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CHARAKTERYSTYKA PROMIENIOWCOW
(ACTINOMYCETALES) WYIZOLOWANYCH Z GLEB
WYBRANYCH EKOSYSTEMOW TRAWIASTYCH
BIESZCZADZKIEGO PARKU NARODOWEGO

Characteristic of actinomycetes isolated from the selected soils of
grassland ecosystems in the Bieszczady National Park

Abstract: The paper concerns biodiversity of actinomycetes occurring in the Bieszczady
Mountains and learning their biochemical and physiological properties. The main purpose
of the work was to study in detail the microbiocenotic composition of actinomycetes
occurring in soil environments of mountain grass ecosystems in the Bieszczady National
Park and to assess their species diversity. Physiological and biochemical abilities were
also examined. The special purpose was to learn about the conditions of occurrence
of actinomycetes in various grass ecosystems and their antibiotic abilities in relation
to various bacteria and fungi, which could be of great economic importance (new
antibiotics for humans, animals and plants) due to the isolation of actinomycetes strains
from non-degraded soils of the Bieszczady National Park. In addition, the resistance of
isolated actinomycetes to various environmental factors was assessed in physiological
and biochemical studies, including the possibility of growth in the presence of many
ecologically important chemical compounds.
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Wstep

Gleba to jedno z najbardziej ztozonych naturalnych $rodowisk, w ktérym
zyje wiele réznorodnych grup systematycznych organizméw wyzszych i nizszych.
Ich zréznicowanie gatunkowe w $rodowiskach glebowych jest bardzo duze, a do
najwazniejszych organizméw naleza drobnoustroje, ktére wraz z szata roslinng
okreslaja zaréwno jej charakter jak i kierunek rozwoju (Kozdroj 2013; Sinewa,
Terekhova 2015; Stephen 2014). Mikroorganizmy glebowe odznaczajg si¢ duza
aktywnoscig biochemiczng i biogeochemiczng, a dzigki swym réznorodnym wia-
$ciwosciom i uzdolnieniom fizjologicznym moga wywiera¢ decydujacy wptyw na
ksztaltowanie si¢ roznorodnych proceséw w $rodowisku glebowym, co ma decy-
dujace znaczenie w ksztaltowaniu Zyznosci i produktywnosci biologicznej gleb.
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Drobnoustroje glebowe, biorac udzial w réznych procesach biochemicznych,
zwiazanych z rozkladem i mineralizacja zwigzkéw organicznych w glebie, uru-
chamianiem mineralnych skladnikéw pokarmowych i z krazeniem pierwiastkow
(wegla, azotu, fosforu, siarki i wielu innych) oraz synteza substancji biologicznie
czynnych, odgrywaja podstawowa role w funkcjonowaniu ekosystemoéw polo-
wych, lesnych i trawiastych (Alexander 1977; Hayakawa 2005; Smyk 1984a).

Organizmy zasiedlajace glebe tworza ztozony zesp6t o bardzo duzej liczebno-
$ci, zwany edafonem. W sktad edafonu oprécz mikroorganizméw wchodzg jed-
nokomorkowce roslinne i zwierzece, rosliny naczyniowe oraz bezkregowce bytu-
jace w przypowierzchniowej warstwie gleby. Edafon moze stanowi¢ od 1 do 10%
suchej masy substancji organicznej gleby. Wéréd mikroorganizméw glebowych
mozna wyrdzni¢: wirusy (reprodukujace si¢ w komoérkach roslin, zwierzat i czlo-
wieka oraz bakteriofagi), grzyby i bakterie (w tym promieniowce), ktére stanowia
podstawowa mas¢ mikroorganizméw glebowych. W jednym gramie gleby upraw-
nej wystepuje okolo 10°-10% komorek bakterii, 10*~10° konidiéw promieniowcow,
10-10* zarodnikéw grzybéw (Dobrzanski, Zawadzki 1995; Frac, Jezierska-Tys
2010; Gajda i in. 2010; Kirk i in. 2004; Klimek i in. 2010; Lynch 1990a; Schle-
gel 2003). Mikroorganizmy glebowe, dzieki swym réznorodnym wlasciwosciom
biochemicznym, s3 niezbednym gwarantem ciaglo$ci przemiany materii w przy-
rodzie (Barea i in. 2005; Liu, Zheng 2007; Nannipieri i in. 2003; Singleton 2000).

Wystepujace w glebie bakterie wlasciwe, promieniowce oraz grzyby zdolne
sa do biosyntezy antybiotykéw, witamin, kwasdw organicznych, przeprowadzania
reakcji rozkladu ksenobiotykdw, biatek, wielocukrow, lipidéw czy biotransforma-
cji zwigzkow steroidowych lub antybiotykéw (Bobek i in. 2009; Crawford 1988;
Fijalkowski i in. 2008; Higashide 1995; Jayabarath i in. 2010; Jayalakshmi i in.
2010; Mukesh i in. 2014; Pasti i in. 1990; Przybulewska 2006; Rodziewicz, Lapa
2006). Wystepujace w tym samym $rodowisku, jakim jest gleba, drobnoustroje
oddzialuja wzajemnie na siebie. Mozliwych jest kilka form wspoélzycia drobno-
ustrojow glebowych: symbioza (bakterie wigzace N,), pasozytnictwo (fagi bakte-
ryjne), drapieznictwo, komensalizm oraz antagonizm ze szczeg6lnym uwzgled-
nieniem dwdch jego odmian, jak mykolizy i antybiozy (Alexander 1975; Ander-
son, Caiirney 2004; Antoun i in. 2005; Kaszubiak 1998; Sen 2003).

Jednymi z najwazniejszych drobnoustrojow glebowych sa promieniowce.
Promieniowce to Gram-dodatnie bakterie, wystepujace gtéwnie w srodowiskach
glebowych, ktére wzrostem i ztozonym cyklem zyciowym przypominaja grzyby
nitkowate. Z licznej grupy promieniowcéw glebowych az 70% to gatunki nalezace
do rodzaju Streptomyces, a pozostale gatunki nalezg do rodzajéw Nocardia, Mi-
cromonospora oraz Actinomycetes, Actinoplanes, i Streptosporangium (Abbas 2006;
Golinska, Dahm 2011; Goodfellow, Williams 1983; Hodgson 2000; Katsifas i in.
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1999; Li-Hua i in. 1996; Miyashi, Tsuru 1982; Osada 1998; Smyk 1984b; Zenova
i in. 2008).

Dzigki zréznicowanej aktywnosci biologicznej wytwarzanych przez promie-
niowce wtornych metabolitow, bakterie te sa szeroko wykorzystywane w przemy-
sle. Oprdcz enzymow o zastosowaniu przemystowym, takich jak chitynazy, ksy-
lanazy, proteazy, czy lipazy, okolo 60% stosowanych antybiotykéw pochodzenia
naturalnego jest produkowanych przez promieniowce, gtéwnie z rodzaju Strep-
tomyces, w tym streptomycyna (drugi odkryty antybiotyk i pierwszy o dzialaniu
przeciwgruzliczym), neomycyna, chloramfenikol i tetracyklina, a takze substan-
cje o charakterze cytostatykow i immunosupresantéw (np. rapamycyna) (Ala-
nis 2005; Arifuzzaman i in. 2010; Barabasz, Vorisek 2002; Bérdy 2012; El-Na-
ggar iin. 2001; Gurung i in. 2009; Ilic i in. 2007; Katsifas i in. 2000; Nanjwade
i in. 2010; Oskay i in. 2004; Ozgur i in. 2008; Salim i in. 2017; Smyk 1999;
Wadetwar, Patil 2013; Watve i in. 2001). Bogactwo szlakéw metabolicznych
promieniowce zawdzieczaja wyjatkowo duzemu genomowi (8-10 Mpz), a mo-
delowym gatunkiem w badaniach nad promieniowcami jest gatunek Strepto-
myces coelicolor.

Wysoki udzial promieniowcdw w stosunku do ogélnej liczby bakterii w gle-
bach uprawnych i ogrodowych wynika z faktu, Ze s3 to mikroorganizmy preferu-
jace podloza po nawozeniu i wapnowaniu. Wiekszo$¢ promieniowcdw to tlenowe
bakterie oporne na silne zakwaszenie $rodowiska. Maja one jednak nieodporne
(za wyjatkiem gatunku Thermoactinomyces vulgaris) na wysoka temperature spo-
ry, wytrzymujace bardzo dobrze wysychanie. Promieniowce biorg udzial w roz-
ktadzie resztek roslinnych i zwierzecych, jak réwniez trudno rozkladalnych poli-
sacharydéw, np. celulozy i chityny, wyzszych kwaséw ttuszczowych oraz trudno
degradowalnych zwigzkéw aromatycznych.

Promieniowce sg mikroorganizmami, ktére bardzo licznie zasiedlajg warstwe
prochniczng gleby. Ich obecnos¢ w srodowisku glebowym jest $cidle uzalezniona
m.in. od wlasciwosci chemicznych, biologicznych, fizycznych oraz fizykochemicz-
nych gleby (Khan 2000). Wlasciwosci te moga ulec znacznym zmianom przez
zanieczyszczenie i skazenie srodowiska, ktore niejednokrotnie, dzialajac selekcjo-
nujaco na mikrobiom glebowy, powoduje zmniejszenie bioréznorodnosci mikro-
biologicznej gleby oraz zmniejsza jej aktywnos¢ biologiczng. Promieniowce, ze
wzgledu na duze zdolnosci do rozktadu réznych zwigzkéw chemicznych natural-
nego pochodzenia, w tym polisacharydéw oraz zwigzkéw aromatycznych, a tak-
ze zwigzkow pochodzenia antropogennego, odgrywaja kluczowa role w obiegu
wielu pierwiastkéw w przyrodzie (Anitha, Rabeeth 2010; Dobrzanski, Zawadzki
1995; Frac, Jezierska-Tys 2010; Hodgson 2000; Jayabarath i in. 2010; Kumar i in.
2005; Marschner, Baumann 2003; Nagaya i in. 2005; Poomthongdee i in. 2015;
Rampazzo i in. 1994).
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Promieniowce znane s3 z tego, ze posiadajg bardzo duze mozliwosci syntezy
wielu waznych enzymoéw i to ich aktywnos¢ enzymatyczna decyduje o przemia-
nach materii organicznej w srodowisku glebowym. Aktywnos¢ enzymatyczna pro-
mieniowcéw ma wplyw na funkcjonowanie catego zespotu mikrobiologicznego
gleby, bo niejednokrotnie to enzymy promieniowcdw sa jedynymi, ktore potrafia
rozklada¢ trudno rozktadalng frakcje humusu. Dla typowych mikroorganizméw
autochtonicznych ma to olbrzymie znaczenie, bo dostarcza im niezbednego do
zycia wegla i energii. Enzymy promieniowcéw, a w szczegdlnosci dehydrogena-
zy (DHA), fosfatazy kwasna (PHOS-H) i zasadowa (PHOS-OH), czy tez ureazy
(URE), s3 bardzo dobrymi parametrami oceny aktywnosci mikrobiologiczne;j
gleb oraz odgrywaja wazng role w utlenianiu materii organicznej gleby, poprzez
transfer elektronéw z substratu na akceptor (Bolton i in. 1992). Ze wzgledu na
fakt, ze aktywnos¢ enzymatyczna w glebie jest silnie skorelowana z fizjologiczna
aktywnoscig mikroorganizméw, uzycie ich jako wskaznika do oceny aktywnosci
mikrobiologicznej gleby jest jak najbardziej uzasadnione (Nannipieri i in. 2003;
Tabatabai 1994). Enzymy promieniowcéw szybko reaguja na niekorzystne zmia-
ny $rodowiskowe spowodowane czynnikami naturalnymi i antropogenicznymi,
dlatego tez moga petnic role indykatoréw jakosci gleby. Ze wzgledu na swoje wia-
$ciwosci, tj. wrazliwo$¢ na obecno$¢ szerokiej gamy zanieczyszczen i zdolno$é
odzwierciedlania poziomu tych zanieczyszczen, znalazly szerokie zastosowanie
w badaniach ekotoksykologicznych ekosystemu glebowego (Ghazanfar i in. 2010;
Nannipieri i in. 1990).

Promieniowce, dzieki swojej wielokierunkowej dzialalnosci, utrzymuja swo-
ista rownowage biologiczna (homeostaza) i przeciwdzialaja zmianom, powodu-
jacym naruszenie tej rownowagi w srodowisku glebowym. Odgrywaja bardzo
wazng role w wielu biologicznych procesach zachodzacych w glebie, warunkuja
obieg pierwiastkow i rozklad materii organicznej. Ponadto biorg udzial w two-
rzeniu zwigzkoéw humusowych, a dzieki wydzielaniu polimeréw sacharydowych,
stabilizuja strukture gleby (Barabasz, Vorisek 2002). Odgrywaja nieoceniong role
w rozwoju roélin, dostarczajac im wielu metabolitéw, w tym substancji biologicz-
nie czynnych (witaminy, antybiotyki, aminokwasy, garbniki, barwniki), wigzaniu
azotu atmosferycznego (Torrey 1978) oraz chronig je przed patogenami (Amit
iin. 2011; Antoun, Prévost 2005; Chaudhary i in. 2013).

Celem pracy bylo szczegétowe poznanie sktadu mikrobiocenotycznego popu-
lacji promieniowcdw, wystepujacych w srodowiskach glebowych goérskich ekosys-
temow trawiastych na terenie Bieszczadzkiego Parku Narodowego (BdPN) oraz
ocena ich bioréznorodnosci. Zbadano takze wtasciwosci fizjologiczne oraz uzdol-
nienia biochemiczne dominujacych szczepéw promieniowcéw. Ponadto w bada-
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niach fizjologiczno-biochemicznych oceniono zdolnos¢ do produkcji enzymoéw i od-
pornos¢ wyizolowanych promieniowcéw na rézne czynniki srodowiskowe, w tym
mozliwo$¢ wzrostu w obecnosci wielu waznych, z ekologicznego punktu widzenia,
zwigzkow chemicznych, jak: metale ciezkie, mykotoksyny, pestycydy czy antybiotyki.

Metodyka badan i materiaty

1. Probki gleb do badan, w ilosci okoto 1 kg, pobierano z gltebokosci oko-
to 5-15-20 cm, z gleb uzytkow zielonych po usunigciu powierzchniowej warstwy
darni (poziom A i A ). Prébki pobierano do jalowych plastikowych pojemnikow,
z zachowaniem zasad czystosci biologicznej. Przy poborze probek gleby kierowa-
no si¢ ich reprezentatywnoscia dla calego terenu BAPN oraz ich zréznicowaniem,
a takze pokryciem tj. szatg roslinng (Skiba 1994, 2002; Skiba i in. 1998; Skiba i in.
2006; Winnicki 1999; Winnicki, Zemanek 2003). Pobrano 50 probek gleby z terenu
Bieszczadzkiego Parku Narodowego, z réznych miejsc ekosysteméw trawiastych,
i wykonano ich szczegélowa podstawowa analize mikrobiologiczng i chemiczna.

2. Liczebnos$¢ drobnoustrojow okreslono metoda ptytkowa rozcienczen Ko-
cha, stosujac pozywki wybiorcze dla wybranych grup fizjologicznych drobno-
ustrojow, jak; agar TSA - bakterie, agar MEA - grzyby, podloze wg Pikowskiej
- bakterie fosforowe, podloze Winogradskiego dla nitryfikatoréw i denitryfikato-
réw oraz podloze z zelatyna dla bakterii proteolitycznych. Wyniki podano w po-
staci jednostek tworzacych kolonie (jtk). Wyniki przeliczono na 1 g suchej masy
gleby. Wszystkie analizy wykonywano w trzech réwnoleglych powtorzeniach. Li-
czebnos$¢ promieniowcéw oznaczano na standardowych podlozach wybiérczych
dla promieniowcow, tj. podtoze Gauze’a (Rehacek 1959), podtoze Pochona (Mar-
cinowska, Bis 1998) i podloze Eatona (Eaton i in. 2005). Identyfikacje wyizolo-
wanych szczepow promieniowcoéw przeprowadzono w oparciu o morfologie ma-
kroskopowg i mikroskopowa, proby hodowlane oraz badania fizjologiczne, bio-
chemiczne i auksenograficzne, stosujac do tego celu powszechnie uzywany klucz
diagnostyczny (Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology 2012), zgodnie
z zasadami diagnostyki mikrobiologiczne;.

3. Wlasciwo$ci wybranych gatunkéw promieniowcow

3.1. Wtlasciwosci antagonistyczne (antybiotyczne) wyizolowanych promie-
niowcéw przebadano w oparciu o powszechnie stosowane analizy fizjologiczne,
stosujac do tego celu zestawy bakterii i grzybow, gtéwnie plesniowych. W szcze-
gotowych badaniach nad wlasciwo$ciami antagonistycznymi (antybiotyczne) wy-
korzystano nastepujace gatunki bakterii i grzybow:
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Bakterie Grzyby

Bacillus cereus Alternaria alternata
Bacillus subtilis Aspergillus flavus
Escherichia coli Aspergillus fumigatus
Enterococcus faecalis Aspergillus ochraceus
Micrococcus luteus Cladosporium herbarum
Pseudomonas aeruginosa Fusarium nivale
Staphylococcus aureus Fusarium sporotrichioides
Staphylococcus epidermidis Penicillium notatum
Staphylococcus saprophyticus Penicillium rubrum
Streptococcus faecalis Trichoderma viride

Badania prowadzono na ptytkach Petriego, do ktérych dodawano 15 cm’ po-
zywki i szczepiono 0,1 cm’ zawiesing okreslonego gatunku bakterii lub wybra-
nego grzyba plesniowego, i hodowano w warunkach pokojowych przez okres 12
godz. Po tym okresie zawiesine testowanego gatunku promieniowca nanoszono
za pomocg ezy w postaci jednej podluznej rysy na srodku plytki. Po kolejnych
48-72 godz. oceniano makroskopowo, czy zaszczepiony gatunek promieniowca
hamowal wzrost i rozwdj okreslonych gatunkéw bakterii i grzybow. Do badan
wybrano nastgpujace gatunki promieniowcow:

Arthrobacter globiformis
Micromonospora nigra

| Streptomyces longisporus

| Streptomyces nigrescens
Streptomyces albus | Streptomyces odorifer
Streptomyces cellulosae I Streptomyces violaceus-niger

Streptomyces griseus Streptosporangium roseum

3.2. Opornos¢ na wybrane pestycydy (fungicyd, herbicyd i insektycyd) prze-
badano metoda dyfuzyjng stosujac sprawdzone podloze Gauze’a, ktore okazalo
sie bardzo przydatne do tego rodzaju badan. Po przygotowaniu plytek z zawiesing
promieniowca i dodatku okreslonych dawek pestycydéow umieszczano je w cie-
plarce o temp. 28°C i hodowano przez okres 3-4 dni, po czym mierzono stre-
ty zahamowania wzrostu. Wszystkie analizy - kombinacje powtarzano w trzech
réwnoleglych powtdrzeniach. Oceniono nastepujgce pestycydy: miedzian, topsin,
fastac i roundup, w nastepujacych stezeniach, ktére uznano jako dawke zalecang
i oznaczono jako 1 (Tabela 6):

Miedzian = 0,15 g/50 cm® wody
Topsin 1 cm?/50 cm?® wody
Fastac 0,0025 cm?/50 cm?® wody
Roundup = 4 cm’/50 cm® wody
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3.3. Oporno$¢ promieniowcéw na wybrane metale cigzkie przebadano na
podlozu ptynnym z dodatkiem wybranego metalu i oznaczajac zmetnienie po-
zywki w spektrofotometrze (tzw. O.D. przy dlugosci fali A=480 nm). Do badan
zastosowano cztery zwigzki: Cd(NO,),, Cu(NO,),, Pb(NO,), i Zn(NO,), w steze-
niach od 1 do 1000 pg/cm’ pozywki, tak aby oczekiwany efekt zahamowania wzro-
stu danego szczepu promieniowca pod ich wpltywem byl mozliwy do zaobserwo-
wania w podlozu ptynnym. Hodowle na podiozach ptynnych prowadzono przez
okres 3-4 dni, w temp. 28°C. Jako kontrole uzyto pozywki bez dodatku metali,
a wszystkie doswiadczenia wykonywano w trzech réwnolegtych powtdrzeniach.

3.4. Oceny wplywu wybranych olejkéw eterycznych i mykotoksyn na wzrost
promieniowcoéw przeprowadzono w warunkach laboratoryjnych, wykorzystujac
do tego celu sprawdzone podioza hodowlane (agar wg Gauze’a) oraz zmieniajac
warunki hodowli. Hodowle prowadzono na podlozach stalych i plynnych przy
stalym wytrzasaniu, a wzrost promieniowcéw oceniano makroskopowo, porow-
nujac zmetnienie pozywki spowodowane wzrostem biomasy promieniowcéw lub
strefg zahamowania wzrostu na pozywece stalej.

3.5. Test fitotoksycznosci przeprowadzono w warunkach laboratoryjnych,
uzywajac do tego celu szalek Petriego o $rednicy 25 cm, w ktérych, na bibule fil-
tracyjnej, uktadano po 50 nasion pszenicy, grochu, rzezuchy i fasoli o sprawdzo-
nej sile kietkowania, moczonych przez 24 godz. w ptynach pohodowlanych z wy-
branych gatunkéw promieniowcéow. W czasie hodowli roéliny podlewano tym sa-
mym plynem pohodowlanym. Jako kontrole uzyto wody destylowanej. Hodowle
prowadzono w warunkach laboratoryjnych przy $wietle dziennym i temperaturze
pokojowej. Po skielkowaniu nasion i wyksztalceniu todyzek oraz wypuszczeniu
kilku lisci i korzonkéw dokonano obserwacji makroskopowych wygladu roslin
i mierzono dlugos¢ todyg oraz najdluzszy wytworzony korzonek. Zwrécono
szczegblna uwage na efekt stymulacji wzrostu roélin przez promieniowce.

Wyniki i ich omdéwienie

Przeprowadzone badania, nad wystepowaniem promieniowcéw w glebach
ekosystemoéw trawiastych Bieszczadzkiego Parku Narodowego, uzupetniajg i po-
szerzaja nasza wiedze¢ w tym zakresie.

Oceniajac skfad chemiczny badanych probek glebowych, w stosunku do gleb
pochodzacych z innych miejsc wojewddztwa podkarpackiego (Dabek-Szreniaw-
ska 1977; Dobrzanski, Zawadzki 1995; Frac, Jezierska-Tys 2010; Gajda i in. 2010;
Smyk 1984b; Traba, Wolanski 2011), mozna stwierdzi¢, ze zawarto$ci podsta-
wowych pierwiastkow w glebach BAPN nie r6znig si¢ od nich znaczaco. Jedynie
w wyzszych partiach gor, powyzej 850 m n.p.m., w glebach inicjalnych i stabo
wyksztatconych, obserwowano mniejsza zawarto$¢ wegla organicznego i azotu.
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Odczyn badanych prébek glebowych wahat sie od pH 4,52 do 6,88 w H,O oraz
0d 4,18 do 6,24 w KCI. Z kolei zawartos¢ pierwiastkow sladowych (Cu, Cd, Ni, Pb
i Zn) ksztaltowala si¢ na poziomie $redniej zawartosci tych pierwiastkow w gle-
bach gor polskich, a takze Karpat Wschodnich (Kabata-Pendias, Pendias 1979;
Maryskevych, Kozlovski 1998).

Przeprowadzone mikrobiologiczne badania ilosciowe probek glebowych, po-
branych z 50 miejsc z reprezentacyjnych ekosystemow trawiastych BAPN, wy-
raznie wskazuja, ze liczebnosci wybranych grup drobnoustrojow ksztaltowaly
sie réznie, w zalezno$ci od miejsca poboru probek. Z danych przedstawionych
w tabeli 1 wynika, ze badane gleby ekosystemow trawiastych sg zasiedlane przez
wszystkie badane grupy drobnoustrojow glebowych. Aktywnos¢ nitryfikacji i de-
nitryfikacji, oznaczana jako miano, jest stosunkowo nizsza, w poréwnaniu do
gleb na nizinach. Liczebnosci pozostalych grup drobnoustrojow ksztaltuja si¢ na
poziomie oznaczanym w innych rejonach w glebach goérskich (Marcinowska, Bis
1997).

Przedmiotem badan byty promieniowce i na ta grupe bakterii zwrdcono spe-
cjalng uwage. Szczegolowe dane dotyczace liczebnosci promieniowcéw przedsta-
wiono w tabeli 2. Z powyzszych danych wynika, ze liczebno§¢ promieniowcow
w badanych glebach ekosysteméw trawiastych BAPN ksztaltowala sie w zakresie
od 15,57 tys. jtk/g s.m. w glebach inicjalnych stabo wyksztalconych w zbiorowisku
rodlinnym Potentillo aureae-Fustucetum airoides, do 135,80 tys. jtk/g s.m. w ma-
dach gorskich wlasciwych w zbiorowisku roslinnym Arrhenatheretum elatioris.
Z przeprowadzonych analiz wyraznie wynika zalezno$¢ pomiedzy typem gleby
i wysokoscig n.p.m., a liczebnoscig promieniowcéw w badanych glebach. Stwier-
dzono réwniez, ze w glebach ekosystemow trawiastych Arrhenatheretum elatioris
i Lilio-Cynosuretum liczebno$¢ promieniowcow byta zdecydowanie najwyzsza.

Z kolei sklad gatunkowy wyizolowanych promieniowcéw byl bardzo zréz-
nicowany, zaréwno co do skltadu mikrobiocenotycznego jak i do miejsc ich wy-
stepowania. Stwierdzono, ze najwieksze zréznicowanie gatunkowe wystepowato
w tych glebach, gdzie ich liczebnosci byly najwigksze. Wykazano, ze w glebach
gdzie liczebno$¢ promieniowcéw przekraczala 80 tys./g s.m. gleby, izolowano co
najmniej 20 i wiecej gatunkéw promieniowcédw. Wiérdd wyizolowanych gatun-
kéw promieniowcow dominowaly: Arthrobacter globiformis, Micromonospora ni-
gra, Streptomyces albus, Streptomyces cellulosae, Streptomyces griseus, Streptomyces
longisporus, Streptomyces nigrescens, Streptomyces odorifer, Streptomyces violaceus-
niger i Streptosporangium roseum, ktore zostaly uzyte do dalszych badan. Nalezy
zaznaczy¢, ze w/w gatunki promieniowcow wystepowaly w 30 z 50 analizowanych
gleb. Wskazuje to na fakt, ze w badanych glebach panowaly odpowiednie warunki
dla wzrostu i rozwoju promieniowcow.

Wyizolowano 730 szczepéw promieniowcow, ktore zostaly poddane szcze-
gétowym badaniom diagnostyczno-taksonomicznym. W wyniku przeprowadzo-
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nych analiz przypisano je do 36 gatunkéw (Tab. 3). Oznaczone gatunki nalezaly
do rzedu Actinomycetales i 5 rodzajow: Actinoplanes, Arthrobacter, Micromono-
spora, Streptomyces i Streptosporangium. Ta biordznorodnos$¢ gatunkowa moze
okaza¢ sie bardzo korzystna dla przezywalnosci i aktywnosci promieniowcow
w tak zréznicowanym $rodowisku, jakim sg gleby BAPN (Sitnicka i in. 2009; So-
lecka iin. 2013; Torsvik i in. 1990).

Duza réznorodno$¢ miejsc wystepowania promieniowcéw $wiadczy o zdol-
nosciach adaptacyjnych tych mikroorganizméw do panujacych warunkéw sro-
dowiskowych. Promieniowce, ktdre izolowano z gleb umiarkowanie urodzajnych
i wilgotnych, byly najbardziej zréznicowane. W glebach suchych i ubogich w ro-
slinno$¢, a takze w bardziej ostrych warunkach klimatycznych izolowano mniej
szczepow i nalezaly one gléwnie do rodzaju Streptomyces. Z probek gleby, po-
zyskiwanych ze wszystkich miejsc, takze izolowano najczesciej szczepy nalezace
do rodzaju Streptomyces. Podobne zalezno$ci zaobserwowata Marcinowska i Bis
(1997, 1998) zaréwno w terenach gorskich, w ekosystemach trawiastych Arrhe-
natheretum elatioris i Gladiolo-Agrostietum w Pieninach, jak i w glebach upraw-
nych w okolicach Sedziszowa Malopolskiego.

W przeprowadzonych badaniach nad wlasciwosciami promieniowcow,
wyizolowanych z réznych ekosystemoéw trawiastych BAPN wykazano, ze charak-
teryzujg sie one wieloma cechami, ktére umozliwiajg im zasiedlanie tak skom-
plikowanego srodowiska, jakim jest gleba. Wyizolowane i oznaczone do gatunku
promieniowce poddano wielokierunkowej ocenie, oznaczajac ich wtasciwosci fi-
zjologiczne i biochemiczne, uzywajac do tego celu wielu nowoczesnych testow
i typowych standardowych badan analitycznych wg Alef i Nannipieri (1995). Do
wszystkich badan testowych wykorzystano 10 gatunkéw promieniowcéw, ktore
dominowaty w badanych glebach: Arthrobacter globiformis, Micromonospora ni-
gra, Streptomyces albus, Streptomyces cellulosae, Streptomyces griseus, Streptomyces
longisporus, Streptomyces nigrescens, Streptomyces odorifer, Streptomyces violaceus-
niger i Streptosporangium roseum.

Badania wtasciwosci antagonistycznych i zdolnosci do produkeji substancji
antybiotycznych przez 10 wybranych gatunkéw promieniowcéw wykazaly, ze nie-
ktore z nich posiadajg takie wlasciwosci i oddzialuja w rézny sposdb na testowane
bakterie i grzyby (Tab. 4 i 5). Silnymi wlasciwosciami antagonistycznymi, w sto-
sunku do testowanych 10 gatunkow bakterii, odznaczaly si¢: Streptomyces griseus
i Streptomyces longisporus oraz mniejszymi Streptomyces violaceus-niger i Strepto-
myces nigrescens. Z przeprowadzonych analiz wynika, ze Arthrobacter globiformis,
Micromonospora nigra oraz Streptomyces odorifer nie maja zadnego negatywnego
wplywu na testowane gatunki bakterii. Przeprowadzone testy oceny wlasciwosci
antagonistycznych w stosunku do 10 gatunkow grzybéw plesniowych wykazaty,
ze grzyby sa zdecydowanie bardziej oporne na dzialanie antagonistyczne promie-
niowcow. Na testowane grzyby najwickszy antagonistyczny wpltyw wywieraty:
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Tabela 3. Wykaz szczepéw promieniowcéw wyizolowanych z gleb Bieszczadzkiego

Parku Narodowego i ich wstepna przynalezno$¢ systematyczna.

Table 3. List of strains of actinomycetes isolated from the soils of the Bieszczady

National Park and their initial systematic affiliation.

L.p. |Nr szczepu Gatunek promieniowcow Autor
Item | Strain No. Species of actinomycetes Author
1 BP 1 |Actinoplanes humidus Goodfellow, 1990
2 BP 2 |Arthrobacter aurescens Phillips, 1953
3 BP 3 |Arthrobacter citreus Sacks, 1954
4 BP 4 |Arthrobacter globiformis Conn & Dimmick, 1947
5 BP 5  |Micromonospora aurantiaca Sveshnikova, 1969
6 BP 6 |Micromonospora nigra (Weinstein et al.) Kasai et al., 2000
7 BP 7 |Micromonospora viridifaciens Kroppenstedt et al. 2005
8 BP 8  |Streptomyces alboflavus Waksman & Henrici, 1948
9 BP9  |Streptomyces albus Waksman & Henrici, 1943
10 BP 10 |Streptomyces anulatus Waksman, 1953
11 BP 11  |Streptomyces boboli Waksman & Henrici, 1948
12 BP 12 |Streptomyces celluloflavus Niishimura, Kiura & Kuroya, 1953
13 BP 13 |Streptomyces cellulosae Waksman & Henrici, 1948
14 BP 14 |Streptomyces coelicolor Waksman & Henrici, 1948
15 BP 15 |Streptomyces flaveolus Waksman & Henrici, 1948
16 BP 16 |Streptomyces flavogriseus Waksman & Lechevalier 1953
17 BP 17 |Streptomyces fradie Waksman & Henrici, 1948
18 BP 18  |Streptomyces globisporus Krasilnikov, 1941; Waksman, 1953
19 BP 19  |Streptomyces globosus Waksman, 1953
20 BP 20 |Streptomyces griseochromogenes |Fukunaga, 1955
21 BP 21 |Streptomyces griseolus Waksman & Henrici, 1948
22 BP 22 |Streptomyces griseoluteus Umezawa & Hayano, 1950
23 BP 23 |Streptomyces griseus Waksman & Henrici, 1948
24 BP 24 |Streptomyces lavendulae Waksman & Henrici, 1951
25 BP 25  |Streptomyces longisporus Waksman, 1953
26 BP 26 |Streptomyces mirabilis Ruschmann, 1952
27 BP 27  |Streptomyces nigrescens Pridham & Hasseltine, 1958
28 BP 28 |Streptomyces odorifer Waksman & Henrici, 1948
29 BP 29  |Streptomyces rochei Berger & Jampolsky, 1953
30 BP 30 |Streptomyces roseolus Pridham, Hasseltine & Benedict,1958
31 BP 31 |Streptomyces violaceus-niger Pridham, Hasseltine & Benedict,1958
32 BP 32 |Streptomyces viridochromogenes |Waksman & Henrici, 1948
33 BP 33 |Streptomyces viridosporus Pridham, Hasseltine & Benedict,1958
34 BP 34 |Streptosporangium longisporus __|Schifer, 1969
35 BP 35 |Streptosporangium roseum Couch, 1955
36 BP 36 |Streptosporamgium vulgare Nonomura & Ohara, 1960
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Streptomyces violaceus-niger, Streptomyces longisporus, Streptosporangium roseum,
Streptomyces odorifer i Micromonospora nigra. Natomiast Arthrobacter globifor-
mis, Streptomyces nigrescens i Streptomyces cellulosae praktycznie nie mialy zadne-
go negatywnego wplywu na wzrost badanych gatunkéw grzybow.

Wielu autoréw, jak: Bérdy 2012, Crawford i in. 1993, El-Naggar i in. 2001,
Gurung i in. 2009, Higashide 1995, Ilic i in. 2007, Marcinowska, Bis 1997, Mar-
cinowska, Bis 1998, Mellouli i in. 2003, Nanjwade i in. 2010, Oskay i in. 2004,
Ozgur i in. 2008, Watve i in. 2001, wskazuja na wytwarzanie przez promieniow-
ce pozyskane ze srodowiska glebowego wielu antybiotykéw, jak: streptomycy-
na, wankomycyna, aktynomycyna, neomycyna, daptomycyna, i wiele innych.
Szacuje sig, ze streptomycyne wytwarza okolo 1% promieniowcow bytujacych
w glebie. Autorzy prac wyjasniaja, ze produkcja antybiotykéw jest swoistym
rodzajem odpowiedzi na wplyw i réwnoczesna egzystencje w glebie z innymi
mikroorganizmami.

Sposrdéd czynnikéw srodowiskowych zbadano wptyw waznych dla rozwoju
i wzrostu promieniowcéw czynnikéw chemicznych. W szczegélowych badaniach
oceniono wplyw: pestycydow — Tabela 6, metali ciezkich - Tabela 7, antybiotykow
— Tabela 8, mykotoksyn — Tabela 9 i réznych olei — Tabela 10, na wybranych do
badan 10 gatunkéw promieniowcow.

Srodowisko Bieszczadzkiego Parku Narodowego uwazane jest za nieskazone
i czyste. Diugoletnie zaniechania w eksploatacji tych terenéw i pozostawienie ich
naturalnym procesom sukcesji zaowocowalo zachowaniem si¢ wielu unikato-
wych szczepéw promieniowcdw, ktore by¢ moze, posiadaja jakies cenne wiasci-
wosci, o ktorych jeszcze nie wiadomo. Przeprowadzone badania to pierwsze tego
typu w Polsce na terenie BAPN, ktére daja ogolne pojecie o bogactwie gatunko-
wym i bioréznorodnosci tej waznej grupy mikroorganizméw glebowych. Ocena
uzdolnien fizjologicznych i biochemicznych wykazala, ze wyizolowane gatunki
promieniowcow charakteryzuja si¢ wieloma cennymi wlasciwo$ciami, ktére po
dalszych badaniach moga by¢ wykorzystane do réznych celéw. Na uwage zastu-
gujg ich zdolnosci do produkcji substancji antybiotycznych i mozliwosci wytwa-
rzania licznych enzymow, a takze uzdolnienia do degradacji pestycyddéw i zycia
w $rodowisku, zawierajagcym duze stezenia metali ciezkich, soli, mykotoksyn,
antybiotykow i olei. Te wszechstronne uzdolnienia wskazujg, ze wykorzystanie
ich do utylizacji wielu skazen gleby i wody jest jak najbardziej mozliwe. Ponadto
promieniowce stwarzaja mozliwo$¢ wykorzystania ich w procesach bioremediacji
i augmentacji Srodowiska glebowego zanieczyszczonego zwigzkami organiczny-
mi o znacznej toksycznosci (pestycydy, zwiazki fenolowe, metale ciezkie). Rézno-
rodne wiasciwosci fizjologiczne i biochemiczne oraz produkcja substancji biolo-
gicznie czynnych stwarza mozliwo$¢ ich wykorzystania w lecznictwie, rolnictwie,
przemysle farmaceutycznym, spozywczym i biotechnologii (Chavan i in. 2013;
Chmiel 1998).
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Tabela 8. Wplyw antybiotykéw na wzrost wybranych szczepéw promieniowcéw na
podtozu stalym - wg BioMerieux.

Table 8. The effect of antibiotics on the growth of selected strains of actinomycetes on
a solid medium - according to BioMerieux.

Antybiotyk / Antibiotic
Gatgnek pron'qieniowca Penicylina Streptomy- Flukonazol Kapsp-
Species of actinomycetes cyna fungin
K E K E K E K E
Arthrobacter globiformis — || - + N R I T
Micromonospora nigra — — - - - — — —
Streptomyces albus - - - — - ++ _ 4+
Streptomyces cellulosae - + — + N NTRNES N IR
Streptomyces griseus — - - — - + I
Streptomyces longisporus - + - - - — - _
Streptomyces nigrescens - + — | ++ — || = |
Streptomyces odorifer - — - - - ++ R
Streptomyces violaceus-niger - + - + - ++ - +
Streptosporangium roseum - - - - - _ _

Objasnienia / Explanations:

K =Kontrola / Control

E = E-testy z gradientem antybiotyku wg BioMerieux / BioMerieux gradient tests with antibiotic
— =brak zahamowania wzrostu / no growth retardation

+ = stabe zahamowanie wzrostu / weak stunting

++ = $rednie zahamowanie wzrostu / moderate stunting

+++ = silne zahamowanie wzrostu / strong stunting

Plyny pohodowlane badanych gatunkéw promieniowcéw stymulowaly
wzrost roélin testowych, w tym: pszenicy ozimej, grochu, rzezuchy i fasoli. Nie
stwierdzono negatywnego oddzialywania plynéw uzyskanych z hodowli wybra-
nych promieniowcéw na wzrost i rozwoj badanych roslin testowych. Wykazano
nawet pewnego rodzaju stymulacje roslin, objawiajaca sie silniejszym ukorzenie-
niem i wiekszym przyrostem elongacyjnym.

Metabolity promieniowcéw byly, sa i beda obiektem zainteresowan bada-
czy ze wzgledu na oryginalno$¢ ich struktur chemicznych, a takze ze wzgledu
na zréznicowanie ich wlasciwosci biologicznych i mechanizméw dziatania. Tak
duzg réznorodnos¢ strukturalng zwigzkéw chemicznych trudno uzyska¢ w wyni-
ku syntezy chemicznej w laboratorium. Metabolity wtérne promieniowcéw moga
by¢ nie tylko potencjalnymi lekami, ale takze postuzy¢, jako struktury modelowe
do dalszych modyfikacji chemicznych, majacych na celu poprawe ich wlasciwosci
biologicznych.
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Tabela 9. Wplyw mykotoksyn na wzrost wybranych szczepéw promieniowcdw na
podiozu stalym (Gauze’a).

Table 9. The effect of mycotoxins on the growth of selected strains of actinomycetes on
solid medium (Gauze).

Dawka mykotoksyny / Mycotoxin dose
Ga}uqek Aflatoksyna B, | Aflatoksyna G |Ochratoksyna A|  Nivalenol
promieniowca
Speciesof K[ 1]2[3[4[K[1][2]3]4[K[1]2[3]4]K[1][2]3]4
actinomycetes Strefa zahamowania wzrostu w mm
Growth inhibition zone in mm

Aethrobacter ol2(s511]25/0f1|3]|8l16lo]1]2|5[9]0]2]|7|12]19
globiformis
Micromonospora | o | 11 41111271011 ]2 613/ 0|1 ]4]8|12]0|1]3]9 16
nigra
Streptomyces 0(2]6](23/28/0|2|6|11]21l0|2|8|12[23[0|2 |6 [13]20
albus
Streptomyces ol1]3]8|18lo|1|7|915/0|3|7[12[19/0]1 |9 |14]27
cellulosae
Streptomyces ol2]5]919lo]1]5|717]0]2]6|9(17]0] 1|8 [12]18
griseus
Streptomyces ol1]al7/19l0]2]511[21]0]2|6[10[21] 0|29 |15]24
longisporus
Streptomyces 021711329/ 0|18 [1326/0]1]09|14]24]0|1|7|10/28
nlgrescens
Streptomyces 0137153200269 |14/0|2]4]|8]|16/0]3|10/18]29
odorifer
Streptomyces ol2]6|8|19]0]2]612]2710]1|5]9|19/0]|2|8]13]31
vzolaceus-nlger
Streptosporangium| o | 3 1111191340 0| 2 |7 [14]25| 0 | 1|8 [13]270 |2 | 7 | 14|26
roseum

Objasnienia / Explanations

K = Kontrola / Control

Dawka / Dose: 1 =1 ng/krazek / 1 pg /disk; 2 =10 pg/krazek; 3 =100 pg/krazek; 4 = 1000
ng/krazek

Whnioski

Na podstawie przeprowadzonych trzyletnich badan nad promieniowcami,
wystepujacymi w glebach ekosystemoéw trawiastych Bieszczadzkiego Parku Na-
rodowego, i ich wlasciwo$ciami, mozna sformutowac nastepujace ogélne wnioski:

1. W s$rodowiskach glebowych gorskich ekosysteméw trawiastych BAPN
stwierdzono wystepowanie licznych gatunkéw promieniowcdéw, ktérych liczeb-
no$¢ i bioréznorodnos¢ zalezala od wielu czynnikéw srodowiskowych.
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2. Typ gleby byl waznym czynnikiem, ktéry warunkowal liczebnos¢ pro-
mieniowcow. Najwiecej promieniowcow wystepowalo w glebach zasobnych
w skfadniki pokarmowe i urodzajnych jak mady gorskie wtasciwe i gleby brunatne
wlasciwe wytugowane. Najmniej promieniowcow wystepowato w glebach inicjal-
nych i stabo wyksztalconych.

3. W ekosystemach trawiastych Arrhenatheretum elatioris i Lilio-Cynosuretum
promieniowce wystepowaty w najwigkszych ilosciach. Natomiast w ekosystemach
Potentillo aureae-Festucetum airoides, Nardetum stricte oraz Tanaceto-Calamagro-
stietum arundinaceae ich liczebnosci byly zdecydowanie mniejsze.

4. Czynniki chemiczne wplywaly w rézny sposéb na badane gatunki promie-
niowcow. Reakcja promieniowcéw na pestycydy, metale cigzkie, mykotoksyny,
antybiotyki i substancje oleiste byta rézna, zaleznie od gatunku.

5. Plyny pohodowlane badanych gatunkéw promieniowcow stymulowaly
wzrost rodlin testowych. Nie stwierdzono negatywnego oddzialywania ptynéw,
uzyskanych z hodowli wybranych promieniowcéw, na wzrost i rozwéj badanych
roélin testowych.
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Summary

The paper concerns research on actinomycetes, an important group of
microorganisms found in soil environments of mountain grass ecosystems in the
Bieszczady National Park (BANP). The research was the first of its kind in the
Bieszczady National Park.

The aim of the study was to learn in detail the microbiocenotic composition
of actinomycetes occurring in soil environments of mountain grass ecosystems in
the Bieszczady National Park and to assess their species diversity. Physiological
and biochemical abilities were also examined. The special purpose was to learn
about the conditions of occurrence of actinomycetes in various grass ecosystems
and their antagonistic activity against various bacteria and fungi, which could be
of great economic importance (new antibiotics for humans, animals and plants)
due to the isolation of strains of actinomycetes coming from soils of non-degraded
areas of the Bieszczady National Park. In addition, the resistance of isolated
actinomycetes to various environmental factors was assessed in physiological and
biochemical studies, including the possibility of growth in the presence of many
ecologically important chemical compounds.

Fifty soil samples were taken from various places in BANP grass ecosystems and
their detailed basic chemical and microbiological analysis was performed to isolate
actinomycetes strains. Typical standard microbiological analysis methods were used
in the study to learn about their properties and taxonomic-systematic affiliation.

As a result of the research many interesting data were obtained, based on
which the following conclusions were made:

1. Numerous species of actinomycetes were found in soil environments of BANP
mountain grasslands, their abundance and biodiversity depended on many en-
vironmental factors.

2. Soil type was an important factor that determined the number of actinomy-
cetes. The greatest number of actinomycetes occurred in nutrient rich and
fertile soils, such as alluvial soils and leached proper brown soil. The lowest
number of actinomycetes was found in initial and poorly developed soils.

3. In meadow ecosystems, such as Arrhenatheretum elatioris and Lolio-Cynosure-
tum actinomycetes were present in the largest amounts. However, in the Poten-
tillo aureae-Festucetum airoides, Nardetum stricte and Tanaceto-Calamagrosti-
etum arundinaceae associations their numbers were definitely smaller.

4. Chemical factors influenced the studied species of actinomycetes in various
ways. The response of actinomycetes to pesticides, heavy metals, mycotoxins,
antibiotics and oily substances varied depending on the species.

5. Post-culture liquids of the tested species of actinomycetes stimulated the growth
of test plants. There was no negative impact on the growth and development
of tested plants.



