f 00| 00| 00] 00 00| 03| 00| 00| 00| o0




cd. tab. 11

Stacje badawcze
Oznaczony gatunek Odra Zalew Szczecinski Zatoka Pomorska
1 2 3 - 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
C. sake 18,7 20,7 6,3 2 3,0 1,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
C. zeylanoides 0,0 0,0 2.7 0,0 0,0 0,0 1,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,3 0,0
Cr. albidus 11,0 0,3 8.0 16,3 14,0 | 20,0 14,8 6,2 14,2 25 16,0 0,0 6,0 0,0 6,3
Cr. humicolus 0,0 0,0 030 13 0,3 0,0 0,7 IS 9,0 1,0 5.8 0,0 0,3 2,8 3.0
Cr. laurenti 6,0 0,0 16,5 54,3 6261 213 28,8 16,5 20,7 3.0 377 4,0 48,3 25,5 20,7
Cr. neoformans 0,0 0,0 251 1,0 34,3 4,0 4,0 §7 9.3 0,0 1,7 0,0 0,3 L7 27
Cr. uniguttulatus 1.7 0,7 14.8 16,7 48.8 9.0 6,2 13 3.7 4,0 4,7 0,0 0,7 43 83
Geotrichum spp 0,7 23 1,0 yur 4,7 5,0 7,0 1,0 0,3 0,0 0,0 40,0 0,3 0,3 0,3
Kl. apiculata 1.8 9.8 27 4.2 | § 1,3 15 48 0.3 3,0 0,0 1,0 0,7 0,3 13
NOZN 9,0 6,7 257 43 3.0 35 6,0 3,6 4,0 0,0 2.7 2,0 5,0 10,0 13,0
P. carsonii 20,7 11,0 2.1 5.0 0,3 4,7 1,0 8,1 3.7 1,0 1,0 § ) 6,7 25 0,3
Rh. glutinis 36,0 30,1 97,8 445 St 41,7 42,7 48,0 | 308,2 3,0 197 1.3 Zh0 257 15,0
Rh. mucilaginosa 12,6 35,0 20,7 34,0 76,8 | 49,8 45,7 33,7 9.1 155 6,0 6,5 83 233 4,7
S. cerevisiae 6,0 6,3 21,0 |318,3 [2066,0 | 832,8 83,2 18 0,7 4,5 30,7 35 23 0,7 3,0
S. kluyverii 0.7 1.3 0,7 0,0 1,0 0,0 0,0 1347 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Sp. salmonidae 2,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,3 0,0 3% 0,0 0,0 0,7 0,0 0,0 0,0 0,0

1 — Widuchowa, 2 — Gryfino, 3 — Odra Wschodnia, 4 — Most Clowy, 5 — Most Dtugi, 6 — Urzad Morski w Szczecinie, 7 — Police, 8 — Trzebiez, 9 — Kanat Piastowski, 10 — Dziwna,
11 — WWE, 12 — Swinoujscie, 13 — 0,5 mili, 14 —1,5 mili, 15 — 3,0 mile, NOZN — szczepy o nieznanej przynaleznosci gatunkowe;.




Na podstawie przeprowadzonej analizy statystycznej ustalono, ze w wodach rzecznych
wzrostowi jtk drozdzy towarzyszyta zwigkszajaca si¢ liczba oznaczanych szczepdéw z rodzaju
Saccharomyces (r = 0,69, przy p < 0,05). Mykocenozy II strefy estuarium byly ksztaltowane
przez gatunki z rodzaju Rhodotorula (v = 0,90, przy p < 0,05), Cryptococcus (r = 0,79, przy
p < 0,05) i Saccharomyces (r = 0,65, przy p < 0,05). Natomiast w wodach Zatoki Pomorskicj
zwigkszenie ogolnej liczby drozdzy bylo skorelowane z czgstoécig izolacji gatunkéw z rodzaju
Rhodotorula (r = 0,65, przy p < 0,05) — rys. 13.
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4.3. Ryby jako Srodowisko mykocenoz wodnych
4.3.1. Struktura gatunkowa drozdzy izolowanych ze §luzu ryb

Drozdze zalicza si¢ do naturalnie wystepujgcej mikrobioty ryb (Gatesoupe 2007).

W wigkszosci przypadkow stanowig one jej cze$é. Jedynie w sporadycznych przypadkach
liczebnos¢ izolowanych drozdzy dominuje nad mikrobiotg bakteryjng. Takie przypadki
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stwierdzono w przewodzie pokarmowym wegorzy morskich Syrnaphobranchus kaupi
(Ohwada i in. 1980) oraz ryb hodowlanych Oncorhynchus masou (Yoshimizu i in. 1976).
Oznaczane populacje mykocenoz, uznanych za naturalnie wyst¢pujace w jelicie przewodu
pokarmowego, nie przekraczaja zazwyczaj wartosci 107 jtk-g™' (Gatesoupe 2007). Wedtug
Gatesoupe’a (2007) grzyby jednokomoérkowe stanowig zazwyczaj niewielki odsetek (5,0%)
catkowitej puli mikrobioty ryb. Pomimo to ww. autor podkresla, ze nie nalezy pomijaé
obecnosci tych grzybow ze wzgledu na ich fizjologiczne znaczenie.

Stopien kolonizacji mikrobiologicznej odzwierciedla kondycja fizjologiczna ryb oraz
ckologiczny charakter $rodowiska, w ktéorym ryby zajmujg okreslone nisze. Za kluczowy
element odpornoéci ryb uznawany jest §luz naskérkowy. Jako warstwa powierzchniowa,
bedgca na styku naskorka ryb z ich $rodowiskiem bytowania, §luz wydzielany jest stale, co
zapobiega ich kolonizacji przez parazyty, bakterie i grzyby (Fouz i in. 1990, Ebran i in.
2000). Ograniczenie ryzyka mikrobiologicznego uzaleznione jest jednak od jego ilo$ciowo-
-jako$ciowego profilu biochemicznego (Ellis 2001, Subranian i in. 2008). W wigkszosci
przypadkéw selektywne oddziatywanie warstwy sluzu skierowane jest na bakterie Gram-do-
datnie lub Gram-ujemne. Badania przeprowadzone przez Subramanian i in. (2008) wykazaty
istotne réznice w aktywnodci etizymatycznej epidermalnej warstwy $luzu ryb morskich
i stodkowodnych. Ryby morskie charakteryzowata znacznie wyzsza aktywnos¢ lizozymu.
Powszechnie uwaza si¢, ze jego zmiennos¢ i aktywno$¢ enzymatyczna jest reakcja ichtio-
fauny na zmiany parametréw $rodowiska. Badania przeprowadzone przez Fast i in. (2002)
na pstragu teczowym, tososiu Coho i fososiu atlantyckim pozwolity na uzupekienie wiedzy
na temat mechanizméw regulacji zewngtrznej warstwy sluzowej. Uzyskane przez ww. auto-
réw wyniki wskazujg, ze aktywnos¢ i sktad §luzu ostatecznie determinuje grubo$¢ warstwy
naskorkowej i komoérek epidermalnych ryb. Poniewaz warstwa sluzu naskorkowego uznana
zostala za istotny element mechanizmu odpornosciowego ryb (Ellis 1974, Ingram 1980),
podstawowym kierunkiem badaf stal si¢ jego skfad, nie za§ sam fakt jego obecnosci. Wy-
dzielanie przez ryby zréznicowanych frakeji biochemicznych stanowi istote prewencji przed
niepozadanymi formami patogennymi. Hellio i in. (2002) swoimi badaniami dowiedli, ze
w zewngtrznej warstwie §luzu obecne sg zwigzki o réznym stopniu spolaryzowania. Autorzy
ci zwrocili uwage na korelacj¢ pomigdzy polarnoscig ekstraktu a jego antymikrobiologiczng
aktywnoscig. Analiza 78 probek pobranych z 13 gatunkow ryb wykazala, ze im wyzszy jest
stopien polarnogci frakcji §luzu, tym nizsza jest jego aktywno$¢ inhibitujgca. W wigkszosci
przypadkow dziatanie bojcze lub statyczne poszezegblnych frakeji skierowane bylo prze-
ciwko bakteriom z rodzaju: Bacillus, Streptococcus oraz St. aureus, E. coli, Ps. vulgaris
i Ps. aeruginosa, w znacznie mniejszym stopniu — przeciwko testowanym przez autoréw
grzybom: C. krusei, C. albidus, C. tropicalis, S. cerevisiae i I. orientalis.

Mechanizm ochronny ryb rozpatrywany jest na wiele sposobow. Najbardziej intere-
sujace, poza niespecyficznymi czynnikami ochrony, sg oznaczone w warstwie epidermalne-
go §luzu immunoglobuliny, lektyny, lizozym i antymikrobiologiczne polipeptydy (Yano
1996, Cole i in. 1997, Robinette i in. 1998). Zréznicowanie aktywnosci antymikrobiologicz-
nych zwigzkéw w §luzie ryb wplywa na jego kompozycj¢ i strukturg, ktéra réznicuje opor-
no§é osobnika na infekcje w srodowisku wodnym (Fast i in. 2002, Subramanian i in. 2008).
Subramanian i in. (2007) sugeruja nawet, ze to wlasnie w sile dziatania lizozymu i proteaz, jako
antymikrobiologicznych sktadnikow epidermalnej warstwy sluzu, ukryta jest tajemnica zdro-
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wotnos$ci ryb. Obecno$¢ lizozymu jest warunkowana obecnoscig gendw konstytutywnych
(Paulsen i in. 2001), ale jego aktywno$¢ determinowana jest warunkami $rodowiskowymi
(Balfry i Iwama 2004, Subramian i in. 2008) i kondycja ryby (Mock i Peters 1990, Caruzo
i Lazard 1999, Fevolden i in. 2001).
W okresie jesienno-wiosennym ryba przebywa w warunkach mniej sprzyjajacych, co
w przypadku np. obnizajacej si¢ temperatury prowadzi do znacznego zmiejszenia efektywnos-
ci dziatania jej uktadu immunologicznego (czy lizozymu). Zapewne konsekwencjg tych zmian
byly wyniki niniejszych badan. W powierzchniowej warstwie $luzu analizowanych gatunkow
ryb w okresie wiosny i jesieni ogolna liczba drozdzy byta statystycznie wigksza od stwierdzo-
nej w sezonie letnim (rys. 14). Przy decydujgcej roli lizozymu w aktywnos$ci antymikrobiolo-
gicznej $luzu ryb waznym aspektem interpretacji wynikéw pozostaje zmienno$é jego koncen-
tracji. W okresie zimowo-wiosennym (grudziefi-kwiecien) nastgpuje znaczny spadek koncen-
tracji tego hydrolitycznego biatka. Staje si¢ to zapewne bezposrednim powodem wzrostu li-
czebnosci oznaczonych w badaniach wlasnych grzybow, czego efektem moze byé wzrost ilo-
$ci ATP-az oznaczanych w epidermalnej warstwie $luzu ryb (Schrock i in. 2001).
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Rys. 14. Analiza iloSciowa drozdzy w warstwie Sluzowej skory ryb. Wiosna: #(2;21) = 0,0301184503,
p = 09704; lato: F(2;21) = 3,46893338, p = 0,0499; jesien: F(2;21) = 0,130324454,
p=0,8785

Juz minimalna ilo$¢ lizozymu moze ogranicza¢ ewentualng reprodukcije niektorych
drozdzy, jedngk zywotno$¢ komorek zazwyczaj nie ulega zasadniczej zmianie (Lopera i in.
2008). Trudno okresli¢ dokiadng fizjologiczng koncentracjg tego enzymu w rybach. Wiado-
mo jedynie, ze zakres jej zmiennosci wynosi 18-66 ug-ml™" w $luzie skory Oncorhynchus
kisutch i 20-127 pg'ml™ w $luzie O. tshawytscha (Schrock i in. (2001). Wedlug Fast i in.
(2002) naturalna koncentracja nie przekracza 100 ug'ml"'. Zmiana pory roku i warunkéw
bytowania ryb inicjuje zwigkszenie jego ilodci, wskutek czego efektywnogé fungistycznego
mechanizmu moze prowadzi¢ do ultrastrukturalnych i morfologicznych zmian form paczku-
jacych i strzgpkujgcych (Lopera i in. 2008) i do zmniejszenia liczby oznaczanych drozdzy.
Efekt dzialania lizozymu zalezy od ilosci tego enzymu, ktérego juz minimalne wartogci regu-
lujg rozwoj mykocenoz (Wu i in. 1999). Schrock i in. (2001) w $luzie pstraga oznaczyli jego
stezenie na poziomie 18 pg-mi™. Niestety, w przeciwienstwie do aktywnogci hydrolitycznej
polegajacej na lizie wigzan pomigdzy N-acetyloglukozaming i N-acetylomuraming w warstwie
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peptydoglikanu $ciany komérkowej bakterii (Schrock i in. 2001), mechanizmy regulujace
zmiany zachodzgce w strukturze grzybow nie sg jeszcze poznane (Lopera i in. 2008).

Regulacja struktury mikrobioty kolonizujacej ryby nie jest ograniczona jedynie do
obecnosci i aktywnoscei lizozymu (Ebran i in. 2000). Pojawienie si¢ zwigkszonej liczby grzy-
bow, ktorych $ciana komorkowa zawiera f-glukan, zazwyczaj powoduje wzrost wydzielania
enzymOw syntetyzowanych przez makrofagi ryb (Murray i Fletcher 1976). Wickszo$é z nich
wykazuje szerokie spektrum dziatania antymikrobiologicznego. Hamuja one bowiem rozwoj
wielu bakterii (Iger i Abraham 1997, Smith i in. 2000, Aranishi 2000), pierwotniakéw (Jones
2001), grzybow strzgpkowych (Lopera i in. 2008) i wiruséw (Cho i in. 2002). Biorac pod
uwagg obecno$¢ f-glukanu w strukturze $ciany komorkowej drozdzy, byé moze nalezy pod-
kresli¢ ich udziat w relacjach symbiotycznych z ryba, nie za$ relacjach infekcyjnych. Droz-
dze, co prawda, zalicza si¢ do grupy potencjalnie oportunistycznych patogenéw, ale w przy-
padku kregowcow sporadycznie stajg si¢ one pierwotnym czynnikiem zakaznym. W odpo-
wiednich wige dla ryb warunkach ekologicznych, a za takie uznano estuarium Odry, nie po-
winny zatem stanowi¢ zagrozenia.

Z przegladu literatury wynika, iz warunki siedliskowe estuarium Odry sg sprzyjajace
dla wybranych gatunkéw ryb. Zatachowski i Wigski (1998) wykazali, ze leszcze zasiedlajace
ten obszar charakteryzowalo dobre tempo wzrostu, a nawet lepsze od $redniej krajowej
(Kompowski 1999). W przypadku ploci (Wigski 1998) oraz okonia (Neja i Wandzel 1999)
szybkie tempo wzrostu ryb ichticlodzy oznaczyli na obszarze od Widuchowej do Szczecina.
Stwierdzony brak istotnie statystycznych réznic pomigdzy liczba izolowanych drozdzy ze
§luzu leszeza (5,33-10%jtk-g™"), ploci (1,1610%jtk-g™") i okonia (1,67-10*jtk-g™") wynikat
wige jedynie z cech osobniczych okreslonego gatunku (rys. 15). Wykorzystywane bowiem
przez badane gatunki ryb srodowiska czastkowe charakteryzuje podobiefistwo warunkdw
ekologicznych (Elliot i Hemingway 2002).

Wyznaczona zalezno$¢ potwierdza, ze poziom kolonizacji ryb przez jednokomérko-
we grzyby jest zalezny od jako$ci mykologicznej wody. Niektore gatunki ichtiofauny uznaje
si¢ za bioindykatory jakosci ekosysteméw wodnych (Marchand i in. 2002). W tym miejscu
nalezatoby podkresli¢, iz stopien zanieczyszczenia siedlisk ryb, zwlaszcza dzikich, w istotny
sposob wptywa na ich zdrowotno$¢. W krytyeznych okolicznosciach moze to doprowadzié
do $mierci niektérych gatunkéw ichtiofauny. Wyzsza koncentracja zanieczyszczen moze
natomiast sprzyja¢ patogenezie i rozwojowi choréb ryb (Austin i Austin 1999). Najwick-
szym problem staja si¢ wowczas chorobotworcze dla ryb bakterie. Ich inwazyjno$¢ rozpa-
trywana jest jako bezposredni czynnik etiologiczny schorzen; mogg rowniez sprzyjaé¢ rozwo-
Jjowi form nadkazajgcych, takich jak grzyby jednokomoérkowe i grzyby plesniowe. Przepro-
wadzone na tym samym materiale badawczym analizy w kierunku oceny jakosci bakteriolo-
gicznej (Czeszejko 2003) i mykologicznej wykazaty, ze udziat grzybéw w epidermalnej war-
stwie $luzu przekraczat 2,0% catkowitej mikrobioty. Jest to istotne, poniewaz taka liczebnosé
drozdzy byla wigksza od wyznaczonego przez Gatesoupe’a (2007) progu mykobioty fizjolo-
gicznej. Liczba izolowanych drozdzy w nicktorych przypadkach znacznie przekracza wartodei
wskazane przez Gatesoupe’a (2007). Ohwada i in. (1980) stwierdzili bowiem u wegorza
morskiego Synaphobranchus kaupi w ogolnej liczbie mikroorganizméw udziat grzybow
jednokomérkowych w zakresie 50-90% (bez konsekwencji chorobowych). Sporadyczno$é
wystgpowania takich przypadkow jednak nie potwierdza reguty.
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Rys. 15. Ogélna liczba drozdzy w $luzie skory ryb i strefy ich polowu. Oznaczone wspot-
czynniki korelacji: dla leszeza r = 0,95, p = 0,000; dla ptoci » = 0,78, p = 0,000; dla
okonia = 0,89, p = 0,000

Tabela 12. Procentowy udziat gatunkéw drozdzy izolowanych ze §luzu ryb

Gatunek ryby

Gatunek drozdzy leszez ptoé okon

wiosna | lato | jesiefi | wiosna | lato | jesien | wiosna | lato | jesien
C. colliculosa 1,0 2,0 8,0 1,0 1,8 5,7 0,0 0,0 0,0
C. famata o) 7,0 1,0 19,0 o b G 3,0 10,0 | 10,0
C. qualermondii 0,0 A 0,0 0,0 5,8 6,0 | 10,0 8,0 0,0
C. farinosa 0,0 1,0 20 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
C. holmii 2,0 1,0 0,0 0,0 0,0 3,8 0,0 0,0 0,0
C. melibiose 0,0 2,0 0,0 0,0 5,8 2,0 0,0 0,0 0,0
C. membranofaciens 0,0 0,0 0,0 0,0 L7 2000 15:0 2,0 | 25,0
C. sake 4,2 1,0 0,0 2,0 0,0 | 10,0 0,0 0,0 0,0
Cr. humicolus 0,0 1,0 00 00 | 00 00| 00 | 00| 00
Cr. laurenti 3,1 5,0 8,0 0,0 0,0 6,0 0,0 0,0 0,0
Cr. uniguttulatus az 21,4 9,0 35,0 5,8 12,0 15,0 10,0 15,0
P. carsonii 7,0 2,0 | 10,0 5,0 4,0 5,0 08 e 23,0 3,0
Rh. glutinis 5,0 15,0, 1. 15,0 18,0 | 25,4 | 20,0 [ 20,0 10,054::32,0
Rh. minuta 1,0 2,0 0,0 0,0 5,8 3,0 5,0 2,0 0,0
Rh. mucilaginose 40,0 321 45,0 20,0 32,3 17,0 25,0 31,0 15,0
S. cerevisiae 2,0 22 2,0 0,0 2,0 0,0 0,0 2,0 0,0
Tr. mucoides 10,2 250 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
NOZN 0,0 0,0 1,0 0,0 3,8 0,0 0,0 2,0 0,0

NOZN — szczepy o nieznanej przynaleznosci gatunkowej.

Rozwazania na temat zdrowotnosci ryb nie mogg ogranicza¢ si¢ jedynie do analizy
poziomu zanieczyszczenia mikrobiologicznego, bowiem réwnie wazny jest sklad jako$cio-
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wy tej mikrobioty. Sposréd wyznaczonych w toni wodnej 36 gatunkéw drozdzy 17 bylto
obecnych w §luzie ryb. Najmniej zréznicowang gatunkowo biot¢ jednokomoérkowych grzy-
béw oznaczono na powierzchni okonia — 10 przedstawicieli drozdzy; w przypadku leszcza
i ploci zidentyfikowano odpowiednio 17 i 15 gatunkéw. Zdecydowanie dominujgcymi
w strukturze gatunkowej drozdzy badanych ryb i stale izolowanymi byli przedstawiciele
klasy Basidiomycetes: Cr. uniguttullatus, Rh. glutinis i Rh. mucilaginosa. W przypadku
Ascomycetes we wszystkich analitach stwierdzono jedynie obecno$¢ P. carsonii; przedsta-
wicieli Deuteromycetes izolowano sporadycznie (tab. 12).

4.3.2. Struktura gatunkowa drozdzy izolowanych z przewodu pokarmowego ryb

Przedstawicieli wszystkich poddanych analizie mykologicznej gatunkéw ryb Iaczyt
obszar zerowania — migkkie dno oraz Igki trawy morskiej (Elliot i Hemingway 2002).
W fancuchu troficznym zajmujg one jednak rézne miejsca. Na podstawie podziatu ichtiofau-
ny estuarium Odry, dokonanego przez Krzykawskiego i Szypule (1993), leszcz wraz z li-
nem, karasiem jazgarzem i sieja sg przedstawicielami ryb bentosozernych. W strukturze ga-
tunkowej ryb drapieznych w wodach estuarium Odry, poza okoniem, wyrézniono: szczupa-
ka, sandacza, suma, wegorza, bolenia i migtusa. Pto¢ natomiast zostata uznana za jedyny
w tym ekosystemie gatunek ryb wszystkozernych. Preferencje pokarmowe staty si¢ podsta-
wowym kryterium réznicujagcym anatomiczne i fizjologiczne cechy przewodu pokarmowego
ryb. Pod koniec lat 70. ub. wieku na przykfadzie pstraga teczowego Lesel i Ponter (cyt. za:
Ringo i in. 2003) stwierdzili, ze liczba bakterii izolowana z poszczegdlnych odcinkoéw prze-
wodu pokarmowego jest porownywalna. Austin i Al-Zahrani (1988) zweryfikowali powyz-
sze dane o liczbg bakterii zaadherowanych do $ciany zotadka, szacujac ich obecno$é na po-
ziomie < 0,001% catkowitej mikrobioty przewodu pokarmowego.

Wyniki badan whasnych wykazaly, ze w przewodzie pokarmowym analizowanych ryb,
charakteryzujacych si¢ réznym sposobem odzywiania, istotne roznice w ogolnej liczbie izolowa-
nych drozdzy stwierdzono jedynie pomi¢dzy leszczem a plocig (0,0066, przy p < 0,05) —rys. 16.
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Rys. 16. Srednia liczba drozdzy w przewodzie pokarmowym ryb. log jtk g F(2;33) = 4,2639,
p = 0,0225; KW-H (2;36) = 7,091, p = 0,0289

Na podstawie porownywalnych wartosci oznaczanych drobnoustrojdéw mozna stwier-
dzi¢, iz rozwazanie obecnodci drozdzy w przewodzie pokarmowym nie moze by¢ oceniane
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jedynie w kontekscie biernego ich pobierania z pokarmem ryb i skorelowane z obecnoscig
tresci pokarmowej. W interpretacji wynikéw nalezy uwzglgdni¢ zdolno$¢ do statej koloniza-
cji przewodu pokarmowego przez mikroeukriotyczne drobnoustroje. Mozliwos¢ przezycia
drozdzy jako form heterotroficznych zalezna jest od materii organicznej, ktérej obecnoscé
w przewodzie pokarmowym ryb nie zawsze musi odzwierciedla¢ ich wymagania pokarmo-
we. W takich warunkach ekologicznych strategia przezycia drozdzy jest prawdopodobnie
oparta na zdolnosci adherencji do $luzu jelita i wykorzystania jego komponentéw jako Zrodta
nutrientdw i energii (Andlid i in. 1998). W skladzie §luzu wystgpuja bowiem biatka oraz
znaczne ilosci lipidow (Brasitus 1984).

Zestawienie dokonane przez Gatesoupe’a (2007) wykazalo, ze w przewodzie pokarmo-
wym ryb nawet 84-100% ogélnej liczby drobnoustrojow mogg stanowi¢ drozdze. Dominujacy
udziat tych grzybow jest jednak charakterystyczny dla gatunkéw hodowlanych: Oncorhynchus
masou (84,0-100,0%; 4-5 log jtk-g™"), O. mykiss (3,0-18,0%; 5-7 log jtk-g™), O. tschawytscha
(0,0-80,0%; 04 log jtk- g") oraz Pagrus major (3,0~19,0%; 2-3log jtk-g ™). W przewodzie po-
karmowym ryb wolno Zyjacych ogélna liczba oznaczanych drozdzy mieécita si¢ w zakresie
1-5 log jtk-g ™' u Tachurus symetricus i Beryx splendess, nie przekraczala zas 2 log jtk-g ™' u Girel-
la punctata i Platichthys flexus. Pordbwnywalng do powyzszej liczby grzybéw jednokomérkowych
liczbg drozdzy oznaczono w przewodzie pokarmowym ryb odtawianych z estuarium Odry: leszcza
(7,2:10° jtk-g ™), ploci (3,8:10% jtk-g ') oraz okonia (5,05:10” jtk-g") — rys. 16. W przypadku lesz-
cza i ploci nie ustalono istotnych statystycznie réznic w ogolnej liczbie drozdzy izolowanych
w poszezegdlnych porach roku. Stwierdzono jedynie nieznaczny wzrost ich liczby w okresie od
wiosny do jesieni (rys. 17).
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Rys. 17. Zréznicowanie ogolnej liczby drozdzy w przewodzie pokarmowym ryb w badanych
sezonach

Leszcza charakteryzuje osobliwy sposéb zerowania. Odzywia si¢ on przede wszyst-
kim skorupiakami i larwami bytujgcymi w osadach. Czas jego najintensywniejszego zero-
wania przypada na okresy letni i jesienny. Na przyktadzie zréznicowania mikrobiologiczne-
go sedymentow Zalewu Szczecinskiego wlasnie w miesigcach jesiennych w osadach mozli-
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wy jest intensywny rozwoj drozdzy (Daczkowska-Kozon i in.1996, Bogustawska-Was i Dg-
browski 1999). Grzyby nalezace do Basidiomycota, w tym przede wszystkim Rhodotorula
i Sporobolomyces, rownie chetnie jak w osadach rozwijaja si¢ na powierzchni skorupiakéw
(Nagahama i in. 2001). Prawdopodobnie $rednia liczebno$¢ oznaczonych drozdzy w prze-
wodzie pokarmowym leszcza byla wigksza niz w przewodzie pokarmowym pozostatych
gatunkéw w wyniku pobierania grzybéw z dna ¥/lub wraz z pokarmem.

Podobng do leszcza zmiennos$¢ sezonowa stwierdzono w przypadku drozdzy izolo-
wanych z przewodu pokarmowego ploci (rys. 17). Jest to ryba, ktéra — w przeciwienstwie do
wielu innych — nie zapada w odre¢twienie zimowe i nie wykazuje preferencji pokarmowych,
a wigc intensywno$¢ jej zerowania jest wzglednie stata. Zastanawiajace jest jedynie duze
odchylenie od $redniej statystycznej liczby oznaczanych grzybow, co stwierdzono rowniez
u okonia. By¢ moze jest to odzwierciedleniem trybu zycia ryb. W przypadku okonia wszyst-
kie pozyskane osobniki przeszty juz z planktonowego na drapiezny tryb zycia i rozpoczety
intensywne zerowanie.

Z punktu widzenia ryzyka mikrobiologicznego zasiedlenie ryb przez okreslone ga-
tunki drozdzy moze mie¢ istotne znaczenie w ksztaltowaniu relacji z innymi drobnoustroja-
mi (Vézquez-Juarez i in. 1993, Ringo i in. 2003). Procesy biokontroli polegaja przede
wszystkim na inhibicji wzrostu patogendéw lub na ich metabolicznej aktywno$ci. Poniewaz
obecno$¢ Rhodotorula glutinis w przewodzie pokarmowym analizowanych gatunkéw ryb
jest stata i dominujgca (tab. 13), pojawia si¢ mozliwos¢ rozwazenia ich symbiotycznego od-
dziatywania. Zdolno$¢ wytwarzania zwigzkow antybakteryjnych przez te karotenoidowe
drozdze moze by¢ wykorzystywana przez ryby w walce z bakteriami patogennymi, np. Pseu-
domonas (McCormack i in. 1994). Badania przeprowadzone przez Calvente i in. (1999) po-
zwolity na sformulowanie tezy, iz wytwarzane przez Rh. glutinis siderofory (Atkin i in.
1970) odgrywaja istotng rolg w procesach zelazozaleznej wirulencji grzybiczej (Calvente
iin. 2001). Inhibicja poprzez kompleksy zelazowe z kwasem rodotorulowym drozdzy wyni-
ka nie z ograniczenia np. wzrostu grzybow plestiowych Penicillium expansum, ale z konku-
rencji siderofor wobec zelaza (Calvente i in. 2001), ktérego dostgpnosc jest kluczowym ele-
mentem w interakcji pomigdzy gospodarzem a florg bakteryjng (Gatesoupe i in. 1997).

Tak wyrazna dominacja Rh. glutinis w strukturze gatunkowej mykobioty przewodu
pokarmowego wynika z ich adaptacji do zmiennych warunkéw srodowiskowych (Krzys$ciak
i in. 2007). Optymalny odczyn pH dla wzrostu tych form wynosi 5,2 i miesci si¢ zakresie
4,0-7,0 (Martinem i in. 2006). Obnizenie stezenia jonéw wodorowych w jelicie nie powodu-
je zniszezenia komorek, a jedynie wytworzenie przez nie chronigcej komérke grubej otoczki
(Nguyen i in. 2001). Poza Rh. glutinis statymi rezydentami przewodu pokarmowego byly
réwniez Rh. mucilaginosa, Cr. uniguttulatus i C. famata (tab. 13). Stata obecno$¢ drozdzy w
tak specyficznym $rodowisku nie bylaby mozliwa bez powierzchni hydrofobowej komérki
warunkujacej trwalg adhezje i kolonizacjg. Sita adhezji drozdzy zalezy przede wszystkim od
struktury powierzchni §ciany komorkowej (Hanzen 1990) oraz od fizjologicznej aktywnosci
kultury. Jej zwickszenie w czasic Andlid i in. (1998) odnotowali podczas wszystkich faz
wzrostu komorek, co wskazywalo na obeenosé dostgpnych zwigzkow odzywezych w srodo-
wisku, Zdolno$¢ do przylegania zmniejszata si¢ natomiast w fazie stacjonarnej i w wydhuza-
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jacym si¢ okresie glodzenia (Vazguez-Juarez i in. 1994), czego efektem moze by¢ ograni-
czone zerowanie ryb.

Proces adhezji i kolonizacji odzwierciedla synergistyczne zaleznosci pomi¢dzy po-
wierzchnig $ciany komérkowej drozdzy a rodzajem powierzchni, do ktérej komorki przyle-
gaja. Na intensywno$¢ takiego procesu wplywajg w znacznym stopniu czynniki §rodowi-
skowe (Bogustawska-W3s i in. 2005). Pomimo ze przedstawicielom drozdzy nadano status
form kwasolubnych, srodowisko zasadowe generuje ich wiasno$ci hydrofobowe. Takg za-
leznos¢, stosujac metodg MATH (ang. Microbial Adhesion to Hydrocarbons), ustalono we
weze$niejszych badaniach wiasnych. W przypadku wszystkich testowanych szczepéw Rho-
dotorula i wigkszosci Cryptococcus nasilenie wlasnosci hydrofobowych bylo znacznie wigk-
sze w warunkach zasadowych niz w srodowisku kwasnym. W przypadku szczepéw Candi-
da, ktérych obecno$¢ w przewodzie pokarmowym ryb oznaczano sporadycznie (tab. 13), tak
jednoznacznych zaleznosci nie stwierdzono.

Tabela 13. Procentowy udziat gatunk6w drozdzy izolowanych w przewodu pokarmowego ryb

Gatunek ryby

Gatunek drozdzy leszcz ptoé okon

wiosna | lato | jesiefi | wiosna | lato | jesieh | wiosna | lato | jesien
C. colliculosa 0,0 0,0 2,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
C. famata 3,0 16,0 | 10,0 10,0 16,0 | 10,0 3.0 5,0 L
C. gualermondi 0,0 10,0 0,0 0,0 0,0 8,0 0,0 2,0 0,0
C. holmii 0,0 0,0 0,0 0,0 2,0 2,0 0,0 0,0 0,0
C.membran. 0,0 0,0 0,0 0,0 3,8 0,0 0,0 2,0 0,0
C. sake 0,0 0,0 0,0 0,0 2,0 2,0 0,0 0,0 0,0
Cr. laurenti 2,0 11,0 5,0 0,0 0,0 3,0 0,0 0,0 0,0
Cr. uniguttulatus 4,0 13,0 | 20,0 5,0 7,0 9,0 5,0 10,0 | 29,45
P. carsonii 10,0 50 | 10,0 0,0 0,0 2,0 0,0 5,0 0,0
Rh. glutinis 55,0 |[250 | 37,0 | 60,0 |[450 | 450 | 25,0 150 | 29,4
Rh. minuta 0,0 0,0 1,0 0,0 6,6 oy 0,0 0,0 0:0
Rh. mucilaginose 20,0 FO,05[EH1S, O SE2 510 L0 [ 11,075 7810 - 1°60,0% | 14:23,0
S. cerevisiae 5,0 0,0 0,0 0,0 0,0 | 2,50 0,0 1,0.5(228
Tr. mucoides 1,0 10,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

Przyczyny kolonizacji przez drozdze, przede wszystkim blony $luzowe; jelita, wyda-
ja si¢ oczywiste. W zoladku ryb drapieznych stgzenie jonéw wodorowych jest na tyle niskie
(pH 3,5-4,0), ze moze wspomagac trawienie i eliminowaé znaczne ilosci drobnoustrojow.
Jedynie w przypadku ryb karpiowatych (leszcza, ploci) kwasny odczyn jest neutralizowany.
Podstawowym pokarmem tych ryb sg skorupiaki, ktérych pH jest tak silnie zasadowe, ze
likwiduje kwasny odczyn w zotadku. Nadtrawiony pokarm z Zoladka przemieszcza si¢ do
jelita. Tam nastgpuje jego dalsze trawienie i wchianianie przyswajalnych sktadnikéw. Do-
stgpnos¢ zwigzkow odzywezych stymuluje rozwdj heterotroficznych grzybow, a lekko zasa-
dowe pH w jelicie (Gislason i in. 1996) wspomaga cechy hydrofobowe sciany komorkowej
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drozdzy. Wedlig Vazquez-Juareza i in. (1997) specyficzna adherencja drozdzy wspoma-
gana jest rowniez poprzez obecno$¢ glikoproteinowych mucyn, wydzielanych przede
wszystkim przez nablonkowe komorki uktadu pokarmowego. Cechg charakterystyczng
mucyn jest znaczna zawarto$¢ reszt serynowych, od ktérych obecnoscei uzalezniony jest
proces adherencji grzybow. Wedtug Andlid i in. (1998) komorki drozdzy znacznie silniej
przylegaja do fosfatydyloseryny (PS) niz do pozostatych fosfolipidow (PL), fosfatydylo-
choliny (PC) i fosfatydyloetanolaminy (PE) zawartych w §luzie; przyczyna tego wedhg
ww. autorow jest systemem adsorbcji komérki do PS jako aminokwasu serynowego.

W tak zweryfikowanym schemacie zachowan nalezaloby moze odnalezé wyjasnienie
dywersyfikacji gatunkowej drozdzy przewodu pokarmowego leszcza, ploci i okonia. W ba-
danych probach ustalono statych rezydentéw drozdzy (bez wzgledu na porg roku i miejsce
w taficuchu troficznym ryb) — tab. 13. Wedlug Andlid i in. (1995) obecnos$¢ drozdzy w prze-
wodzie pokarmowym jest na tyle bezpieczna, ze nawet znaczna ich liczba nie wywohije
oznak chorobowych ryb. Wigkszo$¢ obecnych w wodzie grzybéw jednokomérkowych nie
stanowi zagrozenia dla ich zdrowotnosci, jednak tak dilugo jak dlugo ryba znajduje sie
w dobrej kondycji. Opisane przez Mullera i Whislera (1994) przypadki zmian chorobowych
ryb wskazuja, iz czynnikiem etiologicznym infekcji byty drozdze wystepujace w rybach
zdrowych. Wszelkie zmiany w prawidlowo funkcjonujagcym organizmie moga bowiem pro-
wokowaé do nadmiernego rozwoju mikrobioty potencjalnie chorobotwdrcze;.

Powszechne wystgpowanie grzybow z rodzaju Rhodotorula i dominujgcy ich udziat
w 0go6lnej strukturze gatunkowej drozdzy wedhug ichtiologéw nie powinien by¢ rozpatrywa-
ny w kontekscie chorobowym. Drozdze izolowane z ryb slodkowodnych i morskich (Andlid
1995, Gatesoupe i in. 2005 a) zostaty uznane za potencjalnie bezpieczne. By¢ moze drozdze
jako oportunistyczne patogeny nie sa rozpoznawane przez ryby jako czynniki zagrazajace
ich bezpieczenstwu, a wrecz przeciwnie — traktowane sg jako formy symbiotyczne. Zasie-
dlony przez drozdze przewéd pokarmowy staje si¢ nisza, w ktorej zostaje zachowana aktyw-
nos¢ fizjologiczna grzybéw, a zdolno$é do produkeji poliamin (Buts i in. 1994, Vazquez-
-Juarez i in. 1997) i immunostymulacja dzigki obecnosci drozdzowego f-glukanu (Sakai
1999) zostaje wykorzystana w licznych procesach biologicznych metabolizmu ryb.

Przeprowadzone analizy wybranych struktur mykocenotycznych z estuarium Odry
wykazaly obecnoé¢ dominujgcych gatunkéw w tym ekosystemie. W gdrnej strefie estuarium
zdominowanym przez gromade Ascomycota najezgsciej i stale izolowanym gatunkiem byt
S. cerevisiae. W pozostatych strefach estuarium w skladzie mykocenoz przewazali przedsta-
wiciele Basidiomycota. Jak wykazano, istotny udziat w ksztaltowaniu liczbowo-jakosciowego
profilu jednokomérkowych grzybéw mialy gatunki z rodzaju Cryptococcus i Rhodotorula.
Dominacja okre§lonych gatunkéw jest zazwyczaj uzalezniona od czynnikow srodowiskowych.
W kontekscie przeprowadzonego w poprzednich rozdziatach wnioskowania pozostaje ustale-
nie ewentualnego pochodzenia dominujgcych gatunkéw drozdzy 1 stopnia ich zréznicowania.
Stanowi to podstawe rozpoczetego studium ekologii drozdzy z tego obszaru. Ze wzgledu na
przeprowadzone juz przez Bogustawska-W3s i in. badania (2001, 2005, 2006, 2007), dotycza-
ce wystepowania S. cerevisiae w $rodowisku' estuarium Odry, w dalszej czgsci niniejszej pracy

skoncentrowano si¢ na rodzajach Rhodotorula i Cryptococcus.
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4.4. Ekologia rodzaju Cryptococcus
4.4.1. Wprowadzenie

Izolacja przedstawicieli rodzaju Cryptococcus z r6znych biocenoz (Bogustawska-
Was i Dabrowski 1999, Bogustawska-Was i Dgbrowski 2001, Butinar i in. 2007, Pedroso
i in. 2007, Cafarchia i in. 2008) spowodowata, Ze jego ekologiczna rola i miejsce w §rodowi-
sku sg rozbieznie interpretowane. Przedstawicieli rodzaju Cryptococcus zidentyfikowano
w subpolarnej strefie Arktyki, ktora jeszcze do niedawna byta uwazana za §rodowisko abio-
tyczne (de Garcia i in. 2007, Connell i in. 2008). Sugestie dotyczgce faczenia tych form
z ekosystemami o niewielkich zasobach pokarmowych wynikaja z ich mozliwoéci metabo-
licznych. Kimura i in. (1998) wykazali w swoich badaniach, ze drozdze nalezace do klasy
Basidiomycetes charakteryzuje zdolno$¢ do wykorzystywania zwiazkéw odzywczych niedo-
stepnych dla Ascomycetes. Stalo si¢ to powodem dominacji okreslonych gatunkéw drozdzy
w $rodowisku i domniemania o ich powinowactwie z wodami oligotroficznymi (Brizzio i
van Brocko 1998). Rosario i in. (2005) wskazuja na mozliwo$¢ wykorzystania substratow
bogatych w niebiatkowe zwigzki azotu do stymulacji wzrostu niektérych gatunkéw. Butinar
i in. (2007) natomiast podkreslaja zdolnos¢ tych grzybow do rozkladu azotu i dhugotancu-
chowych zwiazkéw wegla. Oparte na badaniach wiasnych obserwacje sugeruja, ze obecno$é
Cryptococcus spp. w $rodowisku wodnym nalezy rozpatrywa¢ jednak w odniesieniu do §ro-
dowiska ladowego i zanieczyszczonego. Obecnos¢ kryptokokéw oznaczana byla bowiem
w $rodowiskach o wysokim zanieczyszczenia (Slavikova i Vadkertiova 1997, Pedroso i in.
2007, Medeiros i in. 2008). Powszechnie drobnoustroje te izolowane sg z gleby i ro$lin. Po-
nadto kryptokoki uznaje si¢ za naturalng cz¢s¢ populacji mikrobiologicznej owadow i zwie-
rzat. Wydaje sig, ze migracje tych drobnoustrojow zalezne sg od warunkéw atmosferycznych
(Pedroso i in. 2007), kierunku wiatréw (Vishniac 2006) i wedrowki dzikich ptakéw (Cafar-
chia i in. 2006), a wigc utozsamianie tej grupy drobnoustrojéw z wodami oligotroficznymi
prawdopodobnie jest wynikiem blgdnego wnioskowania.

Za sukces przezycia grzybow z rodzaju Cryptococcus w $rodowisku o zmiennym
profilu fizykochemicznym uznaje si¢ ich zdolno$¢ do funkcjonowania w stanie diugotrwalej
anabiozy (Butimar i in. 2007), wysokiej tolerancji na glodzenie (Kimura i in. 1998), jak row-
niez zdolno$¢ do wytwarzania otoczki (Vishniac 2006). Ta zewnatrzkomérkowa struktura
uznana jest za jeden z czynnikéw wirulencji, ktérej obecnos¢ najezgéciej opisywana jest w
zwigzku z patogennym Cr. neoformans. Jej rola pomijana jest natomiast w przypadku in-
nych gatunkoéw tego rodzaju. Doering (2000) zwraca uwage na ekologiczne znaczenie
otoczki Cr. laurenti. Jej podstawowe funkcje rozpatruje si¢ w kontekscie protekcji. Przede
wszystkim stanowi ona barierg fizyczng, oddzielajacg komorke drozdzy od Srodowiska wraz
z jego czynnikami hamujacymi wzrost i namnazanie (Slavikova i Vadkertiova 2000). Odpo-
wiedzig komérki na wszelkie fluktuacje zachodzgce w $rodowisku sq zmiany w strukturze
otoczki lub jej grubosci, co wplywa na przetrwanie tych drobnoustrojow w niekorzystnych
warunkach (Vishniac 2006, Pedroso i in. 2007). Giéwnym polimerem otoczki jest glukuro-
noksylomannan (GXM), stanowigcy 90% jej masy; pozostale 7,0% stanowi galaktoksylo-
mannan (GalXM). GXM budujg trimery mannozy, pomig¢dzy nimi za$ usytuowane sg reszty
kwasu glukuronowego oraz ksyloza. Proces syntetyzowania otoczki jest bardzo skompliko-
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wany i zalezny od wielu parametrow. Granger i in. (1985) zauwazyli, ze czynnikami stymu-
lujgcymi jest odpowiednie st¢zenie CO, 1 HCO3 . Jest to prawdopodobnie zwigzane z wyko-
rzystaniem zasymilowanych zwigzkéw wegla do produkeji polisacharydow, ktérych czes$é
zostaje wykorzystana na potrzeby budowy otoczki, a czes$¢ jest wydzielana do podloza.

Zdolno$¢ kryptokokow do zasiedlania réznych srodowisk, czego wyrazem jest ich
heterogeniczny profil zdolnosci do wykorzystywania zréznicowanych zwigzkow organicz-
nych, byla podstawg zaliczenia rodzaju Cryptococcus do drobnoustrojéow kosmopolitycz-
nych. Ostatecznie mozliwo$¢ zasiedlenia przez te mikroekariotyczne organizmy odmiennych
siedlisk spowodowata trudno$¢ w statystycznym wnioskowaniu o ich pochodzeniu, roz-
mieszczeniu i utrzymaniu si¢ w naturalnych ekosystemach.

4.4.2. Zréinicowanie biochemiczne Cr. laurenti na tle rodzaju Cryptococcus

Mykologiczne studium drozdzy estuarium Odry, oparte na konwencjonalnych tech-
nikach identyfikacyjnych, pozwolilo na stwierdzenie obecnodci czterech gatunkow: Cr. albi-
dus, Cr. laurenti, Cr. neoformans 1 Cr. uniguttulatus.

Na podstawie biochemicznej charakterystyki szczepow Cryptococcus spp. oraz ich
zdolnoéci do wzrostu w trzech temperaturach inkubacji zostat utworzony dendrogram obra-
zujgey stopief podobienstwa analizowanych szezepéw. Na podstawie analizy skupisk wyod-
rebniono gléwne grupy hierarchiczne (A, B, C i D), odzwierciedlajace profil gatunku i jego
zréznicowanie enzymatyczne (rys. 18). W przypadku wyznaczonych grup wykazano wyso-
kie zréznicowanie biochemiczne badanych mikroorganizméw. Oparte na wybranych ce-
chach biochemicznych zréznicowanie wewnatrzgatunkowe: Cr. uniguttulatus (grupa C-2),
Cr. neoformans (grupa C-1) oraz Cr. albidus (grupa D) nie odzwierciedlalo miejsca ich izo-
lacji (rys. 18). Zgrupowane szczepy, opisane jako A i B, zostaly utworzone jedynie przez
Cr. laurenti. Interesujacy wydaje si¢ wynik analizy skupien okre$lajacy powigzanie szcze-
péw z zasiedlanymi przez nie strefami estuarium Odry. Jedynie w grupie A-1 znalazty sic
izolaty z réznych miejsc pobierania prob. Pozostale profile enzymatyczne powstate w obre-
bie Cr. laurenti wystepowaly wylgcznie w wodach Odry szczecinskiej — grupa A-2, Zatoki
Pomorskiej — B-1 oraz B-2 grupujgca izolaty pochodzace z Zalewu Szezecinskiego i Zatoki
Pomorskiej (rys. 18).

Powigzanie obecnosci Cr. laurenti z poszczegdlnymi strefami estuarium powinno
uwzglednia¢ ich profil fizjologiczny; interpretacja kombinacji cech moze by¢ wowezas uzu-
pelnieniem charakterystyki ekosystemu, z ktorego zostalty wyizolowane poszczegolne szczepy.
Zdolno§¢ wykorzystania substratow w zastosowanych testach byta r6zna w réznych grupach
hierarchicznych. Szczepy izolowane z Zalewu Szczecinskiego i Zatoki Pomorskiej (B-2) wy-
rézniala niezdolnos¢ do rozktadu glicerolu i erytrytolu.

Nieco odmiennie zarysowuje si¢ profil grup B-1 i B-3, dla ktérych — poza cechami opi-
sujgeymi gatunek (Fell i in. 2000) — wykazano niezdolno$¢ asymilacji inozytolu i/lub glukoza-
miny. W badaniach prowadzonych przez Wang i in. (2007) taka rozbieznos¢ byta wystarczajgca
do zaproponowania wydzielenia nowego anamorficznego gatunku — Cr. tibetensis sp. nov.
0 profilu biochemicznie zbieznym z fenotypowa charakterystykg tybetafiskiej grupy drozdzy.
Co prawda skorelowanic relacji enzymatycznych z miejscem izolacji szczepow Cr. laurenti
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zostato potwierdzone, jednak wydaje si¢ to niewystarczajace do wylonienia nowego gatunku.
Bardziej poprawne wydaje si¢ rozpatrywanie obecnosci grup o zblizonym profilu aktywnosci
enzymatycznej jako cesze wlasciwej szczepom Cr. laurenti i ich auksotroficznych wymaga-
niach niz ,,tworzenie” nowych jednostek taksonomicznych. Dlatego w kolejnych badaniach
przeprowadzono analiz¢ genetyczng tych szczepéw, co pozwolilo ustalié ich ewentualne po-
chodzenie i poziom zréznicowania genetycznego.

4.4.3. Zréinicowanie genetyczne Cr. laurenti

Behawioralne mechanizmy dotyczace drozdzy z rodzaju Cryptococcus wskazujg na
euryekologiczny charakter tych mikroorganizméw (Khawcharoenporn i in. 2007). W ukla-
dzie systematycznym, opartym na LSU rDNA regionu D1/D2, przedstawicieli tego rodzaju
umieszczono w czterech roéznych kladach: Cystofilobasidiales, Filobasidiales, Trichosporo-
nales i Tremellales z klasy Hymenomycetes (Fell i Kutzman 1990, Fell i in. 2000). Fizjolo-
giczno-morfologiczny profil drozdzy, na ktérym oparty jest status taksonomiczny rodzaju
Cryptococcus, wedlug Renker i in. (2004) jest weigz zbyt mato precyzyjny i pozwala na roz-
poznanie niewielkiej liczby gatunkéw w stosunku do rzeczywiscie wystepujacych.

7 uwagi na polifiletyczng natur¢ rodzaju Cryptococcus definiowanie powigzan eko-
logicznych drozdzy w $rodowisku estuarium Odry, oparte jedynie na konwencjonalnych
testach biochemicznych, moze prowadzi¢ do blednych wnioskoéw. Stajg si¢ one wowczas
wylacznie spekulacjami ekologicznymi. W celu uzyskania profilu pokrewienistwa genetycz-
nego szczepdw Cryptococcus w obrgbie gatunku wykorzystano jedng z technik reakcji fan-
cuchowej polimerazy — RAPD-PCR. Jest to technika, ktora pozwala na szybkg analizg zroz-
nicowania genetycznego duzej grupy szczepéw, w obrebie ktorych powielane sg przypad-
kowe fragmenty DNA. Mogg by¢ one unikatowe dla danego organizmu, ale byé nimi nie
muszg. Sposob grupowania szczepéw i uzyskiwane wyniki ich réznicowania genetycznego
zalezg od empirycznie dobranego startera. Pomimo ze technika RAPD uznana zostala za
jedng z lepiej réznicujacych w metodach PCR (Olive i Bean 1999) i odpowiednig dla droz-
dzy (Baleiras Couto i in. 1994, Graham i in. 1994, Andrighetto i in. 2000), w niektdorych
przypadkach nie jest mozliwe uzyskanie jednoznacznych rezultatow. Najczgdciej jest to wy-
nikiem malo rygorystycznych warunkéw, w ktérych nastgpuje przypadkowe przylaczanie si¢
starterow do matrycy DNA. Skutkiem np. niskiej temperatury hybrydyzacji moze by¢ nie-
petne faczenie sig starterow i uzyskanie tzw. bladych prazkéw i zmniejszenie powtarzalnosci
oznaczen. Czgsto wspominany brak stabilnosci i odtwarzalnosci zastosowanej metody wyni-
ka z doboru reagentow PCR (Teylor i in. 1997), jak réwniez z warunkdw technicznych
(Grundmann i in. 1997, Blixt i in. 2003). W badaniach wiasnych przeprowadzona standary-
zacja metody RAPD-PCR zminimalizowata jednak pojawianie si¢ niepozadanych efektow
i uzyskiwanie powtarzalnych wynikow analiz.

Analizg zréznicowania genetycznego oparto na szczepach Cr. laurenti ze wzgledu na ich
staly obecnos¢ we wszystkich probach badawcezych. Analiza klasterowa wyizolowanych szcze-
pow Cr. laurenti pozwolia na wyroznienie pigeiu grup izolatow o znacznym stopniu zréznico-
wania profili genetycznych RAPD (rys. 19). Zgrupowanie wszystkich wyizolowanych szczepow
tego gatunku w zakresie 10-20% wskazuje na ich odmiennosé genetyczng i brak pokrewien-
stwa. W obrebie poszczegdlnych grup, w ktérych zgodnoéé wzoréw RAPD szezepoéw ustalono
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na poziomie podobienstwa 50% < § < 70%, wyrézniono izolaty o prawdopodobnym pokrewiefi-
stwie. Wydzielone typy genetyczne taczy $rodowisko izolacji. Genotypy szczepéw: I/A, I/B,
II/A i 1I/B, IV oraz V/A i V/B pochodzity jedynie z wod Odry. Sporadycznie izolowane z ryb
szczepy Cr. laurenti byty rdwniez zawarte w powyzszych ukladach klasterowych; w pozosta-
tych ich obecnoéci nie stwierdzono (tab. 14).

Tabela 14. Obecnos¢ genotypoéw Cr. laurenti w poszczegblnych strefach estuarium Odry

Srodowisko izolacji szczepéw
G gen;};gzny e Szczzilcei‘;,ski Pf::lt(?rks?llca ryby
podtyp genetyczny
§<50,0%* | 50,0% < S <70,0%* S>70,0%*

I 2 : - - -

B i 4 P &

A + - - +

1l e i — - i

C + + - -

D + + = -

A + + - -

111 B i i 2 .
vV A g A £ -5
A + - - +

B + - +

C + o i -

Y, D + + + &

E + + £ i

F # i i %

G = + o %

* Poziom podobiefistwa wyznaczony przy wspdtezynniku Dice wynoszacym 3,0%.

Mimo ze w wickszosci przypadkow stopien podobienstwa pomigdzy szczepami

(S > 75%) moglby wskazywaé na ich bliskie pokrewienstwo, obecnosé az szesciu genotypow
wskazuje na rozne zrédla ich pochodzenia. Podobny wniosek mozna sformutowa¢ réwniez

w przypadku pozostatych skupien: 1/C, I/D, III/A, TII/B i V/E (rys. 19). W tym jednak przy-

padku za podstawowy powdd roznorodnosei przyjgto miejsce izolacji zgromadzonych w geno-

typach szczepow z Odry i Zalewu Szezecifiskiego (tab. 14). Zastanawiajgca jest sporadycznosé
oznaczenia nicktérych genotypow Cr. laurenti, np. VA, V/F czy V/G (rys. 19). Ich wystepowa-

nie, ograniczone do okre$lonej strefy estuarium, moze wskazywac na allochtoniczne pochodze-
nie tych szczepow. By¢ moze zawleczone z obszaréw $rodladowych nie przezywaja w nietypo-

wym dla siebie $rodowisku lub przechodza w stan anabiozy. Z powodu plastycznosei ekologicz-

nej grzybow z rodzaju Cryptococcus i ich zdolnosci adaptacyjnych bardziej prawdopodobne

jest to, iz sg to formy, ktére nie preferuja tworzenia spotecznosci planktonowych (co opisano

W rozdz. 4.6); ich obecnoé w toni wodnej jest ograniczona.
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Tabelaryczne zestawienie wyréznionych genotypow wskazuje, iz szczepy Cr. laurenti,
obecne w Zalewie Szczecinskim i Zatoce Pomorskiej, zostaly zawleczone z gérnego estu-
arium Odry. Istotny stopien zréznicowania genetycznego, ustalony na podstawie uzyskanych
profili RAPD, moze $wiadczy¢ o ich réznym pochodzeniu. Wysoka heterogeniczno$¢ profili
uzyskanych z amplifikacji DNA genowego szczepow Cr. laurenti sugeruje, ze malo praw-
dopodobne jest to, ze s3 to szczepy autochtoniczne. Wprawdzie niektore gatunki z rodzaju
Cryptococcus znane s z mozliwoéci tworzenia kompleksow z innymi mikroorganizmami,
co moze determinowa¢ ich odmiennos¢ genetyczng i biochemiczng, ale nie jest to wystarcza-
jace do wyjasnienia istotnych réznic pomiedzy wyznaczonymi genotypami. Z duzym dy-
stansem nalezy podej$¢ do poszukiwania jednoznacznego powinowactwa profilu genetycz-
nego tegd gatunku 1 jego pochodzenia. Srodowisko naturalne poddane silnej antropopresji
nie jest uktadem biologicznie stabilnym. Kryptokoki uznane sg za naturalng mikrobiot¢ gle-
by (Vishniac 1995, Lachance i Starter 1998, Wuczkowski i Prillinger 2004), z ktorej wraz
z roztopami mogg by¢ wprowadzane do wod estuariowych i wspéttworzyé naturalng myko-
cenoz¢ wod. Istotnym zrodlem szczepdw z rodzaju Cryptococcus jest rdwniez ptactwo we-
drujace (Rosario i in. 2005), w tym obecne na badanym obszarze mewy.

4.5. Ekologia rodzaju Rhodotorula
4.5.1. Wprowadzenie

Jednostka systematyczng wspélng dla dominujgcych w estuarium Odry rodzajow
drozdzy — Cryptococcus i Rhodotorula w gromadzie Basidiomycota jest jedynie klasa Ure-
diniomycetes. W przypadku obu rodzajow mozemy rozwaza¢ kosmopolityczny charakter
grzybow i ich duze zdolnosci adaptacyjne. Z ekologicznego punktu widzenia formy te zosta-
ty powigzane ze $rodowiskiem wodno-ladowym (Nagahama 2006). Obecnosé¢ drozdzy,
w tym analizowany w niniejszej rozprawie rodzaj karotenogenicznych grzybéw Rhodotorula
opisywany jest w zwigzku z bardzo réznymi $rodowiskami. Grzyby te izolowane s3 po-
wszechnie z wod stodkich (Bogustawska-Was i Dgbrowski 2001, Krzyéciak i in. 2007, Nie-
wolak 1 in. 2009), ze sciekow komunalnych, z osadéw dennych (Bogustawska-Was i Da-
browski 1999, Nagahama i in. 2001) roslin, zwierzat i powietrza (Krzysciak i in. 2007). Bu-
timar i in. (2007) ustalili obecno$¢ tych grzybéw w lodowcach arktycznych, w ktorych popu-
lacja przedstawicieli rodzaju Rhodotorula byta zadziwiajaco duza (4,0-10° jtk-mL™"), w po-
réwnaniu z wodami polodowcowymi (0,0-0,25 jtk-mL™"). Ta grupa mikrogrzybéw stanowi
rowniez wazng czg¢$¢ mikrobioty obecnej w glebach Antarktydy oraz w wiecznej zmarzlinie.
Syberii (Krzysciak i in. 2007). Wedtug Butimara i in. (2007) drozdze izolowane z subpolar-
nych srodowisk reprezentujg grupe psychrofilnych i halofilnych mikroorganizméw. Wedtug
tych autorow istnieje zwigzek pomiedzy adaptaciy drozdzy do niskicj temperatury a toleran-
cja zwigkszonego zasolenia wody. Powyzsza hipoteza zostala oparta na przyktadzie Rh. mu-
cilaginosa — jednego z dominujacych gatunkéw izolowanych z lodowca, ktory byt zdolny do
reprodukcji w niskiej temperaturze i przy wysokim stezeniu chlorku sodu (17,0%). Nato-
miast Libkind i in. (2003) przeanalizowali zbiorniki wodne w poinocnej Patogonii w Argen-
tynie (jeziora, rzeki i zatoki) o zréznicowanym stopniu oligotrofii. W swoich badaniach wy-
kazali, ze w wigkszosci préb obecne byly tzw. czerwone drozdze, ktore stanowity 50,0%
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ogblnej liczby izolowanych grzybéw. Jedynie w §rodowiskach o nieznacznym wplywie ak-
tywnos$ci ludzkiej czgstosé ich izolacji byla znacznie mniejsza; obecnosci przedstawicieli
Rh. mucilaginosa nie stwierdzono w zadnej z prob. W ekosystemach charakteryzujacych si¢
ograniczonym oddzialywaniem antropogenicznym nisze zdominowane byly przez ballisto-
sporogeniczne gatunki zaliczane do Sporidiobolus longiusculus i Sporobolomyces patagoni-
cus (Libkind i in. 2005). Libkind i in. (2003) wykazali, ze zwigkszajaca si¢ liczebno$¢ droz-
dzy, w tym drozdzy czerwonych, stanowi¢ moze jedynie szacunkowe odzwierciedlenie in-
tensywnosci wptywu czynnikéw biotycznych i abiotycznych ksztattowanych przez siedliska
ludzkie.

4.5.2. Zréinicowanie biochemiczne Rh. mucilaginosa i Rh. glutinis

Dywersyfikacja przestrzenna szczepow Rhodotorula w wodach o zréznicowanej za-
sobnosci nutrientéw wynika zich umiej¢tnosci dostosowania wlasnego metabolizmu do cha-
rakteru ekologicznego zajmowanej niszy. Uzyskane wyniki badan wiasnych wskazuja, ze
profil enzymatyczny szczepow Rh. glutinis i Rh. mucilaginosa nie byl zalezny od miejsca
ich izolacji. W wyniku przeprowadzonej analizy skupien uzyskano cztery grupy charaktery-
zujgce stopien podobiefistwa pomi¢dzy izolatami Rh. mucilaginosa i trzy charakteryzujgce
Rh. glutinis. W przypadku obu gatunkéw jedynie ze szczepdéw izolowanych z ryb utworzone
zostaly grupy o najwigkszym podobienstwie fenotypowym — Rh. mucilaginosa A-2 (> 80,0%),
Rh. glutinis A-1 (> 70,0%). Wazne jest to, ze nie miato znaczenia miejsce potowu ryby,
z ktérych pochodzity szczepy (rys. 20). Sporadyczno$¢ szczepédw srodowiskowych w tych
grupach moze §wiadczy¢ o specyficznosci cech — wladciwych jedynie dla szczepéw pozy-
skanych z ichtiofauny, ktérych obecnosé nalezaloby rozwazy¢ jedynie poprzez pryzmat auk-
sotroficznych czynnikéw stymulujacych ich wzrost. Poprawny wydaje si¢ wniosek, ze egzy-
stencja grzybow z rodzaju Rhodotorula w $rodowisku estuarium Odry wynika przede
wszystkim z metabolicznych cech tych drobnoustrojéw, w mniejszym zas stopniu warunko-
Wana jest profilem ekologicznym srodowiska. Na uwage ‘zas%uguje rowniez fakt, iz we
wszystkich grupach oznaczono szczepy izolowane z gornej strefy estuarium, co $wiadczy¢
moze o ich pierwotnym $rodladowym pochodzeniu. Takie przypuszczenie wyjasnia brak
specyficznodci biochemicznej szczepdw Rh. glutinis i Rh. mucilaginosa w przypadku sub-
Stratow z okreslonym zrodlem wegla (rys. 20), izolowanych z r6znych stref estuarium.

W przeciwiefistwie do Cr. laurenti w przypadku grzybdw z rodzaju Rhodotorula nie
Wykazano powinowactwa profilu enzymatycznego z miejscem ich izolacji. Zastanawiajace
Jest w zwigzku z tym to, czy przy braku odpowiedzi enzymatycznej drozdzy karotenoido-
Wych na warunki $rodowiskowe ich zréznicowanie genetyczne umozliwi wyznaczenie stop-

nia pokrewienstwa i ewentualnego pochodzenia badanych szczepow.
4.53. Zréinicowanie genetyczne Rh. mucilaginosa i Rh. glutinis

Typowaniu metodg RAPD-PCR poddano 108 szczepow Rh. mucilaginosa. Na po-
Stawie podobieristwa uzyskanych wzoréw genetycznych wyrézniono szes¢ typow, dla kto-

61



rych stopien pokrewienstwa zostat oznaczony na poziomie S < 50,0%. Fakt jego stwierdze-
nia na tak niskim poziomie wskazuje na catkowicie odmienne pochodzenie badanych szcze-
pow. W typach I i IV zgromadzono najmniej przedstawicieli tego gatunku izolowanych
z Odry. Wyznaczony stopien podobiefistwa w tych genotypach miescit si¢ w zakresie
50,0% < 8 <70%. W 1II typie genetycznym zgromadzono najwigcej szczepow wyizolowa-
nych z catego obszaru estuarium. Wyznaczony pomigdzy genotypami II/A i II/B stopien
podobienstwa moze wskazywac na ich prawdopodobne pokrewienstwo. W wigkszosci prze-
padkéw zgodnos¢ wzoréw uzyskanych w reakcji RAPD-PCR ustalono na S > 70,0%. Szczeg6-
fowa analiza dendrogramu (rys. 21) wskazuje, ze najmniejsze zréznicowanie genetyczne charak-
teryzuje typ II/B-2, w ktorym zgrupowano szczepy o bliskim pokrewienstwie (S > 80,0%).
Obecne w nim drozdze izolowane byly ze wszystkich stref estuarium (tab. 15). Wyjatkami
byty nielicznie reprezentowane przez szczepy Rh. mucilaginosa podtypy A-4 i B-3, ktorych
obecno$¢ oznaczono jedynie w wodach Odry i sporadycznie w $luzie ryb (rys. 21). Nie-
znacznym zréznicowaniem gatunkowym analizowanych szczepdéw charakteryzowaly row-
niez genotypy I1I/A i III/B. W przeciwienstwie jednak do typu II wyznaczono je w okreslo-
nych strefach estuarium (rys. 21).

Najbardziej odmiennym profilem uzyskanych wzoréw RAPD (rys. 22) charakteryzowata .
sie grupa V, ktorg stanowily szczepy izolowane wylacznie z ryb. Ustalono, ze odrgbny profil
genetyczny charakteryzowat szczepy izolowane wylacznie z przewodu pokarmowego ryb i opi-
sane jako V/A i VI/A (tab. 15). Wydaje si¢ rowniez istotne, ze w wigkszosci przypadkow korelu-
je on z gatunkiem ryby, z ktorej zostat pozyskany. Takiej zalezno$ci nie stwierdzono w przypad-
ku uzyskanych profili genetycznych szczepow II/A i II/B izolowanych ze §luzu (tab. 15). Sto-
pien podobienstwa do szczepow ,,wodnych” wskazuje, ze ich obecno$¢ w warstwie Sluzowej ryb
byta wynikiem przypadkowej adherencji drozdzy obecnych w §rodowisku bytowania badanych
przedstawicieli ichtiofauny.

Na podstawie zestawienia tabelarycznego genotypow Rh. mucilaginosa (tab. 15)
stwierdzono, ze obecno$¢ tego gatunku w $rodowisku estuarium jest wynikiem zawleczenia
z obszaru $rodlgdowego. W zasadzie wszystkie wyznaczone genotypy izolowane byly z pierw-
szych stacji badawczych wyznaczonych na obszarze estuarium, co potwierdza niniejsze
wnioskowanie. Istotne jest réwniez znacznie wigksze podobienstwo szczepdw typowanych
metodg RAPD, co moze $wiadczy¢ o mniejszym wplywie srodowiska ladowego na ekologi¢
tego gatunku.

Zblizony stopien zréznicowania genetycznego uzyskano dla szczepow Rh. glutinis, kto-
rych przeanalizowano 70. Dla uzyskanych profili genetycznych, przy wspétezynniku Dice wyno-
szacyem 3,0% i poziomie podobienstwa S < 50,0%, wyznaczono dwie grupy (I, II). Najliczniejsza
byta grupa I, w ktérej na podstawie stopienia podobiefistwa 50,0% < S < 70,0% wyznaczono trzy
genotypy (A, B, C) z blisko spokrewnionymi podtypami przy S > 75,0% (rys. 23).

Na podstawie wzoréw amplifikonow Rh. glutinis stwierdzono, ze wyrdéznione typy
genetyczne nie byly specyficzne dla miejsca izolacji, bowiem w kazdym podtypie gene-
tycznym ustalono obecnos¢ przedstawicieli pochodzacych z réznych obszaréw estuarium
(tab. 16).
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Tabela 15. Wystgpowanie genotypdéw Rh. mucilaginosa

Srodowisko izolacji
Typ Zalew Zatoka
Graph genetyczny Cideg Szczecinski Pomorska ryby
podtyp genetyczny
§<50,0% | 50,0%<8<70,0% S>70,0%
I A A - - -
A-1 A-1 - -
A-2 A-2 - -
X A3 A3 5 I
I A-4 A-4
B-1 B-1 B-1 B-1
B B-2 B-2 B-2 -
B-3 - - x
B-4 B-4 B-4 B-4
A-1 - =L i
g A2 4 . ¥
B-1 - - o
n B - B-2 B-2 -
B-3 B-3 = o
- B-4 B-4 -
A A - - )
1A% B B 5 = &
- - - Al
A% A ke = = A-2
= i = A-3
VI A = = £ A
VIA-1 VIA-2 VIA-3 VLA o

Rys. 22. Przykladowe rozdziaty elektroforetyczne produktow reakcji RAPD wybranych
szezepow Rh. mucilaginosa izolowanych z przewodu pokarmowego ryb. o — okon,

| - leszez, p — ploc, pp- przewdd pokarmowy, U — genotyp unikatowy, V/A, VI/A — gru-
py typdw genetycznych
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Rys. 23. Dendrogram zroznicowania gatunkowego szczepow Rh. glutinis. Poziom podobienstwa
wyznaczono przy wspdtczynniku Dice wynoszacym 3,0%
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Nieco odmiennym zgrupowaniem analizowanych szczepéw charakteryzowat si¢ typ II.
Szczegolng uwage zwrocono na genotyp II/B. Jego profil zostat bowiem utworzony jedy-
nie ze wzorow RAPD pochodzgcych z ryb i powigzanych na poziomie S = 60,0% z profi-
lem genetycznym szczepow pochodzacych z Odry. Tak jak w przypadku odrgbnego ,ry-
biego” genotypu Rh. mucilaginosa réwniez w przypadku Rh. glutinis przeanalizowano

wzory profili uzyskane po rozdziale elektroforetycznym (rys. 24).

1I/B-1 1I/B-2

/C

Rys. 24. Przykladowe rozdziaty elektroforetyczne produktow reakcji RAPD dla wybranych
szczepow Rh. glutinis izolowanych z ryb. o — okof, p — plo¢, 1 - leszez, pp — prze-
wod pokarmowy, § — $luz, 1I/B-1, II/B-2, I/C — typy genetyczne

o-pp/40
p-$/41
p-pp/42
p-pp/43M
0-pp/43
o-pp/45
p-pp/47
p-$/48
0-pp/43Y
0-pp/53
l-pp/601
1-pp/605

Wyznaczony statystycznie poziom podobiefistwa pomigdzy poszczeg6inymi szcze-
pami Rh. glutinis izolowanymi z ryb (typ 1I/B) byl niewystarczajacy do jednoznacznego
stwierdzenia preferencji do zasiedlania przez nie niszy ekologicznej. W wyodrgbnionym
typie znalazly si¢ szczepy izolowane z przewodu pokarmowego ryb, jak réwniez ze $luzu.
Ponadto typ genetyczny 11/B nie obejmowat szczepéw pochodzacych z leszcza. 1zolowane
z 0sobnikéw tego gatunku drozdze wykazaly podobienstwo (na poziomie S > 50,0%) jedy-
nie do szczepow zgrupowanych w typie I (tab. 16).

Podobnic jak w przypadku Rh. mucilaginosa najwigcej genotypow Rh. glutinis po-
chodzilo z gornej strefy estuarium Odry (tab. 16). Sporadyczno$¢ oznaczenia genotypow
wylgcznych dla Zalewu Szczecinskiego i Zatoki Pomorskiej $wiadczy o $rédladowym po-
chodzeniu Rh. glutinis w badanym ekosystemie.

Zawarte w tab. 16 profile genetyczne wskazujg, iz granicg ekologiczng dla przezy-
Wwalnogci i/lub rozwoju drozdzy tego gatunku jest Zalew Szczecinski. Dotyczy to réwniez
oznaczonych w estuarium Odry Cr. laurenti i Rh. mucilaginosa. Ponadto opisane w niniej-

szym rozdziale wyniki do$wiadczen upowazniajg do wniosku, iz badane szczepy drozdzy
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zostajg do $rodowiska zalewu i zatoki zawleczone z wodami Odry. Sprzyjajacy przezyciu
tych form profil ekologiczny estuarium umozliwit szczepom allochtonicznym wspottwo-
rzenie rdzennej mikrobiocenozy, stajac si¢ wtornie autochtoniczng (ang. indigenous) my-
kobiotg estuarium Odry. Przyjecie jednak a priori takiego wniosku obarczone moze by¢
znacznym bledem. Drobnoustroje bakteryjne w warunkach niesprzyjajacych przechodza
w forme¢ komoérek zywych, ale nichodowalnych — VBNC. Pojedyncze publikacje (Divol
i Lonvaud-Funel 2005, Bogustawska-Was i in. 2006) wskazuja, ze grzyby jednokomoérko-
we rowniez sg zdolne do przezywania w stanie VBNC. W celu poprawnej interpretacji
uzyskanych wynikéw przeprowadzono testy przezywalno$ci zréznicowanych filogene-
tycznie Rh. mucilaginosa, Rh. glutinis i Cr. laurenti.

Tabela 16. Wystgpowanie genotypéw Rh. glutinis

Srodowisko izolacji
Typ Zalew Zatoka
OnipA genetyczny Odra Szczecinski Pomorska Ryby
podtyp genetyczny
§<50,0% | 50,0% <S<70,0% S§>170,0%
A A-1 A-1 - i
A-2 A-2 A-2
B-1 B-1 - B-1
I B B-2 B-2 - B-2
- B-3 - B-3
B-4 B-4 B-4 -
@ o i -
- A-1 A-1 -
A A-2 - - -
I A-3 A-3 - -
- - - B-1
B B-2 o % B-2

4.6.  Strategie przezycia drozdzy w $rodowisku estuarium Odry
4.6.1. Wprowadzenie

W $rodowisku naturalnym obecno$¢ okreslonego drobnoustroju i forma wzrostu jest
wypadkowg jego mozliwosci fizjologicznych oraz serii czynnikéw fizykochemicznych.
Wszelkie zmiany temperatury, wilgotnosci, pH, dostgpnosci zwigzkéw odzywcezych czy po-
jawienie si¢ substancji toksycznych stajg si¢ przyczyng zmian ksztaltu komorki, aktywnosei
metabolicznej czy tempa namnazania. W systemach o $cisle okre§lonych zaleznogciach eko-
logia mikroorganizméw opiera si¢ na wzajemnych relacjach biotycznych, w ktérych mikro-
organizmy zyjace pojedynczo majg znacznie mniejsze szanse na przezycie. Dlatego coraz
czg$ciej ich funkcjonowanie w formie pojedynczej rozpatrywane jest jako przypadkowe lub
sporadyczne.

Wsréd organizméw naturalnie bytujgcych w ekosystemach wodnych zaliczane do
mikroorganizméw: bakterie, grzyby i pierwotniaki uwaza si¢ za formy zdolne do formowa-
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nia zlozonych spotecznosci (Marechal i in. 2004). Ich struktura i funkcja sg determinowane
cechami form wspottworzacych mikrosystem oraz warunkami $rodowiskowymi. Wedhlug
Costerton i in. (1987) na przebieg procesow metabolicznych takich spolecznosci, poza wy-
maganiami pokarmowymi, istotnie wplywa struktura sieci mikrobiologicznej ekosystemu.
Z obserwacji wlasnych wynika, ze obecne w srodowisku filtratory (np. Daphnia magna),
poza bakteriami, odzywiaja si¢ réwniez jednokomoérkowymi grzybami. Dla wyzeraczy
[ stopnia drozdze zdolne do tworzenia zlozonych spolecznosci stajg si¢ zrodlem pokarmu
bogatym w substancje odzywcze. Interesujace jednak jest to, ze konsumenci wykorzystuja
przede wszystkim wydzielane przez mikroorganizmy polimeryczne zwigzki zewngtrzko-
morkowe. Ich wydzielanie do $rodowiska zewngtrznego i zréznicowanie chemiczne zalezg
od profilu genetycznego drobnoustroju, jak réwniez od adaptacji do danych warunkéw oto-
czenia (Sutherland 2001, Yin i in. 2005).

Zawieszone w powstatym matrix pojedyncze komorki tworza biofilm, ktérego podsta-
wowa rolg jest ich ochrona. Wynika to zapewne z faktu przestrzennego ograniczenia drobno-
ustrojow przez zwigzki pozakomoérkowe i ulatwienia im komunikacji mi¢dzykomérkowej,
dzigki ktorej w odpowiedzi na pojawienie si¢ czynnikéw toksycznych w §rodowisku nastepuje
spowolnienie tempa wzrostu, limitowanie konsumpcji oraz ekspresja genéw opornosci. Nalezy
jednak pamigtaé, ze w formie planktonowej mikroorganizmy réwniez sa zdolne do formowa-
nia wielokulturowych spofecznosci, ktérych komponenty egzopolisacharydowego matrix sa
tozsame z produktami klasycznie rozumianego biofilmu (Sutherland 2001).

W dowolnym ekosystemie poziom zréznicowania morfologicznego i fizjologicznego
tworzgcych go mikroorganizméw staje si¢ forma odpowiedzi na warunki Srodowiska, w kto-
rych komérki muszg przezy¢. W formie planktonowej s one mniej odporne na niektore
czynniki chemiczne niz komérki schronione w biofilme (Marx i in. 2004, Theraud i in. 2004,
Jin i in. 2005). Zatem w przypadku wigkszosci drobnoustrojéw naturalng konsekwencjg
Zmian jest preferencja do formowania spofecznosci, ktorych podstawowa rolg jest ich ochro-
na i utrzymanie funkcji zyciowych. W zwigzku z tym obecno$¢ pojedynczych komoérek roz-
patrywana jest zazwyczaj jako etap przejéciowy pomigdzy uwolnieniem komoérek z biofilmu
a zainicjowaniem tworzenia nowej zorganizowanej spoleczno$ci mikrobiologiczne;.

Rozwoj biofilmu w $rodowisku wodnym przez formy mykocenotyczne jest praktycz-
nie nieznany. Wiedza na ten temat oparta jest przede wszystkim na opracowaniach medycz-
nych i dotyczy przede wszystkim C. albicans (Chandra i in. 2001, Yin i in. 2005) oraz labo-
ratoryjnych szczepow S. cerevisiae (Guldal i Broach 2006). Studia nad formowaniem ewen-
tualnych spolecznosci staly si¢ niezb¢dne do zrozumienia ekofizjologicznych procesow za-
chodzgcych w $rodowisku naturalnym. W konteksécie oméwionej w rozdz. 4.1 1 4.2 zmien-
nosci liczby i struktury gatunkowej drozdzy pojawila sig konieczno$¢ wykazania ewentual-
nych mozliwoscei przezycia tych drobnoustrojow w warunkach estuarium Odry.

4.6.2. Przezywalnoé¢ drozdzy w wodach estuarium Odry

Adaptacja komorek do panujacych w $rodowisku warunkow oraz proces ich repro-

dukeji zalezy od czynnikéw wywolujgcych tzw. stres komorkowy (Frohlich i Madeo 2001,
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Granot i in. 2003, Mattanovich i in. 2004). Kierujgc si¢ zasadami ekologii mikroorgani-
zmoéw, rozwazono obecnos$¢ zréznicowanych form wzrostu spoteczno$ci mikrobiologicz-
nych. W naturalnych ekosystemach dostgpnos¢ skladnikow odzywczych jest ograniczona,
w zwigzku z czym przezywalno$¢ form autochtonicznych, a tym bardziej allochtonicznych
wymusza na komorce konieczno$¢ uruchomienia systeméw umozliwiajacych jej przezycie.
Drobnoustroje przyjmuja bardzo zréznicowane strategie. Konsekwencja jednej z nich moze
by¢ przejscie z tzw. formy zywej hodowalnej w zZywa, ale nichodowalng (VBNC).

Przy zalozeniu, ze jednym z podstawowych czynnikow warunkujacych preferencje be-
hawioralne testowanych grzybow jest koncentracja substancji odzywczych (Daveley i O’toole
2000, Chandra i in. 2001, Czaczyk 2004), hodowle prowadzone w podiozu optymalnym
(YNB) potraktowano jako probg odniesienia. Odpowiednie dla rozwoju Cryptococcus spp.
i Rhodotorula spp. warunki hodowli sprzyjaty szybszemu zwigkszeniu liczby drozdzy, co usta-
lono na podstawie gestosci komérek (OD) w zawiesinie (tab. 17). Przeprowadzone doswiad-
czenia wykazaly, ze bez wzglgdu na profile genetyczny i biochemiczny testowane szczepy
charakteryzowatla aktywnos$¢ zyciowa w probach wody pochodzacych z réznych stref estu-
arium Odry. Na uwagg zastuguje jednak fakt, iz w warunkach minimalnego stgzenia dostgp-
nych zwigzkoéw odzywcezych nastapito zwolnienie tempa wzrostu w wyniku wydhuizenia czasu
jednej generacji szczepow i zminimalizowanie ich aktywno$ci metabolicznej (tab. 17).

Tabela 17. Czas jednej generacji drozdzy w réznych strefach estuarium Odry

Srodowisko Rh. mucilaginosa Rh. glutinis ‘ Cr. laurenti
hodowlane min
Podtoze YNB 204,52 252,20 90,15
Woda ZP 705,61 2092,50 143,95
Woda UMS 2765,53 521,96 302,30
Woda Wid. 1693,78 669,38 447,38

Objasnienia oznaczen podano na s. 31.

Przéprowadzona analiza statystyczna pozwolita na uzupetnienie profilu zachowan te-
stowanych drozdzy o preferencje tworzenia struktury biofilmu. W celu okreslenia ekolo-
gicznego statusu zyciowego Cr. laurenti, Rh. mucilaginosa i Rh. glutinis wykorzystano ak-
tywnos¢ oddechowg komorek. Zastosowano metodg redukeji soli tetrazoliny (XTT) do for-
mazanu (Ramage i in. 2001, Jin i in. 2004). Mechanizm reakcji oparty jest na aktywno$ci mi-
tochondrialnej dehydrogenazy bursztynianowej, bedacej wskaznikiem sprawnosci metabolicz-
nej komorek grzybéw. W procesie tym wykorzystywana jest obecno$é prawidtowo funkcjonu-
jacych mitochondriow, ktorych inaktywacja zachodzi w kilka minut po $mierci komorki.

W wyniku przeprowadzonych badan stwierdzono, ze dostgpnos$¢ odpowiedniej ilosci
substratu w otoczeniu komdrki w istotny sposdb wptynela na stopien adsorpcji do powierzchni
aktywnych oddechowo komorek Cr. laurenti (rys. 25, 26), Rh. glutinis (rys. 25, 28) i Rh. mu-
cilaginosa (rys. 25, 27). Ustalono bowiem obecnos¢ biofilmu we wszystkich hodowlach
prowadzonych w warunkach optymalnych (podioze YNB).
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Rys. 25. Aktywnosé oddechowa komérek drozdzy oznaczona w biofilmie. Objagnienia ozna-
czen podano na s. 31
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Rys. 26. Aktywno$¢ oddechowa spoteczno$ci Cr. laurenti w prokach hodowlanych. Uzyska-
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. Aktywno$¢ oddechowa spoteczno$ci Rh. mucilaginosa w probach hodowlanych.
*Uzyskane wartosci roznity si¢ od siebie na poziomie istotnym statystycznie. Objas-
nienia oznaczen podano na s. 31

Zakonczenie doswiadczen na tym etapie badan w zasadzie potwierdzitoby opinig,
zgodnie z ktorg formowanie biofilmu stalo si¢ skutecznym sposobem na pozostanie w ko-
rzystnym $rodowisku (Gomez-Suarez i in. 2001). W warunkach, w ktorych dostepne zwigzki
odzywcze nie spetniajg podstawowych wymagan pokarmowych drobnoustrojow, ich komor-
ki muszg uruchomi¢ mechanizmy wspomagajgce przetrwanie. W odpowiedzi na stres,
zmienno$¢ fizycznych i chemicznych uwarunkowan $rodowiskowyeh lub brak podstawo-
wych zrodet energii moze doj$¢ do modyfikacji powierzchni komérkowej (Jin i in. 2004 a,
Geoghegan i in. 2008). Jest to o tyle istotne, iz nickonstytutywnie zalezna genetyczna zdol-
no$¢ adherowania komorek regulowana jest wlasnie makromolekularnymi strukturami $cia-
ny komoérkowej (Mercie-Bonin.i Fonade 2002 a). Od nich zalezy przebieg pierwszego i kry-
tycznego etapu tworzenia biofilmu na powierzchni materialu kolonizowanego. We wszyst-



kich hodowlach, w ktorych tworzony byt biofilm, czas niezbedny do uzyskania statystycznie
istotnego poziomu zaadherowania komorek do powierzchni ustalono pomigdzy 6 a 24 godzi-
ng trwania do$wiadczenia (rys. 25). Porownywalny czas, niezbgdny do zainicjowania tworzenia
mikrokolonii przez komorke, sugeruje, ze rozpatrywanie funkcjonowania biofilmu jedynie
w aspekceie pozostawania w warunkach sprzyjajacych rozwojowi jest bledne.
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Rys. 28. Aktywno$¢ oddechowa spotecznosci Rh. glutinis w prébkach hodowlanych.
*Uzyskane wartosci roznity si¢ od siebie na poziomie istotnym statystycznie. Objas-
nienia oznaczen podano na s. 31

W przypadku szczepéw Cr. laurenti zmienno$¢ Srodowiska zawieszajacego nie
wplyneta na zdolnosé¢ formowania biofilmu (rys. 25). Pomimo odmiennego profilu bioche-
micznego i genetycznego analizowanych szczepow nie stwierdzono pomigdzy nimi istot-
nych réznic w aktywnoscei zyciowej. Bez wzgledu na profil warunkéw hodowlanych szczepy
tego gatunku wykazywaly zdolno$é¢ do formowania biofilmu trwale zwigzanego z po-
Wierzchnig (rys. 25, 26).

Analiza parametréw wskazujacych na przezywalnos¢ drozdzy, wyznaczona na pod-
stawie OD i redukcji XTT, wykazala, ze we wszystkich hodowlach wzrost gestosci komorek
korelowat z aktywnoscig metaboliczng drobnoustrojow w biofilmie jako podstawowg forma
kolonizacji okreslonej niszy (tab. 18, rys. 26).

Zestawienie powyzszych wynikéw wskazuje, ze szczepy Cr. laurenti preferujg two-
Izenie biofilmu, a nie funkcjonowanie w formie planktonowej. W tym wypadku jednak pa-
rametry §rodowiska nie mogg by¢ rozpatrywane jako determinujgce w »wyborze” tworzenia
formy osiadlej lub planktonowe;.

Na przyktadzie szczepow Cr. laurenti nalezy stwierdzié, iz zdolne do tworzenia bio--
filmy szczepy w pierwszym etapic zasiedlania érodowiska kolonizuja powierzchni¢ bez
Wzgledu na sktad odzywezy podloza zawieszajacego. Etapy tworzonego biofilmu sg bardzo
Podobne i niezalezne od rodzaju ekosystemu (Chandra i in. 2001, Rozalska i Sadowska
2004). Jego obecno$é na powierzchni abiotycznej nie wymaga tworzenia warstwy kontakt.o-
wej (odzywezej), a jedynie jej obecnosei w srodowisku plynnym otaczajgcym drc.)bnoust.réjc.
W latach 90, ub. wieku pojawily si¢ sugestie, iz adhezja komorki do czystej powierzchni jest
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poprzedzona tworzeniem tzw. warstwy kontaktowej, czyli adsorpcjg warstwy organicznej
pochodzgcej ze srodowiska plynnego. Nie potwierdzono jednak, czy obecnosc¢ tej warstwy
jest absolutnie niezbedna dla wszystkich form mikrobiologicznych (Zuti¢ i in. 1999). Wyda-
je sie, ze w przypadku drozdzy nie ma to znaczenia, gdyz ich komérki odznaczajg si¢ nad-
zwyczajng zdolnoscig przylegania do powierzchni abiotycznych i biotycznych (Verstrepen
i Klis 2006).

Tabela 18. Korelacja pomigdzy gesto$cia optyczng OD a poziomem redukeji XTT Cr. laurenti

Gestos¢ komorek
Fod B : $rodowisko hodowlane
spotecznosci
YNB ZP. UMS Wid.
Biofilm 0,431759 0,318053 0,221561 0,249377
p=0,0000 p=0,0001 p =0,0086 p=10,0029
Pt 0,079073 —0,112347 -0,242918 -0,272671
p=10,3530 p=0,1863 p=0,0038 p=0,0012

Czcionkg pogrubiong wyrdézniono poziom korelacji istotny statystycznie; wspotezynnik korelacji
ustalono na poziomie a = 0,05. Objasnienia oznaczen podano na s. 31.

Nieco inny mechanizm zachowan stwierdzono w przypadku szczepéw Rh. glutinis
i Rh. mucilaginosa — wykazano obecno$¢ potencjatu warunkujacego tworzenie biofilmu.
Adherencja do powierzchni oznaczona zostata na poziomie istotnym statystycznie w hodow-
lach RA. mucilaginosa prowadzonych w podtozu YNB i ZP (rys. 27). Najprawdopodobniej
w najbardziej wysunigtej ku morzu strefie estuarium Odry szczepy tego gatunku zasiedlajg
nisze ekologiczne w formie biofilmu, w przeciwienstwie do $rodowiska stacji badawczej
UMS. W prébach tych tworzenie formy osiadlej bylo zminimalizowane na korzys¢ form
planktonowych (rys. 27). :

Sformutowane wnioski potwierdzita analiza statystyczna — wyniki korelacji pomig-
dzy OD a poziomem redukcji XTT przyjety wartosci istotne statystycznie. W przypadku
stacji Wid. i UMS takich zaleznosci nie potwierdzono (tab. 19).

Tabela 19. Korelacja pomigdzy OD a poziomem redukcji XTT RA. mucilaginosa

Gestosé komorek
Rodzgy o srodowisko hodowlane
spotecznosci
YNB Zx UMS Wid.
Biofilm 0,730443 0,609958 -0,050039 0,103244
p=0,00000 p=0,00000 p = 0,694564 0,416878
0,642865 0,470649 0,238742 -0,180160
Plankton
p=0,00000 p=0,00009 p=0,057451 0,154283

Czcionka pogrubiong wyr6zniono poziom korelacji istotny statystycznie. Obja$nienia oznaczef
podano na s. 31.

W prébach wody pobranych ze stacji ZP i inokulowanych szczepami Rh. glutinis ak-
tywno$¢ oddechowa drozdzy byta poréwnywalna z prébami planktonowymi i zaadherowa-
nymi do powierzchni mikroptytek. W hodowlach prowadzonych w podlozu UMS, tak jak
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w przypadku Rh. mucilaginosa, wyznaczono dla form planktonowych istotne statystycznie
wigksze wartosci absorbancji farmazanu tetrazoliny (rys. 28).

Obecnos¢ form wolnoplywajacych interpretowana jest zazwyczaj jako tymczasowy
etap stuzgcy przemieszczaniu si¢ komérek w celu poszukiwania nowej niszy ekologiczne;j.
Uzyskane wyniki wskazujg, ze poprawne jest rozpatrywanie tworzenia si¢ formy plankto-
nowej i/lub osiadtej jako nastgpstwa rozwoju spolecznodci. Potwierdzono bowiem $cisly
zalezno$¢ pomigdzy aktywno$cig oddechows komoérek w biofilmie a aktywnoscig oddecho-
wg form planktonowych. Istotno$¢ korelacji wyznaczono w hodowlach YNB i Wid. dla
Rh. glutinis (odpowiednio 0,3806, przy p = 0,0019 oraz 0,2959, przy p = 0,0176). Dla
Rh. mucilaginosa powyzsze zaleznosci, poza hodowlg prowadzong w podiozu YNB (0,241094,
przy p = 0,0152125), wyznaczono w probach z UMS i ZP (odpowiednio 0,361258, przy
P =0,003359 oraz 0,438293, przy p = 0,000292). W zasadzie fakt oznaczenia istotnej staty-
stycznie wartosci korelacji mozna by uznaé¢ za oczywisty. Hipoteza wzajemnego oddzialy-
Wania oparta jest bowiem na kontroli makromolekularnych struktur $ciany komorkowej
i funkcjonowaniu genéw, ktére sa indukowane w celu ich biologicznej syntezy (Geoghagan
i in. 2008). Warunkowane genétycznie i kontrolowane pozagenowo (Friedman i Cormach
2004, Halme i in. 2004) etapy tworzenia biofilmu wymagaja sygnalizacji wewngtrzkomor-
kowej, ktorej zarys transkrypcji genowej nie rézni si¢ od zachodzacej w komorkach plankto-
nowych (Chandra i in. 2001). Przeanalizowanie przez Guo i in. (2000) pigciu gendéw odpo-
wiedzialnych za flokulacje S. cerevisiae wykazalo, iz cztery z nich (FLO 1, 5, 9 i 10) charak-
teryzujg zdolno$¢ ,,wigzania” komorki z komorkg. Natomiast tylko jeden — FLO 11 odpo-
Wiedzialny jest za adherencje do substratu i powierzchni abiotycznych. W przypadku poja-
Wienia si¢ czynnika limitujacego, np. azotu czy wegla, zdolno$¢ zaadherowania pozwala na
skolonizowanie podtoza w celu aktywnego pozyskania nowych zrédet zwigzkéw ogranicza-
jacych wzrost (Kron 1997, Gagiano i in. 2002).Wydaje si¢ wigc poprawne przyjecie ogélnej
zasady, iz mechanizm zréznicowania ekspresji okreslonego typu adhezyn jest wyrazem wy-
boru przez komérkg formy przezycia i dostosowania do nowego srodowiska. Nie we
Wwszystkich jednak wariantach badawczych uzyskano wspolzaleznosci pomigdzy wyznaczo-
nymi warto$ciami OD a ilo$cig formazanu tetrazoliny (tab. 19, 20).

Wyznaczone wspolezynniki korelacji wykazaty, iz jedynie w hodowli prowadzonej
W podiozu YNB zachodzi proces reprodukcji komorek, ktérych liczba odzwierciedla uzy-

skane wartogci absorbancji (tab. 20).

Tabela 20. Korelacja pomigdzy OD a poziomem redukeji XTT Rh. glutinis

Czcionkg pogrubiong wyrézniono poziom korelacji istotny statystycznie.

Gestos¢ komorek
Rodzaj : $rodowisko hodowlane
spolecznodci i
YNB 7P UMS Wid.
Biofi] 0,230880 0,061948 0,099518 -0,025637
i p = 0,066429 p = 0,626768 p = 0,433982 p=0,840631
Plankto 0,302124 -0,036063 -0,241420 -0,025147
n pu—
; = = =(0,045206 n = 0,843639
B el p=0,015252 p=0,777246 P );
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Brak istotnej statystycznie zalezno$ci pomigdzy wyznaczonymi parametrami OD
a poziomem redukeji XTT wskazuje na utrzymanie warto$ci constans przynajmniej jednej ze
wspotzaleznych w czasie prowadzenia doswiadczenia (tab. 20).

W interpretacji niniejszych wynikdéw nalezy wigc uwzglgdni¢: niezdolno$¢ reproduk-
cyjng komérek w srodowisku estuarium Odry i/lub zdolno$¢ przechodzenia szczepéw droz-
dzy w formy VBNC. Taki mechanizm zachowan nie wyklucza migdzykomorkowego poro-
zumiewania si¢ drozdzy. Zdolno$¢ do adhezji w warunkach ograniczajgcych moze by¢ wy-
razem strategicznego dziatania majacego na celu przetrwanie mikroorganizmu, pod warun-
kiem zmiany formy metabolicznej. Co prawda drobnoustroje okreslane jako VBNC majg
mozliwos$¢ odtworzenia swoich pelnych wiasciwosci metabolicznych, ale jedynie w okreslo-
nym czasie. Przekroczenie granicy tolerancji trwania komorki w fazie nichodowalnej, naj-
prawdopodobniej w wyniku destrukcji DNA, prowadzi do jej $mierci.

Zawarte w niniejszym rozdziale wyniki i ich weryfikacja na podstawie bardzo ogra-
niczonej liczby publikacji tematycznych moglaby wskazywac, iz przede wszystkim w spo-
feczno$ci biofilmu komorki odnajduja szans¢ na przezycie w srodowisku wodnym. Jasne
staje si¢ wowczas to, dlaczego drobnoustroje, ktdre samodzielnie nie sg zdolne do adhero-
wania do powierzchni, wlgczajg si¢ do spotecznosci w istniejgcym juz biofilnie. Bagge i in.
(2001) ustalili, ze niektore mikroorganizmy jedynie w hodowlach mieszanych wykazujg
znaczng adhezj¢. Podstawowym warunkiem jest jednak hydrofobowy profil $ciany komor-
kowej drobnoustroju, co umozliwia jej ,,zwigzanie” z powierzchnig lub penetracj¢ do wng-
trza biofilmu poprzez kanaty i pory struktury matrix. Mieszane populacje mikroorganizmoéw
moga zatem wspomagaé tworzenie biofilmu, jak rowniez stac si¢ siedliskiem organizmow
patogennych niezdolnych do uruchomienia systemu tworzenia struktury ztozone;.

Stwierdzone w niniejszym rozdziale zdolnosci do tworzenia spolecznosci w formie
planktonowej i biofilmu zwigzanego z powierzchnig staly si¢ podstawg do rozwazenia,
w jakim stopniu dominujgce gatunki jednokomaérkowych grzybow moga kolonizowaé bytu-
jace w estuarium Odry hydrobionty i wptywac na ich rozwdj. Ich obecnosé¢ byla juz rozwa-
zana pod katem wystgpowania i roli w osadach (Bogustawska-Was i in. 1998), organizmach
dennych (Nagahama i in. 2001) i ro$linno$ci wodnej (Inacio i in. 2002). W tym miejscu na-
lezy podkresli¢, ze w mikrobiologii rybackiej problematyka mykologiczna jest porusza spo-
radycznie, mimo Ze jej znaczenie w rozwoju ichtiofauny jest bardzo istotne.

4.7. Ikra jako miejsce rozwoju mikroorganizmow

Okresowa kolonizacja zréznicowanych nisz ekologicznych i konieczno$é ich zmiany
wynika zazwyczaj z wyczerpujacych si¢ z czasem zasobow substratowych oraz ze zmienno$ci
warunkow fizykochemicznych. W spotecznosciach mikrobiologicznych proces ten opisywa-
ny jest jako etap dojrzewania i starzenia si¢, w wyniku czego system chemicznego porozu-
miewania si¢ wymusza na komorkach ich opuszezenie i poszukiwanie nowego siedliska.
Zdolnos¢ do migracji drobnoustrojow pozwala im na ponowny rozwdj i zachowanie cigglos-
ci gatunkowej. Rozprzestrzenianie si¢ wielu organizméw ma charakter przypadkowy, na co
wplywa aktywne lub bierne przemieszczanie sig tych form (Salyers i Whiitt 2003).
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W zbiornikach wodnych wszelkie powierzchnie pokrywane sg przez biofilmy, kt6-
rych struktura biologiczna zdominowana jest przez heterotroficzne bakterie i grzyby (Lock
iin. 1984). W tak zrdznicowanych biocenotycznie systemach zastanawiajgca jest relacja
pomigdzy wszechobecnymi w estuarium Odry drozdzami a ikrg ryb. Jest to interesujgce tym
bardziej, ze przedstawiciele rodzaju Cryptococcus i Rhodotorula, jako formy dominujace
w mykobiocenozie estuarium, zdolne sg do inicjowania tworzenia biofilméw. Powstaje za-
tem pytanie: Czy zlozona przez ryby ikra moze by¢ podlozem kolonizacji dla obecnych
w ekosystemie drozdzy i jaki jest ich ewentualny wplyw na rozwdj zarodkowy jaj? Hansen
i Olafsen (1989) wykazali w swoich badaniach, ze powierzchnia ikry ryb morskich jest do-
skonatym substratem dla rozwoju zdolnych do adherencji bakterii. W naturalnym srodowi-
sku bytowania ikra ryb najcze$ciej kolonizowana jest przez bakterie z rodzaju Vibrio, Alte-
romonas, Pseudomonas 1 Moraxella, natomiast Aeromonas, Flexibacter, Flavobacterium
i Cytophaga stanowi mikrobiote jedynie towarzyszaca (Migueza i Combarro 2003). Sam fakt
stwierdzenia obecnosci populacji bakteryjnej na powierzchni rybich jaj nie musi oznaczaé
zagrozenia ich rozwoju. Miguez i in. (2004) w swoich badaniach wykazali, ze obecno$¢ bak-
terii w zakresie 10°~10* jtk-g™' nie wptywa na przezywalno$¢ ikry sardynki.

Hansen i Olafsen (1989) stwierdzili, ze ikra ma wiasciwosci regulujace kolonizacje
mikrobiologiczng wiasnej powierzchni, tworzac wiasciwa dla gatunku epibiot¢. Wynika to
Z obecnoscei receptoréw na powierzchni jaj, czego konsekwencjg jest selektywna kolonizacja
bakterii. Wedtug ww. autoréw naturalnie zaadherowane mikroorganizmy mogg chroni¢ jaja
W poszczegblnych etapach rozwoju embrionalnego (Hansen i Olafsen 1999). Natomiast mi-
kroorganizmy w strukturze jaja znajduja bogate zrodlo substancji odzywczych — biatko,
thiszcze, witaminy oraz mikroelementy. Sama-$§luzowa powierzchnia jaj dostarcza odpo-
wiednich substratéw mikroorganizmom oraz ufatwia ich adhezj¢. ,.Skorupke™ jaja tworza
hydrofobowe biatka, ktorych gtdwnym skladnikiem jest pseudokeratyna (ichthulokeratin)
oraz glikoproteiny. Wazng role odgrywaja rowniez weglowodany (2-3%) zdominowane
przez: galaktoze, mannoze, N-acetyloglukozaming, kwas N-acetyloneuraminowy (Arukwe
iin. 1997). Struktura jaja jest przepuszczalna dla gazow, wody i zwiazkéw nicorganicznych
(Hansen i Olafsen 1999).

Znacznie czgsciej, niz pozytywne, opisywane sg negatywne skutki rozwoju mikroor-
ganizméw na powierzchni jaj. Nadmierny rozw6j drobnoustrojéw prowadzi zazwyczaj do
ich zniszczenia, Najczgsciej za przyczyny destrukeji podawano niedotlenienic embrionu
i toksyczne oddzialywanie produktow metabolicznych bakterii. Wytwarzane przez drobno-
ustroje NH; lub H,S powoduje uszkodzenie rozwijajacego sic embrionu (Hansen i Olafsen
1999). Egzoproteolityczna aktywno$é epibioty moze takze spowodowac uszkodzenie oston
Jajowych — chorionu lub warstwy zona radiata (Barker i in. 1989, Morrisom i in. 1999), co
Sprzyja kolonizacji form potencjalnie chorobotwércezych niezdolnych do samodzielnego na-
Tuszenia ich zewngtrznej struktury.

Mozliwo$¢ rozwoju drobnoustrojow na powierzehni rybich jaj lub w jej bezposred-
nim otoczeniu jest warunkowana przede wszystkim wytworzeniem przez ikr¢ niespecyficz-
ych mechanizméw ochrony, ktérych celem jest zrekompensowanie niedo'jrza{ego. systgxnu
immunoIogi‘czne,go (Olafsen 2001). Bierna odpornos¢ jaj jest oparta na mieszaninic zwigz-
kow — lizozymu, bialek lektynopodobnych i immunoglobulin (Hansen i Olafsen 1999).



W systemie odporno$ciowym ikry istotng rol¢ odgrywaja wspomniane czasteczki
immunoreaktywne, do ktérych zalicza si¢ lizozym wystepujacy w réznych wydzielinach
$luzu ryb (Swain i Nabak 2009). Szczegolnie wysoka jego zawarto$¢ zostata stwierdzona
w jajach ryb tososiowatych: Oncorhynchus kisutch, O. tshawytscha, O. mykiss. Na podsta-
wie opisanego przez Lovolla i in. (2006) transferu opornosci pionowej mozna wnioskowac,
ze obecnos¢ lizozymu na jajach ryb staje si¢ zrodtem ,,pamigci” i zabezpieczenia ikry przed
chorobami pochodzenia mikrobiologicznego. Poza formami bakteryjnymi aktywnos¢ lizo-
zymu wplywa rdwniez na obecnos$¢ grzybow, w tym tez wystepujacych w srodowisku wod-
nym drozdzy (Paulsen i in. 2001). Niestety, wiedza na temat wplywu tej grupy mikroorgani-
zmOw na rozwoj rybich jaj jest na tyle uboga, ze wynikow niniejszych badan nie mozna
skonfrontowaé z innymi publikacjami.

Do poréwnania behawioralnych mechanizméw bioty mikrobiologicznej zasiedlajacej
powierzchni¢ ikry wykorzystano materiat pochodzacy od troci wedrownej (Salmo trutta trut-
ta m. trutta Linnaeus, 1758) oraz okonia (Perca fluviatilis Linnaeus, 1758).

Okoni (Perca fluviatilis) nalezy do rodziny okoniowatych (Percidae Bonaparte,
1832), rodzaju Perca Linnaeus, 1758. Ikra tych ryb nalezy do najbardziej kleistych. Samice
sktadajg jaja w postaci dlugich wsteg na roslinnosci podwodnej lub bezposrednio na kamie-
nisto-zwirowym dnie. Ze wzgledu na charakter rozrodu okon zaliczany jest do ryb nieochra-
niajacych jaj zarowno fitofilnych, jak i litofilnych (Brylinska 2000). Powierzchnia jaj okonia
ma struktur¢ porowata, o nieregularnych ksztattach tworzacych wzor podobny do plastra
miodu (Diehl i Bless 1995). Mansour i in. (2009) w swoich badaniach wykazali, ze ostonka
(chorion) pojedynczego ziarna ikry utworzona jest z grubej warstwy biatkowej zona radiata
interna (ZR1) i cienkiej mukoproteinowej warstwy zona radiata externa (ZRE). Szczegblo-
wa elektroforeza ZRE wykazata, ze w jego strukturze znajduje si¢ 12 zrdéznicowanych bia-
fek. Unikatowosc¢ ikry okonia wynika z reakcji ptynu jajnikowego, w przypadku ktérego
konfiguracja biatek w reakcji z biatkami ZRE i w kontakcie z wodg prawdopodobnie ulega
zmianie, formujac zelopodobne fibryle taczace sktadane jaja (Mansour i in. 2009). W wyni-
ku odizolowania jaj od srodowiska zawieszajgcego warstwe o zelowej strukturze powstaje
rodzaj siedliska sprzyjajacego mechanizmom rozwojowym ikry (Rizzo i in. 2002) i jej adhe-
rencji do podioza (Mansour i in. 2009, 2009 a). Podstawowym jego zadaniem jest ograni-
czanie ryzyka zakazenia mikrobiologicznego (Paxton i Willoughby 2000) oraz ochrona zia-
ren ikry przed uszkodzeniem mechanicznym (Korzelecka i in. 1998).

Troé¢ wedrowna (Salmo trutta trutta) nalezy do rodziny tososiowatych (Salmonidae
Rafinesque, 1815), rodzaju Sa/mo Linnaeus, 1758. Ryby tego gatunku preferuja oligotro-
ficzny profil wod $rédladowych i charakteryzujg si¢ duza wrazliwoscig na zmiany powodo-
wane oddziatywaniem antropogenicznym (Finn 2007). Tro¢ wedrowna jest gatunkiem nale-
zacym do ryb dwusrodowiskowych, ktére po osiggnigeiu dojrzatosci plciowej sptywaja
z morza do swoich endemicznych wod stodkich, aby tam zlozy¢ ikrg. Tarto odbywa sig
w potokach o chlodnej wodzie, w ktérej tarlaki budujg gniazda na podtozu kamienistym lub
kamienisto-zwirowatym.

W przeciwienstwie do bardzo charakterystycznej ikry skiadanej przez okonia jaja
troci nie sa chronione przez dodatkowg lepka warstwe. Komérka jajowa formowana w jajni-
ku troci jest zamknigta w migkkiej kleistej ostonce. Wydalenie jej do wodnego $rodowiska
rozpoczyna proces ,wodnego usztywniania” i utraty kleistosci ikry. Nadanie jaju ostateczne-
go obrysu i jego utwardzenie staje si¢ formg protekc;ji antymikrobiologicznej i stanowi
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ochrong przed mechanicznym uszkodzeniem (Landergren i Vallin 1998). Warstwa ze-
wnetrzna ikry troci jest gladka i pozbawiona dodatkowych widocznych struktur (Szulc
2007). Jej wrazliwo$é na warunki srodowiskowe opisana jest w wielu publikacjach (Dumas
i Darolles 1999, Luckenbach i in. 2003, Armstrong i Nislow 2006, Borsuk i in. 2006). We-
diug ww. autoréw stala si¢ ona podstawowym czynnikiem ograniczajacym rozwoj ikry skia-
danej w europejskich rzekach (Luckenbach i in. 2003, Borsuk i in. 2006). Przed progresyw-
nym zanieczyszczeniem naturalnych ciekdw jaja ryb tososiowatych bronia sig, wykorzystu-
Jjac jedynie dostepne niespecyficzne mechanizmy ochrony. Jest to jedyny mozliwy do wyko-
rzystania substytut niedojrzatego jeszcze systemu immunologicznego, skierowany przeciw
mikroorganizmom chetnie kolonizujacym powierzchni¢ jaj (Swain i Nabak 2009).

R6znorodno$é wskazywanych zrédet mikrobioty zdolnej do zasiedlenia powierzchni jaj
odzwierciedla rézne poglady prezentowane w publikacjach (Knouft i in. 2003, Miguez i in.
2004). W celu ich zweryfikowania w pierwszym etapie badania wykonano wstgpne analizy mi-
krobiologiczne wody, z ktérej zostaty wylowione tarlaki, a takze $luzu tarlakow, ikry ziozonej
W miejscu naturalnego tarla ryb oraz ikry pozyskanej i zaptodnionej w warunkach naturalnych.
Stwierdzono, ze poziom oznaczonej mikrobioty na ikrze pozyskanej z jej naturalnego $rodowi-
ska w przypadku bakterii nie przekraczat 10’ jtk-g™" na jajach okonia i 10% jtk-g™" na ziarnach
ikry troci. W przypadku drozdzy oznaczona liczebnos¢ kolonii byta mniejsza od 10 jtk-g™*
(tab. 21). Oznaczone wartoéci byty o rzad wielko$ci mniejsze od oznaczonej ogoélnej liczby ba-
danych drobnoustrojéw w wodzie. Oznaczona mikrobiota ikry pozyskanej w warunkach labora-
toryjnych miescita si¢ natomiast w zakresie 0,47-8,01-10" jtk-g™'; obecnosci drozdzy nie stwier-
dzono (tab. 21).

Tabela 21. Ogolna liczba drobnoustrojow izolowanych ze $rodowiska okonia i troci wedrownej

Badane Bakterie* v : Droz_(liani1
$rodowisko jtk'-ml "-g'] [jtk'ml g ']
okon tro¢ wedrowna okon tro¢ wedrowna
Woda 5,78E + 04 1,80E + 02 1,17E + 01 0,70E + 01
Sluz tarlakow 8,33E + 05 3,50E + 03 1,69E + 04 1,00E + 02
lkra §rodowiskowa 1,88E + 03 3,80E + 01 3,80E + 00 2,00E + 00
| Ikra laboratoryjna 8,01E + 01 4,71E + 00 0,00E + 00 0,00E + 00

* Czeszejko (2003).

W strukturze jakosciowej dominujgcymi wspdlnymi gatunkami izolowanymi z wody
1 §luzu okonia oraz troci wedrownej byly Pseudomonas sp, Aeromonas sp, Micrococcus sp.
W przypadku obu gatunkéw ryb na powierzchni ikry oznaczono jedynie Pseudomonas sp.
W przypadku jaj troci wedrownej i $luzu tarlakow oznaczono réwniez: Ochrobactrum sp,
Aeromonas hydrofila, Brevundimonas diminuta oraz Flexibacter sp. W badanym materiale
Stwierdzono tez obecnos¢ grzybow wodnych z rodzaju Saprolegnia, Penicillium 1 Mucor.
Obecnosci tych form nie stwierdzono na powierzchni ikry okonia.

Przeprowadzone do$wiadczenia umozliwity réwniez monitorowanie kolonizacji ma-
teriatu badawczego przez formy eukariotyczne. Co prawda oznaczona liczebnos¢ drozdzy
iZ010Wanych 7 materialu badawczego byta sporadyczna, jednak zdolno$¢ do przezycia i two-
IZenia zkozonych struktur w $rodowisku estuarium Odry moze sugerowac o ich znacznej roli
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w cyklu rozwojowym ichtiofauny. Grzyby moga powodowaé pierwotng infekcjg, jednakze
najczgsciej pojawiaja si¢ w wyniku zaistniatych juz zmian chorobowych spowodowanych
biotg bakteryjng lub pasozytnicza (Meyer 1991). Skutkiem infekcji jest wowczas degenera-
cja tkanek prowadzaca do zaklocenia rtownowagi osmotyczne;j.

A — obecnos¢ struktur bakteryjnych
na powierzchni ikry po pierw-
szym dniu inkubacji

struktury bakteryjne

widoczny egzopolisacharyd wigzgcy
komorki

B — adhezja komérek drozdzy do
biofilmu bakteryjnego w pig-
tym dniu inkubacji

bakterie

pojedyncze komorki drozdzy

komorki drozdzy z aktywnym Jjadrem

Rys. 29. Kolonizacja mikrobiologiczna jaj troci wedrownej przez Rh: mucilaginosa. Biofilm
mikrobiologiczny zobrazowano przy zastosowaniu barwnikéw fluorescencyjnych
FUN-1 Calcofluor™ White M2R. Obserwacje prowadzono w $wietle filtru EX/BA

450-490/505-520nm (Nikon)

W celu ustalenia mozliwogci kolonizacji jaj troci przez drozdze do inkubowanej ikry
(inkubacje prowadzono zgodnie z metoda podang przez Nakata i in. 2003) wprowadzono
wybrane szczepy Cr. laurenti i Rh. mucilaginosa. Na podstawie uzyskanych wynikow
stwierdzono mozliwosé¢ kolonizacji jaj troci przez testowane grzyby jednokomérkowe. Za-
stosowanie w niniejszej pracy metod fluorochromowych pozwolito na oceng rzeczywistej
dywersyfikacji spotecznosci mikrobiologicznej w poszczegdlnych hodowlach. Analiza mi-
kroskopowa wykazala, ze proces inicjacji tworzenia mikrobiocenozy na powierzchni ikry
troci rozpoczynaja formy bakteryjne (rys. 29 A). Dopiero w kolejnym etapie do utworzonej
przez nie spolecznosci przylaczajg si¢ pojedyncze komorki drozdzy, wzbogacajac tym sa-
mym jej gatunkowg strukturg (rys. 29 B).
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Wydaje si¢, ze mechanizm wspéitworzenia biofilmu nie jest przypadkowy. Na pod-
stawie pomiar6w absorbancji formazanu tertrazoliny stwierdzono, ze rozwdj drozdzy na
kolonizowanej powierzchni, na poziomie istotnym statystycznie (0,0000, przy p < 0,05),
stwierdzono od pigtego dnia hodowli. W probach nieinokulowanych drozdzami zmiany
w pomiarach absorbancji zaobserwowano dopiero w 16 dniu prowadzenia doswiadczenia
(0,0093, przy p < 0,05), co bylo efektem rozwoju organizméw bakteryjnych (zob. rys. 32).

A — struktury CIVS, w filtrze EX/BA
420 nm w dziewigtym dniu
inkubacji

B — struktura biofilmu w filtrze
DAPI w 12 dniu inkubacji

komorki drozdzy zawieszone
w EPS

formy mycelialne

Rys. 30. Etapy dojrzewania biofilmu Rh. mucilaginosa na powierzchni jaja troci

W dniach poprzednich nastgpowato tworzenie mikrokolonii, w czym uczestniczyty
jedynie formy aktywne metabolicznie (rys. 30 A). Wykorzystanie specyficznosci wigzania
barwnika FUN-1 z kwasami nukleinowymi pozwolilo na uwidocznienie w cytoplazmie tzw.
CIVS (ang. Cylindrical Intravascular Structures) wskazujgcych na zywotnos¢ i metaboliczng
aktywnos$¢ komoérek drozdzy (Fouda i in. 2006). Dla drozdzy jest to bardzo wazny etap
w tworzeniu biofilmu. Zawieszone w zewngtrzkomorkowej macierzy (EPS) komérki mogg
ulec zréznicowaniu morfologicznemu, dzigki czemu zwigksza si¢ prawdopodobiefistwo ich
pozostania w $rodowisku. Utworzenie bowiem zwartej biomasy biofilmu staje si¢ mozliwe
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Jjedynie przy udziale form mycelialnych, ktérych obecnos¢ uwidoczniona jest na rys. 30 B.
Homogeniczno$¢ oparta wytacznie na jednokomérkowych strukturach nie wyklucza, co
prawda, rozwoju spofecznosci, ale jego struktura jest szczatkowa (Baillie i Douglas 2000,
Dorocka-Bobkowska i Konopka 2003).

Utrzymywanie procesu reprodukcji (rys. 32) przez komérke oznaczane bylo do kon-
cowego etapu rozwoju biofilmu. Prawdopodobnie od 13 dnia hodowli przylaczanie si¢ poje-
dynczych komérek i ich mozliwos¢ rozwoju byla sporadyczna, co potwierdzit poréwnywalny
w czasie czterech kolejnych dni pomiar absorbancji formazanu terazoliny (rys. 32). Ostateczne
uformowanie spofecznosci mikrobiologicznej zakonczylo znaczny przyrost substancji poza-
komoérkowej az do catkowitego otoczenia przez nig powstatych mikrokolonii (rys. 31 A, B).

A — powierzchniowa warstwa
dojrzatego biofilmu
w filtrze EX/BA

uwalnianie komérek bakteryj-
nych i drozdzowych

komorki drozdzy z jadrem
aktywnym

komorki bakteryjne

komorki drozdzy bez CIVS
egzopolisacharyd

B — mikrokolonie na powierzch-

ni ikry otoczone warstwg
EPS w filtrze DAPI

aktywne jadro w poj edynczych
komérkach drozdzy

rozpad komorek drozdzowych

komoérki drozdzy bez CIVS

egzopolisacharyd

Rys. 31. Dojrzaly biofilm Rh. mucilaginosana na powierzchni ikry otoczony EPS

0d tego czasu pomiary absorbancji redukowanego przez drozdze XTT wskazywaty
na powolny spadek warto$ci 0znaczanego wskaznika (rys. 32). W obrazach mikroskopowych
uformowanego biofilmu stwierdzono réwniez zmiang fazy zycia poszcezegdlnych komoérek.
Znacznie zmniejszyla si¢ liczba komérek z obecnoscig CIVS. Niezdolne do wzrosty drozdze
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w warunkach in vitro monitorowano w preparatach barwionych barwnikami fluorescencyjnymi
Calcofluor™ White M2R. Zachowanie integralnosci blony komérkowej przez pojedyncze ko-
morki dato podstawe do stwierdzenia, iz komorki drozdzy przechodzity w stan VBNC (rys. 30).
Istotne statystycznie zmniejszenie ilo$ci pomiarowej absorbancji formazanu tetrazoliny
i obecno$¢ form niehodowalnych towarzyszyta wzrostowi liczby komorek aktywnych metabo-
licznie w $rodowisku otaczajgcym jaja (rys. 33). W przypadku hodowli inokulowanej wybra-
nymi szczepami Rh. mucilaginosa wspotczynnik korelacji ustalono na poziomie » = —0,4116,
przy a= 0,05, Cr. laurenti natomiast na poziomie = —0,6220, przy a = 0,05.

0,050
0,045
0,040
0,035
0,030
0,025
0,020
0,015
0,010
0,005
0,000

Absorbancja XTT [nm]

0 3 5 6 10 13 16" 20 24 27 20 34 36 =&k
Inkubacja ikry [°D] =T ITD
Rys. 32. Zmiany aktywnoéci oddechowej drozdzy w trakcie prowadzenia hodowli ikry.
*[stony wzrost absorbancji na powierzchni ikry w hodowlach IT RA i IT Cr.

*¥[stotny wzrost absorbancji na powierzchni ikry w hodowli IT D™ (préba kontrol-
na); IT — ikra troci, Rh — Rh. mucilaginosa, Cr — Cr. laurenti

Ustalone zaleznosci wskazujg, ze postgpujace zmiany w dotychczasowym siedlisku
drozdzy spowodowaly zahamowanie tworzenia biofilmu i zainicjowanie etapu rozpraszania
komoérek zdolnych do tworzenia nowych mikrokolonii. Na tym etapie rozwoju spolecznosci
Mitchell i Blankenship (2006) obserwowali wysoka aktywnos$¢ zewngtrzkomérkowego
zwigzku sygnatlowego — farnezolu. Wedlug jednej z hipotez zwiazek ten jako czynnik qu-
orum sensing moze powodowa¢ zahamowanie formowania biofilmu (Hogan 2006) poprzez
inhibicj¢ tworzenia strzgpek (Ramage i in. 2002) i zainicjowanie etapu jego opuszczania
przez pojedyncze komérki drozdzy (Greenberg 2003).

W niniejszych badaniach prowadzono réwniez kontrolg zmiennosci liczby mikroorga-
nizméw zywych w hodowlach ikry, ale nieinokulowanych szczepami drozdzy. Jako wskaznik
dynamiki zmian zastosowano, tak jak w pozostatych hodowlach, test kolorymetryczny reduk-
cji XTT. Z analizy przeprowadzonych pomiarow wynika, iz zrbwnowazony poziom absorban-
cji utrzymywat si¢ do 13 dnia inkubacji jaj. Po tym czasie nastapil wyrazny, statystycznie
istotny, wzrost wartosci oznaczanego farmazanu tetrazoliny (rys. 32). Wyjasnienia powyzszej
zmiennodci doszukiwaé si¢ mozna w rozwoju aktywnosci oddechowej rozwijajgcego si¢ za-
rodka lub w zwickszajacej si¢ liczbie np. komorek bakteryjnych.
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X: XTTRh

N=50
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Rys. 33. Zalezno$¢ zmian aktywnosci oddechowej szezepéw Rhodotorula i Cryptococcus drog-
dzy zaadherowanych do powierzchni ikry i obecnych w $rodowisku jg otaczajgcym,
Czcionkg pogrubiong wyrézniono wartosci istotne statystycznie

Dywersyfikacja gatunkowa bioty bakteryjnej w czasie prowadzenia do$wiadczenia
wykazala intensywny rozwdj Ps. fluorescens. Mozliwe jest to, iz nadmierny wzrost tego drob-
noustroju przyczynit si¢ do wzrostu wskaznika aktywnosci oddechowej komérek, W takim
jednak przypadku powinno doj$¢ do niedotlenienia embrionu, wskutek czego czas wylegu
larwy powinien zosta¢ op6zniony lub doprowadzi¢ do jej obumarcia. Takiej zaleznogci jednak
nie stwierdzono (tab. 22). Zastanawiajgca jest jednak zaobserwowana wyrazna odwrotnie pro-
porcjonalna zalezno$¢ statystycznie istotnego spadku aktywnosci metabolicznej SZCzepow
drozdzy oznaczonych w 16 dniu hodowli i statystycznk: potwierdzonego wzrostu wartogci
absorbancji w hodowlach nieinokulowanych grzybami Jednokomérkowymi. Jedyng z mozli-
wych do zaakceptowania interpretacjg jest zahamowanie rozwoju bakterii w wyniku statycznej
i/lub bojezej aktywnosci Rh. mucilaginosa. W innym przypadku zobrazowane na rys. 32
zmiany w wariancie [TRA wykazalyby nie spadek, a jedynie postepu jacy wzrost 0znaczanego

formazanu tetrazoliny.
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W pi$miennictwie podkreslana jest szczegélna wrazliwo$¢ jaj ryb lososiowatych na
niskg koncentracj¢ tlenu (Hamor i Garside 1976, Rombough 1988). Jedng z wielu funkcji,
Jakie petni epibiota bakteryjna jaj, jest ograniczenie rozwoju drobnoustrojéw, ktorych obec-
nos¢ w $rodowisku jest niepozgdana lub przypadkowa. W efekcie ich rozwoju mamy do
czynienia z postgpujacg infekcja, ktorej najczgstszym skutkiem jest obumarcie ikry. W przy-
padku jaj ryb fososiowatych ich przezywalnos¢ jest bardzo zréznicowana i wynosi od 0,0%
do ponad 85,0% (Bromage i in. 1992). Paradoksalnie mikrobiologiczna struktura utworzona
na powierzchni moze jednak sprzyja¢ przyleganiu form grzybiczych. Mimo ze funkcje
ochronne jaj w postaci enzyméw litycznych dziataja bjczo lub statycznie na grzyby, w tym
przede wszystkim na Saprolegnia parasitica (Kudo 1992), wyniki zawarte w niniejszej pra-
cy wskazujg na ich ograniczong skuteczno$¢. Zwigkszajaca si¢ objeto$é biofilmu, wyrazona
wzrostem absorbancji formazanu tetrazoliny (rys. 32), najprawdopodobniej stata si¢ bezpo-
srednig przyczyng wydtuzonego cyklu rozwojowego zarodka w stosunku do wariantu bez
obecnodei grzybéw jednokomérkowych (tab. 22). Przyczyng takiego stanu mogh byé rozra-
stajacy si¢ biofilm, ktory ograniczyt dostep do tlenu.

Tabela 22. Wyleg larw troci w poszczegdlnych wariantach badawczych

£ Warianty hodowli ikry
AUy ITD' ITD o ITD IT D' FRAT
w hodowlach
-240°D 252°D 260°D
Larwy 20,0 87,0 78,0 100,0 100,0 100,0
Jaja zywe 80,0 13,0 22,0 0,0 5,0 0,0
Jaja obumarle - - - - 30,0 25,0

D" - obecno$é¢ drozdzy w hodowli, D™ — inkubacja ikry bez drozdzy (préba kontrolna).

Skutki nadmiernego rozwoju mikrobioty na powierzchni jaj nie staly si¢ jednak przy-
czyng jej nadmiernego obumierania we wezesnych etapach rozwoju. Na podstawie przepro-
wadzonych obserwacji stwierdzono, ze wyliczony pod koniec doswiadczenia odsetek ob-
umartych jaj byt pordwnywalny we wszystkich wariantach hodowlanych (tab. 22). Wynikato
to zapewne z obecnosci zapasow tlenowych zgromadzonych w ciatku z6éttym i ptynie pery-
witalnym, co zaspokoilo podstawowe potrzeby rozwijajgcego si¢ embrionu (Hansen i Olaf-
sen 1999).

W przypadku zaplodnionych jaj ryb lososiowatych Ortner i in. (1993) wskazali na
wysoka tolerancj¢ deficytow tlenowych w $§rodowisku. Zapotrzebowanie tlenowe w cyklu
zarodkowym nie jest stale — wzrasta wraz z kolejnymi etapami rozwoju embrionalnego.
Niewystarczajace iloéci tlenu w $rodowisku moga powodowa¢ obumarcie ikry, opéznienie
wylegu (tab. 22) lub przedwczesny wyleg (Czerkies i in. 2001). Luberka-Bienkowska
(1995), powolujac si¢ na wyniki zawarte w kilku publikacjach, podkresla, e niska koncen-
tracja tlenu w $rodowisku moze stymulowaé proces wykluwania si¢ ryb. Autorka sugeruje,
iz stan przedwezesnego wylegu jest wynikiem zwigkszajgcego si¢ zapotrzebowania odde-
chowego zarodkow i tworzenia warunkow hipoksji w §rodowisku otaczajgcym. W konteks-
cie powyzszych doniesien nasuwa si¢ jednak pytanie, czy biofilm uformowany na po-
wierzchni jaja, bedacy barierg dla wymiany tlenowej, moze stymulowac niskie stgzenie tlenu
w wodzie i inicjowaé sekrecje enzymu wyklucia. Jezeli przyjmiemy, ze wyklucie larw jest
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wynikiem interakcji odpowiedniego stadium rozwoju zarodka i oddziatywania czynnikow
$rodowiska, to mikrobiocenozy na powierzchni zarodka moga spowodowaé wyleg larw nie-
dojrzatych i wysoka $miertelno$¢ w pézniejszych etapach zycia.

Analogiczne badania wykonano na ikrze okonia. W kontrolnych wariantach badaw-
czych, nieinokulowanych szczepami drozdzy, wartos§¢ pomiaru produktu redukcji XTT na
ikrze utrzymywala si¢ na pordéwnywalnym poziomie (rys. 34) i byla istotnie mniejsza niz
w probach inokulowanych szczepami Rh. mucilaginosa (0,001, przy p < 0,05) oraz Cr. lau-
renti (0,209, przy p <0,05).
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Rys. 34. Aktywno$é oddechowa drozdzy w hodowli ikry okonig. * Istony wzrost absorbancji
na powierzchni ikry w hodowlach IORA i 10Cr; 10 — ikra okonia, Rh — Rh. mucila-
ginosa, Cr— Cr. laurenty, D" — proba kontrolna

Pomimo niepotwierdzonych statystycznie réznic w wartosciach absorbancji formazanu
tetrazoliny, uzyskanych w poszczegdlnych hodowlach inokulowanych szczepami drozdzy
(0,236, przy p <0,05), wartosci te pozwolily na sformutowanie wniosku, iz powierzchnia jaj
byla zasiedlana przede wszystkim przez Rh. mucilaginosa (rys. 34), znacznie mniej intensyw-
nie natomiast przez Cr. laurenti. W probach modelowych ze szczepami Rh. mucilaginosa lub
Cr. laurenti stwierdzono wzrost aktywnosci oddechowej komérek oznaczonych na ikrze oko-
nia dopiero w piatej dobie prowadzonego do$wiadczenia — uzyskano wartosci istotne staty-
stycznie na poziomie odpowiednio 0,000157, przy p < 0,05 oraz 0,0056, przy p < 0,05. Wzrost
wartosci absorbancji formazanu tetrazoliny utrzymywat si¢ na poréwnywalnym poziomie do
czasu zakonczenia doswiadczenia (rys. 34).

Wykazana istotno$¢ roznic pomigdzy modelami do$wiadezalnymi i ich §rodowiskami
(woda, ikrg) wyklucza wptyw mikrobioty »przypadkowej” na uzyskane wartosci oznaczen
absorbancji w wariantach proby kontrolnej (I0D") oraz lORA 1 10Cr (rys. 34).

Wyznaczonej tendencji zmian w czasie prowadzenia doswiadczenia towarzyszyty
zmiany warto$ci wskaznika kolorymetrycznego zastosowanego w bezposrednim otoczeniu
ikry. Tak jak w przypadku ikry troci wedrownej rowniez w przypadku ikry okonia obserwa-
cje potwierdzity wyniki analizy statystycznej (rys. 35). W obu hodowlach uzyskano pozy-

84



tywng korelacj¢ pomi¢dzy poziomami absorbancji formazanu tetrazoliny w wodzie hodow-

lanej i na powierzchni ikry.

Wykres rozrzutu: XTT I0Cr vs. XTT H,0Cr

XTT H,0Cr =-0,0912 + 9,5779 * XTT 10Cr
korelacja: r= 0,67470
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Rys. 35. Zalezno$é zmian aktywnosci oddechowej wybranych szczepow drozdzy zaadhero-

wanych do powierzchni ikry okonia i obecnych w srodowisku ja otaczajgcym.
Czcionkg pogrubiong wyrézniono warto$ei istotne statystycznie

Z niniejszej analizy i obserwacji zmian w strukturze ikry okonia wynika, Ze¢ adherencja
komoérek drozdzy do powierzchni jaj nastgpowalta wraz ze zmniejszaniem si¢ lepkosci mukopro-
teinowej warstwy otaczajacej jaja. Zmiana micjsca dotychczasowego funkcjonowania komorek

zostala przeanalizowana dzigki przeprowadzonym obserwacjom mikroskopowym.
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W pierwszych trzech dniach inkubacji nie stwierdzono obecnos$ci drozdzy na wias-
ciwej ostonce jaj, a obecne formy bakteryjne obserwowano sporadycznie (rys. 36 A).
W przeciwienstwie do wyznaczonych etapéw tworzenia biofilmu na powierzchni jaj troci
w hodowlach ikry okonia nie stwierdzono obecnosci spolecznos$ci zlozonych. Nie zaobser-
wowano rowniez zwartej zamknigtej w egzopolisacharydowej matrix zorganizowanej mi-
krobiocenozy tworzonej przez zainokulowane drozdze i epibiote ikry okonia (rys. 36 B).
Interesujace wydaje si¢ to, ze komérki drozdzy zachowaty swoja aktywnos$¢ metaboliczng do
ostatniego dnia prowadzenia do§wiadczenia (rys. 36 B).

Analiza mikroskopowa obrazéw wybarwianych zestawem FUN-1 i Calcofluor M2R
wykazata, ze komérki drozdzy zadherowane do powierzchni jaja okonia nie tworzyly strze-
pek (rys. 36 A). Podobne obserwacje przeprowadzono na obrazach mikroskopowych war-
stwy otaczajgeej jaja, ktora byta podstawowym miejscem ich przylegania (rys. 36 B). Obraz
rozwijajgcej si¢ mykocenozy przedstawiony na rys. 36 C sugeruje, iz drozdze ulegajg zwia-
zaniu z substancjg $§luzowa otaczajacg ziarna ikry. Zmniejszenie jej lepkosci powoduje
uwalnianie si¢ komérek drozdzy, w zwigzku z czym zwigksza si¢ w otoczeniu liczba form
planktonowych. Cze$¢ z nich jednak ulega zwigzaniu z powierzchnig jaja, czego efektem sg
wyznaczone korelacje. Warstwa $§luzowa jest wige naturalng barierg ograniczajgca dostep
mikrobioty do wiasciwej ostony jaja.

Tak odmienny charakter formowanej przez mikroorganizmy spotecznosci wynika naj-
prawdopodobniej ze specyfiki ikry sktadanej przez okonia. Paxton i Willoughby (2000) uwa-
7aja, iz jest ona wynikiem ewolucyjnego dostosowania, z czego gatunek czerpie okreslone
korzysci. Sktadana przez P. fluviatilis ikra ma jednak ograniczong powierzchni¢ wystepowa-
nia, co w warunkach zagrozenia infekcja mikrobiologiczng lub nickontrolowanym przerostem
zadherowanych drobnoustrojéw moze zwigkszy¢ ryzyko zahamowania jej rozwoju. Zasadnogé
rozwazenia ewentualnego wplywu obecnych w srodowisku drozdzy na prawidlowy rozwoj
embrionu okonia uzasadniajg wyniki zawarte w tab. 23. W dostgpne;j literaturze przedmiotu
nie napotkano na doniesienia $wiadczace o.infekcyjnym zagrozeniu wynikajacym z obecnogci
drozdzy. Niemniej jednak $miertelno$é jaj w wariantach inokulowanych jednokomérkowymi
grzybami przekraczata 65,0%, w stosunku do 36,0% w hodowlach kontrolnych,

Tabela 23. Wylgg larw okonia w poszczegélnych wariantach badawczych

e
Warianty hodowli ikry
Zmiany 0OD" 10D 10 D 10D 10 D' 10D
w hodowlach
22°D 24°D 26°D

Larwy a2 70 20 80 il gt | 90

Jaja zywe 98 30 80 20 L_#

Jaja obumarte e o = 2 65,505,005 | | 360 |

D' — obecno$é drozdzy w hodowli, D™ — inkubacja ikry bez drozdzy (préba kontrolna).
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A — mikrobiota jaj w pierwszym
dniu hodowli w filtrze
EX/BA

pojedyncze komérki bakterii

B — komérki drozdzy przytwier-
dzone do ostony jaja w pig-
tym dniu hodowli w filtrze
EX/BA

drozdze z CIVS

mikrokolonie bakteryjne

C—komérki drozdzy przytwier-
dzone do warstwy Sluzowej
otaczajacej ziarna ikry w siod-
mym dniu hodowli, widocz-
ne w filtrze DAPI

brzeg jaja

przestrzen pomi¢dzy ziarnami
ikry

komorki drozdzy z aktywnym
jadrem

Rys. 36. Obecno$¢ bakterii i drozdzy na ostonach jaj okonia



Uzyskane wyniki badan wydaja si¢ potwierdza¢ hipotezg, wedlug ktorej zgromadze-
nie duzej masy polaczonych ze sobg jaj sprzyja¢ moze kolonizacji przez grzyby jednoko-
morkowe. Zbyt intensywny rozwdj drozdzy mogt spowodowaé ograniczenie rozwoju em-
brionu i, w niektérych przypadkach, jego $mieré. W 22°D w wariancie nieinokulowanym
grzybami wérod jaj wykazujacych zywotno$¢ az 70,0% bylo larwami. W tym samym czasie
inkubacji w hodowli prowadzonej z drozdzami stwierdzono jedynie 2,0% larw. Poziom ich
wylegu wzrdst do 45,0% w ostatnim dniu prowadzenia do$wiadczenia (tab. 23). W niekto-
rych jednak przypadkach prowadzi¢ to moze nawet do zniszczenia calej populacji. Takiej
obserwacji na ikrze ropuchy Boreas Bufo Baird & Girard, ktorej charakter ikry jest bardzo
zblizony do ikry okonia, donali Blaustein i in. (1994); infekcja byla wywolana wodnymi
grzybami Saprolegniacea.

W kontekscie uzyskanych wynikéw zasadne jest rozwazenie powinowactwa $ciany
komorkowej drozdzy ze struktura biochemiczng ,,wiazgcg” pojedyncze jaja okonia. W roz-
wijajacych si¢ i dojrzatych jajach okoniowatych istotng rolg odgrywaja biatka lektynopo-
dobne. Jak juz wspomniano na wstepie, mechanizm regulacji przylegania i tworzenia zlozo-
nych spolecznosci jest determinowany tzw. wigzaniami lectin-like adhesion lub sugar-insen-
sitive adhesion (Verstepen i Klis 2006). Moze wigc powinowactwo zwigzkéw wspéitworzg-
cych warstwe otaczajacg jaja okonia i odpowiedzialnych za flokulacjg lub adherencje ligand
drozdzy stato si¢ procesem inicjujagcym unieruchomienie komoérek testowanych grzybow.
W ten sposob lepka struktura pelni funkcje jednej z najwazniejszych barier powstrzymujgcych
penetracje mikroorganizméw i zapobiega bezposredniej infekcji jaj przez formy eukariotyczne.
Potwierdzeniem powyzszej sugestii sa obserwacje braku wpltywu obumariej ikry na rozwoj
znajdujacych si¢ w jej bezposrednim kontakcie jaj ,zdrowych”. Nie potwierdzono sugestii Ki-
tancharoen i in. (1997) jakoby ,,martwa” ikra stawata si¢ miejscem intensywniejszego rozwoju
mikrobioty i przenoszenia infekcji na pozostale ziarna.

Podobne wyniki uzyskali Paxton i Willoughby (2000), wykazujae, ze w kolonizacji
ikry okonia przez Saprolegnia sp rozw0j grzybow byt ograniczony do jednego jaja i ze nie
wplywat na rozwéj pozostatych jaj. W spoteczno$ci komensalnej epibioty jaj ryb bytujg row-
niez formy fakultatywnie chorobotwéreze lub patogenne, w przypadku ktérych ograniczenie
rozwoju nastgpuje na amorficznej zewnetrznej warstwie ikry. Zainfekowane jaja zostajg od-
izolowane w wyniku obecnosci tej warstwy, co zapobiega rozwojowi infekcji, W tym swo-
istym ekosystemie realne zagrozenie wynika wige z konsumpcji tlenu przez obecng w nim
mikrobiote i jego letalnego wplywu na rozwijajgcy si¢ embrion. W procesie rozwojowym
ikry okonia i troci bardzo wazng rolg odgrywa wiasnie dostgpnos¢ tlenu (Smith i in, 2001).

Zbieznoéé obserwacji stala si¢ potwierdzeniem protekcyjnej roli zewnetrznej war-
stewki ikry. Pozostaje jednak pytanie, dlaczego ,,zimmobilizowane” koméorki drozdzy nie
tworzyly funkcjonujacej spolecznoéci, co opisano w przypadku ikry troci. Byé moze warun-
ki biochemiczne siedliska ikry tych ryb nie inicjowaly genetycznie Warunkowanego procesu
formowania biofilmu. Oczywiste bylo wigc pominigcie etapu tworzenia strzepek, ktorych
obecno$¢ wyznacza jeden z etapow formowania spolecznosci i pozostania komérek w mi-
kroekosystemie (rys. 36).

Wyniki niniejszej analizy mykologicznej wody zawieszajacej Jjaja okonia uzupelniajg
powyzsze whnioskowanie. Wzrost wartosci absorbancji formazanu tetrazoliny w czasie trwa-
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nia do$wiadczenia oraz prawdopodobna dostgpnos$¢ zwigzkow, w tym przede wszystkim
biatkowych, w $rodowisku hodowanym byta sprzyjajaca dla utrzymania ich aktywnosci me-
tabolicznej rowniez w formie planktonowej.

Uzyskane wyniki badan wykazaly, ze obecno$¢ Rh. mucilaginosa i Cr. laurenti nie
byla pierwotnym czynnikiem prowadzacym do obumarcia 65,0% jaj okonia i 30,0% troci
wedrownej. Bez watpienia aktywno$é metaboliczna grzybow mikroskopowych przyczynita
si¢ do opdznienia wylggu larw i stala si¢ posrednim czynnikiem letalnym w przypadku po-
zostalych jaj. Najprawdopodobniej byto to wynikiem obecnoéci drozdzy w zewngtrznej war-
stwie lepkiej ostonki ikry okonia oraz rozwoju biofilmu na powierzchni jaj troci wedrownej
i deficytu tlenowego.

W wodach estuarium Odry zréznicowana gatunkowo ichtiofauna odnajduje dla siebie
$rodowiska czgstkowe — miejsce zerowania, rozrodu i podchowu wylggu, a takze stadidow
miodocianych. Warunkiem jednak ich pelnego wykorzystania jest stopien zanieczyszczenia
miejsca bytowania ryb. Determinuje on bowiem swobod¢ przemieszczania si¢ ryb uznanych
za gatunki wskaznikowe i poziom zmiennosci gatunkow typowych dla okreslonego estu-
arium (Whitfield i Elliott 2002). Biorgc pod uwagg strukture gatunkowg ichtiofauny i jakos¢
wody, Torz (2007) uznata, ze warunki bytowania ryb w Odrze mieszcza si¢ pomigdzy ,,do-
brymi” a ,,wystarczajagcymi”, co odpowiada wg klasyfikacji jakosci estuarium Whitfield
i Elliott (2002) klasie B-C.

W kontekécie powyzszych doniesient i wynikéw badan wiasnych wyltonito si¢ kolejne
pytanie: Czy stata obecno$¢ drozdzy w rybach i otaczajacej je wodzie moze odzwierciedlaé
jakos¢ tego $rodowiska? Zwlaszeza ze w pismiennictwie naukowym, w ktorym przedmiotem
badan byta obecno$é¢ lub aktywno$é niektorych gatunkéw drozdzy, wylonita si¢ pewna nie-
konsekwencja. Z jednej strony pojawity si¢ sugestie o wspoizaleznosci wzrostu liczby jed-
nokomérkowych grzybéw i wzrostu zanieczyszczenia, z drugiej strony Hagler i Ahearn
(1987) wskazuja na wody oligotroficzne jako siedlisko np. niektérych gatunkéw z rodzaju
Rhodotorula czy Cryptococcus (Lachance i Starter 1998). W zwigzku z powyzszym w dal-
szej czesci pracy przeanalizowano mozliwo$¢ wykorzystania grzybow w ocenie mikrobiolo-

gicznej jakosci wod.
4.8. Drozdze jako wskazniki zanieczyszczenia wod

Definicja wskaznikéw mikrobiologicznego zanieczyszczenia wod wskazuje na mi-
kroorganizmy, ktorych obecno$é w §rodowisku dla nich nietypowym pozwala na okreslenie
stopnia i Zrodla zanieczyszczenia. Ustawodawstwo migdzynarodowe (European Comission
2000) i krajowe (Rozporzadzenie Ministra Zdrowia z dnia 29 marca 2007 r.) w mikrobiolo-
gicznym monitoringu zanieczyszczenia wod uwzglednia przede wszystkim niepatogenne
wskazniki bakteriologiczne. Wiclu autoréw wskazuje jednak na ograniczone zaleznosci po-
migdzy wskaznikami bakteryjnymi a potencjalnymi patogenami wystepujacymi w wodzie
(Arvanitidou i in. 2002). Od lat prowadzone s3 badania wskazujgce na koniecznos¢ zwigk-
szenia liczby wskaznikoéw okreslajacych stan jako$ci wod. Uzyskane rezultaty staly si¢ pod-
stawg stworzenia Water Quality Foundation (WQI) powolanej przez National Sanitation
Foundation (2005). Program zwigkszenia liczby indykatorow, zawartych w trzech obszer-
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nych kategoriach: fizycznych, chemicznych i biologicznych, nie uwzglgdnia jednak mozli-
wosci wykorzystania np. grzybéw drozdzopodobnych jako wskaznikow czystosci wod. Juz
w latach 60. ub. wicku mykolodzy wskazywali na korelacje pomigdzy liczebno$cig mykoce-
noz drozdzowych a zaburzonym oddziatywaniem antropogenicznym i profilem ekologicz-
nym ciekéw naturalnych (Cooke i in. 1960, Hedrick i Soygenc 1967). Badania przeprowa-
dzone w estuarium Odry przez Boguslawska-Was i Dabrowskiego (2007) wykazaty zrozni-
cowanie przestrzenne ogdlnej liczby drozdzy i grzybéw drozdzopodobnych, zalezne od do-
plywu zanieczyszczef miejskich i zwigzanego z tym pogarszajacego si¢ ukiadu hydroche-
micznego. Monitoring zmian w $rodowisku nie jest jednak warunkowany jedynie czynnika-
mi antropogenicznymi, wynika réwniez z naturalnej ewolucji ekosystemu.

Fakt wystgpowania grzybéw mikroskopowych w korelacji z bakteryjnymi wskazni-
kami okre$lajacymi jako$¢ wod coraz czeéciej zostaje wykorzystywany w ocenie $rodowi-
ska. El-Taweel i Shaban (2001) wykazali, ze w prébach oczyszczonych $ciekéw, pomimo
dopuszczanego przez normy poziomu standardowych indykatoréw (ogélnej liczby bakterii,
bakterii z grupy coli, bakterii coli typu fekalnego i enterokok6w), podwyzszony byt poziom
»nowych” wskaznikow (ogélna liczba drozdzy, Candida albicans i Aeromonas hydrophila,
Staphylococcus sp). Wedtug ww. autoréw jest to wystarczajgcy argument do uznania propo-
nowanych grup drobnoustrojow za obowigzujace ,,narzedzia” kontroli. Wydaje si¢ jednak, ze
jednoznaczne wskazanie takiej zaleznosci obarczone jest zbyt duzym bledem.,

Przede wszystkim, co potwierdzajg badania wiasne, taka korelacja nie dotyczy
wszystkich typéw $rodowisk wodnych. Wyniki badan wiasnych wskazuja, co prawda, na
Scistg korelacj¢ pomig¢dzy NPL bakterii grupy coli typu kalowego a ogélng liczbg drozdzy
(r=0,27), ale jedynie dla obszaru rzecznego (rys. 37).W Zalewie Szczecinskim i Zatoce
Pomorskiej takich zaleznosci nie potwierdzono (rys. 37).

Wyznaczona tendencja zmian wiasciwa jedynie dla okreslonych $rodowisk moze
sprzyjaé powstaniu watpliwo$ci we wnioskowaniu. Poza tym niepoprawne staje Si¢ stoso-
wanie wskaznika, ktorego zalezno$¢ od uznanych indykatoréw nie jest stala. Nie wiadomo
bowiem, od jakiego poziomu zanieczyszczenia fekalnego np. ogélna liczba drozdzy staje sig
rzeczywistym odzwierciedleniem stanu mikrobiologicznego srodowiska. Wydaje sig, ze po-
dobne dylematy mieli Arvanitidou i in. (2005). Przeprowadzili oni test korelacji obejmujgcy
0gbIng liczbe bakterii heterotroficznych, catkowitg liczbg bakterii grupy coli typu katowego
i enterokokéw, dla ktorych zostata ustalona statystyczna wspétzaleznose. W przypadku jed-
nak ogblnej liczby drozdzy powyzszej interpretacji analiza statystyczna nie potwierdzila.
Cztery lata weze$niej zespot pod kierownictwem tego samego mikrobiologa prowadzit ba-
dania na prébach wody pobranych z najdtuzszej rzeki Grecji — Alikmon. Przedstawione wy-
niki badan (Arvanitidou i in. 2002) wskazuja na $cisly zwigzek pomigdzy 0znaczong liczbg
drozdzy a calkowitg liczba bakterii z grupy coli i bakterii coli typu kalowego.

W naturalnych ciekach, ktorych poziom wskaznikow hydrochemicznych wskazuje na
zrébwnowazony uklad ekologiczny nieobcigzony naplywem scickéw, dominujg populacje
gatunkow niefermentujacych (Hagler i Ahern 1987). W wodach zanicczyszczonych nato-
miast oznacza si¢ najczgsciej obecnos¢ oportunistycznych patogenéw z rodzaju Candida
(Medeiros i in. 2008), ktére stanowig dominujacy odsetek izolatow (Arvanitidou j in. 2005,

Vogel i in. 2007).
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W badaniach wiasnych grzyby z rodzaju Candida oznaczono w 64% préb pobranych
z Odry, w 50,8% z Zalewu Szczecifiskiego, w 21,4% z Zatoki Pomorskiej. Biorge pod uwa-
8¢ obecnos¢ tego rodzaju drozdzy jako potencjalnego wskaznika zanieczyszczenia fekalnego
(Arvanitidou i in. 1999), wedlug Almeida i in. (2005) nalezy uwzgledni¢ przede wszystkim
obecnos¢ C. parapsilosis i C. krusei. Zblizony poglad przedstawiajg Vogel i in. (2007) oraz
Sherry i Qureschi (1981), ktérzy proponujg uzna¢ obecnos¢ patogennych gatunkéw z rodza-
ju Candida za indykatora fekalnego zanieczyszezenia obszaréw rekreacyjnych. Badania pro-
bek wody pobranych z estuarium Odry wykazaty jedynie sporadyczne wystepowanie tych
drobnoustrojow. Interesujacy wydaje sig natomiast znaczny udziat C. tropicalis w ogdlnej
liczbie izolowanych drozdzy. Czgstosé izolowania tego drobnoustroju zwickszata si¢ wraz
ze zmniejszaniem si¢ odleglodci od Szczecina jako podstawowego zrodia zanieczyszczen
(zob. tab. 11).

Obecnos¢ w $rodowisku naturalnym C. tropicalis, jako formy chorobotwérczej dla
czlowieka, proponuje si¢ uznaé za ,,miarg” zagrozenia zdrowotnego czlowieka i/lub poziomu
zanieczyszczenia (Almeida i in. 2005, Vogel i in. 2007). Ten komensalny oportunistyczny
patogen, o matych wymaganiach odzywczych (Kockova-Kratochvilova 1990) i stosunkowo
dlugim czasie przezycia w $rodowisku dla niego nietypowym (Vogel i in. 2007), moze od-
zwierciedla¢ rzeczywisty stan badanych ekosysteméw wodnych. Tego badania wiasne jed-
nak nie potwierdzily. Biorgc pod uwagg sam fakt oznaczenia niektorych gatunkéw drozdzy
Jako wskaznik6w poziomu zanieczyszczenia, podkresli¢ nalezy obecnosé C. albicans w pro-
bach pobranych ze stacji o najintensywniejszym naptywie zanieczyszczefi miejskich (Most
Clowy i Urzad Morski w Szczecinie) — tab. 11. W wigkszosci publikacji podkregla 8i¢ zna-
czenie C. albicans jako czynnika infekcyjnego (Hube i in. 2000, Kumamoto 2002), coraz
czgdciej rozwazanego jako uzupeiajgcy test w ocenie zanieczyszczenia bakteryjnego wody
(ElI-Tawel i Shaban 2001). Zaznacza si¢ réwniez wspétzaleznosé wystepujacy pomigdzy
C. albicans a drobnoustrojami patogennymi, takimi jak Salmonella spp., Staphylococcus
aureus (Efstratiou i in. 1998) czy Pseudomonas aeruginosa (Robertso i Tobin 1983).

Uzyskane wyniki badan wiasnych i ich statystyczna interpretacja nie upowaznia do
sformutowania jednoznacznego wniosku o istniejacej wspotzaleznosci pomigdzy poziomem
fekalnego zanieczyszezenia a obecnoscig niektérych gatunkéw drozdzy Oznaczanych w pré-
bach wody estuariowej. Wyjatkiem byt S. cerevisiae (tab. 24).

Drobnoustréj ten w cickach naturalnych jest izolowany stosunkowo rzadko (Comi
i in. 1983, Bogustawska-Was i Dgbrowski 2001). Jego dominacja w odsetky 0golnej liczby
drozdzy wskazuje na zwigzek z obecnodcia zanieczyszezen gospodarczych przemystowych.
Zastosowana przez Bogustawska-Was i in. (2007) technika molekularnego typowania we-
wnatrzgatunkowego metodg RAPD-PCR pozwolita na okreslenie stopnia podobiefistwa
szczepOw S. cerevisiae i ustalenie ich ewentualnego pochodzenia. Na podstawie uzyskanych
profili genetycznych wyréznionych zostato dziewigé genotypow (tab. 25), ktorych obecnoge
powigzano z miejscem izolacji. Tabelaryczne zestawienie dominaciji spokrewnionych szcze-
péw wskazywalo, ze zrodlem niektorych genotypow (np. G i H) byt obszar zlewni nieobcig-
zony wpltywem duzych aglomeracji miejskich. Pojaw.le-nic. $i¢ natomiast Pozostatych genoty-
péw zwigzane bylo z naptywem zanieczyszczen miejskich. Podstawg wnioskowania byly
wyniki skorelowania parametrow $rodowiskowych, dywersyfikacji Przestrzennej jtk S. ce-
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reviosiae i profilu genetycznego izolowanych szczepéw (Bogustawska-Was i in. 2006,

2007).
Tabela 24. Wspétzaleznos¢ wzrostu drozdzy i NPL coli w estuarium Odry
rocli)zr;'}(l)nv:;egl:iégzy Odra Szczecifiska Zalew Szczeciniski Zatoka Pomorska
Aureobasidium -0,11 0,17 -0,41
Candida -0,12 0,24 -0,40
Cryptococcus 0,29 0,65 -0,09
Geotrichum 0,15 0,38 0,07
Kloeckera -0,38 0,38 0,41
Pichia -0,09 0,58 0,46
Rhodotorula 0,34 -0,13 0,65
Sacchraomyces 0,67 0,51 -0,19
Sporobolomyces 0,08 0,19 0,12
Zygosaccharomyces -0,09 0,07 0,46

Czcionkg pogrubiong wyrézniono warto$é istotng statystycznie.

Tabela 25. Obecno$é poszezegolnych genotypow S.cerevisiae w stacjach badawczych

Miejsca pobierania prob
Widuchowa gy ] Szczecin Police Trzebiez | Swinoujécie
Wschodnia
- o A 2 & -
o B B = 10 "
- & C G - -
Genotypy A 5 - D D 2
! 5 E = E -
4 N F F 2y i
G G G & - -
H - H 5 -
2 ) I X = &

Zrédto: Bogustawska-Was i in. (2007).

Wyznaczone dla pozostatych przedstawicieli drozdzy zaleznodci nie byly istotne staty-
stycznie (tab. 24). Nie wyklucza to jednak poszukiwania innych rodzajow bioindykatoréw wsrod
tradycyjnie wystgpujacych w przewodzie pokarmowym statocieplnych lub mikrocukariotycz-
nych form zdolnych do tworzenia hodowli w temperaturze 37°C (Almeida i in. 2005).

Reasumujgc, niniejsze badania upowazniajg do wniosku, iz populacje drozdzy obecne
w Srodowisku mogg byé rozpatrywane jako uzupetiajace wskazniki zanieczyszczenia mikro-
biologicznego. Jest to jednak mozliwe jedynie w warunkach stalego monitoringu jakosci wod
i przy ustaleniu profilu ekologicznego zbiornika.
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5. Podsumowanie

Zdolne do formowania zespotow mikrobiologicznych drozdze sg istotnym elemen-
tem mikrobioty ekosystemow wodnych. Zmiany czynnikoéw biotycznych i abiotycznych za-
chodzgce w §rodowisku naturalnego bytowania drozdzy majg czgsto zwigzek ze zmiennoscig
ich liczby i struktury gatunkowej. Zdolno$¢ adaptacji mikroorganizméw do zmieniajgcych
si¢ warunkow jest wcigz zbyt stabo poznana. Stato si¢ to jedng z wazniejszych przeszkod
W rzeczywistym oszacowaniu obecno$ci drozdzy w ogolnej liczbie mikrobioty w okreslo-
nych niszach ekologicznych.

Dywersyfikacja obecnosci okreslonych spolecznosci grzybow w estuarium Odry
wskazuje na jego strefowos$¢ mykologiczng. Wyznaczone na podstawie danych jako$cio-
wych wartodci wskaznikow Jaccarda i Margalefa wskazuja, ze to wody Odry wzbogacaja
struktur¢ gatunkowg mykobioty Zalewu Szczecinskiego; nie majg znaczenia wlewy z Zatoki
Pomorskiej. Uzupehiajac powyzsze wyniki o okreslong zmienno$¢ liczebnosci drozdzy
w poszczegolnych strefach estuarium, wywnioskowano, iz — w przeciwienstwie do struktury
gatunkowej — czgsto$¢ izolacji drozdzy jest zalezna od naptywu wéd z Zatoki Pomorskie;.
Odzwierciedla si¢ to w liczbie izolowanych drozdzy nalezacych do Ascomycota w gérnej
strefie estuarium i zmianie tej liczby na korzys$¢ grzybow jednokomérkowych oznaczanych
Jjako Basidiomycota, izolowanych ze srodkowego i z dolnego obszaru estuarium.

W tym miejscu nalezy podkreslié, iz dla niektorych gatunkéw drozdzy Zalew Szcze-
cifiski stanowi granice ekologiczng ich przezywalnosci i/lub aktywnosci metabolicznej. Po-
wyzsze wnioskowanie jest o tyle istotne, ze dotyczy jedynie form zdolnych do wzrostu
w warunkach laboratoryjnych. W warunkach minimalnego stezenia dostepnych zwigzkéw
odzywezych szczepy drozdzy egzystuja w stanie zminimalizowanej aktywnosci metabolicz-
nej w maksymalnie wydtizonym czasie generacji. Ponadto zmienno$¢ w populacjach droz-
dzy w poszcezegdlnych strefach estuarium, poza ewentualng $miercig komorek, spowodowa-
na jest przejéciem z dotychczasowej formy hodowalnej w VBNC. Niezdolnosé do reproduk-
cji w okreslonym czasie, przy zachowaniu aktywnosci oddechowej, nie wplywa jednak na
ich podstawowe funkcje, jakic petnig w ekosystemie. Jednak odzwierciedla si¢ to w liczbie
izolowanych szczepow, co moze by¢ mylnie interpretowane podczas oznaczania ich obecnos-
ci. Fakt nieoznaczenia gatunku w hodowlach laboratoryjnych nie jest jednoznaczny z jego
nieobecnoseig w srodowisku. Wskazuje jedynie na przyjeta przez mikroorganizmy okreslong
strategi¢ przetrwania, ktérej nadrzednym celem jest utrzymanie podstawowych funkeji zy-
ciowych w §rodowisku dla nich nietypowym.

We wszystkich strefach badanego estuarium dominujgcymi gatunkami drozdzy byly:
Rh. mucilaginosa, Rh. glutinis i Cr. laurenti. Wyniki analiz genetyoznych wykazaty $rodla-
dowe pochodzenie oznaczonych drozdzy. Jednak w przypadku szczepow Cr. laurenti wy-
znaczona wysoka heterogeniczno$¢ gatunkowa $wiadezy o ich odmiennym pierwotnym po-



chodzeniu. Analiza wynikow badafi sugeruje rowniez, iz nie mamy do czynienia z formami
autochtonicznymi — pomimo obecnosci profili biochemicznych szczepéw charakterystycz-
nych dla miejsca ich izolacji. Istotne w ekologii tych jednokomérkowych grzybow jest to, ze
obecno$¢ komorek Cr. laurenti w formie planktonowej jest raczej przypadkowa. Bez wzgle-
du na profil genetyczny szczepdw i strefy estuarium drozdze Cr. laurenti tworza przede
wszystkim spolecznosci osiadle, formujac biofilm. Oczywiste stajg si¢ w zwigzku z tym wy-
niki umiarkowanego zréznicowania przestrzennego kryptokokéw w poszczeg6lnych strefach
estuarium Odry i stwierdzenie, iz docelowym miejscem ich bytowania nie jest tonh wodna jak
w przypadku Rhodotorula sp.

W wodach estuarium Odry dominujacy udziat drozdzy z rodzaju Rhodotorula miaty
gatunki Rh. glutinis i Rh. mucilaginosa. W spoteczno$ciach drozdzy z Zalewu Szczecinskie-
go stanowily one 34,6%, a z Zatoki Pomorskiej — 28,7%. W srodowisku stodkowodnego
odcinka estuarium obecno$é tych gatunkéw ustalono jedynie na poziomie 3,7%, w stosunku
do ich ogélnej liczby. Tak mata frekwencja przedstawicieli tego rodzaju w ogélnej struktu-
rze gatunkowej mykocenozy rzecznej nie byla wynikiem niesprzyjajacych warunkow.
W przeciwienstwie np. do S. cerevisiae, ktérego obecno$¢ w badanym Srodowisku wynikata
z naptywu zanieczyszczeh miejskich, czgstosé izolacji drozdzy z rodzaju Rhodororula nie
byta skorelowana ze wskaznikami mikrobiologicznego zanieczyszczenia. Ustalona natomiast
zostala statystycznie istotna wspolzaleznosé ich ogolnej liczby i obecnosci azotu organicz-
nego. Teoretycznie wiec dopuszczalne jest rozwazenie tego czynnika jako stymulatora pro-
ceséw metabolicznych oznaczonych drozdzy karotenoidowych (r = 0,47). Mimo ze obec-
nos¢ wyréznionych genotypéw i stopien podobienstwa wewngtrzgatunkowego wyizolowa-
nych szczepéw wskazuje na ich srodladowe pochodzenie, wydaje si¢, ze obszar obejmujgcy
wody rzeczne stanowi jedynie tymczasowe miejsce bytowania szczepéw Rhodororula. Opi-
sane w rozdziale 4.5 preferowanie tworzenia spofecznosci planktonowej w gérnej strefie
zbiornika wskazuje, iz w tej czesci estuarium grzyby z rodzaju Rhodotorula nie odnajduja
dla siebie odpowiedniego siedliska. W przypadku Rh. mucilaginosa mozliwe jest rozpatry-
wanie obecnoei szczepow jedynie w kontekscie ich przezywalnosci. Komorki drozdzy za-
wieszone toni wodnej rzeki zostajg zawleczone do Zalewu Szczecinskiego. Ustabilizowany
profil biogeniczny zbiornika, st¢zenie azotu organicznego i mineralnego, skorelowane z li-
czebno$cia oznaczanych szczepéw Rhodotorula (r = 0,61), wskazujg, ze dopiero w §rodko-
wej strefie estuarium grzyby te znajduja siedlisko intensyfikujace ich funkcjonowanie. Zbyt
krétki czas pozostawania komorek w okreslonych obszarach estuarium lub ich ograniczona
aktywnos¢ metaboliczna spowodowata niezdolno$¢ do uruchomienia mechanizmuy adaptacji
do warunkéw $rodowiskowych charakterystycznych dla poszezegdlnych stref estuarium Od-
ry. W badaniach wtasnych nie potwierdzono bowiem, aby profil enzymatyczny wyizolowa-
nych szczepéw Rhodotorula byt charakterystyczny dla miejsca ich izolacji, z wyjatkiem
szczepow izolowanych z przewodu pokarmowego ryb.

Obecnoéé okreglonych zwigzkow azotu w $rodowisku, poza ewentualng intensyfika-
cja rozwoju komoérek, ma istotny wplyw na zawartos¢ f-karotenu w komérce. Obecnogé
tego barwnika w organizmach wodnych ma przede wszystkim zapobiega¢ fotozniszezeniu
komérek. Zdolnosé do eliminowania toksycznych promieni UV (290-400 nm) moze byé
waznym czynnikiem ckologicznym determinujgcym rozmieszczenie mikroorganizmdw
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w $rodowisku. Obecno$é bowiem karotenoidowych zwigzkéw samodzielnie lub w kombina-
cji z mykosporynami sprzyja podtrzymaniu wzrostu komorek regularnie eksponowanych na
oddziatlywanie promieniowania stonecznego. U drozdzy ,,czerwonych”, nalezgcych do Basi-
diomycetes, synteza tych zwigzkow zostala oznaczona na znacznie wyzszym poziomie niz
u innych drozdzy, w zwigzku z czym sg one mniej wrazliwe (jesli w ogdle sa) na uszkodze-
nia spowodowane przez UV. Najprawdopodobniej wynika to z uwarunkowanej mechani-
zmem molekularnym kontroli procesu gromadzenia si¢ fotoochronnych komponentéw. Pro-
porcje zwigzkéw karotenoidowych i ich stymulacja uzaleznione sa od warunkow fizyko-
chemieznych $rodowiska. By¢ moze sukcesu ekologicznego tych mikroskopowych grzybow
nalezy szuka¢ przede wszystkim w zwigzkach stymulujgcych gromadzenie barwnikow karo-
tenoidowych.

Na uwagg zashuguje rowniez fakt, ze w wodach Odry i Zalewu Szczecinskiego prze-
wagg liczebng w obrebie rodzaju Rhodotorula wykazano dla Rh. mucilaginosa, natomiast
Rh. glutinis byta jedynie kodominatem. Proporcje w tej migdzygatunkowej asocjacji ulegaly
zmianie w wodach Zatoki Pomorskiej. Znacznie ubozsze w zwiazki biatkowe wody zatoko-
we umozliwiajg przetrwanie gldéwnie gatunkom zdolnym do wykorzystania nieorganicznych
zwigzkéw azotu. Nie mniej wazny jest rowniez fakt, ze fluktuacje warunkéw bytowania
drobnoustrojéw wplywajg na zmiang niszy ekologicznej drozdzy. Dominujagce w formie
planktonowej w wodach Odry szczepy Rh. mucilaginosa w wodach Zalewu Szczecinskiego
zmieniajg swoj profil ekologiczny na osiadly. Preferowanie adherencji komoérek tych droz-
dzy zmniejsza wigc ich prawdopodobiefistwo izolacji z prob wody.

Konieczno$¢ zmian w metabolizmie komoérki powoduje migdzy innymi zmiany
w jej hydrofobowosci. Poniewaz drozdze wspottworza mikrobiot¢ ryb, taka umiejgtnosé
staje si¢ jednym z wielu czynnikow umozliwiajacych ich przezycie. Jest to tym bardziej
istotne, ze obecno$é drozdzy na powierzchni ryb i w ich przewodzie pokarmowym interpre-
towac nalezy pod katem relacji symbiotyczfiych, nie za$ pierwotnych czynnikéw chorobo-
wych. Podstawg takiego wnioskowania byty wyniki analizy genetycznej Rh. mucilaginosa.
Sposréd wyréznionych genotypéw wyodrebniono grupe charakterystyczng jedynie dla prze-
wodu pokarmowego okreslonych gatunkéw ryb. Co prawda w przypadku Rh. glutinis sto-
piefi podobienistwa pomiedzy profilami genetycznymi szczepéw nie byt tak jednoznaczny jak
u Rh. mucilaginosa, jednak fakt zdominowania przez te drozdze mykobioty ryb wskazuje na
ich istotng rolg. Umiejetnosé adaptacji do zmiennych warunkéw srodowiskowych, zdolnosc
adherencji do powierzchni oraz aktywnos¢ metaboliczna szczepéw Rhodotorula bezposrednio
wplywa na regulacje proceséw biokontroli w zachowaniu réwnowagi mikrobiologicznej ryb.

Nieco inny mechanizm oddziatywania drozdzy ustalono w przypadku rybich jaj.
W poszukiwaniu odpowiedniej niszy ekologicznej grzyby mikroskopowe, zdolne do adhe-
rencji i tworzenia spotecznogci, wraz z biot bakteryjng formuja biofilm. Nadrzgdnym celem
jego utworzenia jest pozostanie mikroorganizméw w warunkach dla nich sprzyjajacych. Ide-
alnym podlozem dla rozwoju zréznicowanej mikrobioty bogatej w substancje odzywcze
(biatko, tluszeze, witaminy oraz mikroelementy) jest ikra ryb. Jej kolonizacja przez drobno-
ustroje jest selektywna i regulowana przez mechanizm biernej opornosci, co prowadzi to
stworzenia swoistej mikrobioty. Rozwdj mikroorganizmoéw na powierzchni ikry moze jed-
nak doprowadzi¢ do zniszczenia jaj. Przeprowadzone obserwacje wskazuja, ze obecnos¢
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drozdzy nie stanowi bezpo$redniego zagrozenia dla ikry. Bez watpienia jednak rozwijajacy
si¢ na powierzchni jaj biofilm przyczynia si¢ do powstawania deficytu tlenowego, ktérego
skutkiem jest wydhuzony czas dojrzewania embrionu. Rozwazy¢ wowczas nalezy potencjal-
ng niedojrzato$¢ larw i zwigkszony procent ich $miertelnosei, co stwierdzono w badaniach
wstepnych w hodowli szczupaka.

Prowadzone rozwazania dotyczace ewentualnych mechanizméw zachowan szczepow
Rhodotorula i Cryptococcus, jako przykladowych form zajmujacych okreslone nisze ekolo-
giczne, uzmystawiajg, ze rozpatrywanie pojedynczego zagadnienia w zlozonym systemie
moze powodowac niepoprawne wnioskowanie. Fakt nieizolowania drobnoustrojow z okre-
slonego $rodowiska nie jest jednoznaczny z jego nieobecnoscig. Interpretacja wynikow
czgstkowych badan bez uwzgledniania mechanizméw warunkujacych obecnosé drobno-
ustrojéw w ekosystemie wydaje si¢ obarczona znacznym bigdem. Skutkiem tego jest zanize-
nie do 1,0-10,0% ogdlnej liczby mikroorganizméw rzeczywiscie wystepujacych w ekosys-
temach. Blgdne oszacowanie jako$ciowo-ilosciowej struktury drozdzy powoduje pominigcie
ich faktycznej roli w $rodowisku. Dotyczy to przede wszystkim zwiazkéw w mikrobiolo-
gicznych spolecznos$ciach i roli jej pojedynczych czionkéw. Niestety, prowadzenie badan
w waskim kontekscie zaleznosci generuje powielanie blednych wnioskéw. Przyjecie a priori
obecnosci okreslonych gatunkéw drozdzy w zalezno$ci od specyficznosei srodowiska jest
niewladciwe, co a posteriori wykazano w badaniach wiasnych.
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6. Whnioski

1. W wodach rzecznych estuarium Odry dominowaly drozdze z gromady Ascomyco-
ta, natomiast w wodach Zalewu Szczecinskiego i Zatoki Pomorskiej najczesciej izolowano
drozdze nalezace do Basidiomycota.

2. Struktura gatunkowa mykobioty Zalewu Szczecifiskiego jest ksztaltowana przez
drozdze zawleczone wraz z wodami Odry, w przeciwienstwie do pozostatych drozdzy, kto-
rych liczebno$¢ jest uzalezniona od naptywu wod z Zatoki Pomorskie;j.

3. Rzeczywista liczba drozdzy oznaczanych w wodzie estuarium moze byé zanizona
w wyniku ich przechodzenia w formy VBNC.

4. Drozdze z estuarium Odry charakteryzuje potencjat formowania biofilmu, a jego
tworzenie determinowane jest warunkami w poszczeg6lnych strefach estuarium.

5. Fenotypowy profil szczepéw Cr. laurenti koreluje z miejscem ich izolacji; u RA. mu-
cilaginosa i Rh. glutinis nie stwierdzono takiej zaleznosci. Wyjatek stanowity szczepy Rhodo-
torula spp. izolowane z przewodu pokarmowego ryb.

6. Profile genetyczne Cr. laurenti, Rh. glutinis 1 Rh. mucilaginosa wskazuja na po-
chodzenie $rédlgdowe analizowanych drozdzy; dla wigkszosci granicg ekologiczng jest Za-
lew Szczecinski.

7. Sposrod wyrdznionych profili genetycznych Rhodotorula spp. wyodrgbniono ge-
notypy charakterystyczne jedynie dla przewodu pokarmowego ryb.

8. Analizowane grzyby sg zdolne do zasiedlania i kolonizacji ikry ryb oraz wspoltwo-
rzenia biofilmu z ich epibiotg, co ma wplyw na prawidlowy rozwdj jaj.

9. Obecno$é¢ Rh. mucilaginosa w hodowlach ikry tososia hamowata rozwdj Ps. fluo-
rescens.

10. Drozdze obecne w $rodowisku estuarium Odry powinny stanowi¢ uzupetniajgcy

wskaznik zanieczyszczenia mikrobiologicznego.
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The diversity of yeast community in the Odra estuary
and their influence on the development of ichthyofauna

Summary

A comprehensive qualitative and quantitative study carried out on unicellular fungi
and their ability to form populations in the Odra estuary showed mycocenotic diversity over
individual zones. It was demonstrated that the area of Cedynia Park and Migdzyodrze and
Szczecin Lagoon and Pomeranian Bay is characterized by a homogeneous spatial distribu-
tion of yeasts, in contradiction to mycocenoses determined in the river Odra in Szczecin. The
resulting total yeast count diversity in river waters correlated with the total and organic ni-
trogen and organic phosphorus levels.

The qualitative structure of the yeasts in the Oder estuary was dominated by Asco-
mycota in the river waters, whereas in the lagoon and bay waters principally Basidiomycota
yeasts were isolated. It was determined that the diversity of species in Szczecin Lagoon re-
flects the mycocenotic quality of the incoming Oder water. Yeast species with a constant
presence in the individual estuary zones were Candida, Cryptococcus, Rhodotorula, and
Saccharomyces. Variable environmental conditions, in particular estuary zones, do not influ-
ence the potential ability of biofilm formation by Cr. laurenti in contrast with strains of
Rhodotorula sp. The yeast cells formed in the biofilm enter a VBNC state.

An intraspecies genetic diversity assessment of Cryptococcus spp and Rhodotorula
spp indicated inland origin, for which Szczecin Lagoon remains the ecological border. Am-
plification profiles for the genomic DNA of Cr. laurenti strains isolated from the water envi-
ronment revealed a high intraspecific heterogeneity, reflecting the place of their isolation.
High intraspecies similarity was, however, determined for Rh. mucilaginosa and Rh. glutinis,
whose profiles did not reflect their place of origin.

RAPD-PCR profiles characteristic of the digestive tract of certain species of fish
were distinguished among Rhodotorula spp. Such a relationship was not established for
Cr. laurenti, even though strains of this species, along with Rhodotorula spp, were isolated
in all the samples.

It was demonstrated that Rhodotorula spp and Cryptococcus Spp are capable of colo-
nizing roe, forming biofilm together with its epiflora. The biofilm formed by the yeast on the
surface of the roe contributes to a prolongation of roe incubation time.

Current yeast populations in the Odra estuary environment may be considered as

complementary indicators of microbial contamination.






Mannigfaltigkeit der Gesellschaften von Hefen im Oder — Astuar
und deren Einfluss auf die Entwicklung der Ichthyofauna

Zusammenfassung

Die durchgefiihrten komplexen Untersuchungen, die die Mannigfaltigkeit der einzel-
ligen Pilze und deren Fihigkeit zur Bildung von Gesellschaften im Oder — Astuar beriick-
sichtigen, weisen auf mykozodnotische Verdnderlichkeit in seinen einzelnen Zonen hin. Es
wurde nachgewiesen, dass das Gebiet von Cedynski Landschaftspark und von "Migdzy-
odrze" (das Gebiet zwischen den beiden Flussarmen der Oder) als auch des Stettiner Haffs
und der Pommerschen Bucht durch homogene, rdumliche Verteilung von Hefen gekenn-
zeichnet sind, im Gegensatz zu der Verteilung von Pilzen im Stettiner Oderabschnitt. Die
bestimmte Differenzierung der allgemeinen Menge von Hefen in Flussgewdssern stand in
einer Korrelation zur Konzentration von Gesamt- und organischem Stickstoff als auch orga-
nischem Phosphor.

Die qualitative Struktur von Hefen im Oder — Astuar war in Flussgewéssern von Ver-
tretern der Schlauchpilze (Ascomycota) dominiert, dagegen in Gewdssern des Stettiner Haffs
und der Pommerschen Bucht wurden iiberwiegend Hefen isoliert, die zur Abteilung der Ba-
sidienpilze (Basidiomycota) gehoren. Es wurde nachgewiesen, dass sich der Artenreichtum
von Hefen aus dem Stettiner Haff aus dem Heranschleppen mit der Strémung von Oderge-
wiissern ergibt. Zu den Vertretern von Hefen, die in den einzelnen Zonen des Astuars immer
anwesend waren, gehdrten Pilze folgender Arten: Candida, Cryptococcus, Rhodotorula und
Saccharomyces. Die Veridnderlichkeit der Umweltbedingungen in den einzelnen Zonen des
Astuars hat keinen Einfluss auf die potenzielle Fahigkeit zur Bildung des Biofilms durch
Cr. laurenti, im Gegensatz zu den Pilzen der Art Rhodotorula. Im gebildeten Biofilm gehen
die Zellen der Hefen in den VBNC — Zustand tiber.

Die mit Hilfe der RAPD-PCR — Methode durchgefiihrte Bewertung der genetischen
Verschiedenheit innerhalb der Art Cryptococcus spp. und Rhodotorula spp. weist auf bin-
nenlindische Herkunft der untersuchten Hefen hin, fiir welche der Stettiner Haff eine dkolo-
gische Grenze darstellt. Die erzielten Amplifikationsprofile der genomischen DNA von
Cr. laurenti — Stimmen wiesen eine hohe Heterogenitdt innerhalb der Art nach, was der
Nachweis ihrer verschiedenen urspriinglichen Herkunft ist. Die-durchgefiihrte Analyse der
phinotypischen Eigenschaften von Cr. laurenti — Stimmen wies die Anwesenheit der fiir
den Ort deren Isolierung charakteristischen, biochemischen Typen nach. Die bestehende Ahn-
lichkeit innerhalb der Art wurde dagegen fiir Rh. mucilaginosa und Rh. glutinis festgestellt,
deren genetische und biochemische Verschiedenheit den Ort deren Isolierung nicht widerspie-
gelte. Aus den hervorgehobenen Genotypen von Rhodotorula spp. wurden Profile isoliert, die
fiir den Verdauungskanal von bestimmten Fischarten charakteristisch sind. Solche Abhingig-



keit wurde jedoch nicht fiir Cr. Laurenti festgestellt, obwohl die Stdimme sowohl dieser Art als
auch von Rhodotorula spp. aus allen entnommenen Proben isoliert wurden.

Es wurde nachgewiesen, dass Rhodotorula spp. und Cryptococcus spp. zur Koloni-
sierung des Fischlaichs fihig sind und bilden gemeinsam mit seinem Epibiont einen Biofilm.
Die auf der Laichoberfliche gebildeten Gesellschaften von Mikrobiozonosen tragen zur Ver-
lingerung der Inkubationszeit der Laiche bei.

Die gegenwiirtigen Hefenpopulationen in der Umwelt des Oder — Astuars konnen als
erginzende Kennzahlen der mikrobiologischen Verschmutzung betrachtet werden.
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