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Abstrakt

Pikoplanktonowe sinice z rodzaju Synechococcus zostaty uznane w ciggu ostatnich kilku lat za
wazny sktadnik fitoplanktonu w wiekszosci oceandw. Pomimo duzego znaczenia ekologicznego
morskiej sinicy Synechococcus, bardzo niewiele wiadomo na temat ich allelopatycznego wptywu na
organizmy fitoplanktonowe. W pracy zbadano wplyw zwigzkoéw allelopatycznych na biomase
naturalnego zbiorowiska fitoplanktonu (wyrazong, jako zawarto$¢ chlorofilu a i ¢) oraz liczbg
komorek heterotroficznych bakterii. Badania przeprowadzano w probach z pojedynczym
i wielokrotnym dodaniem przesaczu uzyskanym z pikoplanktonowych sinic Synechococcus sp.
Wykazano, ze Synechococcus sp. mial najwickszy wplyw na biomasg¢ S$rodowiskowej proby
planktonowej po wielokrotnym dodaniu przesaczu. Stwierdzono rowniez, ze po wielokrotnym dodaniu
przesaczu liczba bakterii znacznie si¢ zwigkszyta. Z drugiej strony, wykazano, ze pojedyncze dodanie
przesgczu nie miato wpltywu na liczebno$¢ bakterii heterotroficznych. Badania wykazaty, ze
aktywnos¢ allelopatyczna pikoplanktonowej sinicy Synechococcus sp. to prawdopodobnie jedna z jej
gtéwnych strategii konkurencyjnych, majaca wplyw na niektore, wspotistniejace ze soba gatunki
fitoplanktonu w ekosystemach wodnych.

1. Wstep

Pikoplanktonowe sinice sa wszechobecnym skladnikiem naturalnych zbiorowisk
planktonowych, zarowno w ekosystemach morskich, jak i slodkowodnych. Ponadto mogg byc
odpowiedzialne za 80-90% catkowitej produkcji wegla w zbiornikach wodnych (Stockner, 1988).
Przed odkryciem pikoplanktonowych sinic w oceanach przez Johnsona i Sieburtha (1979) oraz
Waterbury i in. (1979) publikowano jedynie przypadkowe doniesienia o tej frakcji w wodach
morskich. Od 1982 roku liczba odnotowywanych pikoplanktonowych sinic gwattownie wzrosta,
a obecnie ich wystepowanie przypisuje sie wszystkim morskim, stonawym i stodkowodnym
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ekosystemom na $wiecie (Callieri, 2010; Sorokin i Zakuskina 2010; Jodlowska i Sliwinska, 2014).
Nieoczekiwanie stwierdzono, ze frakcja pikoplanktonowych sinic moze stanowi¢ az do 80%
catkowitej biomasy sinic (Stal i in., 2003; Sorokin i in., 2004; Marzec Mazur i in., 2013).

Wiele réznych czynnikow, w tym parametrow fizycznych, a takze dostepnos¢ zasobow oraz
konkurencja o nie, selektywne odzywianie si¢ i allelopatyczne interakcje mogg wptywaé na
wystepowanie szkodliwych zakwitéw glonéw w ekosystemach wodnych. Rozw6j masowych
zakwitow glonoéw jest konsekwencja tych czynnikow i interakcji fizjologicznych glonéw i sinic
w $rodowisku wodnym. Allelopatia wydaje si¢ by¢ kluczowym czynnikiem, ktory sprzyja dominacji
niektorych gatunkow tworzacych zakwity, w stosunku do innych gatunkéw glonéw. Wytwarzanie
zwiazkow allelopatycznych przez poszczegodlne gatunki fitoplanktonu stwierdzono u kilku grup
glonéw takich jak: Cyanophyta, Pyrrophyta, Chrysophyta i Chlorophyta (Chiang i in., 2004; Gantar
i in., 2008; Prince i in., 2008; Zak i Kosakowska, 2015). Allelopatia sinic ma rézny wplyw na rézne
grupy organizmoéw, na przyktad na fitoplankton, zooplankton czy ryby (Suikkanen i in., 2004, 2005;
Granéli 1 Hansen, 2006; Hamilton i in., 2014), jednak nie odnotowano allelopatycznej aktywno$ci
pikoplanktonowych sinic nalezagcych do rodzaju Synechococcus. Uwalnianie zwigzkoéw
allelopatycznych to ciekawe zagadnienie, poniewaz substancje te zakldcaja interakcje migdzy
gatunkami. Zwigzki allelopatyczne prawdopodobnie odgrywaja wazng rol¢ w sukcesji, konkurencji
i tworzeniu zakwitow przez rozne gatunki fitoplanktonu (Fistarol i in., 2004; Poniedziatek i in., 2015).
Zastosowanie badan biologicznych jest pierwszym krokiem w okresleniu frakcji lub gatunkow
wrazliwych na zwiazki allelopatyczne wytwarzane przez Synechococcus sp. na naturalne zbiorowiska
planktonu w $rodowisku.

Glownym celem niniejszej pracy bylo okreslenie zakresu wplywu zjawiska allelopatii
pikoplanktonowych sinic Synechococcus sp. na srodowiskowa probe planktonowa przy pojedynczym
oraz wielokrotnym dodaniu przesaczu. Uwaza sig, ze obecnos$¢ interakcji zwigzanych ze zwigzkami
allelopatycznymi jest powszechna w ekosystemach wodnych. Prawdopodobnie zwigzki allelopatyczne
wydzielane przez pikoplanktonowe sinice maja wplyw na biomase¢ naturalnych zespolow
fitoplanktonu, a takze liczebno$¢ heterotroficznych bakterii. Wptyw ten nie zostal jednak do tej pory
okreslony. Badania wskazuja, ze niektore grupy taksonomiczne fitoplanktonu moga by¢ pod
mniejszym lub wigkszym wplywem dziatania zwigzkow allelopatycznych, ktore produkowane sg
przez Synechococcus sp. Podkresla to role tych pikoplanktonowych sinic w ekosystemach morskich.

2. Materialy i metody

Doswiadczenie przeprowadzono na pikoplanktonowej sinicy Synechococcus sp. (BA — 124)
oraz na srodowiskowej probie planktonowej pobranej w strefie przybrzeznej Zatoki Gdanskiej w dniu
1.10.2016 r. Proby pobrano za pomoca siatki planktonowej WP2 na glgbokosci 1 m. Wodg battycka
pobrano do plastikowej butelki o pojemnosci 1 litra. Parametry wody baltyckiej wynosity: temperatura
18°C, zasolenie 8 PSU.

Hodowle Synechococcus sp. wyizolowano z materialu pochodzacego z Zatoki Gdanskiej
(poludniowe Morze Battyckie). Hodowle aklimatyzowano do warunkow laboratoryjnych przez 7 dni
do nastgpujgcych parametrow: temperatury: 18°C oraz zasolenia: 8 PSU w Instytucie Oceanografii
I Geografii, Uniwersytetu Gdanskiego. Hodowle pikoplanktonowych sinic hodowano na pozywce /2
oraz na wodzie battyckiej o zasoleniu 8 PSU przez okres 7 dni w temperaturze 18°C w fotoperiodzie
16:8, przy natezeniu promieniowania: 20 pmol fotonéw m?-s™. Zrodlem o$wietlenia byta lampa
fluoroscencyjna (Cool White 40W, Sylvania, USA). Probe¢ planktonowa, ktora pobrano z Zatoki
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Gdanskiej aklimatyzowano przez 1 dzien do warunkoéw laboratoryjnych, takich samych jak
w przypadku Synechococcus sp.

2.1.Zestaw doswiadczalny

Allelopatyczne oddziatywania okreslano za pomocg zmodyfikowanej metody zaproponowane;j
przez Fistarol i in. (2004). Allelopatyczne eksperymenty przeprowadzono poprzez wystawienie
srodowiskowej proby planktonowej pobranej z Zatoki Gdanskiej na dziatanie przesaczu
z Synechococcus sp.

Aktywnos$¢ allelopatyczng badano dodajac do srodowiskowej proby planktonowej przesacz
bez komorek, uzyskany z hodowli pikoplanktonowych sinic. Kulture Synechococcus sp. przesaczono
przez filtry o wielko$ci oczek 0,45 um (Macherey-Nagel MN GF-5 Diiren, Niemcy). Przesacz
bezkomoérkowy (V=10 mL) dodano do 25 mL kolb Erlenmeyera, zawierajacych srodowiskowa probe
planktonowa (V=10 mL). Kontrole wykonano przez dodanie 10 mL pozywki /2 zamiast przesaczu.
Aby uzyskaé state efekty uwalniania zwigzkow allelopatycznych przez pikoplanktonowe sinice do
srodowiskowej proby planktonowe;j, przesacze pikoplanktonowych sinic dodawano codziennie przez
7 dni. Pierwsze dodawanie wykonano w sposob opisany powyzej. Nastepnie dodawano przesacz po
wczesniejszym odlaniu 2 mL préb i zastapienie go z réwnag objgtoscia $wiezego przesaczu lub
pozywki kontrolnej. Wszystkie testy przeprowadzono w trzech powtorzeniach.

2.2.0OKkreSlenie oddzialywania allelopatycznego na biomase proby Srodowiskowej

Allelopatyczne dziatanie Synechococcus sp. na biomase $rodowiskowej proby planktonowe;j
oceniono poprzez codzienne pomiary st¢zenia chlorofilu a oraz chlorofilu c. Probe srodowiskowsa
przesaczono przez filtry z wtdkna szklanego Whatman GF/C i ekstrahowano zimnym roztworem 90%
acetonu w ciemnosci przez 2 godziny w temperaturze -60°C. W celu usunigcia resztek komorek
i czastek pigmentu z przesgczu, ekstrakt wirowano przy 10 000 obrotow/minut¢ przez 5 minut.
Metode spektrofotometryczng przeprowadzano przy kolejnych dlugosciach fali: 630, 647, 664
i 750 nm za pomoca spektrofotometru UV-VIS DU530 Life Science (Beckman, Kalifornia, USA)
i stosujac 1 cm szklang kuwetg. Stezenie zawarto$ci barwnikow obliczono wedhug procedury
zaproponowanej przez Jeffrey i Humphrey'a (1975). Stgzenie barwnikoéw fotosyntetycznych proby
srodowiskowej mierzono metodg spektrofotometryczng po 0 (1 godz ekspozycji), 1, 3 i 7 dniach
ekspozycji w kontroli i probach z pojedynczym 1 wielokrotnym przesgczem uzyskanym
z Synechococcus sp.

2.3.0kreslenie liczby komorek bakterii heterotroficznych

Dziatanie przesaczu Synechococcus sp. na bakterie heterotroficzne badano poprzez
monitorowanie ich liczebno$ci kazdego dnia prowadzenia badan. Liczbe komorek bakterii
heterotroficznych okreslono za pomocg cytometru przeptywowego BD Accuri™ C6 (Becton
Dickinson, New Jersey, USA). Ilo§¢ bakterii heterotroficznych identyfikowano za pomoca
standardowych filtrow optycznych 670 nm (FL3) i 675/25 nm (FL4) (Marie i in., 2005). Krzywa
wzrostu bakterii heterotroficznych badano po 0 (1 godz. ekspozycji), 1, 3 i 7 dniach eksperymentu,
oraz w kontroli, zarbwno w probach z pojedynczym i wielokrotnym przesagczem uzyskanym
z Synechococcus sp.

2.4.Analizy statystyczne

Zastosowano analiz¢ wariancji (ANOVA), aby sprawdzi¢ rdéznice we wszystkich
analizowanych parametrach pomi¢dzy organizmami docelowymi a probg srodowiskowa z dodatkiem
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przesaczu uzyskanym z pikoplanktonowych sinic Synechococcus sp. Dane przedstawiono jako $rednig
z trzech niezaleznych powtorzen, gdzie + oznacza odchylenie standardowe (SD). Poziomy istotno$ci
byly nastgpujace: * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001. Analizy statystyczne przeprowadzono za
pomoca oprogramowania Statistica 12.

3. Wyniki
3.1. Wplyw Synechococcus sp. na biomase naturalnych zbiorowisk fitoplanktonowych

Wptyw pojedynczego i1 wielokrotnego dodawania pozbawionego komorek przesaczu
pochodzacego od kolonii Synechococcus sp. na wzrost (wyrazony jako udziat procentowy chlorofilu
a i ¢ w stosunku do kontroli) zbiorowisk fitoplanktonowych po 0 (1 godz.) oraz 1, 3 i 7 dniach
ekspozycji pokazano na rycinie 1. Wystawienie na dziatanie allelopatycznych zwigzkow uwalnianych
przez Synechococcus sp. spowodowato hamowanie wzrostu fitoplanktonu pobranego ze srodowiska.
Po ostatnim dniu eksperymentu st¢zenie chlorofilu a byto znacznie nizsze w powtorzeniach
z przesaczem uzyskanym z kolonii Synechococcus sp. i wzgledem kontroli wynosito kolejno 64%
(p<0,05) dla powtorzen z jednorazowo dodanym przesaczem i 50% (p<0,001) dla proby z przesaczem
dodawanym wielokrotnie. Odnotowano takze, ze przesacz negatywnie wptywatl na stezenie chlorofilu
c. Po 7 dniach eksperymentu, jego zawarto$¢ w zbiorowiskach fitoplanktonowych byt mniejszy 0 50%
(p<0,001) i 55% (p<0,05) w odniesieniu do kontroli.
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Ryc. 1 Krzywa wzrostu zbiorowisk fitoplanktonowych wyrazona jako % chlorofilu a (A)
i chlorofilu ¢ (B) w stosunku do kontroli przy wystawieniu organizméw na dziatanie jednokrotnie oraz wielorazowo
dodanego przesaczu pozyskanego z kolonii Synechococcus sp.,wartoéci odnosza si¢ do $rednich (n=3, $rednia + SD),
gwiazdka wskazuje znaczace roznice w porownaniu do kontroli
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3.2.Wplyw Synechococcus sp. na wspdlistniejace z nim bakterie heterotroficzne

Wpltyw pozbawionego komorek przesgczu pochodzacego od kolonii Synechococcus sp. na
liczg komorek bakterii heterotroficznych pokazano na rycinie 2. Wykazano, ze po wielokrotnym
dodaniu przesgczu liczba komoérek bakterii znaczgco wzrosta. Na koncu eksperymentu heterotroficzne
bakterie miaty znacznie wyzsza liczebnosé (2,0-10* bakterii-mL™) (p<0,01) w probach zawierajacych
przesacz niz w kontroli (1,2:10* bakterii-mL™). Z drugiej strony, wykazano takze, ze jednokrotnie
dodawany przesagcz pochodzacy od Synechococcus sp. nie ma wplywu na liczebno$¢ bakterii
heterotroficznych (p>0,05).
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Ryc. 2. Krzywa wzrostu bakterii heterotroficznych (N-104-mL™) w powtorzeniach z jednorazowo (A)
i wielokrotnie dodanym przesaczem (B) uzyskanym z Synechococcus sp. oraz w kontroli,
wartosci odnosza si¢ do Srednich (n=3, $rednia + SD), gwiazdka wskazuje znaczace réznice w poréwnaniu do kontroli

4. Dyskusja

Obecnie wiele uwagi poswiegca si¢ zagadnieniu allelopatii u r6znych gatunkow fitoplanktonu.
Metoda "Cross-culturing" jest czgsto uzywana do badania wptywu allelopatii na rézne gatunki sinic
i glondw w monokulturach (Antunes i in., 2012; Zak i Kosakowska, 2015), a takze na naturalne
zbiorowiska fitoplanktonu (Fistarol i in., 2004; Suikkanen i in., 2005). Stosowana metoda jest
uzyteczna zarowno dla monokultur, jak i catych zbiorowisk fitoplanktonowych, ktére hoduje si¢ na
pozywce z dodatkiem przesgczu otrzymanego z hodowli innych gatunkéw w celu zbadania mozliwego
wplywu zwigzkow allelopatycznych uwalnianych do podtoza (Legrand i in., 2003). W wielu
przypadkach, sposob dziatania zwigzkow allelopatycznych jest jeszcze stabo poznany, poniewaz
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trudno jest wykaza¢ bezposrednie dowody allelopatii w zbiorowiskach planktonowych ze $rodowiska.
W zwiazku z tym istotne jest, aby scharakteryzowac aktywno$¢ allelopatyczna w kontrolowanych
warunkach eksperymentalnych i ich wptyw na organizmy docelowe. W tym eksperymencie badano
wplyw zwigzkow allelopatycznych pikoplanktonowych sinic Synechococcus sp. na ogdlng biomase
zbiorowiska fitoplanktonowego oraz liczebnos¢ bakterii heterotroficznych.

Badania o allelopatycznym wptywie sinic na proby srodowiskowe sa rzadko$cig w literaturze.
W niniejszej pracy wykazano, ze wzrost srodowiskowych prob planktonowych zostal zahamowany po
ekspozycji na dziatanie zwigzkoéw uwalnianych przez Synechococcus sp. W czasie 7 dni po ekspozycji
stezenie chlorofilu a i ¢ bylo mniejsze w probach z przesaczem pikoplanktonowych sinic niz
w probach kontrolnych. Fistarol i in. (2004), rowniez badat allelopatyczny wptyw Alexandium
tamarense na srodowiskowych probach planktonowych z Zatoki Hopavdgen w Norwegii. Autorzy
zauwazyli, ze intensywnos¢ wpltywu zwigzkéow allelopatycznych zmienia si¢ w zaleznosci od
organizmu docelowego. Badania opisane w powyzszej pracy wykazaly, ze A. tamarense wplywat na
catg srodowiskowa probe planktonowa poprzez zmniejszenie tempa wzrostu i zmiany jej struktury.
Sugeruje sie, ze zwiazki allelopatyczne powoduja wicksza wrazliwo$¢ gatunkdéw docelowych, co
moze wplywa¢ na biomas¢ zbiorowisk fitoplanktonu (Mulderij i in., 2003). Ponadto Wolfe (2000)
zauwazyl, ze uwalnianie zwigzkow allelopatycznych wptywa korzystnie na gatunek, ktory wydziela te
substancje. Wyniki powyzszych badan wykazuja ogolne dzialanie hamujace zwiazkéw
allelopatycznych widzialnych przez Synechococcus sp. na zbiorowiska planktonowe wystepujace
w srodowisku wodnym.

Niektore badania wykazaly, ze przesacz wolny od komoérek moze mie¢ réwniez wpltyw na
bakterie heterotroficzne (Suikkanen i in., 2005; Sorokin i Zakuskina, 2010). W zwigzku z tym
W niniejszej pracy zostal zbadany mozliwy wplyw przesaczu pikoplanktonowych sinic na bakterie
heterotroficzne. W powyzszych badaniach wykazano, ze pojedynczy dodatek przesaczu uzyskany
z Synechococcus sp. nie mial wptywu na liczebnos$¢ bakterii heterotroficznych, jednakze wielokrotne
dodanie przesaczu zwigkszyto liczbe komorek heterotroficznych bakterii. Po jednym tygodniu
dos$wiadczenia po dodaniu przesagczu z Synechococcus sp., procent komoérek bakteryjnych stanowit
okoto 170% w stosunku do kontroli. W do$wiadczeniu liczebnos$¢ bakterii najpierw wzrosta 3-krotnie
w porownaniu z kontrolag, a nastgpnie stopniowo zmniejszata si¢, osiggajac poziom kontroli
W ostatnim dniu eksperymentu. Dodatkowo, Sorokin i Zakuskina (2010) wykazali, ze $rednia liczba
bakterii w planktonie wahata si¢ od wiosny do poczatku lata 6-10° do 17-10° komoérek-mL™ | ale
podczas rozkwitu pikoplanktonowych sinic (lato-jesien), gesto$¢ bakterii wzrosta do 21-10°
komorek-mL™. Autorzy sugeruja, ze duza liczba bakterii pojawita si¢ przez wspierajaca obecnosé
organizmow pikoplanktonowych sinic. Jednakze efekt zwigkszenie si¢ liczby komorek bakterii
heterotroficznych to bezposredni wptyw stymulujgcych zwigzkow allelopatycznych z Synechococcus
sp. jest niejasny i wymaga dalszych badan.

Pikoplanktonowe sinice sa czgsto okreslane mianem grup, ktére nie sa zdolne do tworzenia
zakwitow (Stockner i in., 1988). Jednak Sorokin i Zakuskina (2010) wykazali, ze u wybrzezy
Adriatyku pojawiajg si¢ bardzo geste, dlugoterminowe zakwity pikoplanktonowych sinic. Gestosé
zakwitu tych organizméw wahata si¢ od 8-10° do 35-10° komérki-mL™. Udziat pikoplanktonowych
oraz nanoplanktonowych sinic catkowitej biomasy fitoplanktonu, wynosit 98% od wiosny do poczatku
lata, a 92% jesienig. Sorokin i Zakuskina (2010) zbadali, ze zakwitowi pikoplanktonowych sinice
towarzyszg ogromne zmiany w siedliskach dennych. Ponadto Sorokin i in. (1998) odnotowali zakwit
pikoplanktonowych sinic w kraterze czynnego wulkanu (52-10° komérek-mL™). Wystepowanie
pikoplanktonowych sinic Synechococcus sp. odnotowano rowniez w Morzu Battyckim (Mazur-
Marzec i in., 2013; Jodlowska i Sliwinska, 2014; Sliwinska-Wilczewska i in., 2016). W niniejszej
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pracy wykazano, ze zwigzki wytwarzane i uwalniane przez Synechococcus sp. majg negatywny wpltyw
na gatunki biomasg¢ zbiorowisk fitoplanktonowych w $rodowisku naturalnym.

5. Whnioski

Oddziatywanie allelopatyczne pikoplanktonowych sinic moze by¢ jednym z czynnikéw
przyczyniajacych si¢ do powstawania i utrzymywania si¢ ogromnych zakwitow sinic. Gatunki
tworzace masowe zakwity sg powaznym problemem ze wzgledow ekologicznych i ekonomicznych.
Zakwity sinic notuje sie od XIX wieku, ale w ostatnich dziesigcioleciach ich aktywno$¢ znacznie
wzrosta. Ponadto oddziatywanie allelopatyczne morskich pikoplanktonowych sinic Synechococcus sp.
moze mie¢ wplyw na otaczajacy je ekosystem. Praca ta okre§la zakres zjawiska allelopatii
u dominujacej w okresie letnim morskiej pikoplanktonowej sinicy Synechococcus sp. na naturalne
zbiorowisko fitoplanktonu. Dostarczanie nowych informacji na temat zakresu dziatania zwigzkow
allelopatycznych pikoplanktonowych sinic moze mie¢ znaczenie dla lepszego zrozumienia
ogolnoswiatowego zjawiska powstawania ogromnych zakwitow sinic i ich globalnej ekspans;ji
w wielu ekosystemach wodnych.
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