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Selekcja bakterii ryzosferowych

usprawniajacych procesy fitoremediacji gleb
zawierajacych zwigzki metali ciezkich

Fitoremediacja jest skuteczna i tanig metoda oczysz-
czania gleb zanieczyszczonych metalami cigzkimi, jednak-
ze duza zawarto$¢ metali cigzkich w glebie bardzo czgsto
uniemozliwia prawidlowy wzrost i rozwoj roslin [1]. Mi-
kroorganizmy zasiedlajace ryzosfer¢ roslin moga niwelo-
wac skutki niekorzystnych warunkow srodowiska natural-
nego [2—4], jak rowniez w istotny sposob przyczynic si¢
do zwigkszenia wydajnosci procesow fitoremediacji [5, 6].
Bakterie ryzosferowe moga stymulowa¢ wzrost roslin po-
przez dostarczanie sktadnikow mineralnych oraz synteze
fitohormondéw stymulujacych ich rozwdj (np. auksyny, gi-
bereliny, cytokininy), a takze obnizanie poziomu etylenu
wplywajacego niekorzystnie na ukorzenianie si¢ roslin [7].
Ponadto bakterie te moga chronié rosliny przed niekorzyst-
nym wptywem metali cigzkich [8—10] oraz zanieczyszczen
organicznych [11,12], jak réwniez skutkami dziatania fito-
patogenéw [9]. Nieliczne — jak dotad — badania wykazaty,
ze niektére z bakterii ryzosferowych moga stymulowac
wzrost rzepaku w obecno$ci metali cigzkich, takich jak ni-
kiel [13], kadm [14] i otéw [15]. Ze wzglgdu na duzg tole-
rancj¢ rzepaku na wzrost w niekorzystnych warunkach $ro-
dowiskowych (np. skazenie metalami cigzkimi) [13,14],
roslina ta moze znalez¢ zastosowanie w fitoremediacji tere-
néw zanieczyszczonych.

Celem prezentowanych badan byto wyselekcjonowanie
bakterii ryzosferowych, charakteryzujacych si¢ zwigkszo-
na tolerancja na jony metali cigzkich (Cu, Zn, Cd i Pb) oraz
stymulacja wzrostu siewek rzepaku w podlozu zawiera-
jacym zwiazki tych metali. Uzyskane wyniki mogg przy-
czyni¢ si¢ do wyjasnienia mechanizmow wplywajacych na
wzrost aklimatyzacji tych roslin do niekorzystnych warun-
kéw srodowiskowych, jak réwniez usprawnienia technik
fitoremediacji.

Materialy i metody

W badaniach wykorzystano sze$¢ szczepow bakterii —
Bacillus sp. (ML 1-2), Bacteroidetes bacterium (R1 116-1),
Flavobacterium sp. (RI 111-11), Pseudomonas fluorescens
(LI C1), Serratia entomophila (RI 111-21) oraz Variovorax
sp. (ML 3-12). Bakterie wyizolowano z gleb skazonych
metalami cigzkimi lub w inny sposdb antropogenicznie
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zdegradowanych [3]. Wyizolowane szczepy bakterii prze-
chowywano na skosach agarowych w temperaturze 4°C.
Selekcji szczepéw dokonano na podstawie analizy ich
wlasciwoscei fizjologicznych, takich jak aktywnos$¢ en-
zymatyczna, synteza sideroforow oraz wykorzystywanie
réznych zrodet wegla. Szczegotowe wyniki tych analiz
przedstawiono w pracy [3]. Szczepy bakteryjne hodowano
na pozywece statej R2A (Difco) (18 g/dm®) w temperaturze
25°C. Po 1-2d od zaszczepienia pozywki, w zaleznosci od
indywidualnego tempa wzrostu badanych bakterii, przygo-
towano inokulum zawierajace bakterie w postaci zawiesiny
w wodzie w ilosci 5,0-107 jtk/cm?. Otrzymane zawiesiny
kazdego szczepu bakterii wykorzystano do inokulacji po-
zywek plynnych wzbogaconych w jony metali cigzkich
(rys. 1) oraz w doswiadczeniu in vitro (rys. 2), w ktorym
testowano wzrost rzepaku w obecnosci zwiazkoéw metali
cigzkich.

Wplyw zawartos$ci jonéw metali cigzkich (Cu, Zn, Cd,
Pb) na wzrost bakterii badano wprowadzajac po 10 pl mie-
szaniny inokulacyjnej do probéwek zawierajacych 5cm?
pltynnej pozywki R2A (Difco) i zwiazki metali cigzkich
(CuS0y4, CdSO, i (CH3CO0),Pb) w ilosciach odpowied-
nio 50 mmol/m?3, 100 mmol/m? i 250 mmol/m? oraz ZnSO,
— 250mmol/m3, 500mmol/m3 i 1000 mmol/m3. Doboru
zwigzkéw chemicznych uzytych w przeprowadzonym do-
$wiadczeniu dokonano w oparciu o wczesniej prowadzone
1 opisane w literaturze eksperymenty [15,17]. Kontrolg sta-
nowity probki niezawierajace metali cigzkich w podtozu.
Dla kazdego szczepu bakterii wykonano po trzy powto-
rzenia. Wzrost trzydniowych hodowli bakterii oceniono na
podstawie pomiaru absorbancji przy dtugosci fali 600 nm
za pomoca spektrofotometru Hitachi U-1800.

W badaniach in vitro wykorzystano nasiona rzepaku
ozimego Brassica napus L. odmiany Kronos (AgroBras,
Polska), ktore miaty polimerowa otoczke z owadobdjczej
zaprawy nasiennej Chinook 200FS. Przed przystapieniem
do badan nasiona sterylizowano w mieszaninie 30% per-
hydrolu i 96% alkoholu etylowego (1:1) przez 7 min, a na-
stepnie przeptukiwano sterylna woda destylowang przez
20min. Poszczegdlne etapy sterylizacji pozwolily na od-
ptukanie zaprawy nasiennej i zbadanie rzeczywistego wply-
wu uzytych w doswiadczeniu bakterii na wzrost siewek
rzepaku w obecnosci metali cigzkich. We wczesniejszych
badaniach opisanych w pracy [16] zaprezentowano wptyw
zaprawy nasiennej Chinook 200FS na wzrost i rozwdj ba-
danych szczepow bakteryjnych. Nasiona wyktadano na ste-
rylna bibulg filtracyjng umieszczong w szalkach Petriego
($r. 90 mm). W kazdym wariancie do§wiadczenia analizo-
wano 30 nasion (po 15 nasion na ptytke). Bibule nasaczono
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6cm’ roztworu o odpowiedniej zawartosci jonéw metali
cigzkich. Nasiona rzepaku inokulowano przygotowanymi
zawiesinami poszczegolnych bakterii. Probke kontrolnag
stanowily nasiona inkubowane w sterylnej wodzie bez
obecnos$ci metali cigzkich oraz nasiona inokulowane bakte-
riami w podlozu pozbawionym zwiazkéw metali cigzkich.
Plytki inkubowano w ciemnos$ci w temperaturze 25 °C. Po
3 d dokonano pomiaru dtugosci hypokotylu i korzenia.

Uzyskane wyniki analizowano przy uzyciu programu
Statistica (StatSoft Inc., 1995). Istotne roznice we wzroscie
rzepaku inokulowanego bakteriami w obecnosci jonow
metali ci¢zkich okreslono na podstawie jednoczynnikowe;j
analizy wariancji (ANOVA) (tab. 1) oraz testu t-Studenta —
p=<0,05 (rys. 2).

Wyniki badan

Najlepszym wzrostem w obecnosci jonéw badanych
metali cigzkich (rys. 1) charakteryzowaly si¢ bakterie
S. entomophila (R1 111-21) i P. fluorescens (L1 C1). Bak-
terie te uzyskaty najlepszy wzrost sposrod wszystkich ba-
danych bakterii w obecnos$ci jonéw Zn i Pb (wszystkie ilo-
$ci) oraz Cu (50 mmol/m?). Najstabszy wzrost w obecnosci
jonéw metali cigzkich zanotowano w przypadku bakterii
Flavobacterium sp. (RI 111-11) 1 B. bacterium (RI 116-1).
W przypadku wigkszosci badanych szczepdéw zaobserwo-
wano zblizony lub wyzszy, w poréwnaniu z probka kontrol-
na, wzrost w obecnosci jonéw Pb. Najsilniejszy — hamujacy
—wplyw na wzrost bakterii miaty jony kadmu (50 mmol/m?>)
i miedzi (250 mmol/m?3).

Selekcja bakterii stymulujagcych wzrost rzepaku
w obecnosci metali ciezkich

Srednia dtugo$é korzeni i hypokotylu roslin etiolowa-
nych, ktérych kietkowanie i wzrost odbywatl si¢ w wodzie
(prébka kontrolna bez metali cigzkich) wynosita odpo-
wiednio 2,5cm i 1,0cm (tab. 1). W obecnosci jonow metali
cigzkich zaobserwowano hamowanie elongacji korzenia
1 hypokotylu przy wszystkich analizowanych ilosciach jo-
néw metali. Wykazano, ze poziom hamowania wzrostu ba-
danych siewek rzepaku zwigkszat si¢ wraz ze wzrostem za-
wartosci danego metalu (z wyjatkiem Pb). Najistotniejszy
hamujacy wptyw na wzrost roslin zaobserwowano w przy-
padku najwyzszych (250 mmol/m?) ilosci miedzi i kadmu
— srednie dlugosci wynosity odpowiednio 0,39 +0,24cm
1 0,46 £0,42 cm w przypadku korzenia oraz 0,33 0,16 cm
10,17 £0,14cm w przypadku hypokotylu. Cynk, w wigk-
szosci badanych przypadkéw, wplywal negatywnie na
rozwoj siewek rzepaku. Jony otowiu hamowaty wzrost hy-
pokotyli rzepaku, jednakze nie byla to roznica istotna staty-
stycznie. Istotny statystycznie hamujacy wptyw jonéw Pb
(50 mmol/m? i 250 mmol/m?) zaobserwowano natomiast na
wzrost korzenia (tab. 1).

Wptyw ryzobakterii na wzrost siewek rzepaku
w obecnosci metali ciezkich

Sposréd analizowanych szczepow bakterii najkorzyst-
niejszy wplyw na badane parametry wzrostu siewek rze-
paku rosnacego w obecnosci zwiazkow metali cigzkich za-
obserwowano w przypadku bakterii Bacillus sp. (ML 1-2).
Inokulacja nasion rzepaku tym szczepem stymulowata dhu-
gos¢ korzenia i hypokotylu siewek w obecnosci wigkszo-
$ci badanych metali i ich zawartosci (tab. 1, rys. 2). Istot-
ny statystycznie stymulujacy wpltyw inokulacji szczepem

Bacillus sp. (ML 1-2) na wzrost korzenia zaobserwowano
w przypadku jonéw miedzi (100 mmol/m> — 155% w po-
réwnaniu z probka kontrolna), cynku (1000 mmol/m?
— 160%) i kadmu (100 mmol/m? — 275%). W przypadku
dlugosci hypokotylu, najsilniejsza stymulacj¢ wzrostu
zaobserwowano natomiast w obecnosci jonéw miedzi
(100 mmol/m? i 250 mmol/m> — odpowiednio 125% i 210%
w poréwnaniu z probka kontrolna) (tab. 1, rys. 2).

0,8
—~0.7- Prébki z zawartoscig jondw miedzi
g mmol/m?3 PK 3
c
o 0,6 3
o
Eos
= 04 8
ko) PK >
€03 8 R
502 2 A1 lE g
o 0,21 3 © s o T
2 k8o £8 8 @ 3 gPkZ 38
Lo1fg38edigmiat g ”3|3H§
’ L 5 (s} T 5 3 o
oolnsshlashass NN SHNIIA
’ ML12 'RI116-1 RI111-11 LIC1 RI111-21 ' ML3-12
Szczep bakterii
0,8
— i Prébki z zawartoscig jonéw cynku
g 0,7 mmol/m?3 PK
8 0,61 §
3«
% 0,57 g5
5 =] N S
© 0,4' Dy ?? S S
) PKS § 2 kS
& 0,31 S
€ 021 888
2 "7 IPKo o o 5] o 3 o YL
Lo {gizEgiEmigs I
’ c ~ h N c
olisslinslnss il
) T T T
ML1-2  RI116-1 RI 111- 11 LI C1 RI 111-21 ML 3-12
08 Szczep bakterii
— Probki z zawartoscig jondw kadmu
g 0,7 mmol/m3 PK
o 0,64
3
i 0,51
a3
w 0,41
g PK
0,34 g
3 e
502! &s 2 - o
8 FK g‘ c>g o o 8““? 8‘8—OPK%$§
SEAR FAIGES-ERENRESE EREE BEREE EXE:
- LI . L o
oollcllnlzslhsessgilnnshann
’ ML1-2 RI116-1 RI111-11 LIC1 RI111-21 ML 3-12
Szczep bakterii
0,8
—0.7 Prébki z zawartoscia jonéw ofowiu Pb-100
IS mmol/m3 PKa[] o
c & 0
8 0,6- [ g
€ 0.5 < n
< 23
0,41 £8
k%) PK 9
& 0,34 ° & S
£ o = < f 2
4 o
8 0'2 PKE 8 o 3 & . 3 ‘9. 8 B
2o1lmheSrcé[]Zrke t g e |19
» 1 H s o Py a |-| N |'| o
o
0.0 ML I I I L& . I
’ ML 1-2 R|1161 R|111 11 LIC1 RI 111-21 ML312

Szczep bakterii

Rys. 1. Wzrost bakterii ryzosferowych (jako absorbancja przy
A=600nm) Bacillus sp. (ML 1-2), B. bacterium (Rl 116-1),
Flavobacterium sp. (Rl 111-11), P. fluorescens (LIC1),

S. entomophila (Rl 111-21) i Variovorax sp. (ML 3-12)

w obecnosci jondw metali ciezkich (Cu, Zn, Cd i Pb) (n=3)
Fig. 1. Growth (measured as absorbance at A=600 nm) of the
rhizobacteria Bacillus sp. (ML 1-2), B. bacterium (Rl 116-1),
Flavobacterium sp. (Rl 111-11), P. fluorescens (LI C1),

S. entomophila (Rl 111-21) and Variovorax sp. (ML 3-12)
in the presence of heavy metals (Cu, Zn, Cd and Pb) (n=3)
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Tabela 1. Dlugos¢ korzenia (K) i hypokotylu (H) w prébce kontrolnej (PK) i w prébkach inokulowanych bakteriami
w obecnosci jondw metali ciezkich (Cu, Zn, Cd i Pb) (wartos¢ ér. +odch. stand.; n=30)
Table 1. Root (K) and hypocotyl (H) lengths in control sample (PK), and in samples inoculated with bacteria
in the presence of heavy metals (Cu, Zn, Cd, Pb) (average value tstandard deviation; n=30)

Dtugos¢ korzenia (K) i hypokotylu (H), cm

Prébka
Metal kontrolna
mmolim3 ML 1-2 RI 116-1 RI 111-11 LI C1 RI 111-21 ML 3-12
K H K H K H K H K H K H K H
K 2,49 (d) |1,03 (b)| 2,17 (b) |0,90 (b)[2,00 (bc)|0,90 (b)| 1,83 (c) | 0,72 (c) | 1,68 (c) | 0,77 (b) | 1,57 (b)| 0,67 (b) | 2,46 (b) | 0,86 (a)
+1,29 | 0,50 | +2,05 | +0,62 | +2,16 | +0,66 | +1,99 | +0,60 | +1,37 | +0,60 | +1,96 | +0,58 +2,52 | +0,67
Cuso | 0:99 (b) 0,83 (b)[1,16 (ab) 0,96 (b) | 1,20 (b) |0,97 (b)| 0,77 (c) | 0,73 (c) 0,58 (ab) 0,66 (b) 0,53 (ab) 0,67 (b) | 0,78 (a) | 0,66 (a)
+0,74b | 0,47 | 0,99 | 0,52 | +1,39 | 0,74 | 0,76 | +0,47 | +0,59 | +0,68 | +0,48 +0,45 +1,03 10,65
Cu100 056 (ab)[0,76 (6)0,86 (ab) 0,97 (b) 0,99 (ab) 0,91 (b)| 0,68 (c) | 0,71 (c) [0,67 (ab) 0,77 (b) |0,39 (ab) 0,49 (b) | 0,43 (a) | 0,62 (a)
+0,32 | £0,31 | +0,63 | +0,37 | +0,62 | +0,39 | +0,42 | +0,33 | +0,52 | +0,49 | +0,42 | +0,42 +0,50 | 0,51
Cu-250 0,39 (ab)|0,33 (a)| 0,30 (a) | 0,70 (b)| 0,27 (a) |0,55 (b)| 0,19 (b) | 0,36 (b) 0,37 (ab)| 0,72 (b) | 0,19 (a) | 0,72 (b) | 0,65 (a) | 0,68 (a)
+0,24 | +0,16 | 0,24 | 0,34 | 0,23 | +0,35 | +0,26 | +0,18 | 0,32 | +0,50 | +0,12 +1,93 +0,74 +0,50
7250 | 2:36 (d)|0,96 (b)| 2,79 (b)| 1,11 (b)| 2,88 (c) 1,07 (b)| 1,76 (c) | 0,78 (c) | 1,79 (c) | 0,93 (b) | 1.21 (b) | 0,69 (b) | 2,22 (b) | 0,80 (a)
+1,50 | 0,58 | +2,01 | +0,64 | +2,35 | +0,59 | +1,98 | +0,59 | #1,62 | +0,84 | +1,57 +0,57 +2,50 +0,69
7n-500 |1:94 (cd)|0.85 (b)| 2,62 (b)| 1,15 (b)|2,16 (bc) 0,78 (b)[ 1,69 (c) | 0,81 (c) [ 2,19 (c) | 0,63 (b) | 1,15 (b) | 0,57 (b) |1,88 (ab)| 0,83 (a)
+1,46 | +0,48 | +2,22 | +0,67 | +1,83 | 0,44 | +1,67 | +0,59 | +0,96 | 0,41 +1,19 | 0,36 +2,41 +0,66
201000 0:91 (6) 0,68 (b)] 1,44 () 0,84 (b) | 1,36 (b) |0,63 (b)| 0,96 (c) | 0,60 (b) | 0,79 (b) | 0,63 (b) 0,60 (ab) 0,56 (b) |1,28 (ab)| 0,78 (a)
+0,87 | 0,37 | +1,14 | 042 | +1,72 | +0,47 | +0,84 | +0,29 | +0,59 | +0,35 | 0,68 10,35 +0,97 +0,28
cd50 | 1:59(0) (0,91 (b) 2,01 (b)|1,02 (b)| 1,33 (b)|0,72 (b)| 1,09 (c) |0,70 (bc) 1,21 (b)| 0,78 (b) | 1,25 (b) | 0,74 (b) | 0,99 (a) | 0,63 (a)
+0,90 | +0,46 | +1,39 | +0,45 | 1,23 | +0,40 | £1,03 | 0,46 | £1,10 | 0,61 +0,82 +0,33 +1,26 +0,46
Cd100 047 (ab) 0,64 (b)| 1,27 (b)| 0,80 (b)| 1,29 b) |0,75 (b) 0,49 (bc) 0,43 (b) | 0,74 (b) | 0,72 (b) | 0,38 (a) | 0,48 (b) | 0,52 (a) | 0,62 (a)
+0,35 | 0,37 | 1,02 | +0,44 | +1,03 | +0,38 | +0,47 | +0,30 | +1,00 | +0,57 | 0,42 +0,27 +0,59 +0,44
Ca250 | 046 (8)|0,17 (a)| 0,07 (a)| 0,26 (a)| 0,09 (a) |0,32 (a) 0,94 (a)| 0,10 (a) | 0,05 (a) | 0,23 (a)| 0,08 (a) | 0,15 () | 0,93 (a) | 0,63 (a)
+0,42 | 0,14 | 0,10 | 0,30 | +0,12 | #0,31 | 0,78 | #0,13 | +0,08 | 0,22 0,11 +0,13 +1,13 +0,43
pbso | 1:71()]0.80 (b)]2,29 (b)| 1,07 (b)| 1,53 (b) 0,74 (b) 1,98 (c) | 0,96 (a) | 1,46 (c) | 0,80 (b) | 1,48 (b) | 0,82 (b) | 2,88 (b) | 0,89 (a)
+1,45 | £0,59 | £1,98 | +0,62 | +1,83 | 0,53 | 1,41 10,61 +1,22 | +0,66 | +1,25 | +0,58 +2,87 +0,70
Pb-100 |1:92 (cd)[0.87 (b)| 2,20 (b) 1,01 (b) 2,07 (bc) 0,85 (b)| 0,99 (c) | 0,60 (b) | 0,93 (b) | 0,61 (b) | 1.45 (b)| 0,92 (b) | 2,51 (b) | 0,91 (a)
+1,46 | £0,56 | +1,78 | 0,55 | +1,45 | +0,50 | #1,15 | +0,47 | +0,96 | +0,66 | *1,27 10,63 +2,31 +0,62
pb.oso | 153 (€)|0.95 (b)| 1,62 (b)| 0,88 (b) 2,03 (bc) 0,98 (b) 0,78 (c)| 0,53 (b) | 1,10 (b) | 0,75 (b) | 1,05 (b) | 0,77 (b) | 2,49 (b) | 0,82 (a)
+0,84 | +0,48 | 1,17 | £0,53 | 1,22 | +0,44 | 0,74 | +0,28 | +0,91 +0,60 | 10,82 +0,50 +1,82 +0,49
Warto$ci oznaczone tg sama literg nie roéznig sie istotnie statystycznie (p<0,05)
300 320
Cd-100
X 2601  Bacillus sp. (ML 1-2) - korzen ] X 2801 Ca-100
2 2 o
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Fig. 2. Percentage growth of three-day rape seedlings (root and hypocotyl length) inoculated with Bacillus sp. (ML 1-2) and

Probki z zawartoscig jonéw metalu, mmol/m3
Rys. 2. Procentowy wzrost 3-dniowych siewek rzepaku (dt. korzenia i hypokotylu) inokulowanych bakteriami
Bacillus sp. (ML 1-2) i B. bacterium (Rl 116-1) w odniesieniu do probki kontrolnej — 100% (PK — prébka kontrolna z bakteriami w podtozu
bez metali; po symbolu metalu podano jego zawarto$é (mmol/m3), S — stymulacja, H — hamowanie; wyniki istotne statystycznie (p<0,05))

Prébki z zawartoscig jondw metalu, mmol/m3

B. bacterium (Rl 116-1), related to control sample — 100% (PK = control sample with bacteria in the substrate with no metal; the
concentration of the metal (mmol/m?3) is indicated after its symbol; S = stimulation, H = hampering; statistically significant results (p<0.05))
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Szczep B. bacterium (RI 116-1) stymulowal wzrost sie-
wek rzepaku jedynie w obecno$ci wybranych ilosci jonéw
metali ci¢zkich. Istotng statystycznie stymulacje wzro-
stu korzeni zaobserwowano w obecno$ci miedzi i kadmu
(100 mmol/m? — odpowiednio 175% i 275% w poréwnaniu
z probka kontrolng). W pozostatych wariantach do$wiad-
czenia (wszystkie analizowane ilosci Zn oraz najwigksze
Cd i Pb) obserwowana stymulacja wzrostu korzenia nie
wykazata statystycznie istotnych réznic. Istotny staty-
stycznie wzrost hypokotylu w obecnosci badanego szczepu
zanotowano w doswiadczeniach z miedzia (250 mmol/m3
— 175% w porownaniu z probka kontrolng) oraz kadmem
(250mmol/m? — 190%). W pozostalych wariantach do-
$wiadczenia nie wykazano stymulacji wzrostu hypokotylu.
W przypadku korzenia zaobserwowano hamujacy wpltyw
jonoéw Cu w ilosci 250 mmol/m? (tab. 1, rys. 2).

Inokulacja siewek rzepaku szczepem Flavobacte-
rium sp. (RI 111-11) w przypadku wigkszosci badanych
wariantow doswiadczenia istotnie hamowata wzrost sie-
wek rzepaku w obecnosci metali cigzkich (zaréwno ko-
rzen, jak i hypokotyl) (tab. 1). Istotny statystycznie stymu-
lujacy wplyw tego szczepu na wzrost korzeni w obecnosci
jonéw kadmu zanotowano jedynie w iloci 250 mmol/m3
(ok. 100% — tab. 1).

Szczep P. fluorescens (L1 Cl) wykazal brak stymula-
cji wzrostu korzenia i hypokotylu w obecnosci badanych
jonow metali cigzkich (tab. 1). Wyjatek stanowit wariant
doswiadczenia, w ktérym odnotowano istotng stymula-
cje wzrostu korzenia w obecnosci jonow miedzi w ilosci
250mmol/m3. Szczep S. entomophila (RI 111-21) hamo-
wat wydtuzanie korzeni i hypokotyli rzepaku w obecnosci
wigkszo$ci badanych ilosci metali cigzkich, za$ zaobser-
wowana stymulacja wzrostu korzeni (Cd — 250 mmol/m?)
i hypokotyli (Cu — 100mmol/m? oraz Pb — 50 mmol/m?
i 100 mmol/m?) nie byla istotna statystycznie (tab. 1).

W obecnosci jonéw miedzi, kadmu i otowiu w ilosci
250 mmol/m? szczep Variovorax sp. (ML 3-12) promowat
wzrost siewek rzepaku. Najintensywniej wplyw ten zazna-
czyt si¢ w obecnosci najwigkszej zastosowanej zawartosci
kadmu (250 mmol/m®) w przypadku korzenia (ok. 100%)
i hypokotylu (ponad 270%). Hamowanie nastapito jedynie
w obecnosci jonéw kadmu w ilogci S0 mmol/m? (tab. 1).

Dyskusja wynikéw

Bakterie ryzosferowe charakteryzuja si¢ duza toleran-
cja na obecno$¢ metali cigzkich w podlozu [18-20], przy
czym bakterie pochodzace z terendw zanieczyszczonych
metalami cigzkimi sa mniej wrazliwe na wigksza zawartos¢
metali, w pordwnaniu z bakteriami wyizolowanymi z ob-
szarow nieskazonych [14,21]. Tolerancja bakterii na duza
zawartos¢ metali cigzkich regulowana jest przez szereg
mechanizmdw, np. aktywne usuwanie metali, biosorpcja
lub bioakumulacja [19].

Szczepy bakterii badane w prezentowanej pracy pocho-
dzity z terendw zanieczyszczonych metalami ci¢zkimi lub
zdegradowanych antropogenicznie [3]. Wrazliwos¢ bakte-
rii na obecnos$¢ metali ciezkich zalezala w duzym stopniu
od jonu metalu w nastgpujacej kolejnosci: Pb>Zn>Cu>Cd
(rys. 1). Wigkszo$¢ badanych szczepdéw bakterii (z wy-
jatkiem Bacillus sp. ML 1-2) wykazywata opornosé
na dziatanie jonéw olowiu (w ilociach 50 mmol/m?3
i100 mmol/m?). Szczepy S. entomophila (R1111-21)i P. flu-
orescens (LI C1) charakteryzowaty si¢ najwieksza oporno-
$cia na jony cynku. Najmniejszy toksyczny wptyw jonow

miedzi wykazano na szczepy Variovorax sp. (ML 3-12)
i P. fluorescens (LI C1). Wysoka opornos¢ na jony kad-
mu wykazano jedynie w przypadku szczepu Bacillus sp.
(ML 1-2).

W pracy [21] wykazano, ze bakterie wyizolowane z te-
renéw pokopalnianych (zwlaszcza nalezace do K. ascorba-
ta) charakteryzuja si¢ niezwykle duza tolerancja na wyso-
ka zawarto$¢ niklu (1 mol/m?), cynku (1 mol/m?), otowiu
(1mol/m?) oraz chromu (0,1 mol/m?). Ponadto w bada-
niach [13] wykazano, ze 8% wszystkich szczepow bakte-
rii wyizolowanych z gleby pochodzacej z okolic zakladéw
galwanizerskich (Nanjing, Chiny) charakteryzowalo sig¢
wysokg opornoscia na jony kadmu. Zostaty one zidentyfi-
kowane jako Xanthomonas sp., Azomonas sp., Pseudomo-
nas sp. i Bacillus sp.

Bakterie ryzosferowe promujace wzrost roslin (Plant
Growth Promoting Rhizobacteria — PGPR) moga niwelo-
waé negatywny wplyw metali cigzkich znajdujacych si¢
w podlozu i przyczynia¢ si¢ do poprawy wzrostu i rozwoju
roslin w niekorzystnych warunkach srodowiska [19,22].
Bakterie te charakteryzuja si¢ niezwykta réznorodnoscia
wlasciwosci fizjologicznych (np. wykorzystywanie roz-
nych zrédel wegla, aktywno$¢é enzymatyczna) [3] oraz
wrazliwoscia na metale cigzkie [14,21], stad tez ich pozy-
tywny wplyw na rosliny w duzym stopniu zalezy od wia-
sciwej selekcji szczepu bakterii, badanego gatunku rosliny
oraz warunkow srodowiskowych.

Sposréd przebadanych w prezentowanej pracy szcze-
péw bakterii, najistotniejszy stymulujacy wptyw na wzrost
i rozwdj siewek rzepaku rosnacych w obecnosci zwiazkdéw
metali cigzkich miat szczep Bacillus sp. (ML 1-2) (tab. 1,
rys. 2). Bakteria ta stymulowata wzrost roslin w przypad-
ku wigkszos$ci badanych ilosci metali cigzkich. Obserwacje
dokonane w pracy [23] wykazaly, ze szczepy Bacillus me-
gaterium, B. mucillaginosus 1 B. subtilis niwelowaty nega-
tywny wpltyw jonéw metali cigzkich (Zn i Pb) na wzrost
irozwoj gorczycy. Badania [24] wykazaly ochronny wptyw
inokulacji szczepem B. cereus przed toksycznym dziata-
niem jonéw chromu na rosliny. Ochronna rola szczepdéw
nalezacych do rodzaju Bacillus sp. moze by¢ zwiazana ze
zdolno$cia tej grupy bakterii do syntezy biosurfaktantow,
ktére wykazuja zdolno$¢ do skutecznego usuwania me-
tali cigzkich (np. Pb i Cd) z podtoza [22]. Wykorzystanie
biosurfaktanta produkowanego przez szczep Bacillus sp.
wplywato na zwigkszenie biomasy roslin i absorpcj¢ kad-
mu przez tkanki pomidora [15].

Wyniki prezentowanych badan wykazaty, ze szczep
B. bacterium (R1 116-1) wykazywat zdolno$¢ do promowa-
nia wzrostu rzepaku ozimego w obecnosci jondw badanych
metali cigzkich (zwtaszcza w srodowisku zawierajacym Cu
i Cd) (tab. 1, rys. 2). Inokulacja nasion rzepaku szczepem
Flavobacterium sp. (RI111-11) niwelowala toksyczne
dziatanie jondw kadmu na siewki rzepaku (zwlaszcza czgsé
korzeniowsa) (tab. 1). Podobne rezultaty otrzymano w ba-
daniach [25], w ktorych szczep Flavobacterium sp. stymu-
lowat wzrost korzeni roslin B. juncea rosnacych w glebie
zawierajacej zwiazki kadmu.

Bakterie nalezace do gatunku P. fluorescens uwazane
sq za grupe mikroorganizméw dominujacych w ryzosferze,
zwlaszcza w strefie wlosnikowej korzeni [15,26,27]. In-
okulacja nasion rzepaku ozimego szczepem P. fluorescens
(LI C1) w wigkszosci analizowanych w pracy wariantow,
dziatata hamujaco na wzrost korzenia i hypokotylu siewek
rzepaku w obecnosci jonow metali cigzkich, zwlaszcza
w obecnosci jonow olowiu i miedzi. Jedynie w obecnosci
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jonéw miedzi zanotowano stymulacj¢ wzrostu hypokoty-
lu (tab. 1). W przeciwienstwie do dokonanych obserwacji,
pozytywny wptyw inokulacji siewek rzepaku rosnacego
w obecnosci jondw otowiu szczepami P. fluorescens G10
i Mycobacterium sp. G16 opisano w pracy [15]. Bakterie
te stymulowaty wzrost korzeni siewek B. napus 0 21+35%.
Badania [28] wykazaty stymulacj¢ wzrostu tytoniu inoku-
lowanego Pseudomonas sp. i Sanguibacter sp. w obecno-
$ci jondw kadmu oraz akumulacj¢ jonow kadmu, zelaza
i cynku w tkankach roslinnych. Podobnie szczepienie na-
sion Phragmites australis bakteriami P. aspleni wptywato
na wydajnos¢ kietkowania i wzrost inokulowanych roslin
rosnacych w obecnosci jonow miedzi [29]. W pracy [30]
wykazano stymulacje wzrostu siewek Triticum aestivum
inokulowanych szczepami Pseudomonas w obecnosci jo-
néw otowiu.

Wyniki przeprowadzonych badan wykazaty, ze obec-
nos$¢ szczepu S. entomophila (R1 111-21) nie wpltywata na
zwigkszenie opornosci siewek rzepaku na jony metali cigz-
kich. Jedynie w przypadku najwigkszej z zastosowanych
ilosci jonow kadmu zaobserwowano nieznaczng stymula-
cje wzrostu korzeni roslin (tab. 1). W przeciwienstwie do
wynikdéw prezentowanych w niniejszej pracy, szczep Ser-
ratia sp. SY5, wyizolowany z terendw zanieczyszczonych
metalami cigzkimi i ropa naftowa, wykazywal korzystny
wplyw na wzrost pedéw i biomase¢ kukurydzy (Zea mays)
w kulturach hydroponicznych zaréwno w podtozach kon-
trolnych, jak i wzbogaconych w jony kadmu [31].

Badany przez nas szczep Variovorax sp. (ML 3-12) sty-
mulowal wzrost rzepaku w obecnosci jonow kadmu, mie-
dzi i otowiu. Najwigksza stymulacj¢ wzrostu siewek rzepa-
ku obserwowano w srodowisku zawierajacym jony kadmu.
Pozytywny wplyw inokulacji roslin rosnacych w obecno-
$ci tych jonéw zaobserwowano w przypadku szczepow
bakterii nalezacych do rodzin Pseudomonas, Alcaligenes,
Variovorax, Bacillus 1 Rhodococcus. Szczepy te wptywaly
na stymulacj¢ elongacji korzeni kapusty sitowej i rzepaku
w obecnosci jonéw kadmu (300 mmol/m?) [32]. Inokulacja
B. napus szczepem Pseudomonas sp. RJ10 (opornym na
Cd i zdolnym do produkcji IAA), stymulowala wzrost ko-
rzeni tych roslin w obecnosci jonéw kadmu i transport tego
pierwiastka z kietkow do korzeni [14]. U bakterii opornych
na kadm wykazano zdolno$¢ do syntezy siderofordw, fito-
hormonoéw i rozktadania ACC jako zrddta azotu, co wpty-
walo na zwigkszenie biomasy roslin [15].

Whioski

¢ Wykorzystana w pracy technika umozliwita szybka
i tania selekcje szczepdw bakteryjnych przystosowanych
do wzrostu w Srodowisku zawierajacym zwiazki metali
ciezkich.

¢ Najwigksza odpornoscia na jony metali cigzkich
w podtozu charakteryzowaly si¢ szczepy Serratia entomo-
phila (RI 111-21) i Pseudomonas fluorescens (L1 C1).

¢ Negatywny wplyw jondw metali cigzkich na wzrost
siewek rzepaku zmienial si¢ w nastgpujacej kolejnosci:
Pb>Zn>Cu>Cd.

¢ Szczepy Bacillus sp. (ML 1-2) 1 Bacteroides bacte-
rium (RI 116-1) najsilniej promowaty wzrost siewek rzepa-
ku w obecnosci jondw badanych metali ciezkich.

¢ Wyselekcjonowane szczepy bakterii moga by¢ wy-
korzystane w praktyce do inokulacji rzepaku rosnacego na
terenach zawierajacych metale cigzkie, co przyczyni si¢ do
aklimatyzacji roslin i podwyzszenia wydajnosci fitoreme-
diacji gleb.

Praca zostala czesciowo sfinansowana ze srodkow Mi-
nisterstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego, jako projekty
NN310285337iNN305 187337.
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Selection of Rhizobacteria Improving Phytoremediation
of Soil Contaminated with Heavy Metal Compounds.
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Abstract: Many soil bacteria show a high tolerance
to heavy metals and play a vital role in promoting plant
growth in a heavy-metal-contaminated environment. In the
study reported on in this paper the bacterial strains being
analyzed included Bacillus sp. (ML 1-2), Bacteroidetes
bacterium (R1116-1), Flavobacterium sp. (RI 111-11),
Pseudomonas fluorescens (L1 C1), Serratia entomophila
(RI 111-21), and Variovorax sp. (ML 3-12), which had
been isolated from soils contaminated by heavy metal com-
pounds, or degraded due to anthropogenic activity. Under
in-vitro conditions selected were bacteria tolerant to Cd, Cu,
Zn and Pb. It has been demonstrated that among the strains
examined S. entomophila (RI1 111-21) and P. fluorescens

(LI C1) are endowed with the highest tolerance to the heavy
metals in the substrate, specifically to Zn and Pb, whereas
B. bacterium (RI 116-1) and Flavobacterium sp. (RI 111-
11) display the highest vulnerability to heavy metals. Ta-
king into account their negative influence on the growth
and development of rape seedlings, the four heavy metals
have been listed in the following order: Pb>Zn>Cu>Cd.
Inoculation of winter rape (Brassica napus L. var. Kronos)
has shown that some of the bacterial strains promote the
growth and development of seedlings in the presence of
heavy metals, especially copper and cadmium. The strains
Bacillus sp. (ML 1-2) and B. bacterium (RI 116-1), which
were particularly active in promoting rape seedling growth
in an environment containing heavy metals, seem to have
the greatest potential for the phytoremediation of soils.

Keywords: Phytoremediation, soil, heavy metals, rhi-
zobacteria, rape.
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