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1. Wprowadzenie

Wybrzeze potludniowego Battyku obfituje w zbiorniki bedace
w tacznos$ci z morzem, na ktére jednoczesnie maja wptyw odziatywania
ladu (Cieslinski 2012). Czesto sg to akweny o wodach stonawych, czyli
o $redniej zawartosci soli, mieszczacej si¢ w przedziale od 0,5 do 30%o
(Paturej 2005, Starmach i in. 1976). Do jezior przybrzeznych o charakte-
rze estuaridow nalezg Lebsko i Sarbsko (Cieslinski 2012, Paturej 2005).
Jako wody estuariowe sg dynamicznymi ekosystemami o duzej i ciaglej
amplitudzie gradientow fizykochemicznych i parametréw biologicznych,
ktoére wynikaja ze zmian zasolenia, temperatury, pH, stezenia tlenu i1 nu-
trientdw oraz zawarto$ci materii organicznej, wywotanych ciggtym mie-
szaniem si¢ w nich wod morskich oraz pochodzenia ladowego (Cieslinski
2011a, Paturej 2005). Na dynamike przeptywdw oraz cechy fizyczne
1 chemiczne wod estuaridow polskiego pobrzeza Baltyku sktadajg si¢ roz-
ne zjawiska i procesy, takie jak: sktad wod doptywajacych ze zlewni oraz
nat¢zenie doptywu wod morskich, kierunek i sila wiatru, pora roku
1 zwigzane z nig zmieniajace si¢ warunki klimatyczne oraz czynniki an-
tropogeniczne (Cieslinski 2011a, Cieslinski 2011b). Zbiorniki stonawe sg
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akwenami, w ktérych wystepuje fauna i flora zar6wno morska, jak
1 stodkowodna, jednak jedynie ta o odpowiednich zdolno$ciach adapta-
cyjnych (Paturej 2005). Gtowng mas¢ wystepujacych w estuariach zy-
wych organizméw stanowig bakterie (Mudryk 1994). Dzigki wykorzy-
staniu narzg¢dzi biologii molekularnej, w ostatnich dziesi¢cioleciach na-
stapit bardzo duzy postep w ekologii drobnoustrojow 1 mozliwa stata si¢
charakterystyka mikroorganizméw na poziomie funkcjonalnym i filoge-
netycznym (Brzeszcz 1 in. 2013). Metody te, jak np. PCR-DGGE (ang.
polymerase chain reaction — denaturing gradient gel electrophoresis),
taczaca amplifikacje z wykorzystaniem tancuchowej reakcji polimerazy
z elektroforezg w gradiencie czynnika denaturujgcego umozliwiajg ocene
wystepowania réznic i podobienstw oraz uzyskanie profilu zbiorowisk
mikroorganizméw wystepujacych w badanej probce, a takze monitoro-
wanie przestrzenne i czasowe zmian w strukturze zespotoéw mikroorgani-
zmow, wywolanych na przyktad wptywem czynnikow zewngtrznych
(Brzeszcz 1 in. 2013, Frac i Jezierska-Tys 2010, Ziembinska-Buczynska
i1in. 2014, Ziembinska-Buczynska 2015).

2. Materialy i metody
2.1. Material do badan

Materiatem do badan byly probki wody z jezior Lebsko i Sarbsko
pobrane wiosng — w maju, latem — w lipcu 1 jesienig — w pazdzierniku
2014 roku w miejscach zaznaczonych na rysunkach 1 i 2. Probki pobrano
przy powierzchni, a w miejscach S2, 1.2, 1.5 rowniez przy dnie.

2.2. Izolacja DNA

Probki wody o objetosci 100 ml przefiltrowano przez filtry poli-
weglanowe (WHATMAN) o $rednicy 47 mm i $rednicy porow 0,2 pum.
Nastepnie wycigto ¥4 z kazdego filtra 1 umieszczono w sterylnej probow-
ce typu Eppendorf. Zawieszono w 1 ml 1 x PBS (pH 7,4, sklad: 8 g/L
NaCl, 0,2 g/L KCI, 1,44 g/LL Na,HPOy,, 0,24 g/L KH,POs), a nastgpnie
worteksowano przez ok. 1 min., po czym wytrzagsano w termomikserze
w temp. 20°C przez 15 min., z prgdkoscig 1 400 obr./min. Kolejno wy-
ciggnieto filtry z probowek i probki wirowano 5 min., przy 14 500 ob-
r./min. Usuni¢to supernatant, a pozostaly osad w kazdej z probéwek za-
wieszono w 100 pl buforu Tris (10 mM Tris-HCI, pH 8,5) i dodano 20 pl
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lizozymu (10 mg/ml, A&A Biotechnology). Po krotkim zwirowaniu,
inkubowano w temp. 37°C przez 15 min. Po przygotowaniu materiatu
rozpoczeto procedurg izolacji zgodng z protokotem Genomic Mini DNA
Isolation Kit (A&A Biotechnology).

Rys. 1. Mapa jeziora L.ebsko z zaznaczonymi miejscami poboru probek
Fig. 1. The map of the Lebsko lake with marked places of sampling

Rys. 2. Mapa jeziora Sarbsko z zaznaczonymi miejscami poboru probek
Fig. 2. The map of the Sarbsko lake with marked places of sampling

2.3. Reakcja lancuchowa polimerazy — PCR

W celu powielenia fragmentu bakteryjnego genu kodujacego 16S
rRNA o wielko$ci odpowiedniej do rozdziatu w DGGE wykonano tancu-
chowg reakcje polimerazy, powielajacag fragment o dlugosci 180 pz. Re-
akcje PCR prowadzono z wykorzystaniem termocyklera w nastepujacych
warunkach: denaturacja wstepna: 95°C, 10 min; denaturacja: 95°C,
I min.; przylaczanie starteréw: 53°C, 1 min.; elongacja: 72°C, 2 min.;
elongacja koncowa: 72°C, 12 min., z czego etapy 2, 3, 1 4 byly powtarza-
ne 30 krotnie. W koncowej objetosci 30 ul poszezegdlne sktadniki mie-
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szaniny reakcyjnej mialy nast¢pujace stgzenia: MgCl, (2mM), buforu do
polimerazy TAQ Go Flexi (2%), startery 1 1 2 (5 pmol/ul), mieszanina
nukleotydéw (20 pmol/ul), polimeraza TAQ Go Flexi (1,5 U, Promega)
oraz DNA (0,2 pg/ul). Wykorzystane startery mialy nastgpujace sekwen-
cje: 338f-GC: 5° CGC CCG CCG CGC GCG GCG GGC GGG GCaG
GGG GCA CGG GGG GCC TAC GGG AGG CAG CAG 3’1 518R: &
ATT ACC GCG GCT GCT GG 3’(Muyzer i in. 1993).

2.4. Elektroforeza w gradiencie czynnika denaturujacego —- DGGE

W celu wykonania rozdziatu fragmentéw w gradiencie denaturacji
- DGGE przygotowano bufor TAE oraz roztwory zelu poliakryloamido-
wego (8%) o stezeniu mocznika i formamidu 30% i1 60%, zgodnie
z protokolem zawartym w pracy Ziembinskiej-Buczynskiej (2015). Na-
stepnie wlano zel poliakryloamidowy w rosngcym stezeniu czynnika dena-
turujacego 30-60% pomiedzy dwie, odttuszczone przy pomocy alkoholu,
odseparowane podkladami, umocowane w zaciskach i1 umieszczone
w statywie szyby do DGGE. W tanku, do ktérego uprzednio wlano bufor
TAE 1x umieszczono zel do ktorego do kazdej z kieszonek natozono po
25 pl produktéw PCR. Elektroforeze w gradiencie denaturacji prowadzono
w temp. 60°C przez 4,5 h przy napigciu 120 V. W kolejnym kroku zel
barwiono przez 20 min. w roztworze barwnika SYBR Gold (1:10 000,
Invitrogen) w stezeniu 0,05 pl/ml wody destylowanej, po czym odbarwia-
no w wodzie destylowanej, przez taki sam czas. Umozliwilo to wykonanie
zdjecia w $wietle UV uwidaczniajac powstale fingerprinty.

2.5. Analiza bioinformatyczna i statystyczna

Korzystajac z programu Quantity One 1D Software (BioRad) za-
znaczono prazki 1 wykonano analiz¢ densytometryczng. Nastgpnie obli-
czono wspodlczynnik podobienstwa Dice’a, oraz utworzono dendrogramy
na podstawie algorytmu najblizszego sgsiada. Obliczono réwniez indeks
bior6znorodnosci Shannona (H) — bedacy statystycznym wyrazeniem
réznorodno$ci biologicznej w ekosystemie wedtug wzoru (1 1 2) (Fele-
dyn-Szewczyk 2013, Ziembinska i in. 2011):

H:-ZP[ In P[ (1)
Pl-zni/ Ni (2)

gdzie:
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P; — prawdopodobienstwo wystepowania okreslonych gatunkéw w probee,
n; — liczba osobnikow i-tego gatunku,

N;i — liczebno$¢ wszystkich osobnikéw ze wszystkich gatunkéw na po-
wierzchni pobrane;.

Wyznaczono rowniez istotno$¢ zaleznosci biordznorodnosci
przedstawionej w postaci indeksu Shannona od wybranych parametrow
poprzez zastosowanie korelacji porzadku rang Spearmana.

2.6. Badania fizyko-chemiczne

Badania fizykochemiczne obejmowaty oznaczenie stgzen jonow
anionowych (Br, CI, S04*, NOy, NO5, PO, ’) 1 kationowych (Na+, K,
Ca®’, Mg™), ktore zostaly zbadane z wykorzystaniem chromatografu
jonowego Metrohm (881 Compact IC pro), wyposazonego w automa-
tyczny dozownik probek (863 Compact Autosampler) zgodnie z metody-
ka przedstawiong w Obolewski (2017) oraz Obolewski i in. (2017). Po-
miary temperatury, pH 1 zawartosci rozpuszczonego tlenu przeprowa-
dzono in situ, za pomoca skalibrowanego multipleksera YSI 6600R2 ™
(Yellow Springs, OH, USA).

3. Wyniki badan i ich dyskusja
3.1. Wplyw zasolenia na zbiorowiska bakteryjne w estuariach

Jednym z najwazniejszych parametrow wplywajacych na zycie
w estuariach, w tym na spoteczno$¢ bakteryjna, jest stopien zasolenia
1jego acykliczne zmiany (Beck i in. 2013, Jonassen 2013, Ling 1 in.
2011, Mudryk 1994). Zawartos¢ soli w wodzie jest jednym z gtéwnych
czynnikOw przyczyniajacych si¢ do zmian w strukturze zbiorowiska
i funkcjach zyciowych mikroorganizméw (Campbell i Kirchman 2013).
Strukture genotypowa badanych zbiorowisk bakteryjnych przedstawiono
na zdje¢ciach, wykonanych w $wietle UV po procedurze PCR-DGGE
(rys. 3). Ich analizg¢ statystyczng przedstawiono w postaci dendrogra-
moéw, utworzonych na podstawie algorytmu najblizszego sasiada (rys. 4).
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Rys. 3. Obraz w $wietle UV probek po PCR-DGGE fragmentéw genu
kodujacego 16S rRNA bakterii pochodzacych z jezior Lebsko (L) i Sarbsko (S)
z powierzchni i dna (D) a) wiosng b) latem c) jesienia; czerwona ramka —
intensywnie $wiecace prazki; zielona — przyktad prazkow znajdujacych sie

na tej samej wysokosci

Fig. 3. Image in UV light of samples after PCR-DGGE of 16S rRNA gene
fragments of bacteria from Lebsko (L) and Sarbsko (S) lakes from the surface
and bottom (D) a) in spring b) in summer c) in autumn; red frame — intensely
glowing stripes; green — an example of stripes on the same height
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Rys. 4. Dendrogram utworzony na podstawie algorytmu najblizszego sasiada,
obrazujacy podobienstwo bakterii z probek wody jezior Lebsko (L) 1 Sarbsko
(S) z powierzchni i dna (D) a) wiosng b) latem c) jesienig

Fig. 4. Dendrogram created on the basis of the nearest neighbor's algorithm,
showing the similarity of bacteria from samples of Lebsko (L) and Sarbsko (S)
lakes from the surface and bottom (D) a) in spring b) in summer c¢) in autumn

Na podstawie wynikow przeprowadzonych badan mozna zauwa-
zy¢, ze zasolenie modeluje strukturg¢ genotypowsg zbiorowisk bakteryj-
nych. Odzwierciedlaja to dendrogramy utworzone na podstawie algoryt-
mu najblizszego sgsiada w oparciu o analiz¢ densytometryczng wzordéw
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prazkowych DGGE (rys. 3 a, b, ¢), ktére obrazuja wzajemne podobien-
stwo pomigdzy probkami. Zaobserwowano zmiang¢ struktury genotypo-
wej w cyklu sezonowym w jeziorze Sarbsko. Wiosng 1 latem wida¢ spo-
sOb réznicowania si¢ zbiorowiska bakterii, w ktérym probki dla tego je-
ziora tworzg jeden klaster, grupe w ktorej kazda kolejna probka jest coraz
bardziej odlegla od pozostatych. Wskazuje to na stopniowe réznicowanie
si¢ zbiorowiska bakterii (rys. 4a i 4b). Natomiast jesienig, kiedy gwat-
townie wzrasta zasolenie tego jeziora, struktura genotypowa Sarbska
zaczyna bardziej przypominac¢ t¢ wystepujaca w jeziorze Lebsko, ktorego
zasolenie zawsze jest wysokie — jest podzielona na kilka nie zwigzanych
ze sobg klastrow (rys. 4c¢). Istniejg dwie mozliwe drogi reakcji zbiorowi-
ska bakteryjnego na zmiany zasolenia: aklimatyzacja istniejacej bioceno-
zy - poprzez adaptacje fizjologiczng lub genetyczng lub przesunigcie po-
szczegb6lnych populacji w biocenozie (ang. population shift) — mikroby
o niskiej liczebnosci poczatkowej stopniowo zaczynaja dominowac ze
wzgledu na konkurencyjng przewage tolerancyjnosci wobec zmian zaso-
lenia (Jonassen 2013). Zmiany zasolenia, wyrazone poprzez ilo$¢ jonow
chlorkowych przedstawiono na rysunku 5.

b) 190
=170

wiosna lato jesien
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Rys. 5. Zmiany ilo$ci jonow chlorkowych w poszczegolnych miejscach jeziora
a) Lebsko 1 b) Sarbsko, w zalezno$ci od pory roku

Fig. 5. Changes in the amount of chloride ions in individual parts of the lake

a) Lebsko and b) Sarbsko, depending on the season of the year

Z jednej strony mozna zauwazy¢ sezonowo$¢ zmian stezenia jo-
noéw chlorkowych. Dla obu jezior ich najwyzsze stezenie wystepuje je-
sienig. Z drugiej strony nalezy pamigta¢, ze kazdy z obiektoéw posiada
inng zlewni¢ 1 morfometri¢, oraz odmienne mozliwosci oddziatywania
wod morskich, dlatego tez kazdy z nich powinien by¢ rozpatrywany
w sposob indywidualny (Cieslinski 2011a). To tlumaczy spadek stezenia
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jondéw latem wzgledem wiosny w jeziorze Sarbsko oraz ich wzrost
w jeziorze Lebsko. W jeziorze Lebsko obserwuje si¢ state, slabe, badz
srednie, oddziatywanie morza (Cieslinski 2011a). Ponadto z przeprowa-
dzonych badan wynika, ze wody morskie wywieraja wigkszy 1 staty-
stycznie istotny wplyw na jezioro Lebsko, niz Sarbsko. Jest to logiczne,
poniewaz Lebsko nalezy do jezior, ktore maja bezposrednie powierzch-
niowe potaczenie z Morzem Baltyckim za pomoca krotkiego odcinka
ujsciowego rzeki Leby (Cieslinski 2011a, Cieslinski 2011b, Paturej
2005). W kanale Leby mozliwy jest dwukierunkowy przeptyw, tzn. wila-
sciwy — od jeziora do morza, lub odwrotnie — od morza do jeziora, wy-
wotujac okresowe zjawisko intruzji wod stonawych. Wody morskie zasi-
laja jezioro Lebsko przy sprzyjajacych warunkach hydrometeorologicz-
nych, takich jak odpowiedni kierunek i predko$¢ wiatru, lub gdy poziom
wody w Battyku jest wyzszy niz w jeziorze (Cieslinski 2011a, Cieslinski
2011b, Paturej 2005). Z kolei jezioro Sarbsko nie posiada bezposrednie-
go polaczenia z morzem. Laczy sie jednak za posrednictwem rzeki
Chelst, ktora Iaczy sie z kanatem Leby (Cieslinski 2011a).

Rdéznica w zasoleniu miedzy jesienig, a wiosng jest skutkiem zi-
mowych zlodowacen jezior, co spowodowato bardzo duzy spadek ilosci
jondw chlorkowych. Wedhug literatury zalezno$¢ ta jest wprost propor-
cjonalna do dlugosci wystgpowania pokrywy lodowej. Z kolei w paz-
dzierniku dochodzi do najsilniejszego wptywu wod morskich, co thuma-
czy wysokie stgzenia jonéw chlorkowych jesienig w obu jeziorach (Cie-
slinski 2011b). Zdaniem Cieslinskiego (2011a) w jeziorze Lebsko oprocz
pazdziernika i listopada, miesigcami z najwicksza tacznag liczba dni
z intruzjami wod morskich byly czerwiec i lipiec, co jest wytlumacze-
niem wzrostu ilo$ci anioné6w chlorkowych w tym jeziorze latem. Ponadto
naptywy wod morskich majg inny charakter w tych dwdéch porach roku.
Jesienig wlewy wody morskiej sg silniejsze, gwaltowniejsze i s glownie
wynikiem sztormdow, ale wystepuja rzadziej, z kolei wiosng i latem sa
tagodniejsze, ale notuje si¢ je czesciej (Cieslinski 2011a, Paturej 2005).
To przektada si¢ na mikroflor¢ bytujaca w jeziorze. W jeziorze Lebsko
70-80% ogotu stanowig bakterie typu srédladowego, a tylko 8-13% jest
bakterii morskich. Wynika to z faktu, ze w ogdlnym bilansie wodnym
jeziora Lebsko zdecydowang przewage maja doplywy wdd rzecznych,
bedace glownym zrodlem bakterii $rodladowych, nad wlewami wod
morskich, ktére sg no$nikiem bakterii morskich. Jednak stwierdzono se-
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zonowo$¢ wystepowania bakterii typu srédladowego 1 morskiego. Bakte-
rie $rodladowe stanowig 90% ogdtu mikroflory jeziora Lebsko wiosng.
Z kolei bakterie morskie stanowig najliczniejsza grupe jesienig (Mudryk
1994). Wzrost zasolenia zmusza wigc biocenoze do przesunigcia rOwno-
wagi w kierunku mikroflory halotolerancyjnej (wykazujacej wzrost
w bardzo szerokim zakresie zasolenia) (Beck 1 in. 2013, Jonassen 2013).
Mozna zauwazy¢ zwigzek z sezonowos$cig naptywu wod morskich. La-
tem jest tez najnizszy doptyw wod ze zlewni ladowych, potaczenie tych
czynnikdw mogto rzutowaé na zmniejszenie biordznorodnosci przedsta-
wionej w postaci indeksu Shannona (rys. 6).

25

Indeks biordinorodnosei Shannona
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Rys. 6. Zmiany wartosci indeksu bioréznorodnosci Shannona bakterii

w zaleznosci od pory roku i miejsca poboru probek z wod jezior Lebsko (L)

I Sarbsko (S); * brak probki

Fig. 6. Changes in the biodiversity index Shannon of bacteria depending on the
season and place of sampling from the lakes Lebsko (L) and Sarbsko (S);

* no sample

Stezenie chlorkow odzwierciedla oddziatlywanie na zalew zarow-
no wad rzecznych, jak i morskich. Nie bez znaczenia jest tez pora roku,
a co za tym idzie, zmieniajace si¢ warunki klimatyczne, jak np. obfitos¢
opadéw czy zmiany temperatury, ktore razem moga doprowadzi¢ do
wezbrania wod rzecznych 1 przyboru woéd powodziowych (Cieslinski
2011a). Najmniejsze stezenie chlorkéw wiosng pokrywa si¢ ze wzmozo-
nym doptywem wod powierzchniowych ze zlewni ladowej, o tej porze
roku, co réwniez tlhumaczy najnizsze zasolenie jeziora Lebsko wiosna
(Cieslinski 201 1a).
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Zyjace w estuariach mikroorganizmy musza by¢ odporne na nie-
ustanne zmiany stezenia soli, ktore to wywiera okreslone ci$nienie osmo-
tyczne na komorki znajdujace sie w srodowisku. Gatunki stricte stodko-
wodne lub typowo morskie majg problem ze znoszeniem wigkszych wa-
han ci$nienia osmotycznego (Starmach i in. 1976). Cecha charaktery-
styczng estuaridw jest wyrazna eliminacja bakterii srodladowych i mor-
skich w rejonach granicznych, w ktérych zachodzi mieszanie si¢ wody
stodkiej i1 stonej, co powoduje, ze zyjace w tych zbiornikach bakterie
poddawane sg ciagle stresowi zwigzanemu z modyfikacja warunkow
zycia. Zmiany ci$nienia osmotycznego, do ktérego bakterie musza si¢
szybko (czgsto szybciej niz wynosi ich czas generacji) przystosowacé,
powoduja, ze przy braku adaptacji ging (Mudryk 1994). Natomiast ga-
tunki wod stonawych, ze wzgledu na fakt, ze zyja w ciagle wahajacych
si¢ stanach zasolenia s3 w duzym stopniu niewrazliwe 1 przystosowane
do zmian koncentracji soli, ktore przenosza si¢ na zmiany ci$nienia
osmotycznego (Starmach i in. 1976). Szczegdlng tolerancj¢ przejawiaja
bakterie zyjace w warunkach optymalnego sktadu jakosciowego i ilo-
sciowego substancji pokarmowych. Zasolenie w obrebie jednego zbior-
nika jest bardzo waznym czynnikiem, wptywajacym na dystrybucje ga-
tunkéw bakteryjnych (Ling 1 in. 2011) i odgrywa wazng rol¢ w rézno-
rodnosci mikrobiologicznej (Beck i in. 2013). W badaniach przeprowa-
dzonych przez Campbell i Kirchman (2013), na wodach Zatoki Delawa-
re, ktora jest zatoka Oceanu Atlantyckiego i stanowi estuarium rzeki De-
laware, wykazano, ze r6znorodno$¢ bakteryjna w zbiorniku tym spadata
w stosunku do bior6znorodnos$ci wyznaczonej w oceanie i rzece.

Najwigksze fluktuacje zasolenia wystepuja w lecie, gdzie na zmia-
n¢ wystepuja obfite deszcze i wzmozone parowanie. Skutkuje to opano-
waniem $rodowiska estuariowego przez gatunki bakterii przystosowanych
do zmian ci$nienia osmotycznego (Starmach 1 in. 1976). By¢ moze jest to
odpowiedz na spadek bior6znorodnosci w lecie w jeziorze Lebsko. Jednak
spadek réznorodnosci biologicznej nie musi by¢ tozsamy z mniejsza bio-
masg bakterii. W badaniach nad liczebnoscig bakterii w poszczegdlnych
porach roku w jeziorze Sarbsko zaobserwowano ich najwigksza liczbe
wiosng, a najmniejsza latem (Obolewski 1 in. 2017), podczas gdy
w przestawionych badaniach usredniony indeks Shannona dla tego jeziora
jest niemal identyczny dla obu pér roku 1 wiosng wynosi 1,97, a latem
1,98. W badaniach przeprowadzonych przez Crump i in. (2004) udowod-
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niono, ze biomasa bakteryjna jest wicksza w etuariach w poréwnaniu
z oceanem 1 rzeka, w wyniku mieszania wod, z ktérych to estuarium po-
wstato. Rowniez Mudryk (1994) twierdzi, ze estuaria charakteryzuja si¢
znacznie wigkszg liczebno$cig bakterii niz morza i oceany, czy wody $rod-
ladowe. Ponadto z jednej strony dane literaturowe podaja, ze liczebnosé
bakterii w zbiornikach maleje wraz ze wzrostem zasolenia, zwlaszcza gdy
jego zmiany sa gwaltowne, z drugiej sugeruja, ze mikroorganizmy wcale
nie ging, lecz wykazuja okresowy brak aktywnos$ci metabolicznej lub
przemieszczajg si¢ do osadow dennych (Mudryk 1994).

Warto tez zwréoci¢ uwage, ze w kazdym zelu obrazujacym finger-
printy DGGE znajduja si¢ prazki DNA, ktore sg na takiej samej wysoko-
Sci zarowno w jeziorze tebsko i Sarbsko, czyli zbiornikach o odmien-
nym zasoleniu (zaznaczone zielong ramka na rysunkach 3a, 3b, 3c).
Z jednej strony moze to oznaczaé, ze pewne genotypy s3 obecne w jezio-
rach przymorskich, niezaleznie od zawartosci w nich jondéw chlorko-
wych. Sugeruje to, ze sa bakterie, na ktérych obecnos¢ nie maja znacza-
cego wplywu zmiany parametréw fizykochemicznych w badanych zakre-
sach. Z drugiej strony lokalizacja jakiego$ prazka na tej samej wysokos$ci
w zelu DGGE nie oznacza, ze musi on zosta¢ zidentyfikowany jako ten
sam genotyp. Stabg strong metody DGGE jest fakt, Zze niektore fragmenty
DNA, pomimo tego, ze r6éznig si¢ sekwencja nukleotydow, nie zostaja
rozdzielone podczas elektroforezy, gdyz maja jednakowa temperature
topnienia wynikajaca z liczby wigzan wodorowych, a co za tym idzie,
mobilno§¢ w zelu poliakryloamidowym (Brzeszcz 1 in. 2013, Frac
i Jezierska-Tys 2010). Co wigcej, zdarza si¢, ze jeden gatunek bakterii
moze wizualizowaé¢ si¢ w postaci kilku prazkow z powodu kilku kopii
genu kodujacego 16S rRNA o niewiele réznigcej si¢ sekwencji (Frac
1 Jezierska-Tys 2010). Podwojne prazki DNA w zZelu moga by¢ takze
wynikiem degeneracji starterow lub powstania heterodupleksow DNA.
Zaburza to wiarygodno$¢ informacji o r6znorodnosci zespotu mikroorga-
nizmow (Brzeszcz i in. 2013). W celu rozwiania watpliwos$ci konieczne
byloby przeprowadzenie niezaleznego ich sekwencjonowania. W przed-
stawionej pracy nie zastosowano tej techniki, gdyz celem badan byt mo-
nitoring zmian w strukturze genotypowej biocenozy bakteryjnej
w zalezno$ci od zmian parametrow fizyko-chemicznych. Takie badania
prowadzi si¢ na stosunkowo krotkich amplikonach PCR (180 pz), ktore
nie daja jednoznacznej odpowiedzi identyfikacyjnej, a co za tym idzie,
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nie pozwalaja zdefiniowaé sktadu genotypowego zbiorowiska. Ponadto,
DGGE jako metoda bardzo czuta pozwala monitorowaé zbiorowisko na
poziomie genotypowym, a nie gatunkowych (elektroforeza ta rozdziela
fragmenty roznigce si¢ nawet pojedynczym podstawienie nukleotydo-
wym), co dodatkowo utrudnia mozliwo$¢ identyfikacji bakterii w zbio-
rowisku. W badaniach skupiono si¢ wiec na analizie wzoréw prazko-
wych, ich podobienstwach i réznicach.

Analizujac zdjecia zeli, zwlaszcza te prezentujgce probki zebrane
wiosng i jesienig w jeziorze Lebsko, mozna zauwazy¢ bardzo intensyw-
nie $wiecace prazki (zaznaczone czerwong ramka na rysunkach 3a, 3c).
Jezeli na danym poziomie zelu we wszystkich probkach wystepuja wy-
razne prazki, wskazuja one na genotyp dominujagcy w badanej bioceno-
zie. Z jednej strony moze to oznaczaé, ze w obu jeziorach, o kazdej porze
roku wystgpuje wiele roznych genotypdw bakterii, z drugiej strony moz-
na doj$¢ do wniosku, ze wyzsze zasolenie promuje rozwdj poszczegol-
nych gatunkéw, ktore zaczynaja dominowaé w tym $rodowisku. Nato-
miast wigksza liczba mniej wyraznych, rozmazanych prazkow, ktore
mozna zaobserwowac na wszystkich zelach 1 obu jeziorach, moze $wiad-
czy¢ o wystepowaniu bardzo duzej liczby genotypow w probce (Ziem-
binska-Buczynska 2015). Nalezy jednak zwrdci¢ uwage, ze DGGE to
metoda jako$ciowa i zazwyczaj intensywno$¢ §wiecenia prazka nie jest
proporcjonalna do liczebnosci mikroorganizméw. Mozna jedynie opieraé
si¢ na zalozeniu, iz w wigkszosci przypadkow bardziej intensywny pra-
zek oznacza wigcej kopii danego genu w obrebie analizowanego organi-
zmu (Brzeszcz i in. 2013).

Chlorek sodu i jego poziom wptywa na zyjace w estuariach orga-
nizmy. Jak podaje Mudryk (1994) fluktuacje tego parametru moga
wptywa¢ na aktywno$¢ fizjologiczno-metaboliczng bakterii morskich.
Wplywa on np. na pobieranie aminokwaséw, ktore zwigksza si¢ wraz ze
wzrostem stezenia chlorku sodu, oraz synteze glutaminy i proliny, ktorej
poziom rosnie takze ze wzrostem zasolenia. W zalezno$ci od stopnia
zasolenia obserwuje si¢ rowniez wyrazne zmiany w przyswajaniu i respi-
racji heksoz. Chlorek sodu stymuluje takze aktywno$¢ enzymow,
w szczegblnosci lipaz 1 amylaz. Ponadto chlorek sodu, mogac aktywnie
migrowa¢ do 1 z wngtrza komoérek chroni bakteri¢ przed zmianami ci-
$nienia osmotycznego, a co za tym idzie przed pg¢cznieniem, deformacja,
a nastgpnie pgkaniem 1 liza pod wptywem szoku osmotycznego. Nalezy
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jednak pamigtaé, ze zasolenie inaczej wptywa na poszczegdlne bakterie
w zalezno$ci od gatunku, a nawet szczepu (Mudryk 1994). Dane literatu-
rowe donoszg, iz w ujeciu iloSciowym nie obserwuje si¢ korelacji miedzy
zasoleniem, a zmianami w zbiorowiskach bakterii Gram-ujemnych (Beck
i in. 2013). Jednak generalnie bakterie Gram-dodatnie uznaje si¢ za bar-
dziej odporne na wyzsze warto$ci zasolenia niz bakterie Gram-ujemne
(Mudryk 1994). Wielu badaczy zwraca uwage na ujemna zalezno$¢ mie-
dzy zawartoscig NaCl w wodzie, a liczbg bakterii w estuariach. Z jedne;j
strony matle ilosci soli moga korzystnie wptywac na przemiany katabo-
liczne, natomiast z drugiej strony wigksze dezorganizuja proces rozmna-
zania przez hamowanie podziatow komoérkowych. Koncentracja soli na
poziomie 6-10% hamuje takze wzrost wigkszosci bakterii typu $rddlado-
wego, gdyz w tych stezeniach jest inhibitorem aktywnosci enzymow.
Ponadto u bakterii halofobowych zmniejsza pobierania glukozy, ktore
przy stezeniu NaCl rownym 3 %o spada do zera. Takie mikroorganizmy
jednak nie ging, lecz wykazuja okresowa inaktywacje i przy ponownym
wystodzeniu natychmiast wznawiaja wszelkie procesy zyciowe. Aczkol-
wiek powyzej pewnej wartosci zasolenia obserwuje si¢ zmniejszanie
liczby bakterii halofobowych, co jest wynikiem zaburzen aktywnosci
metabolicznej lub szoku osmotycznego. Warto nadmieni¢, ze u bakterii
morskich NaCl moze by¢ zastapiony przez inne sole, jak np.: Na,SOy,
NaBr, KCI, czyMgSO4 (Mudryk 1994).

3.2. Wplyw temperatury na bioréznorodnos¢ bakterii

W  badaniach przeanalizowano zmiany parametrow fizyko-
chemicznych probek wody, ktére przedstawiono na rysunku 7. Istotno$é
zalezno$ci biordznorodnosci przedstawionej w postaci indeksu Shannona
od wybranych parametrow zestawiono w tabeli 1.

Nie zauwazono znacznych wahan temperatury w obrgbie po-
szczegoblnych jezior w danej porze roku. Moze mie¢ to zwigzek z ich
cechami. Lebsko, zajmujace powierzchni¢ réwng 74,4 km? (Mudryk
1994, Paturej 2005, Starmach i in. 1976), a jego $rednia glebokos¢ wyno-
si 1,6 m (Cieslinski 2011b). Z kolei jezioro Sarbsko ma powierzchnig
liczaca 6,517 km® oraz $rednia gleboko$é wynoszaca 1,5 m (Bechtel
1 Woszczyk, 2008). Mata giebokos¢ 1 brak ostony przed wiatrem w jezio-
rach Lebsko 1 Sarbsko oraz znaczna rozleglto$¢ lustra wody w przypadku
tego pierwszego, sprzyjaja petnemu mieszaniu si¢ wod, co skutkuje bra-
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kiem stratyfikacji termiczno-tlenowej (Mudryk 1994). Mozna natomiast
zaobserwowac¢ wahania temperatury w cyklu sezonowym. Na podstawie
przeprowadzanych badan mozna wywnioskowa¢, ze bioréznorodnos¢
zbiorowiska w trakcie trwania eksperymentu nie byta stata. Warto$¢ in-
deksu Shannona oscylowala migedzy warto$ciami od 1,38, do 2,37, co
oznacza biocenoze¢ wahajaca si¢ od stosunkowo ubogiej do przecietnie
bogatej genotypowo (Ziembinska-Buczynska i in. 2014, Ziembinska-
Buczynska 2015), jednak jego najnizsze warto$ci obserwowano latem,
a najwyzsze wiosng. Co ciekawe mozna zauwazy¢ korelacje pomiedzy
duzym wzrostem temperatury latem, a spadkiem o tej porze roku warto-
$ci indeksu bior6znorodnosci Shannona, ktory wystapit w obu jeziorach.
Jego fluktuacje jednak byly znacznie mniejsze dla jeziora Sarbsko niz
Lebsko i tylko dla tego drugiego zbiornika zalezno$¢ ta jest statystycznie
istotna (tab. 1). Oznacza to, ze Sarbsko charakteryzuja mniejsze sezono-
we zmiany bior6znorodnosci.

a)
25
20
15 4

wiosna jesien

mm temperatura (st. C) =#=pH =s—=tlen (mg/l)

Rys. 7. Zmienno$¢ temperatury, pH 1 zawartosci tlenu w jeziorze a) Lebsko
b) Sarbsko w zaleznos$ci od miejsca poboru probki

Fig. 7. Variability of temperature, pH and oxygen content in the a) Lebsko
b) Sarbsko lake depending on the place of sampling
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Tabela 1. Statystyczna istotno$¢ korelacji indeksu bior6znorodno$ci Shannona
oraz wybranych parametrow; oznaczone wspotczynniki korelacji sg istotne

z p < 0,05 i zostaly zaznaczone kolorem czerwonym

Table 1. Statistical significance of the correlation of the Shannon biodiversity
index and selected parameters; the correlation coefficients are significant

with p < 0.05 and are marked in red

Korelacja porzadku rang Spearmana
Para zmiennych Lebsko Sarbsko
N[ R [(N2] p [N[] R [N »p
wartosci indeksu Shannona i temperatura [°C]  |25(-0,71926]-4,96511] 0,00005 | 18{-0,22763|-0,93505| 0,36366
wartoéci indeksu Shannona i tlen [mg/L] 2510,40177(2,10411[0,04650{18]0,09312 | 0,37410|0,71324
wartoéci indeksu Shannona i iloé¢ jonéw CI [mg/L][21{-0,44199|-2,14776] 0,04484 |15[0,27395 | 1,02703 ] 0,32314

Analizg statystyczng zdje¢ obrazujacych strukture genotypowa
zbiorowisk bakteryjnych przedstawiono takze w postaci wspotczynnikow
podobienstwa Dice’a (tab. 2).

Oprocz znacznie gwalttowniejszego spadku warto$ci indeksu
Shannona w jeziorze Lebsko, zaobserwowano réwniez dla tego jeziora
1 probek pobranych w lipcu spadek wspdtczynnika podobienstwa Dice’a.
Oznacza to, ze biocenoza w jeziorze Lebsko latem charakteryzuje si¢
nizsza réznorodnoscig. Spadek biordznorodnosci i podobienstwa nie mu-
si mie¢ jednak zwigzku z liczebno$cig bakterii w zbiornikach wodnych.
Zgodnie z informacjami znalezionymi w literaturze stosunkowo wysoka
o tej porze roku temperatura skutkuje letnimi maksymalnymi warto$cia-
mi liczebnos$ci bakterii (Mudryk 1994). Temperatura oddziatuje na mi-
kroorganizmy bezpos$rednio — wptywajac na tempo przemian metabo-
licznych lub posrednio — poprzez zmiany fizykochemiczne parametrow
wody jak pH, lepko$¢, zawarto$¢ tlenu, stezenie soli mineralnych oraz
potencjat redoks. Spadek biordznorodnosci mogt wiec wynikaé z braku
zdolnos$ci adaptacyjnych czgéci bakterii na zmieniajace si¢ parametry
fizykochemiczne, a ponowny wzrost jesienia prawdopodobnie wynikat
z intruzji wéd morskich, a co za tym idzie z naptywu nowych gatunkéw
bakterii morskich (Cieslinski 2011b). Sezonowe zmiany nasilenia czyn-
nikow $rodowiskowych powinny znalez¢ odzwierciedlenie w roéznorod-
nosci, ilosci, oraz aktywnos$ci bakterii. Ma to potwierdzenie w przepro-
wadzonych badaniach. Zmiany struktury w fingerprintach, pomiedzy
réznymi porami roku (rys. 3a, 3b, 3c), jak np. rézne liczby prazkow, czy
ich intensywno$ci $wiecenia, dowodza o zmianach w biordéznorodnosci.
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Tabela 2. Wspotczynnik podobienstwa Dice’a bakterii pochodzacych z jezior
Lebsko (L) i Sarbsko (S) z powierzchni i dna (D) a) wiosng b) latem c) jesienig;

na szaro zaznaczono wartosci > 60%

Table 2. Dice similarity coefficient of bacteria originating from tebsko (L)

and Sarbsko (S) lakes from the surface and bottom (D) a) in spring
b) in summer c) in autumn; on gray values > 60%
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Latem, kiedy byta najwyzsza temperatura, prgzkow byto najmniej
1 byly one najstabsze w porownaniu ze zdjeciami zeli probek pobranych
wiosng i jesienig. Zmiany zaobserwowane na poziomie kwasoéw nukle-
inowych $wiadczg o zmianach w zespotach mikroorganizmow (Brzeszcz
iin. 2013). Wplyw czynnikéw srodowiskowych moze by¢ bezposredni -
poprzez zmiang struktury bialek czy aktywnosci enzymow, lub posredni
— poprzez skompilowang sie¢ zaleznos$ci ekologicznych np. w ramach
petli mikrobiologicznej (mikrobiologicznego obiegu materii) (Walczak
2009). W okresach, w ktorych obumiera plankton roslinny wzrasta ilo$¢
bakterioplanktonu, co zabezpiecza zooplankton przed brakiem pokarmu
(Mudryk 1994, Starmach i in. 1976). Organizmy bakteriozerne, takie jak
wiciowce, orzeski, wrotki 1 widtonogi oraz fauna bentosowa kontroluja
wiec rozw0j i liczebnos$¢ bakterii (Mudryk 1994). Nie bez znaczenia na
relacje bakterii 1 planktonu jest wptyw temperatury: w okresie wiosen-
nym niska temperatura limituje przyswajanie przez mikroflor¢ wydzielin
fitoplanktonu, a jednocze$nie wtasnie w tym okresie duza liczba bakterii
jest wyjadana przez planktonowe organizmy bakteriozerne (Mudryk
1994). Fitoplankton ma wigc o tej porze roku silny wptyw na bakterio-
plankton (Sapp i in. 2007). Ponadto bakterie zyjace w estuariach biorg
udzial w obiegu podstawowych pierwiastkdéw w przyrodzie: wegla, fos-
foru i azotu, ktére sg niezbedne m. in. dla wzrostu fitoplanktonu, jak
1 innych roslin wodnych (Brzeszcz 1 in. 2013, Starmach i in. 1976).

Warto nadmieni¢, ze w badaniach przeprowadzanych przez
Ling’aiin. (2011), wykazano, ze temperatura jest drugim, zaraz po zaso-
leniu, czynnikiem fizykochemicznym, wptywajacym na spoteczno$¢ bak-
teryjng. Do podobnych wnioskéw doszli Sapp i1 in. (2007), ktorzy
w wyniku swoich badan uznali temperatur¢ za najwazniejszy czynnik
wplywajacy na struktur¢ genotypowg zbiorowiska wiosng, jesienig i zi-
mg, a latem wedlug nich strukturg t¢ modeluje pokarm. Z kolei w przed-
tozonej pracy, temperatura wydaje si¢ gtldwnym czynnikiem wplywaja-
cym na mikroorganizmy wtasnie latem. Gwaltowniejszy w jeziorze Leb-
sko spadek indeksu biordznorodnosci Shannona i wspdlczynnika podo-
bienstwa Dice’a, jest zaskakujacym zjawiskiem w kontek$cie badan
przeprowadzonych przez Stanleya 1 Moritab (1968), ktorzy udowodnili,
ze im wyzsze zasolenie tym wigksza tolerancja cze¢$ci bakterii pochodze-
nia morskiego na wzrost temperatury. Latem w jeziorze Lebsko stezenie
jonow chlorkowych, ktore $wiadcza o zasoleniu, jest ponad 50-krotnie
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wyzsze niz w Sarbsku. Wytlumaczeniem moze by¢ fakt, ze badania Stan-
leya 1 Moritab prowadzono na probkach o zasoleniu 7-35%, podczas gdy
stezenie soli w obu jeziorach jest na poziomie kilku promili.

3.3. Wplyw stezenia tlenu na zbiorowisko bakteryjne w estuariach

Nie zaobserwowano znacznych wahan stezenia tlenu w obu jezio-
rach w poszczegdlnych porach roku w zalezno$ci od miejsca poboru
probki (przy powierzchni). Jednak ze wzgledu na pore roku mozna zaob-
serwowa¢ wahania tego parametru. Literatura podaje, ze w miesigcach
letnich, lepsze natlenienie jest zwigzane z silnym rozwojem biomasy
1 wzrostem intensywno$ci procesu fotosyntezy (Cieslinski 2011b), co
thumaczy 1 odpowiada wzrostowi tego parametru latem wzgledem wiosny
w jeziorze Sarbsko. Z drugiej strony miesigce letnie charakteryzujg si¢
réwniez podwyzszong temperaturg, co zmniejsza rozpuszczalno$¢ tlenu
w wodzie. Prawdopodobnie jest to odpowiedz na pytanie, dlaczego
wzrost ten w jeziorze Sarbsko jest tak nieznaczny, oraz z jakiego powodu
doszto do spadku zawartosci tlenu latem w jeziorze tebsko. Natomiast
wzrost natlenienia w miesigcach jesiennych, jest spowodowany intruzja
wod morskich oraz intensywnym falowaniem, wystepujacymi o tej porze
roku (Cieslinski 2011b). Ma to potwierdzenie na wykresach przedstawia-
jacych stezenia jonow chlorkowych (rys. 5a, 5b), ktore rowniez sugeruja
wzrost wptywu morza jesienig. Dane literaturowe podaja, ze na spotecz-
no$¢ bakteryjng ma wplyw stezenie rozpuszczonego tlenu (Ling 1 in.
2011). Rowniez w tym eksperymencie zaobserwowano dodatnig korela-
cj¢ bioroznorodnosci z tym parametrem, jednak tylko dla jeziora Lebsko
jest ona statystycznie istotna.

3.4. Wplyw pH na strukture genotypowa zbiorowiska bakterii

Odczyn pH nie zmieniat si¢, ani w cyklu rocznym, ani w zalezno-
sci od miejsca pobrania probki. Mimo, iz dane literaturowe podaja, iz
w okresie fotycznym (w czasie nastonecznienia) gwaltowanie zwigksza
si¢ zuzycie dwutlenku wegla rozpuszczonego w wodzie oraz tego wyste-
pujacego w formie kwasu weglowego, co skutkuje wzrostem odczynu pH
(Walczak 2009), w badanych jeziorach nie zaobserwowano takiego zja-
wiska. Oznacza to, ze mozna wykluczy¢ pH jako czynnik wptywajacy na
strukturg genotypowa bakterii w takim typie jezior.
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3.5. Wplyw pér roku na réznorodnos¢ bakterii

Nie tylko temperatura, zasolenie, stezenie tlenu, czy organizmy
bakteriozerne wplywaja na liczebno$¢, sktad taksonomiczny, biomase
1 aktywno$¢ metaboliczng bakterii Zyjacych w estuariach, ale sg one kon-
trolowane réwniez przez stezenie materii organicznej oraz poziom tro-
ficzny wod (Crump 1 in. 2004, Mudryk 1994, Tang i in. 2012). Nie bez
znaczenia sg takze cykliczne zmiany innych warunkéw §rodowiskowych.
Na przyktad w okresie letnio-jesiennym obficie wyst¢puja makrofity,
wydzielajace rozne substancje, ktére bakterie wykorzystuja jako substra-
ty pokarmowe 1 przeksztatcaja w biomasg¢ bakteryjna. Co wigcej, rOwniez
w tym okresie wystepuje intensywny rozwdj fitoplanktonu. Komorki
glonéw uwalniajg 1 wydzielajg materi¢ organiczna, ktéra rdwniez jest
wykorzystywana jako pokarm przez mikroheterotrofy. Wymienione
czynniki wystgpujace w okresie letnio-jesiennym, skutkujg wystepowa-
niem maksimow liczebnos$ci bakterii w badanych jeziorach w tych po-
rach roku (Mudryk 1994). Nalezy jednak pamigtac, ze liczebnos$¢ bakte-
rii, nie ma zwigzku z ich réznorodnoscig, o czym $wiadczy fakt, ze
wspotczynnik Shannona maleje w kolejnosci: wiosna>jesien>lato. Jego
najwyzsza warto$¢ wiosng mogta mie¢ zwigzek z doptywem substancji
biogennych. Ma to zwigzek z gospodarka rolna, gdzie wlasnie w okresie
wiosennym mogl nastapi¢ wzrost ich st¢zenia, ale i bakterii ladowych
wraz z naplywem wody w wyniku roztopow. Ten sam splyw powierzch-
niowy poprzez rowy melioracyjne, przez pryzmat wzmozonych prac rol-
nych i1 duzych opadow atmosferycznych, mogt przynies¢ podobny efekt
jesienig. Co wiecej, pazdziernik, jest miesigcem najsilniejszego wyste-
powania intruzji wod morskich, ktore takze wzbogacaty flore bakteryjng
jezior w bakterie morskie (Cieslinski 2011b). Warto mie¢ wigc na uwa-
dze, ze w badanych probkach mogty znalez¢ si¢ mikroorganizmy sptuka-
ne z $rodowisk sasiadujacych z estuariami, niezdolne do egzystencji
w tych zbiornikach wodnych, zawyzajac tym samym wartosci wskaznika
réznorodno$ci Shannona, ktdrego warto$¢ zalezy rowniez od czasu za-
trzymania wody w zbiorniku (Crump 1 in. 2004, Tang 1 in. 2012).

3.6. Wplyw glebokosci na strukture genotypowa zbiorowiska bakterii

Biorgc pod uwage wspotczynnik podobienstwa Dice’a oraz war-
tosci indeksu Shannona, nie zaobserwowano znacznych réznic pomig¢dzy
probkami pobranymi z powierzchni a tymi pobranymi z dna. Jednak ana-
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lizujac dendrogramy mozna zauwazy¢ bardzo duza sp6jnos¢ probek po-
branych z powierzchni i dna jesienig, oraz niespdjno$¢ wiosng i latem,
gdzie probki te sa na bardzo oddalonych od siebie gatgziach, tworzac
osobne klady z innymi probkami. W Zadnej porze roku nie mozna mowic
o spdjnosci genotypowej bakterii wystepujacych przy dnie. Takie wyniki
analizy genotypowej, podobnie jak zmiany fizykochemiczne tj. brak r6z-
nic temperatury i pH pomigdzy dnem i powierzchnig oraz wystepowanie
deficytow tlenowych w niektorych miejscach, lub miesigcach, tatwo po-
wigza¢ z charakterystyka tych jezior oraz specyfikg cyklicznych zmian
w poszczegblnych porach roku. Z jednej strony oba jeziora maja mata
glebokos¢ 1 brak ostony przed wiatrem. W przypadku jeziora Lebsko
wystepuje takze znaczna rozleglo$¢ lustra wody. Te wszystkie czynniki
sprzyjaja pelnemu mieszaniu si¢ wod w profilu poziomym i pionowym
(Mudryk 1994). Z drugiej strony ksztalt misy jeziora Lebsko zwigzany
jest z wystepowaniem réznego rodzaju naturalnych zatok i przewezen,
w ktorych mieszanie wody jest utrudnione — tlumaczy to stratyfikacje
tlenowa w kazdej porze roku w tym jeziorze. Ponadto zjawiska zarastania
1 wyplycania mis jeziornych moga powodowacé, ze utrudniona jest miksja
wody (Cieslinski 2011a), co moze by¢ wyjasnieniem nizszej wartosci
stezenia tlenu przy dnie latem w jeziorze Sarbsko w stosunku do innych
por roku, gdyz wtedy wystepuje najintensywniejszy rozwdj roslinnosci
(Cieslinski 2011b). To wszystko powoduje, ze w jeziorach wystepuja
strefy, w ktoérych w réznych okresach zachodzi intensywne mieszanie si¢
wod, jak 1 w ktérych ten proces zaznacza si¢ stabo (Cieslinski 2011a).
Bardzo duza spojnos¢ genotypowa probki pobranej z powierzchni i dna
jesienig jest prawdopodobnie zwigzana ze zmniejszong iloscig roslinnosci
o tej porze roku, oraz wzmozonym falowaniem, spowodowanym dziatal-
no$cig wiatru, ktoéry najczesciej i najsilniej wieje w pazdzierniku (Cie-
slinski 2011b).

3.7. Wplyw jonéw pochodzenia morskiego i ladowego na bakterie

Oprocz jondw chlorkowych przeanalizowano takze zmiany in-
nych jonéw od morskich oraz pochodzenia ladowego w cyklu rocznym,
co zobrazowano na rysunku 8.
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Fig. 8. Changes in ion concentration depending on the season in
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Analizujac wykresy zmian stezenia jonéw w zaleznosci od pory
roku w jeziorach (rys. 8a, 8b), mozna zauwazy¢, ze zarowno Lebsko, jak
1 Sarbsko naleza do jezior typu chlorkowo-sodowego. Wedlug literatury
jezioro Lebsko nalezy do zlewni o wodach stale stonawych (Cieslinski
2012). Jego zasolenie wynosi 5,7%o, a stezenia chlorkow w catej misie
jeziornej zawsze przekracza warto$¢ 409 mg/dm’ (Cieélinski 2011a, Cie-
slinski 2012, Mudryk 1994). Z kolei Sarbsko nalezy do jezior o wodach
stale stodkich. Jego $rednie zasolenie jest na poziomie okoto 0,1%o,
a stezenie chlorkow ani razu nie przekroczylo w nim wartosci
200 mg/dm’® (Bechtel i Woszczyk 2008, Cieslifiski 2011a, Cie$lifski
2012). Analizujac wykresy (rys. 8a, 8b) rzeczywiscie widoczne jest, ze
wody stone majg znacznie wigkszy udziat w jeziorze Lebsko, niz Sarb-
sko. Potwierdza to analiza pozostatych jonow pochodzenia morskiego,
jak potasu, magnezu i siarczanow (Cieslinski 2011b), ktérych stezenia sg
znacznie wyzsze w jeziorze Lebsko. Zgodnie z danymi literaturowymi
w jeziorze Sarbsko nigdy nie odnotowano wysokich stezen wskaznikéw
pochodzenia morskiego (Cieslinski 2011a, Cieslinski 2011b). Ma to
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przetozenie na mikroflore bakteryjna. W jeziorze Sarbsko dominujg bak-
terie typu $rodladowego, natomiast udziat bakterii stricte morskich sta-
nowi niewielki procent (Mudryk 1994). W przypadku Lebska obserwuje
si¢ w zasadzie staly wptyw Morza Battyckiego, dlatego wskazniki cha-
rakterystyczne dla wod morskich nigdy nie spadaja ponizej okreslonego
stezenia tak, by pojawila si¢ woda typowo stodka (Cieslinski 2011Db).
W literaturze mozna znalez¢ informacje, ze wysokie stezenia jonéw Na®
ng2+ sg niezwykle wazne do przezycia bakterii morskich, poniewaz
zabezpieczaja ich komorki przed cytoliza. Proces ten jest uzalezniony od
aktywnos$ci komorkowych enzyméw litycznych, na ktore hamujaco dzia-
taja wlasnie wyzej wymienione kationy. Ich obecno$¢ chroni wigc mu-
kopeptydowa integralno$¢ struktury $ciany komorkowej przed zniszcze-
niem (jony Na') i zabezpiecza jej stabilno$¢ funkcjonalng i elektrosta-
tyczng (jony Mg%). Brak tych kationéw w $rodowisku oznacza, dla bak-
terii morskich brak zdolnosci rozmnazania lub nawet Smier¢ poprzez lize
w wyniku szoku osmotycznego, poniewaz kationy sodu spetniajg w ko-
morkach tych bakterii funkcje osmoregulacyjne. Wszystkie bakterie, kto-
re funkcjonuja w srodowisku zasadowym (a taki charakter ma woda mor-
ska), wymagaja do optymalnego rozwoju jonéw Na', poniewaz sa one
wyposazone w wewnatrzkomérkowa pompe sodowa. Ponadto kationy
sodu spetniajg rowniez bardzo wazne funkcje zwigzane z regulacja ak-
tywnosci fizjologiczno-metabolicznej u bakterii morskich, jak np. udziat
w transporcie aminokwasow i cukrow przez blong cytoplazmatyczng czy
aktywacja tancucha oddechowego. Kationy sodu biorg réwniez udziat
w procesie tworzenia si¢ ATP. Oprécz jondw sodu, takze kationy potasu
1 magnezu indukuja aktywno$¢ enzymow transportujagcych — permeaz.
Jony sodu i potasu sg rowniez potrzebne w utlenianiu substancji pokar-
mowych oraz zwickszaja syntez¢ kwasow DNA oraz RNA 1 przyspiesza-
ja wzrost bakterii morskich. Mimo, ze bakterie morskie do optymalnego
rozwoju wymagaja jonow Na®, K, Mg*", Ca®*, zbyt wysokie stezenia
tych kationéw, moze hamowac ich wzrost i powodowa¢ deformacje ko-
morek. Z kolei wobec bakterii typu srodladowego nie stwierdzono wy-
raznie stymulujacego czy hamujacego wpltywu poszczegdlnych kationéw
na ich rozw6j (Mudryk 1994).

Natomiast analizujac wskazniki pochodzenia ladowego, jakimi sg
fosforany 1 azotany (Cieslinski 2011a), oraz jony wapnia (Paturej 2005),
mozna zauwazy¢, ze sg one na podobnym poziomie w obu jeziorach,
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oraz nie zmieniajg si¢ tak drastycznie w przeciggu por roku. Oprocz ich
niskiego zréznicowania obserwowano takze ich niskie st¢zenia. Potwier-
dzaja to dane literaturowe, w ktorych mozna znalez¢ informacjeg, ze od-
dzialywanie ladu na jeziora jest bardziej stabilne i nie wptywa tak zna-
czaco na zmiennos$¢ ich sktadu hydrochemicznego (Cieslinski 2011a).
Oznacza to, ze raczej nalezy pomina¢ ten czynnik przy analizie struktury
genotypowej zbiorowisk bakterii. Jedynym zaskoczeniem sg jony wap-
nia, $wiadczace o wystodzeniu wdd, ktérego wartosci sg ok. 2-krotnie
wyzsze w jeziorze Lebsko, a nie Sarbsko. Prawdopodobnie jest to zwig-
zane z dzialalnoscig cztowieka, gdyz wptyw antropogeniczny jak okre-
sowe zrzuty $ciekéw i wod z okolicznych tak i pol uprawnych jest wyz-
szy dla Lebska. Powoduje to obnizenie wskaznikoéw od morskich 1 wzrost
od ladowych np. wodorowgglanéw, azotu ogdlnego, azotanow, fosforu
ogolnego, fosforandow, amoniaku, co z kolei moze przyczynia¢ si¢ do
eutrofizacji zbiornikow przymorskich (Cieslinski 2011b). Zmiana domi-
nacji wskaznikdw chemicznych w jeziorze Sarbsko, §wiadczy o okreso-
wym wystadzaniu, jego wod wiosng i silniejszym wptywem od morskim
jesienig (Cieslinski 2011a). Niezwykle trudne jest dokonanie hierarchiza-
cji wplywow poszczegdlnych elementéw na bioréznorodnos¢ bakteryjng
gléwnie ze wzgledu na fakt ich tacznego oddziatywania, a takze
z powodu trudnosci w okreslaniu granic wptywéw elementéw $srodowi-
ska przyrodniczego na jeziora (Cieslinski 2011Db).

4. Podsumowanie

Z przeprowadzonych badan wynika, ze bior6znorodnos¢ zbiorowi-
ska w trakcie trwania eksperymentu nie byta stata. Warto$¢ indeksu Shan-
nona oscylowata migdzy wartosciami od 1,38, do 2,37, co oznacza bioce-
noz¢ wahajacg si¢ od stosunkowo ubogiej do przecigtnie bogatej genoty-
powo. Jego najnizsze wartosci obserwowano latem, a najwyzsze wiosna,
ajego fluktuacje byly znacznie mniejsze dla jeziora Sarbsko niz Lebsko.
Oznacza to, ze bior6znorodnos¢ jeziora Sarbsko jest bardziej stata. Latem
zaobserwowano takze spadek wspotczynnika podobienstwa Dice’a w je-
ziorze Lebsko, co nie mialo miejsca w jeziorze Sarbsko. O zmianach bio-
réznorodno$ci $wiadczg takze zmiany w liczbie 1 intensywnos$ci §wiecenia
prazkéw DNA obecnych stale i na tej samej wysokosci w fingerprintach
wszystkich probek pobieranych w réznych porach roku.
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Najnizsza warto$¢ indeksu Shannona latem byla powigzana
z fluktuacjami zasolenia. Mozna zauwazy¢ takze korelacje z duzym
wzrostem temperatury o tej porze roku. Spadek biordznorodnosci mogt
wiec wynika¢ z braku zdolno$ci adaptacyjnych czesci bakterii na zmie-
niajace si¢ parametry fizykochemiczne, jak temperatura czy zmiany ci-
$nienia osmotycznego, wynikajacymi ze stezenia jonéw chlorkowych.

Zaobserwowano niewielkg zmiang¢ struktury genotypowej w cy-
klu sezonowym w jeziorze Sarbsko, a na dendrogramach wida¢ stopnio-
we roznicowanie si¢ zbiorowisk bakterii, co moze by¢ zwigzane z sezo-
nowa zmienno$cig struktury biocenozy.

Nie zaobserwowano znacznych réznic w warto$ciach wspotczyn-
nika podobienstwa Dice’a oraz indeksu Shannona pomigdzy probkami
pobranymi z powierzchni, a tymi pobranymi z dna. Dendrogramy prezen-
tuja duza spdjnos¢ probek pobranych z powierzchni 1 dna jesienig, oraz
jej brak wiosng i latem, gdzie probki te sg na bardzo oddalonych od sie-
bie galeziach, tworzac osobne klady z innymi probkami. W Zzadnej porze
roku nie zaobserwowano spojnosci genotypowej bakterii wystepujacych
przy dnie.

Badania zostaly wykonane w ramach projektu numer
UMO-2012/07/B/ST10/04359, finansowanego przez Narodowe Centrum
Nauki pt. ,, Hydroekologiczne uwarunkowania funkcjonowania ekosyste-

mow jezior przybrzeznych potudniowego Baltyku’ oraz przy wsparciu
BK-261/RIE-8/18 (08/080//BK/0054).
Autorzy pragng podziekowaé Annie Banach z Politechniki Slgskiej
za pomoc w analizie statystycznej.
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Dynamics of Seasonal Changes in Bacterial Biodiversity
in Coastal Lakes: Lebsko and Sarbsko

Streszczenie

Polskie pobrzeze jest bogate w jeziora stonawe o charakterze estuariow.
Nalezg do nich jeziora Niziny Gardniensko-Lebskiej. Kazdy z tych akwenow
ma wlasng specyfike hydrologiczno-ekologiczng, co skutkuje faktem, ze wiedza
na temat tych dynamicznych ekosysteméw wodnych jest niepelna i wymaga
rozszerzenia.
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W ramach eksperymentu badano bioréznorodnos¢ bakteryjng w jezio-
rach Lebsko i Sarbsko w r6znych porach roku. Materiat do badan stanowit ma-
terial bakteriologiczny, pochodzacy z przefiltrowania probek wody tych jezior.
W celu zbadania roznorodnosci biologicznej wykorzystano tancuchowa reakcje
polimerazy — PCR (ang. Polymerase Chain Reaction), potaczong z elektroforeza
w gradiencie czynnika denaturujagcego — DGGE (ang. Denaturing Gradient Gel
Electrophoresis). Markerem molekularnym wykorzystanym w badaniach byt
fragmentu genu kodujacego 16S rRNA. Rdéznorodnos¢ biologiczng badano ze
wzgledu na gradient zasoleniowy oraz inne zmiany fizyko-chemiczne i biolo-
giczne, wywolywane nastgpujacymi po sobie porami roku, oraz wystepujacymi
w obrebie zbiornika w zaleznos$ci od glebokosci. Efekty eksperymentu udoku-
mentowano w postaci zdje¢ w §wietle ultrafioletowym rozdziatu w gradiencie
czynnika denaturujacego produktow PCR, na podstawie ktorych wykonano
analize densytometryczng, obliczono wspotczynnik podobienstwa Dice’a, in-
deks biordéznorodnosci Shannona oraz utworzono dendrogramy na podstawie
algorytmu najblizszego sasiada.

Badania wykazaty, ze bior6znorodnos¢ zbiorowiska w trakcie trwania
eksperymentu nie byta stata i wahata si¢ od stosunkowo ubogiej do przecigtnie
bogatej genotypowo. Najnizsze wartosci indeksu Shannona obserwowano la-
tem, co miato zwigzek z fluktuacjami zasolenia i wysoka temperaturg. O tej
porze roku zaobserwowano takze spadek wspotczynnika podobienstwa Dice’a
w jeziorze Lebsko. Sytuacja taka nie miala miejsca w jeziorze Sarbsko. W pro-
jekcie wykazano, iz jezioro Sarbsko ma bardziej statg roznorodno$¢ bakteryjna,
na co wskazuja mniejsze fluktuacje wartosci indeksu bioréznorodnosci Shanno-
na. Zaobserwowano nieznaczng zmiang struktury genotypowej w cyklu sezo-
nowym w jeziorze Sarbsko, co obrazuja dendrogramy, na ktorych wida¢ stop-
niowe réznicowanie si¢ zbiorowisk bakterii. Temperatura w réznych porach
roku rowniez wptyneta na ré6znorodno$¢ biologiczng bakterii. Ponadto zaobser-
wowano zwigzek mi¢dzy bior6znorodnoscig i stezeniem tlenu. Podczas ekspe-
rymentu nie bylo zmian w poziomie pH, wigc parametr ten nie miat wptywu na
bakterie.

Abstract

The Polish shore of the Baltic Sea is rich in brackish lakes of estuarine
character. One of them are lakes of the Gardniensko-Lebska Lowland. Each of
these reservoirs has its own hydrological and ecological specificity, which re-
sults in the fact that knowledge about these dynamic water ecosystems is in-
complete and requires further researches.
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The aim of this work was to study seasonal changes in bacterial diver-
sity in coastal brackish lakes: Sarbsko and Lebsko. Biodiversity was studied for
salinity gradient, as well as physicochemical and biological changes (caused by
seasons and depth of the reservoir from which the test material was taken). To
monitor the genotypic variation of individual microorganisms and estimate bio-
diversity of the bacterial community in the settlement and to estimate the geno-
type complexity of the samples PCR-DGGE method (polymerase chain reac-
tion, combined with denaturing gradient gel electrophoresis) was used. The
molecular marker used in the studies was a fragment of the 16S rRNA gene.
The effects of the experiment were documented in the form of photos in the
ultraviolet light of the PCR-DGGE products, on the basis of which densitomet-
ric analysis was performed, Dice similarity coefficient and Shannon biodiversity
index was calculated, and dendrograms were created based on the nearest
neighbor algorithm.

The research showed that the biodiversity of the community during the
experiment was not constant and ranged from relatively poor to average geno-
typically rich. The lowest values of the Shannon index were observed in the
summer, which was related to salinity fluctuations and high temperature. In the
summer, a decrease in the similarity of Dice in the Lebsko lake was also ob-
served. Such a situation did not take place in Sarbsko. The project showed that
Sarbsko has a more stable bacterial diversity, which is indicated by smaller
fluctuations in the Shannon biodiversity index. It was observed that bacteria
genotypic structure has changed slightly in seasonal cycle in tha Sarbsko lake,
as dendrograms show. Temperature through the seasons also influence the bac-
terial biodiversity. What is more relation between biodiversity and oxygen con-
centration had been noticed. During the experiment there were no changes in
pH level and this parameter has not got influence on bacteria.

Stowa kluczowe:
bakterie, bioréznorodnos¢, estuaria, PCR-DGGE

Keywords:
bacteria, biodiversity, estuaries, PCR-DGGE
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