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Streszczenie

Miedz jest pierwiastkiem niezbgdnym w Zyciu organizmoéw, a zarazem silnie toksycznym, jesli
wystepuje w srodowisku w nadmiarze. Toksyczne oddziatywanie miedzi dotyczy zardwno roslin, jak
i mikroorganizméow glebowych. Zalezy od wielu czynnikow, takich jak: rodzaj gleby, jej wlasciwosci
fizyczne i chemiczne, ale takze od gatunku roéliny oraz interakcji zachodzacych migdzy rosling
a drobnoustrojami glebowymi. Jedna z grup mikroorganizmoéw endofitycznych, pozytywnie oddziatu-
jacych na rosliny, sa bakterie z rodzaju Azospirillum.

Celem badan prezentowanych w pracy bylo poznanie reakcji bakterii z rodzaju Azospirillum na
rozne stezenia miedzi w ryzosferze siewek kukurydzy i pszenicy.

Hodowle in vitro kukurydzy i pszenicy inokulowano szczepami bakterii, odpowiednio Azospiril-
lum lipoferum i Azospirillum brasilense. Czynnikiem do$wiadczalnym bylo wzbogacenie podioza
miedzig (25, 1501 350 mg-kg™"). Analizowano liczebno$é bakterii z rodzaju Azospirillum oraz aktyw-
nos$¢ nitrogenazy. Monitorowano takze wzrost i rozwoj siewek oraz zawarto$¢ chlorofilu w ich blasz-
kach li§ciowych.

Wyniki badan wskazuja na silna reakcjg roslin i bakterii z rodzaju Azospirillum na zwigkszone
ilosci miedzi w podiozu. Najwicksze zastosowane stezenie (350 mgkg™ pozywki) spowodowato
catkowite zamieranie siewek pszenicy i kukurydzy. Pozostale stezenia wyraznie ograniczaty liczeb-
nos¢ Azospirillum oraz wzrost roslin. Siewki pszenicy inokulowane Azospirillum byty wigksze i wy-
kazywaly wigksza koncentracjg chlorofilu od nieinokulowanych. Inokulacja siewek w niewielkim
stopniu przyczyniala si¢ do zmniejszenia toksycznego oddzialywania zwigkszonego st¢zenia miedzi
na rosliny.

Adres do korespondencji: dr D. Swedrzynska, Uniwersytet Przyrodniczy w Poznaniu, Katedra Mikro-
biologii Ogélnej i Srodowiskowej, ul. Szydtowska 50, 60-656 Poznan; tel. +48 (61) 846-67-22,
e-mail: dorotas@up.poznan.pl



168 Woda-Srodowisko-Obszary Wiejskie t. 10 z. 2 (30)

WSTEP

Jednym z elementéw Srodowiska glebowego, niezwykle silnie oddzialujacych
na organizmy zywe, jest obecno$¢ makro- i mikroelementéw, szczegolnie tych,
ktore juz w bardzo matych ilosciach decyduja o przebiegu proceséw biologicz-
nych. Do takich pierwiastkow, niewatpliwie, nalezy miedz. Jest to pierwiastek nie-
zbedny w zyciu organizméw, a z drugiej strony silnie toksyczny, jesli wystepuje
w nadmiarze. Zawarto§¢ miedzi w glebie zalezy gtownie od wlasciwosci skaly ma-
cierzystej i dziatalnosci cztowieka. Gleby w wielu uprzemystowionych regionach
Polski i catego $wiata, takze te uzytkowane rolniczo, sa skazone nadmiarem miedzi
[GAMBUS, GORLACH, 2001]. Toksyczne oddzialywanie miedzi dotyczy zaréwno
ros$lin, jak i mikroorganizmoéw glebowych i zalezy od wielu czynnikow, takich jak:
rodzaj gleby, jej wlasciwosci fizyczne i chemiczne [MOCEK, DRZYMALA, MASZ-
NER, 2004], ale takze od gatunku roéliny oraz interakcji, zachodzacych migdzy ni-
mi a drobnoustrojami glebowymi. Dlatego wazne jest poznanie wptywu zaréwno
niedoboru, jak 1 nadmiaru tego pierwiastka na rosliny i mikroflorg glebowa, a takze
opracowanie skutecznych metod ich usuwania ze $rodowiska glebowego, w tym
bioremediacji. W tym przypadku niemata rol¢ do odegrania maja drobnoustroje
glebowe, zwlaszcza wchodzace w uktady asocjacyjne z roslinami. Jedna z grup
mikroorganizmow endofitycznych, pozytywnie oddzialujacych na ro$liny i wdra-
zanych do praktyki rolniczej, sa bakterie z rodzaju Azospirillum [BASHAN, HOL-
GUIN, BASHAN, 2004; SWEDRZYNSKA, 2000]. Oddziatywanie Azospirillum na ro-
sliny jest bardzo zlozone i wynika zaréwno ze zdolnosci tych bakterii do wigzania
azotu czasteczkowego [HAATHELA in., 1981], jak tez syntetyzowania fitohormo-
néw 1 innych substancji biologicznie czynnych [ZIMMER, BOTHE, 1988], co w kon-
sekwencji, niewatpliwie, wptywa korzystnie na plony ro$lin uprawnych, zarowno
w warunkach klimatu tropikalnego, jak i umiarkowanego [BALDANI i in., 1997;
SWEDRZYNSKA, SAWICKA, 2001]. Jeszcze dalej idace zaleznosci ekologiczne wy-
kazali GALAZKA, KROL i PERZYNSKI [2008], inokulujac kostrzewe fakowa, rosna-
ca w glebie skazonej ropa naftowa szczepami Azospirillum sp. i Pseudomonas stut-
zeri. Inokulacja — przyczyniajac si¢ do lepszego wzrostu i rozwoju roslin — wywo-
tata tym samym wigkszy przyrost ogolnej liczebnosci drobnoustrojow oraz wzrost
aktywnos$ci enzymatycznej gleby. Powodowalo to szybsze zmniejszenie zawartosci
weglowodorow w glebie.

Celem niniejszych badan jest poznanie reakcji bakterii z rodzaju Azospirillum,
mierzonej liczebnos$cia ich populacji oraz aktywnoscig nitrogenazy, na obecnosc¢
roznych warto$ci stezenia miedzi w ryzosferze siewek kukurydzy i pszenicy. Po-
znanie reakcji Azospirillum na zwigkszone stgzenie miedzi w podtozu umozliwi
lepsza oceng tych drobnoustrojow w aspekcie ekologicznym, a zarazem okreslenie
ich oddziatywania na ro$liny w tych warunkach.
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METODY BADAN

Przeprowadzono 2 rownolegte doswiadczenia laboratoryjne in vitro w hodow-
lach roslin kukurydzy (Zea mays L.) odmiany Claudia i pszenicy (7riticum vulga-
re) odmiany Kris, inokulowanych odpowiednio szczepami bakterii Azospirillum
lipoferum i Azospirillum brasilense. Bakterie Azospirillum lipoferum Br 17 pocho-
dzity z Zaktadu Mikrobiologii IUNG w Putawach, natomiast Azospirillum brasi-
lense SP T60 (wyizolowany z korzeni pszenicy) z Deutsche Sammlung von Mi-
kroorganismen und Zellkulturen GmbH w Braunschweig w Niemczech. Czynni-
kiem doswiadczalnym byto wzbogacenie podtoza miedzia, przy czym zastosowano
trzy poziomy doswiadczalne: 25, 150 i 350 mg-kg ' podtoza. Miedz do pozywki
wprowadzono w postaci siarczanu miedzi (CuSQO,4 5H,0). Kontrolg stanowity same
rosliny oraz ro$liny inokulowane odpowiednimi szczepami bakterii. Na kazda
kombinacje¢ sktadato sig 20 probowek z roslinami kukurydzy i 20 probéwek z ro-
slinami pszenicy. Podloze stanowila sterylna, stala mineralno-witaminowa pozyw-
ka, stuzaca do hodowli roslin jednolisciennych — SHM (Schenk & Hildebrandt
Medium). Ziarniaki kukurydzy i pszenicy uzyte do doswiadczenia poddano steryli-
zacji — wyptukiwano je przez 5 minut w 70-procentowym roztworze alkoholu, na-
stepnie przez 2 minuty w 5-procentowej wodzie utlenionej i ostatecznie przeptuka-
no je woda sterylna (5 razy przez 2 minuty kazda). Tak przygotowane ziarniaki
podkietkowano i umieszczono w probdéwkach na skosach, nastgpnie zaszczepiono
je odpowiednio ptynna, 24-godzinna hodowla bakterii Azospirillum w ilosci 0,1 ml
zawiesiny na ro$ling. Kolejnym etapem doswiadczenia byta inokulacja ziarniakow.
Liczba komoérek Azospirillum w 1 ml zawiesiny wynosita od 10® do 10° jtk. Zawie-
sing wprowadzano w ilosci 0,1 ml na kazde powtorzenie. Do sporzadzenia zawie-
siny wykorzystano pltynna pozywke DAS [DOBERREINER, 1980], stuzaca do ozna-
czania i namnazania Azospirillum. W ciagu trzech tygodni od inokulacji (po 7, 14
ipo 21 dniach) obserwowano jej efektywnos$¢, porownujac zastosowanie szczepie-
nia Azospirillum lipoferum w kukurydzy 1 Azospirillum brasilense w pszenicy
w warunkach zwigkszonego stezenia miedzi w podtozu z analogicznymi kombina-
cjami, nieszczepionymi tymi bakteriami. Za miarg tej efektywnos$ci przyjeto:

— liczebnosci bakterii w obrebie korzeni kukurydzy i pszenicy,

— aktywnos¢ nitrogenezy w asocjacyjnym uktadzie ro§lina—diazotrofy,
— zawarto$¢ chlorofilu w blaszkach lisciowych siewek kukurydzy,
—masg siewek (pedu oraz korzeni).

Parametry te uznano za wymierne wskazniki zalezno$ci migdzy miedzia, rosli-
nami i bakteriami uzytymi w do$wiadczeniu.

Liczebnos¢ bakterii okreslano metoda plytek lanych, stosujac pozywke DAS
[DOBERREINER, 1980]. Aktywnos¢ nitrogenazy badanych szczepoéw oznaczano me-
toda acetylenowa [SAWICKA, 1978], a analizy gazéw wykonywano na chromato-
grafie gazowym typ: CHROM 5.
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Zawartos¢ chlorofilu w blaszkach lisciowych siewek kukurydzy i pszenicy
w poszczegdlnych kombinacjach poréwnywano za pomoca chlorofilomierza
(N-TESTER). Pomiary te okreslaja tzw. indeks zielonosci liscia, wyrazony warto-
scia SPAD (ang. ,,soil plant analises development”), czyli r6znica migdzy absorp-
cja $wiatta 650 nm i 940 nm [GABORCIK, 2006].

Masg siewek (osobno masg korzeni i pgdu) okreslono po ich wyjeciu z pro-
bowki, oplukaniu z pozywki i odsaczeniu z wody pozostatej po plukaniu.

WYNIKI BADAN I DYSKUSJA

Wyniki badan wskazuja na bardzo silne oddzialywanie zastosowanych wartosci
stezenia miedzi w pozywce, zar6wno na bakterie z rodzaju Azospirillum, jak i na
siewki kukurydzy i pszenicy. Najwigksze stezenie (350 mgkg™' pozywki) spowo-
dowato catkowite zamieranie siewek pszenicy i kukurydzy, w zwiazku z czym nie
bylo mozliwosci analizy liczebno$ci Azospirillum oraz wybranych parametrow
rozwoju ro$lin.

Wplyw miedzi na liczebno$¢ Azospirillum brasilense, ktorymi inokulowane
byty siewki pszenicy, przedstawiono na rysunku 1., a na Azospirillum lipoferum,
ktorymi szczepiono siewki kukurydzy — na rysunku 2. Okazuje sig, ze w obydwu
przypadkach, w warunkach zwigkszonej ilosci miedzi w pozywce, populacje bakte-
rii byly wyraznie, nawet kilkakrotnie, mniej liczne niz w kombinacji kontrolne;.
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Rys. 1. Wplyw roéznych wartosci stgzenia miedzi na liczebno$¢ Azospirillum brasilense
(n-10%) w 1 g korzeni siewek pszenicy

Fig. 1. The effect of various copper concentrations on the number of Azospirillum brasilense
(n-10%) in 1 g of roots of wheat seedlings
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Rys. 2. Wptyw roéznych wartos$ci st¢zenia miedzi na liczebnos$¢ Azospirillum brasilense
(n°10%) w 1 g korzeni siewek kukurydzy

Fig. 2. The effect of various copper concentrations on the number of Azospirillum brasilense
(n-10% in 1 g of roots of maize seedlings

Jednocze$nie mozna zauwazy¢, ze gwaltowne zmniejszenie liczebnosci bakterii
nastapito juz w warunkach najmniejszej z zastosowanych wartosci st¢zenia miedzi
w pozywce, czyli 25 mg Cu na 1 kg podloza. Zwigkszenie st¢zenia do 150 mg Cu
na 1 kg podtoza nie miato juz tak duzego wptywu na dalsze zmniejszenie liczebno-
$ci Azospirillum, ktore utrzymywato si¢ na poziomie kilkakrotnie nizszym niz
w kombinacji kontrolnej. Tymczasem naturalna ilo$¢ miedzi w glebach ksztattuje
si¢ na poziomie od 2 do 40 mg w 1 kg gleby [SIUTA, 1995], natomiast wedtug
Rozporzadzenia MS... [2002] zawarto$é tego skladnika na obszarach przemysto-
wych nie powinna przekracza¢ 600 mgkg . Jest to zatem ilo$é znacznie wicksza
niz w do§wiadczeniu.

Toksyczno$¢ metali wzgledem mikroorganizmow nie do konca jest zatem jed-
noznaczna. W warunkach laboratoryjnych stgzenie jakiego$ jonu moze powodowac
ich obumarcie, natomiast w Srodowisku glebowym oddziatywanie to nie musi by¢
juz tak wyrazne i jednoznaczne, moze by¢ czynnikiem zupetnie obojetnym badz
nawet stymulujacym ich rozwoj. Zalezy to od formy wystepowania tego pierwiast-
ka i jego dostgpnosci oraz innych czynnikéw srodowiskowych [BADURA, 1997;
DURSKA, 2006; ZBOROWSKA, WYSZKOWSKA, KUCHARSKI, 2006].

Nie udato si¢ wykaza¢ wplywu zwigkszonego stgzenia miedzi na zdolno$¢ ba-
danych szczepdéw do wiazania azotu atmosferycznego. Przeprowadzone trzykrot-
nie, w czasie trwania doswiadczenia, analizy nie wykazaty aktywnosci nitrogenazy
w uktadzie Azospirillum—roslina w zadnej z kombinacji doswiadczalnych.
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W literaturze dotyczacej wptywu jonéw metali cigzkich mozna znalez¢ wiele
doniesien, $wiadczacych o bardzo zrdznicowanej reakcji drobnoustrojow glebo-
wych na ich obecnos¢ w srodowisku. Dzieje sig tak za sprawa zrdznicowania ukta-
doéw enzymatycznych, specyficznych dla poszczegélnych gatunkow drobnoustro-
jow [SELABA, DELUGONSKI, 2002]. Toksyczny wplyw metali cigzkich na drobno-
ustroje najczesciej polega na zahamowaniu ich wzrostu, zmniejszeniu si¢ zarowno
ich liczby, jak 1 r6znorodnosci oraz na ograniczeniu aktywnosci biologicznej [MA-
JEWSKA, KUREK, SZLACHETKA, 2006].

BADURA [1997], okreslajac szacunkowa wrazliwo$¢ organizméw zywych na
jony metali, podaje ze najsilniejsza reakcj¢ na miedz wykazuja rosliny, natomiast
bakterie i zwierzeta $Srednia. Sposrod mikroorganizméw — wedlug WYSZKOWSKIET
1 KUCHARSKIEGO [2003] — najbardziej odporne na zanieczyszczenie gleb metalami
cigzkimi sa z reguly grzyby, mniej promieniowce, a najmniej bakterie.

Analizujac wplyw zwigkszonego st¢zenia miedzi na siewki pszenicy i kukury-
dzy, za jeden ze wskaznikdéw zywotnosci roslin przyjeto koncentracje barwnikdéw
chlorofilowych. Barwniki roslinne spetniaja bardzo wazne i wielorakie funkcje
w procesach zyciowych ro$lin, determinuja m.in. ich odporno$¢ na zmieniajace si¢
uwarunkowania srodowiskowe oraz przebieg fotosyntezy, a tym samym wplywaja
na ilo$¢ wytworzonej biomasy i jej cechy jakosciowe [KOzZLOWSKI, GOLINSKI,
GOLINSKA, 2001].

Ze wzgledu na duza rozpigtos¢ otrzymanych wynikoéw trudno w sposob jedno-
znaczny okreslic wpltyw analizowanych czynnikow na koncentracjge barwnikow
chlorofilowych w blaszkach lisciowych siewek pszenicy i kukurydzy (rys. 3, 4).
Powodem takiej sytuacji byta zapewne zbyt duza zmiennos¢ osobnicza roslin, ma-
skujaca efekt doswiadczalny, co bylto szczegdlnie widoczne w przypadku siewek
kukurydzy. Jednakze w przypadku siewek pszenicy mozna zauwazy¢, ze w kombi-
nacjach inokulowanych Azospirillum koncentracja chlorofilu byla wigksza niz
w nieinokulowanych, nie tylko w kombinacji kontrolnej, ale takze gdy dodatek
miedzi wynosit 25 mg Cu na 1 kg podloza (rys. 3). Inokulacja przyczynita sig za-
tem do czg§ciowego zniwelowania toksycznego oddziatlywania miedzi na siewki
pszenicy.

ORZECHOWSKA, BLASINSKA i JEZEWSKA [1994] donosza, Zze charakterystyczna
wlasciwoscia chlorofilu jest mozliwos¢ tatwej wymiany jonow Mg na jony in-
nych metali dwuwartosciowych. Efektem tych reakcji jest zmiana barwy, a wpro-
wadzenie do czasteczki chlorofilu jonow Cu™ lub Zn"™ powoduje zwigkszenie sta-
bilnosci naturalnej zielonej barwy. Znane sa ponadto wyniki wskazujace na udziat
Cu w syntezie chlorofilu i innych barwnikoéw roslinnych [MENDEL, KIRBY, 1983].

Kolejnym parametrem analizowanym w do$wiadczeniu byta masa siewek (pe-
du oraz korzeni) pszenicy i kukurydzy. W przypadku pszenicy duza rozpigtos¢ wy-
nikéw uniemozliwita oceng wpltywu inokulacji Azospirillum i réznego stgzenia
miedzi na mase korzeni (rys. 5). Wyrazny wptyw inokulacji na masg¢ korzeni zano-
towano natomiast w przypadku siewek kukurydzy (rys. 6). Efekt ten jest szczegol-
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Rys. 3. Wplyw réznych wartosci st¢zenia miedzi na koncentracj¢ barwnikéw chlorofilowych
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Rys. 4. Wplyw ro6znych wartosci stezenia miedzi na koncentracje¢ barwnikow chlorofilowych
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Fig. 3. The effect of various copper concentrations on the chlorophyll concentration
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Fig. 5. The effect of various copper concentrations on root mass of wheat seedlings
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Fig. 6. The effect of various copper concentrations on root mass of maize seedlings
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nie widoczny w kombinacji kontrolnej, bez dodatku miedzi. Dodatek miedzi juz
w najmniejszym z analizowanych stezen wyraznie zmniejszal masg korzeni, hamu-
jac réwnoczesnie efekt inokulacji Azospirillum. Jak podaja MENDEL i KIRBY
[1983], zahamowanie wzrostu korzeni jest zazwyczaj pierwsza reakcja rosliny na
toksyczny poziom miedzi w $rodowisku. Oddzialywanie to polega gtownie na
uszkadzaniu komorek korzeniowych i ograniczaniu ich wzrostu.

Zanotowano wyrazny wplyw inokulacji Azospirillum na mas¢ pedow siewek
pszenicy (rys. 7) i kukurydzy (rys. 8) w kombinacjach kontrolnych. Masa pedow
inokulowanych byta kilkakrotnie wigksza niz masa pedow nieinokulowanych.
Zwigkszone stezenie miedzi w pozywce niwelowato efekt inokulacji. W doswiad-
czeniu z pszenica wptyw inokulacji zanikat juz, gdy dawka miedzi wynosita 25 mg
na 1 kg podtoza (rys. 7), natomiast w przypadku kukurydzy dopiero, gdy stosowa-
no 150 mg Cu na 1 kg podtoza (rys. 8). Nadmiar miedzi w rosélinach uszkadza
glownie DNA oraz ogranicza procesy fotosyntezy, podlega silnemu wigzaniu
z biatkami i odktadaniu w przestrzeniach miedzykomorkowych, najczesciej w ko-
rzeniach. Dla wigkszo$ci roslin wysoki poziom tego sktadnika jest toksyczny
i powoduje zahamowanie wzrostu [KABATA-PENDIAS, PENDIAS, 1993].
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Rys. 7. Wplyw ro6znych wartosci stgzenia miedzi na masg pedow siewek pszenicy

Fig. 7. The effect of various copper concentrations on shoot mass of wheat seedlings
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Rys. 8. Wplyw roznych stezen miedzi na masg pedow siewek kukurydzy

Fig. 8. The effect of various copper concentrations on shoot mass of maize seedlings

WNIOSKI

1. Miedz, we wszystkich z zastosowanych stezen w pozywce, okazala sig
czynnikiem silnie toksycznym wobec roslin i drobnoustrojow.

2. Inokulacja Azospirillum siewek pszenicy i kukurydzy wpltywata korzystnie
na ich wzrost i rozw¢j, w niewielkim stopniu niwelujac toksyczne oddziatywanie
miedzi na ro§liny.

3. Uzyskane wyniki badan sugeruja koniecznos$¢ zweryfikowania ich w podob-
nym doswiadczeniu, przeprowadzonym w warunkach glebowych.

LITERATURA

BADURA L., 1997. Metale cigzkie w ekosystemach ladowych a ekotoksykologia. W: Drobnoustroje
w $srodowisku, wystgpowanie, aktywno$¢ 1 znaczenie. Krakow: Wydaw. AR s. 13-21.

BALDANI J.I., CARUZO L., BALDANI V.L.D., Go1 S.R., DOBEREINER J., 1997. Recent advanced in BNF
with non legume plants. Soil Biol. Biochem. 129 5/6 s. 911-922.

BASHAN Y., HOLGUIN G., BASHAN L.E., 2004. Azospirillum-plant relationshpis: physiological, mo-
lecular, agricultural, and environmental advances (1997-2003). Can. J. Microbiol. 50 s. 521-577.

DOBEREINER J., 1980. Forage grasses and grain crops. W: Methods for evaluating biological nitrogen
fixation. Pr. zbior. Red. F.J. Bergsen. New York: Wiley and Sons s. 535-555.



D. Swedrzynska, A. Sawicka: Wplyw miedzi na bakterie z rodzaju Azospirillum... 177

DURSKA G., 2006. Wplyw miedzi i cynku na wzrost bakterii metylotroficznych wyodrgbnionych
z gleby rizosferowej i pozarizosferowej jgczmienia. Zesz. Nauk. UP Wroc. Rol. 89 546 s. 57-63.

GABORCIK N., 2006. Koncentracia mineralnych zivin chlorofilu a+b (SPAD hodnoty) v listach
tokajskych odrdd vivica. Vini€ vino 3 s. 2—4.

GALAZKA A., KROL M., PERZYNSKI A., 2008. Zmiany abiotycznych i biotycznych czynnikow gleby
skazonej ropa naftowa przy wzroscie Festuca pratensis szczepionej Azospirillum ssp. i Pseudo-
monas stutzeri. W: Toksyczne substancje w srodowisku. Mater. 5 Migdzyn. Konf. Nauk. Kra-
kow, 02-03.09.2008 r. Krakéw: UR, PTIE s. 17-18.

GAMBUS F., GORLACH E., 2001. Przeciwdzialanie i tagodzenie skutkow zanieczyszczen gleb. Aura 8
s. 10-12.

HAATHELA K., WARTIOVAARA T., SUNDMAN., SKUJINS J., 1981. Root-associated N, fixation (acetylene
reduction): by Enterobacter and Azospirillum strains in cold-climate spodosols. Appl. Env.
Microbiol. 41 s. 203-206.

KABATA-PENDIAS A., PENDIAS H., 1993. Biochemia pierwiastkow §ladowych. Warszawa: PWN ss.
364.

KozrowskI S., GOLINSKI P., GOLINSKA B., 2001. Barwniki chlorofilowe jako wskazniki warto$ci
uzytkowej gatunkdéw i odmian traw. Zesz. Probl. Post. Nauk. Rol. z. 474 s. 215-223.

MAJEWSKA M., KUREK E., SZLACHETKA D., 2006. Microbial activity-factor increasing retention of Cd
addend to soil. Pol. J. Env. St. 15 (2a) s. 177-183.

MENDEL K., KIRBY E., 1983. Podstawy zywienia ro$lin. Warszawa: PWRIL ss. 321.

MOCEK A., DRZYMALA S., MASZNER P., 2004. Geneza, analiza i klasyfikacja gleb. Poznan: Wydaw.
AR ss. 150.

ORZECHOWSKA A., BLASINSKA 1., JEZEWSKA M., 1994. Barwniki naturalne w zywnosci. Przem. Spoz.
9's.275-277.

Rozporzadzenie Ministra Srodowiska z dnia 9 wrzeénia 2002 r. w sprawie standardow jakosci gleby
oraz standardow jakosci ziemi. Dz. U. 2002 nr 165 poz. 1359.

SAWICKA A., 1978. Aktywno$¢ wigzania azotu w glebie oznaczona metoda redukcji acetylenu. Rocz.
AR Pozn. 102 s. 103-110.

StABA M., DLUGONSKI J., 2002. Mikrobiologiczne usuwanie i odzyskiwanie metali cigzkich. Post.
Mikrobiol. 41 (2) s. 167-183.

SIUTA J., 1995. Gleba. Diagnozowanie stanu zagrozenia. Warszawa: 10S. ss. 218.

SWEDRZYNSKA D., 2000. Effect of inokulation with Azospirillum brasilense on development and
yielding of winter wheat and oat under different cultivation. Pol. J. Env. St. vol. 9 s. 423-428.
SWEDRZYNSKA D., SAWICKA A., 2001. Effect of inoculation on population numbers of Azospirillum

bacteria under winter wheat, oat and maize. Pol. J. Env. St. vol. 10 s. 21-25.

WYSZKOWSKA J., KUCHARSKI J., 2003. Liczebno$¢ drobnoustrojow w glebie zanieczyszczonej meta-
lami cigzkimi. Zesz. Probl. Post. Nauk Rol. z. 492 s. 427-433.

ZBOROWSKA M., WYSZKOWSKA J., KUCHARSKI J., 2006. Liczebnos$¢ bakterii oligotroficznych i kopio-
troficznych w glebie zanieczyszczonej cynkiem i nawozonej stoma i trocinami. Acta Agricult.
Silv. Ser. Agraria vol. 49 s. 517-526.

ZIMMER W., BOTHE H., 1988. The phytohormonal interactions between Azospirillum and wheat. Plant
Soil 110 s. 239-247.



178 Woda-Srodowisko-Obszary Wiejskie t. 10 z. 2 (30)

Dorota SWEDRZ YNSKA, Aleksandra SAWICKA

THE EFFECT OF COPPER ON BACTERIA OF THE GENUS Azospirillum
IN THE RHIZOSPHERE OF MAIZE AND WHEAT SEEDLINGS

Key words: Azospirillum brasilense, Azospirillum lipoferum, copper, maize, wheat
Summary

Copper is an element necessary for organisms but also strongly toxic if present in the environ-
ment in excess. Copper is toxic to both plants and soil microorganisms and its toxicity depends on
many factors such as soil type, its physical and chemical properties, but also on plant species and the
interactions between plants and soil microorganisms. One of the endophytic groups of microorganism
showing a positive effect on plants is bacteria of the genus Azospirillum.

The aim of this work was to recognise the response of Azospirillum to the presence of different
copper concentrations in the rhizosphere of maize and wheat.

In vitro cultures of maize and wheat were inoculated with the strains of Azospirillum lipoferum
and Azospirillum brasilense, respectively. The treatment consisted in the enrichment of the substrate
with copper (25, 150, and 350 mg-kg™" substrate). The number of bacteria from the genus Azospiril-
lum and the activity of nitrogenase were also examined. The growth and development of seedlings
and the content of chlorophyll in leaf blades were monitored.

Results of the study showed a strong reaction of plants and bacteria of the genus Azospirillum to
increasing amounts of copper in the substrate. The highest applied concentration (350 mg-kg ' of sub-
strate) caused a complete dying out of wheat and maize seedlings. The remaining concentrations of
copper distinctly limited the number of Azospirillum and the growth of plants. Bacterial populations
were several times less numerous than in the control treatment. Wheat seedlings inoculated with
Azospirillum were bigger and showed a higher concentration of chlorophyll than those not inoculated,
even at higher concentrations of copper.
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