STRESZCZENIE

Termin “allelopatia” pochodzi od greckiego stowa allelon oznaczajacego wzajemny i pathos
znaczacego szkodliwy i zostal wprowadzony do nauki w 1937 roku przez austriackiego profesora
Hansa Molischa (Molisch, 1937). Uzyt on pojecia allelopatii do okreslenia wzajemnego
oddziatywania pomig¢dzy organizmami roslinnymi poprzez wydzielanie zwigzkéw chemicznych.
Przez lata termin ten ewoluowal, poniewaz autorzy znajdowali kolejne organizmy zdolne do
oddziatywan allelopatycznych. Rice (1984) do tej definicji wiaczyl mikroorganizmy i rozwazyt
zarOwno pozytywny, jak 1 negatywny efekt wydzielanych zwigzkéw chemicznych na organizmy
targetowe. Definicja allelopatii czasami zawiera rowniez obrong przed drapieznikami (Rizvi i Rizvi,
1992). Natomiast Inderjit i Dakshini (1994) wskazali, ze aktywno$¢ allelopatyczna wystepuje
réwniez w Srodowisku wodnym takze pomiedzy sinicami i mikroglonami. W 1996 roku
International Allelopathy Society (IAS, 1996) ujednolicito t¢ definicj¢, wskazujac, ze jest to kazdy
proces, w ktérym substancje chemiczne wydzielane przez organizmy oddzialywuja na rozwoj
innych gatunkéw roslinnych i zwierzecych (Legrand i in., 2003). Metabolity, ktére sg produkowane
i wydzielane do s$rodowiska naturalnego przez rézne organizmy donorowe, zostaly nazwane
zwigzkami allelopatycznymi (Leflaive 1 Ten-Hage, 2007).

Oddziatywania allelopatyczne pomig¢dzy gatunkami budujgcymi fitoplankton poprzez
wydzielanie wtérnych metabolitéw moze odgrywac¢ znaczacg role w S$rodowisku wodnym
(Margalef, 1958; Suikkanen i in., 2006). Sklad a szczegdélnie biomasa fitoplanktonu ma
podstawowe znaczenie dla funkcjonowania sieci troficznej ekosystemow wodnych. Wytwarzanie
aktywnych zwigzkéw organicznych jest wazng adaptacja, dzigki ktorej niektére gatunki sinic i
mikroglondw moga osigga¢ przewage konkurencyjng nad pozostatymi producentami pierwotnymi
(Legrand i in., 2003). Wiele badan wskazuje, ze allelopatia moze by¢ istotnym czynnikiem
wplywajacym na formowanie si¢ masowych zakwitéw sinic i glonéw w wielu stodkowodnych,
brakicznych 1 morskich zbiornikach wodnych. Zjawisko szkodliwych zakwitéw glonéw w ostatnich
dekadach wzrosto znaczaco na S$wiecie, a problem ten dotyczy zar6wno ekosystemow
stodkowodnych, jak i morskich (Smayda, 1990; Hallegraeff, 1993; van Dolah, 2000; Allen i in.,
2006). Masowe pojawianie si¢ prokariotycznych i eukariotycznych organizméw fitoplanktonowych
przyczynia si¢ do powstawania wielu probleméw ekologicznych i ekonomicznych. Problemy te
zwigzane s3 przede wszystkim z pogorszeniem jakosci wody, wzmozona zachorowalnoscia i
$miertelnoscig organizmoéw roslinnych i1 zwierzecych, w tym takze czlowieka oraz stratami
finansowymi zwigzanymi z rybotéwstwem i turystyka (Anderson, 1989; Skulberg, 2000; Anderson

1 in., 2002; Stal i in., 2003; Granéli i Hansen, 2006). Negatywne konsekwencje powstawania



masowych zakwitéw sinic i mikroglonéw sg silnym bodZzcem do intensywnych badan zjawiska
allelopatii (Reynolds, 1991).

Zakwity sinic w Morzu Baltyckim sg powszechnie notowane od XIX wieku, lecz w
ostatnich dziesigcioleciach znacznie si¢ nasility (Kahru i in., 1994; Stal i in., 2003). Jednym z
najwazniejszych gatunkéw sinic tworzacych tutaj toksyczne zakwity jest nitkowata Nodularia
spumigena (Kahru i in., 1994), co czyni z niej szczegllnie interesujacy obiekt badan. Natomiast
mniej rozpoznane sinice pikoplanktonowe z rodzaju Synechococcus 1 Synechocystis moga w
Battyku stanowi¢ nawet 80% catkowitej biomasy sinic i 50% catkowitej produkcji pierwotnej w
letnim zakwicie (Stal i in., 2003; Jasser, 2006; Jodlowska i Sliwifska, 2014). Ponadto badania
wykazaly, ze zaréwno sinice N. spumigena (Suikkanen i in., 2004, 2005, 2006), jak i
Synechococcus sp. (Sliwinska i Latata, 2011; Sliwinska i in., 2011; Sliwinska in., 2014a, b)
wykazujg aktywnos¢ allelopatyczng i mogg oddziatywac na otaczajacy je ekosystem. Zakwity sinic
sa czgsto prawie monogatunkowe, co sugeruje na wystepowanie istotnego mechanizmu, ktéry
powoduje duzg przewage tych gatunkéw nad innymi gatunkami fitoplanktonu. Dlatego gtéwnym
celem niniejszej pracy bylo okreslenie zakresu wystepowania zjawiska allelopatii oraz
scharakteryzowanie dziatania zwigzkéw allelopatycznych produkowanych przez baltyckie sinice,
czesto dominujaca w okresie letnim, Nodularia spumigena oraz mniej poznang, bedaca jednak
istotnym komponentem s$rodowiska wodnego, pikoplanktonowg sinice Synechococcus sp. na
wybrane gatunki mikroglonéw i sinic. Waznym zadaniem bylo tez zbadanie czy i w jakim stopniu
na oddziatywania allelopatyczne majg wptyw wybrane czynniki srodowiskowe.

W doswiadczeniach nad zjawiskiem allelopatii u analizowanych sinic zostata wykorzystana
metoda ,.cross-culturing” (Suikkanen i in., 2004). W metodzie tej badania okreslajgce
oddzialywania allelopatyczne byly prowadzone przez dodanie do hodowli badanych organizméw
targetowych przesgczu uzyskanego z hodowli organizméw donorowych, czyli wybranych szczepéw
sinic bedacych w fazie logarytmicznego lub stacjonarnego wzrostu. Przesacz (V=2 ml) pochodzit z
przefiltrowanej kultury sinicy przez saczki z bibuty szklanej Whatman GF/C 1 byt dodawany raz, na
poczatku eksperymentu lub wielokrotnie do kolb Erlenmeyera o objetosci 25 ml zawierajacych
medium i testowane organizmy (V=20 ml). We wszystkich eksperymentach wyjsciowe st¢zenie
chlorofilu @ w kulturach badanych sinic i mikroglonéw wynosito 0,8 pg chl @ ml”. Hodowle
kontrolne sporzadzano analogicznie, ale zamiast przesagczu dodawano samg pozywke f/2 o objetosci
2 ml. W przypadku doswiadczeh z wielokrotnie dodawanym przesaczem codziennie usuwano z
kazdej kolby po 2 ml zawiesiny komoérkowej i dodawano réwnowazng ilo$¢ przesagczu w
hodowlach wtasciwych lub pozywki f/2 w hodowlach kontrolnych, w celu utrzymania stalej

objetosci hodowli przez caty czas trwania eksperymentu. Po 1, 3 1 7 dniach ekspozycji badanych



szczepoOw w hodolach okreslona byta koncentracja komérek (patrz rozdz. 2.4), natomiast po 0
(oznaczajacym 1 godz. ekspozycji), 1, 3 1 7 dniach ekspozycji byla mierzona fluorescencja
chlorofilu a oraz dodatkowo 7 dnia eksperymentu okreslano tempo wymiany gazowej zawiesiny
komérek. Hodowle organizméw donorowych, czyli sinic, prowadzono odpowiednio na 3
poziomach: nat¢zenia napromieniowania fotosyntetycznie czynnego (PAR) - 10, 100 i 190 pumol
fotonéw-m™>-s™, temperatury - 15, 20 i 25°C lub zawartosci soli odzywczych - NP - pelny sktad
pozywki mineralnej f/2, czyli nadwyzka azotanéw i fosforanéw, -N - niedobdr azotanéw oraz -P -
niedobér fosforanéw. Hodowle wilasciwe organizméw targetowych prowadzono zawsze w takich
samych warunkach, czyli nat¢zeniu PAR 10 pmol fotonéw-m s, temperaturze 20°C 1 na
pozywce f/2 o pelnym sktadzie. Kazdy wariant doswiadczenia prowadzono w trzech
powtoérzeniach, a wyniki z eksperymentéw zostaty przedstawione jako warto$¢ $rednia z trzech
niezaleznych pomiaréw.

W niniejszej pracy udokumentowano po raz pierwszy oddzialywania allelopatyczne
wystepujace u pikoplanktonowej sinicy Synechococcus sp., a takze potwierdzono wystepowanie
zjawiska allelopatii u wigkszej, nitkowatej sinicy N. spumigena. Ponadto przeprowadzone badania
pozwolity na okreSlenie zakresu wystgpowania zjawiska allelopatii oraz sposobu dziatania
zwigzkow allelopatycznych produkowanych przez te sinice na wybrane gatunki mikroglonow 1
sinic pod wptywem réznych czynnikéw srodowiskowych. Zasadno$¢ przeprowadzenia takich badan
podyktowana byta nielicznymi pracami podejmujacymi temat oddziatywania allelopatycznego sinic
w Srodowisku Morza Battyckiego.

W pracy wykazano, ze wszystkie 3 analizowane szczepy pikoplanktonowej sinicy
Synechococcus sp. wykazywaty oddziatywanie allelopatyczne, jednakze obserwowany efekt nie byt
dla nich identyczny. R6znica w hamowaniu wzrostu pomi¢dzy najbardziej i najmniej aktywnym
szczepem wniosta 18%. Ku zaskoczeniu stwierdzono, ze toksyczna N. spumigena nie wykazywata
oddzialywania allelopatycznego na Synechococcus sp., natomiast nieznana do dzisiaj z takiego
oddzialywania pikoplanktonowa sinica negatywnie oddzialywata na N. spumigena powodujac
spadek jej wzrostu nawet o 67%. Udokumentowane i opisane po raz pierwszy oddzialywanie
allelopatyczne wystgpujace u pikoplanktonowej sinicy z rodzaju Synechococcus jest waznym
odkryciem, ktére moze w czesci wyjasni¢ mozliwe przyczyny osiggania przez ten organizm
przewagi konkurencyjnej nad innymi gatunkami fitoplanktonu w wielu zbiornikach wodnych.

Na podstawie uzyskanych wynikéw zanotowano, ze czynniki biotyczne mialy wptyw na
oddzialywanie allelopatyczne sinic, a obserwowany efekt byt zalezny od organizmu targetowego.
Analizujac efekt dziatania zwigzkéw allelopatycznych sinic wykazano, ze dodanie przesaczu

powodowato najwigeksze hamowanie wzrostu u zielenicy C. vulgaris 1 okrzemki S. marinoi.



Nieznaczny wplyw oddziatywania allelopatycznego sinic zostal zanotowany u okrzemki B.
paxillifer, natomiast zielenica O. submarina byla praktycznie niewrazliwa na zadany przesacz
komoérkowy. R6zny efekt dziatania zwigzkéw allelopatycznych u réznych organizméw targetowych
moze by¢ zwigzany rozmiarem organizmu targetowego. Badania wykazaly, ze mate komdrki
organizmOw eukariotycznych byly bardziej wrazliwe niz organizmy, ktore osiagaly wieksze
rozmiary. Ponadto odporno$¢ niektérych gatunkéw zielenic i sinic moze $wiadczy¢ o rdznej
przepuszczalno$ci ich bton komérkowych lub wyksztalceniu mechanizméw ochronnych przed
zwigzkami allelopatycznymi innych sinic, ktére wystepujag w tym samym Srodowisku. Z kolei duza
wrazliwo$¢ okrzemek moze by¢ spowodowana faktem, ze organizmy te nie wyksztalcity
mechanizméw chronigcych je przed wtérnymi metabolitami produkowanymi przez organizmy,
ktére nie wystepujag w tym samym czasie w danym ekosystemie wodnym. W pracy wykazano, ze
oddzialywanie allelopatyczne dwéch analizowanych battyckich sinic na organizmy targetowe byto
zblizone. Na podstawie przeprowadzonych doswiadczen zanotowano, ze intensywnos¢ efektu
allelopatycznego réznita si¢ jedynie w zaleznosci od organizmu donorowego. W pracy zanotowano,
ze generalnie sinica Synechococcus sp. w zaleznosci od badanych czynnikéw biotycznych i
abiotycznych miata wickszy wpltyw na C. vulgaris niz N. spumigena. 7 kolei N. spumigena
powodowata najwigksze zahamowanie wzrostu u okrzemki S. marinoi. Ten rézny efekt
oddzialywania gatunkéw donorowych na targetowe, jak réwniez zmienna odpornos$¢ gatunkow
targetowych moze mie¢ znaczenie dla zjawiska sukcesji sinic i mikroglonéw w zbiornikach
wodnych. Niniejsza praca pozwolita takze na okreslenie oddzialywan allelopatycznych w
zalezno$ci od stanu fizjologicznego badanych sinic oraz w zalezno$ci od ilosci dodawanego
przesaczu komoérkowego. Na podstawie uzyskanych wynikéw wykazano, ze sinice bedace w fazie
logarytmicznego wzrostu zdolne byty do aktywnego wydzielania zwigzkéw allelopatycznych, ktére
wplywaty na badane organizmy targetowe. Natomiast przesgcz pochodzacy z sinic bedacych w
fazie stacjonarnego wzrostu zasadniczo nie miat wptywu na badane mikroglony i sinice. Ponadto w
pracy zanotowano, ze obserwowany efekt dzialania zwigzkéw allelopatycznych zalezal od
czestotliwosci dodawanego przesgczu do organizmow targetowych. W wiekszosci zanotowanych
przypadkéw, wielokrotne dodanie przesaczu miato wigkszy wptyw na organizmy targetowe, niz
przesacz dodawany raz, na poczatku eksperymentu. Natomiast u organizmoéw, ktére byty
najbardziej odporne na oddziatywanie allelopatyczne sinic, zanotowano podobny efekt dziatania
zwiazkow allelopatycznych, niezaleznie od sposobu dodawanego przesaczu. Dowodzi to, ze w celu
doktadniejszego poznania oddziatywan allelopatycznych na organizmy targetowe powinno si¢
przeprowadza¢ i poréwnywac ze sobg eksperymenty z pojedynczym i wielokrotnym dodaniem

przesaczu, uzyskanym z wybranych sinic bedacych w réznych fazach wzrostu, poniewaz



obserwowane efekty mogg si¢ znacznie od siebie réznic.

W pracy wykazano, ze czynniki abiotyczne wptywaja na oddzialywanie allelopatyczne
battyckich sinic. W pracy zaobserwowano, ze najwicksze oddziatywanie allelopatyczne
wystepowato po dodaniu przesgczu z sinic przetrzymywanych w najwyzszym zadanym S$wietle,
najwyzszej temperaturze 1 przy nadwyzce skladnikow pokarmowych. Ponadto w wsréd
wymienionych czynnikéw abiotycznych, nat¢zenie §wiatta miato generalnie najwigkszy wptyw na
produkowanie zwiazkow allelopatycznych przez battyckie Synechococcus sp. i N. spumigena.
Stwierdzono na przykitad, ze dodanie przesaczu z N. spumigena hodowanej w 10 pmol fotonéw-m’
2-s'l, ograniczato liczebnos¢ komoérek S. marinoi o 58%, natomiast z hodowli w 190 umol
fotonéw-m>s” az o 82%. Na podstawie uzyskanych wynikéw zanotowano, ze badane sinice
wykazywaly najwyzsza produkcje zwigzkéw allelopatycznych w warunkach zapewniajacych ich
aktywny wzrostu. Badania pozwolily na okreslenie zakresu tolerancji i wrazliwosci analizowanych
organizméw na zwigzki allelopatyczne produkowane przez sinice rosngce w warunkach bardziej
optymalnych, jak i bardziej stresowych, ktére nawigzuja do tych, wystepujacych w Morzu
Battyckim w okresie letnim.

W niniejszej pracy zanotowano, ze oddziatywanie allelopatyczne sinic wptywalo na
liczebno$¢ komérek w hodowlach, a obserwowany efekt zalezal od badanego organizmu i czasu
ekspozycji. Wykazano, ze przesacz uzyskany z battyckich sinic zazwyczaj najbardziej hamowat
wzrost analizowanych organizméw targetowych po tygodniu trwania eksperymentu, a najbardziej
wrazliwym gatunkiem byta okrzemka S. marinoi. Po dodaniu przesagczu z hodowli N. spumigena jej
wzrost stanowil tylko 18% kontroli.. Do§wiadczenia z dodaniem przesaczu uzyskanym z kultur
sinic wykazaly istotny hamujacy wptyw na liczebno§¢ badanych komérek w hodowlach zielenicy
C. vulgaris 1 okrzemek S. marinoi 1 B. paxillifer, natomiast nie miaty wpltywu na zielenice O.
submarina. 7. kolei analizujac wzajemne oddziatywanie allelopatyczne sinic wykazano, ze
pikoplanktonowe sinice hamowaly wzrost N. spumigena, natomiast same nie wykazywaly
wrazliwos$ci na zadany przesgcz komoérkowy N. spumigena. Zdolno$¢ badanych battyckich sinic do
produkowania i wydzielania zwigzkéw allelopatycznych, ktére powoduja hamowanie wzrostu
poszczegdlnych mikroglondw i sinic moze $wiadczy¢ o przewadze konkurencyjnej Synechococcus
sp. i N. spumigena nad innymi producentami pierwotnymi w zbiornikach wodnych. Na podstawie
uzyskanych danych wykazano, ze oddzialywanie allelopatyczne sinic wptywalo na wartosci
fluorescencji chlorofilu a 1 parametr F,/F, u badanych organizméw. Przeprowadzone
doswiadczenia z dodaniem przesaczu wykazaly, ze warto$¢ parametru fluorescencji zalezata od

badanego szczepu zaréwno sinic, jak i organizméw targetowych. U badanych organizméw



targetowych spadek wartosci parametru F,/F,, byl zazwyczaj notowany w hodowlach szybciej, niz
hamowanie wzrostu komoérek. Najwigkszy jego spadek zanotowano dla S. marinoi, dla ktorej
odpowiedz po dodaniu przesaczu z Synechococcus sp. wyniosta 14% kontroli. Pomiary
fluorescencji chlorofilu a umozliwity badanie przebiegu zjawisk zachodzacych w obrgbie 11
fotosystemu spowodowanych oddziatywaniem allelopatycznym analizowanych sinic. Dzigki temu
uzyskano szczegétowe informacje na temat efektywnosci procesu fotosyntezy badanych
organizméw targetowych. W przedstawionej pracy zaobserwowano réwniez, ze oddziatywanie
allelopatyczne wptywa na przebieg krzywych $wietlnych P-E oraz parametry charakteryzujace
tempo wymiany gazowej u wybranych organizméw targetowych. Wykazano, ze dodanie przesaczu
z sinic wptywato na nizsze wartosci parametru Py, natomiast nie powodowato zmian parametru o u
badanych organizméw targetowych. Fotosynteza maksymalna byla np. istotnie ograniczona u
okrzemki S. marinoi o 42% i 41% w zaleznosci od tego, czy dodawany przesgcz pochodzil z
Synechococcus sp. czy N. spumigena. Obok klasycznego podejscia, jakim bylo badanie
oddzialywan allelopatycznych poprzez analiz¢ zmian liczebnosci komérek w hodowli,
zastosowanie dwoch dodatkowych metod, czyli pomiaréw fluorescencji chlorofilu a oraz tempa
fotosyntezy, istotnie wzbogacilo nasze rozumienie mechanizméw dziatania zwigzkow
allelopatycznych sinic.

Uzyskane wyniki badan stanowig zatem istotny wkilad w stan wiedzy na temat zjawiska
allelopatii battyckich sinic, ktére nie byly tak szczegétowo badane pod katem oddziatywania
allelopatycznego, a ktére powszechnie znane sg z odgrywania znaczacej roli w fitoplanktonie. W
przeprowadzonych badaniach udokumentowano zdolno$¢ oddziatywania allelopatycznego dwdch
gatunkéw battyckich sinic Synechococcus sp. 1 N. spumigena na wybrane mikroglony oraz
okreslono wzajemne oddziatywanie allelopatyczne pomi¢dzy badanymi sinicami. W pracy ponadto
przedstawiono sposoby dziatania zwigzkéw allelopatycznych produkowanych przez battyckie sinice
na organizmy targetowe pod wptywem réznych czynnikéw biotycznych i abiotycznych. Chcac
lepiej oceni¢ znaczenie zjawiska allelopatii w zbiornikach wodnych, potrzebne sa dalsze badania
czynnikow srodowiskowych, ktére wptywaja na produkowanie i wydzielanie aktywnych zwiazkow
allelopatycznych przez sinice oraz gltebsze poznanie mechanizméw ich oddziatywania na otaczajacy
je ekosystem. Dostarczenie nowych informacji na temat sposobu i zakresu oddziatywania
allelopatycznego sinic na mikroglony moze mie¢ bardzo wazne znaczenie dla pelniejszego
zrozumienia nasilajacego si¢ na catym Swiecie zjawiska pojawiania si¢ masowych zakwitéw sinic w

ekosystemach wodnych, w tym réwniez w Morzu Battyckim.



