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Ekologia bakterii celulolitycznych w glebie rolniczej pozostaje wcigz stosunkowo
nieznana. Nadal istnieje zaledwie kilka prac dotyczacych obfitosci i réznorodnosci tej grupy
bakteriit w glebach uzytkowanych rolniczo. Niniejsze badania miaty na celu okreslenie
wplywu réznych systemow uprawy roslin 1 nawozenia obornikiem na relatywng liczebnos¢
i roznorodno$¢ wzglednie beztlenowych przetrwalnikujacych bakterii celulolitycznych oraz
wzglednie beztlenowych przetrwalnikujacych bakterii  potencjalnie celulolitycznych
(WBPBC).

Miejscem badan byt prawie 100-letni eksperyment nawozowy, jeden z najstarszych
nadal kontynuowanych eksperymentéw polowych w Europie. Relatywna obfitos¢ WBPBC
i potencjalnych WBPBC oceniano za pomoca klasycznych metod mikrobiologicznych,
najbardziej prawdopodobnych liczb (NPL) oraz sekwencjonowania 16S rRNA Illumina
MiSeq. Najwyzsze NPL badanej grupy bakterii odnotowano w glebie spod upraw ze
zmianowaniem bez ro$lin bobowatych nawozonej obornikiem (ARP-FYM) (382 jednostek
tworzacych kolonie (jtk) g™). W wyniku analizy bioinformatycznej najwyzsze wartosci
indeksu Shannon-Wienera i najwickszg liczbe operacyjnych jednostek taksonomicznych
(OTUs) znaleziono w ARP-FYM, podczas gdy najnizsze wartosci tych parametrow
odnotowano w glebie pochodzacej z ARP bez nawozenia obornikiem. We wszystkich
probkach dominujace na poziomie rzgdu byty: Brevibacillales (13,1-43,4%), Paenibacillales
(5,3-36,9%), Bacillales (4,0-0,9%). Natomiast Brevibacillaceae (13,1-43,4%),



Paenibacillaceae (8,2-36,9%) i Clostridiaceae (5,4-11,9%) dominowaty na poziomie rodziny
we wszystkich badanych probkach. Rodziny Aneurinibacillaceae i Hungateiclostridiaceae
miaty wigkszg relatywng liczebno$¢ w glebie nawozonej obornikiem. Podsumowujac, wyniki
uzyskane w ramach niniejszej pracy doktorskiej pokazuja, ze wplyw systemu uprawy na
WBPBC byt znikomy, podczas gdy rzeczywistym czynnikiem ksztattujacym spotecznos¢
WBPBC bylo stosowanie w plodozmianie obornika.

Celem potwierdzenia wystgpowania WBPBC w badanej glebie i oznaczenia
aktywnosci ich enzyméw celulolitycznych wyizolowano kilkadziesigt szczepow bakterii
przetrwalnikujacych, sposrod ktorych jeden zostat wybrany do dalszych badan. Poprzez
sekwencjonowanie genu 16S rRN wybrany szczep bakterii zostal zidentyfikowany jaki
nalezacy do rodzaju Bacillus (szczep 8E1A). Bacillus sp. 8E1A wykazal produkcje
karboksymetylocelulazy (CMCazy) z wizualizacja z wuzyciem czerwieni Kongo
(25 mm - rozmiar strefy przejrzystej). Ponadto badano aktywnosci CMCazy, hydrolazy
papieru filtracyjnego (FPazy) oraz hydrolazy Avicel mikrokrystalicznej celulozy (avicelazy).
Do hodowli szczepu wykorzystano trzy rézne zrddia celulozy: karboksymetylocelulozy
(CMC), papier filtracyjny (FP) i mikrokrystaliczng celuloz¢ Avicel. Najwyzsza aktywno$¢
CMCazy (0,617 U mL™), FPazy (0,903 U mL™) i Avicelazy (0,645 U mL™) przez Bacillus
sp. 8E1A zaobserwowana zostala przy uzyciu: CMC (po 216 h inkubacji), celulozy Avicel
(po 144 h inkubacji) oraz CMC (po 144 h inkubacji). Nastepnie aktywnos$¢ celulaz byla
mierzona w réznych temperaturach i przy réznych wartosciach pH. Optymalna temperatura
dla aktywnosci CMCazy (0,535 U mL ™) i Avicelazy (0,666 U mL™) wynosita 70 °C. Jednak
najwyzsza aktywno$¢ FPazy (0,868 U mL_l) zostala zarejestrowana w 60 °C. Najwyzsza
aktywno$¢ CMCazy i1 Avicelazy odnotowano przy pH 7,0 (odpowiednio przy 0,520
i 0,507 U mL"), a optymalng aktywno$¢ FPazy stwierdzono przy pH 6,0 (0,895 U mL™).
Powyzsze wyniki wskazuja, ze celulazy produkowane przez Bacillus sp. 8EL1A potencjalnie
moga by¢ wykorzystywane do degradacji odpadow lignocelulozowych w warunkach
przemystowych.

Stowa kluczowe: systemy upraw, Firmicutes, nawozenie, celulazy



