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Ocena potencjalnej przydatnosci bakterii ryzosferowych

Zasolenie gleby, okreslane jako stopien wysycenia
roztworu glebowego sktadnikami mineralnymi, jest jedng
z glownych przyczyn degradacji gleb. Szacuje si¢, ze za-
solenie dotyczy 7% powierzchni Ziemi i wciaz si¢ zwigk-
sza [1]. Nadmierna akumulacja jonow Na® i CI~ w glebie,
a takze w ro$linach, spowodowana jest przede wszystkim
intensywnym stosowaniem nawozow mineralnych i srod-
kéw ochrony ro$lin oraz uzywaniem soli do od$niezania
drog [2]. Przyczyny zasolenia gleb mozna podzieli¢ na na-
turalne (oddziatywanie wod stonych w pasie przymorskim,
migracja jondéw w wodach sasiadujacych z naturalnymi po-
ktadami soli) oraz antropogeniczne (przemyst wydobyw-
czy, emisje pytdéw zawierajacych sdd i potas, stosowanie
nawozow sztucznych). Zasolenie gleby wptywa negatyw-
nie na wzrost i rozwoj roslin oraz wydajnos$¢ fotosyntezy
ijest przyczyna tak zwanej suszy fizjologicznej. Jest to tak-
ze jeden z czynnikow abiotycznych obnizajacych wydaj-
no$¢ rolnictwa. Ze wzgledu na zwigkszone zapotrzebowa-
nie na zywno$¢ oraz wzrastajgce zasolenie upraw znacznie
wzrosta liczba badan dotyczacych odpowiedzi roslin na
zasolenie gleby [3]. Bakterie stanowiag podstawowa mas¢
mikroorganizméw glebowych. Srodowiskiem szczeg6lnie
sprzyjajacym rozwojowi bakterii s korzenie roslin i inne
ich podziemne czgsci. Liczebnos$¢ bakterii w jednym gra-
mie gleby waha si¢ od kilku milionéw do kilku miliardéw
komorek, przy czym najwigcej bakterii znajduje si¢ w war-
stwie gleby uprawnej do glebokosci okoto 30 cm [4].

Bakterie ryzosferowe stymulujace wzrost roslin (PGPR
— plant-growth promoting rhizobacteria) charakteryzuja si¢
zdolnoscig do intensywnego tempa wzrostu, metabolizo-
wania wielu zwiazkéw oraz adaptacji do zréznicowanych
warunkéw panujacych w srodowisku [5], w tym do za-
nieczyszczenia wynikajacego z zasolenia. Bakterie te sty-
mulujg wzrost roslin w sposoéb bezposredni lub posredni.
Pierwszy z nich polega na produkcji fitohormonéw stymu-
lujacych wzrost (auksyny, cytokininy i gibereliny), obniza-
niu poziomu etylenu i intensyfikacji pobierania zwigzkéw
mineralnych poprzez zwigkszenie powierzchni korzeni lub
indukowanie systemoéw pobierania jonéw. Posrednia sty-
mulacja wzrostu roslin opiera si¢ na biologicznym zwalcza-
niu patogen6éw oraz indukowaniu odpornosci systemiczne;.
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w procesie fitodesalinizacji gleb

Bakterie obecne w ryzosferze roslin (PGPR) petnig ochron-
ng role przed dzialaniem wielu czynnikoéw abiotycznych
i biotycznych powodujacych stres [6, 7]. Wybrane do badan
szczepy tych bakterii stymuluja wzrost roslin w warunkach
naturalnych, a takze w glebach zanieczyszczonych jonami
pierwiastkéw §ladowych oraz sg zdolne do wzrostu na two-
rzywach polimerowych [8,9].

Liofilizacja jest procesem sktadajacym si¢ z trzech eta-
poéw — zamrazania, sublimacji i desorpcji, przebiegajacym
w niskiej temperaturze, dzigki czemu wlasciwosci che-
miczne zwiazkéw podlegaja tylko niewielkim zmianom
[10, I1]. Jest ona czesto wykorzystywana do konserwacji
i przechowywania materiatéw biologicznych [12], jednak
wigze si¢ z niebezpieczenstwem denaturacji wrazliwych
biatek, co prowadzi do obnizenia przezywalnosci lub ak-
tywnosci komoérek [13]. Uszkodzenia uktadow biologicz-
nych wynikaja ze zmian w fizycznym stanie lipidéw bto-
nowych oraz zmian w strukturze bialek [14]. Proces ten
znajduje zastosowanie przy wytwarzaniu antybiotykow,
probiotykdw i szczepionek, np. przeciwko grypie [15]. Lio-
filizacja bakterii mlekowych zapewnia wykorzystanie funk-
cjonalnych kultur bakteryjnych na skal¢ przemystowa [10].
Dotychczas, przede wszystkim w rolnictwie ekologicz-
nym i integrowanym, wykorzystywane sa biopreparaty
zawierajace bakterie symbiotyczne roslin motylkowatych
i bakterie podnoszace plonowanie roslin [16—18]. Pozna-
nie procesu liofilizacji bakterii ryzosferowych daje szansg
na ich wykorzystanie na szeroka skale w fitodesalinizacji
srodowiska.

Celem badan byta ocena wzrostu bakterii w obecnosci
chlorku sodu i selekcja szczepdéw bakterii ryzosferowych
stymulujgcych wzrost i rozw6j rzepaku w warunkach pod-
wyzszonego zasolenia. Ponadto, w celu potencjalnego wy-
korzystania bakterii w roli biopreparatow wspomagajacych
wzrost roslin w glebach zasolonych, dokonano oceny, czy
i w jakim stopniu proces liofilizacji oraz temperatura i czas
przechowywania liofilizatow wplywaja na przezywalno$¢
komorek bakterii ryzosferowych.

Materiaty i metody

Materiat badawczy stanowity szczepy bakterii Bacil-
lus sp., Bacteroidetes bacterium, Massilia sp., Pseudo-
monas fluorescens oraz Variovorax sp. Wybrane do badan
szczepy wyizolowano z terenow zdegradowanych antropo-
genicznie. Charakteryzuja si¢ one wysoka aktywnos$cig en-
zymoOw hydrolitycznych, takich jak proteazy, lipazy, amy-
lazy, celulazy [19]. Szczepy bakterii przechowywano na
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skosach agarowych w temperaturze 4 °C. Bakterie hodowa-
no na pozywce statej R2A (18 g/dm?) w temperaturze 25°C
przez 1+2 doby od momentu zaszczepienia. Wykorzystujac
poszczegolne szczepy przygotowano inokulum o zawarto-
$ci bakterii 5-107 jtk/cm?3, ktore uzyto w celu sprawdzenia
wzrostu szczepow bakteryjnych w roztworze NaCl oraz
do zaszczepienia nasion rzepaku. Wrazliwo$¢ szczepdw
bakteryjnych na zasolenie przeprowadzono w ekspery-
mencie, w ktorym do sterylnych probowek dodawano po
10 ul inokulum bakteryjnego i 5cm? ptynnej pozywki R2A
(Difco) oraz roztwor NaCl do uzyskania stgzenia koncowe-
go wynoszacego odpowiednio 50mM, 100mM, 150 mM
i 200mM. Nastepnie probki wymieszano w temperaturze
25°C i inkubowano przez 2d. Kontrolg stanowity probki
niezawierajace NaCl w podlozu. Wszystkie analizowane
warianty do$wiadczalne wykonano w trzech powtdrze-
niach. Ggsto$¢ hodowli sprawdzano spektrofotometrycznie
(SmartSpec Plus, BioRad) mierzac gestos¢ optyczna su-
spensji bakterii przy dtugosci fali 600 nm.

W kolejnym etapie zbadano wplyw bakterii na wzrost
i rozw0j rzepaku (Brassica napus L.). Sterylne nasiona
(30 sztuk) wyktadano na bibul¢ umieszczona w szalkach
Petriego. Przed wylozeniem nasion bibule¢ nasgczano za-
wiesing bakteryjng lub woda (kontrola) w ilosci 6cm?
z dodatkiem NaCl (100mM i 200 mM). Tak przygotowa-
ny materiat roslinny inkubowano w temperaturze 25°C
w ciemnosci przez 6 d, a nastgpnie wykonano pomiary dtu-
gosci korzeni 1 hypokotyli siewek rzepaku. Eksperyment
wykonano w trzech powtorzeniach.

W celu przygotowania liofilizatdéw szczepy bakterii
przechowywane na podtozu stalym R2A (Difco) w tempe-
raturze 4°C uzyto do zalozenia hodowli pltynnych w po-
zywce R2A (0,05% wyciag drozdzowy, 0,05% pepton,
0,05% hydrolizat kazeiny, 0,05% glukoza, 0,03% K,HPOy,
0,03% NacCl, 0,005% MgSQ,), ktére umieszczono w wy-
trzgsarce i inkubowano przez 48h w temperaturze 25°C.
Zawiesiny bakteryjne doprowadzone do gestosci optycznej
rownej 0,5 przeniesiono po 2cm? do probowek i wirowa-
no przez minut¢ z predkoscig 12 tys. obr./min. Nastepnie
ciecz nadosadowa usunigto, a probowki z osadem bakteryj-
nym poddano liofilizacji w urzadzeniu Speed Vac SC110
(Savant). Otrzymane liofilizaty, po 4 probowki z kazdym
szczepem, przechowywano w temperaturze wynoszacej
4°C, 24°Ci30°C. Kolejno, po jednym, dwoch, trzech oraz
czterech miesigcach przechowywania liofilizatow, przygo-
towano szereg rozcienczen 10~'+1077 i wykonano posiewy
na ptytkach z podtozem R2A (Difico). Kolonie bakterii po-
liczono po sze$ciu dobach od posiewu na ptytkach, a wy-
niki podano w jtk/cm?. Eksperyment wykonano w trzech
powtdrzeniach.

Do analizy otrzymanych wynikow wykorzystano jed-
noczynnikowg analiz¢ wariancji (ANOVA) i test t-Studenta
(p=0,05).

Wyniki badan
Wzrost bakterii w obecnosci NaCl

Szczep Bacillus sp. wykazal podobny poziom wzro-
stu, niezaleznie od zawartosci NaCl w pozywce (rys. 1).
Zarowno w warunkach kontrolnych (bez NaCl), jak i przy
ro6znych stezeniach soli, wartosci gestosci optycznej powo-
dujace wzrost bakterii tego szczepu byly bardzo zblizone.
W przypadku B. bacterium, zawartosci NaCl wynosza-
ce 50mM i 100mM spowodowaly statystycznie istotng
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Rys. 1. Wzrost (gestos¢ optyczna: A=600nm, I=1cm)
bakterii Bacillus sp., B. bacterium, Massilia sp., P. fluorescens
i Variovorax sp. w obecnosci chlorku sodu (50+200 mM)

Fig. 1. Growth (OD: A=600nm, I1=1cm) of Bacillus sp.,
B. bacterium, Massilia sp., P. fluorescens and Variovorax sp.
in the presence of sodium chloride (50-200 mM)

stymulacje wzrostu bakterii, lecz wigksza zawartos¢
NaCl znaczaco hamowata wzrost tego szczepu. W podto-
zu zawierajagcym 150mM NaCl zanotowano 1,5-krotnie,
a w przypadku 200mM NaCl prawie 2-krotnie stabszy
wzrost tego szczepu niz w hodowli kontrolnej. Wzrost Ma-
sillia sp. w obecnosci NaCl byt hamowany niezaleznie od
stezenia tego zwigzku w podtozu. Duza wrazliwo$cia na
obecno$¢ soli charakteryzowal si¢ roéwniez P. fluorescens.
Nawet najmniejsze stezenie NaCl ograniczato wzrost bak-
terii niemal 2-krotnie, w obecno$ci 5S0mM NaCl byt on
prawie 2-krotnie mniejszy, przy 100mM — 2,3-krotnie,
przy 150mM — 3,5-krotnie, a przy 200mM prawie 4-krot-
nie mniejszy. Variovorax sp. byl jedynym szczepem bak-
teryjnym, w przypadku ktérego obserwowano stymulacje
wzrostu w obecnosci soli (przy wszystkich analizowanych
stezeniach). W poréwnaniu do probki kontrolnej, w obec-
nosci 50 mM NaCl zaobserwowano niemal 2-krotnie, nato-
miast przy 100mM i 150mM okoto 1,5-krotnie intensyw-
niejszy wzrost bakterii.

Wptyw stezenia NaCl i szczepienia bakteriami
ryzosferowymi na wzrost siewek rzepaku

Szczepy P. fluorescens i Variovorax sp. w najwigkszym
stopniu stymulowaty wzrost korzeni rzepaku w srodowisku
kontrolnym (bez NaCl). W przypadku wszystkich badanych
bakterii ryzosferowych w obecnosci S0mM i 100 mM NaCl
(z wyjatkiem Massilia sp. 1 P. fluorescens) zaobserwowano
statystycznie istotny wzrost dlugosci korzeni w poréwna-
niu z probka kontrolng. W obecnosci 150 mM NacCl stymu-
lujacy wplyw bakterii na wzrost roslin zanotowano jedynie
w przypadku B. bacterium. Obecnos¢ chlorku sodu w ste-
zeniu 200mM hamowata wzrost korzeni (w przypadku
Bacillus sp. 2-krotnie, P. fluorescens — 3-krotnie, Variovo-
rax sp. — 4-krotnie i Massilia sp. — 7-krotnie w poréwnaniu
z probka kontrolng) (rys. 2).

W przypadku inokulacji nasion B. napus zaobserwo-
wano stymulacj¢ wzrostu hypokotyli w obecnosci 50 mM
NaCl. Szczepy Bacillus sp., P. fluorescens i Variovorax sp.
petnity ochronng role w warunkach wzrostu hypokoty-
li w podlozu zawierajgcym 100mM NaCl. Po dodaniu
150 mM NaCl, a takze 200 mM NaCl, obserwowano znacz-
ne zahamowanie wzrostu hypokotyli, co sugeruje, ze bak-
terie nie byly zdolne do przetamania stresu spowodowane-
go wigkszg zawartoscig soli w podtozu (rys. 2).
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Rys. 2. Dlugos¢ korzenia i hypokotyla 6-dniowych siewek
rzepaku inokulowanych szczepami Bacillus sp., B. bacterium,
Massilia sp., P. fluorescens i Variovorax sp.

Fig. 2. Length of roots and hypocotyls of six-day rape
seedlings inoculated with Bacillus sp., B. bacterium,
Massilia sp., P. fluorescens and Variovorax sp.

Przezywalnos¢ bakterii ryzosferowych
w liofilizatach

Proces liofilizacji obnizal przezywalno§¢ wszystkich
szczepdw bakteryjnych uzytych w badaniach. Zdolnos¢ do
podejmowania wzrostu na podtozu statym R2A przez bak-
terie ryzosferowe byta rozna i zalezata od szczepu. Wzrost
zliofilizowanych komorek bakteryjnych obserwowano po
pierwszej i drugiej dobie od wysiania — szczep B. bacte-
rium, po trzeciej i czwartej dobie wzrostu — szczep Ba-
cillus sp., a kolonie szczepow Massilia sp., P. fluorescens
i Variovorax sp. podejmowatly wzrost po piatej i szostej
dobie od wysiania. Tempo wzrostu bakterii na poditozu
po liofilizacji mozna uszeregowa¢ w kolejnosci: B. bacte-
rium> Bacillus sp.> Massilia sp.=P. fluorescens = Vario-
vorax sp.

Po pierwszym miesigcu przechowywania liofilizatow
w temperaturze 4°C najwigksza przezywalnos¢ komorek
bakterii stwierdzono w przypadku Variovorax sp. (63%),
a najmniejsza — Bacillus sp. (38%). Szczepy B. bacterium,
Massilia sp. i P. fluorescens wykazywaly porownywalng
przezywalnos¢ (55+56%). W drugim i trzecim miesigcu
zanotowano nieznaczny spadek przezywalnosci wigk-
szo$ci badanych szczepow. Czas i temperatura przecho-
wywania liofilizatow wplywaly na ograniczenie przezy-
walnos$ci bakterii, z wyjatkiem szczepu Bacillus sp. ktory
wykazywal malg wrazliwo$¢ na te czynniki. Najwigksza
przezywalnos$¢ szczepow bakteryjnych zaobserwowano
podczas przechowywania liofilizatéw w temperaturze 4°C,
a znacznie mniejsza w temperaturze okoto 20°C. Najnizsza
przezywalnos¢ bakterii glebowych stwierdzono po cztero-
miesigcznym przechowywaniu zliofilizowanych bakterii
w temperaturze 30°C (rys. 3).

Czas i temperatura przechowywania liofilizatéw bakterii
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Rys. 3. Wptyw temperatury (4°C, 24°C i 30°C) i czasu
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Fig. 3. Effect of temperature (4°C, 24°C and 30°C)
and storage time (1—4 months) on the survival (%)
of freeze-dried bacteria Bacillus sp., B. bacterium,
Massilia sp., P. fluorescens and Variovorax sp.

Variovorax sp.
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Dyskusja wynikow

Obecnos¢ bakterii ryzosferowych w glebie moze od-
dzialtywaé korzystnie lub niekorzystnie na rosliny — jest to
uzaleznione od gatunku czy odmiany rosliny [21]. Jednak
zdecydowanie wigcej doniesien naukowych dotyczy po-
zytywnego wpltywu tej grupy drobnoustrojow na rosliny.
W literaturze znajdujemy liczne prace badawcze, ktorych
przedmiotem byta tolerancja roslin i bakterii na zasolenie.
Podobnie jak rzepak, nalezacy do glikofitow, a takze wiele
gatunkow roslin, zwlaszcza uprawnych, wykazuje niewiel-
ka odpornosc¢ na zasolenie gleby [1]. Bakterie ryzosferowe
odgrywaja istotng rol¢ w podnoszeniu wydajnosci plono-
wania roslin rosngcych w niekorzystnych warunkach wzro-
stu i rozwoju.

Najwiecej bakterii promujacych wzrost ro§lin mozna
znalez¢ wérod gatunkow Pseudomonas 1 Bacillus [22]. Au-
torzy pracy [23] wykazali, ze szczepy Acinetobacter calco-
aceticus, Burkholderia cepacia i Promicromonospora sp.
wptywaly na poprawe¢ wzrostu roslin ogérka w warunkach
stresowych w obecnosci chlorku sodu i glikolu poliety-
lenowego indukujacych zasolenie i stres suszy. Podobny
efekt podwyzszonej tolerancji na stres i wzrost pobierania
mikroelementéw zaobserwowano w badaniach prowa-
dzonych na bazylii Ocimum basilicum L., inokulowanej
szczepami Bacillus sp., Cronobacter dublinensis i Pseudo-
monas monteilii [24]. W omawianych badaniach wtasnych
szczepy P. fluorescens 1 Variovorax sp. najlepiej stymulo-
waly wzrost organow siewek rzepaku w obecnosci 50 mM
i 100mM NaCl, natomiast Bacillus sp. 1 B. bacterium pet-
nity ochronng rol¢ w podtozu zawierajacym 150 mM NaCl.
Podobnie jak w omawianych badaniach wlasnych, réwniez
autorzy pracy [25] wykazali, ze bakterie Pseudomonas
wplywajg na promowanie wzrostu roslin i petnig ochron-
ng rolg przed patogenami. Z kolei w pracy [26] wykazano,
ze takie gatunki PGPR, jak Azospirillum sp. 1 Pseudomo-
nas sp. wplywaty na wzrost biomasy roslin rzepaku po-
przez regulowanie poziomu enzyméw stresu oksydacyjne-
go i sktadnikéw odzywczych w warunkach stresu solnego.
Obecnos¢ bakterii  B. cepacia, Promicromonospora sp.
i A. calcoaceticus wptywala na stymulacje wzrostu pedow,
ktére byty dtuzsze odpowiednio o 28,5%, 26,1% i 26,9%
w porownaniu do roslin kontrolnych. W warunkach stresu
solnego wzrost pedow byt natomiast wiekszy odpowiednio
021,3%,20,3% 1 18,7% w poréwnaniu do probki kontrolne;.
W innych badaniach wykazano, ze inokulacja korzeni rze-
paku bakteriami P. fluorescens zwigksza tolerancje na stres
solny poprzez zmiang poziomu biatek zwiazanych z meta-
bolizmem energetycznym i podziatami komérkowymi [27].

Liofilizacja jest powszechnie wykorzystywana metoda
przechowywania mikroorganizméw. Duza przezywalno$é
po przeprowadzeniu tego procesu oraz dlugoterminowym
przechowywaniu liofilizatow zaobserwowano u wielu ro-
dzajow bakterii, drozdzy i grzybéw. Zywotno$¢ takich
szczepoOw moze utrzymaé si¢ nawet ponad dwadziescia
lat, jednak — aby bylo to mozliwe — niezbedne jest uzy-
skanie odpowiedniej liczebnos$ci bakterii przed liofilizacja,
ktora powinna wynosi¢ 10°+10'0 komoérek w 1cm? [28].
Do warunkéw krytycznych naleza ponadto temperatura,
czas przechowywania liofilizatow, wilgotno$¢ otoczenia,
ekspozycja liofilizatow na dziatanie $wiatta oraz rozmiar
komorek bakteryjnych. Im temperatura jest wyzsza, a czas
przetrzymywania dhuzszy, tym stabilnos¢ liofilizowanego
materiatu jest mniejsza [29]. Przyktadowo, niewielkich roz-
miarow enterokoki sg bardziej odporne na zamrazanie i lio-
filizacje niz laseczki Lactobacillus. Zatem im wigksza jest

powierzchnia komorek, tym wigksze sa uszkodzenia blon
spowodowane formowaniem si¢ zewnatrzkomorkowych
krysztatéw lodu podczas zamarzania. Ponadto w porowny-
walnych warunkach suszenia i przechowywania w formie
liofilizatow rézne szczepy tego samego gatunku bakterii
moga charakteryzowac si¢ zroznicowang przezywalnoscia.
Prawdopodobnie wynika to z r6znic w budowie genetycz-
nej lub w sktadzie Sciany i btony komdrkowej, ktore moga
prowadzi¢ do otrzymania roznych fenotypow poszczegodl-
nych szczepow [30]. Podczas liofilizacji oraz przechowy-
wania liofilizatéow dochodzi do zmian w strukturze btony
i Sciany komoérkowej. U Lactobacillus bulgaricus zaobser-
wowano, ze wraz z uptywem czasu przetrzymywania zlio-
filizowanych bakterii w temperaturze 20°C zmniejszata
si¢ zawarto$¢ nienasyconych kwasow ttuszczowych [10].
W przeprowadzonych badaniach liofilizacja drastycznie
zmniejszyla przezywalnos¢ wszystkich szczepoéw bakteryj-
nych. Ponadto zywotno$¢ bakterii malata wraz z uptywem
czasu oraz wzrostem temperatury przechowywania liofili-
zatow. W przeprowadzonym eksperymencie najsilniejsze
zmniejszenie zywotnosci bakterii po miesigcu przechowy-
wania w temperaturze 4°C zaobserwowano u Bacillus sp.
i P. fluorescens.

Warunki przetrzymywania liofilizatéw odgrywaly istot-
ng role w przypadku wszystkich badanych szczepow, nato-
miast szczegolnie wrazliwe na temperaturg 30°C okazaly
si¢ szczepy P. fluorescens i Massilia sp. W doswiadczeniu
opisanym w pracy [28] procesowi liofilizacji poddano bak-
terie Gram-dodatnie Brevibacterium flavum, B. lactofer-
mentum, Corynebacterium acetoacidophilum, C. gultami-
cum 1 Streptococcus mutans oraz Gram-ujemne Escherichia
coli, Serratia marcescens, Pseudomonas putida i Alcalige-
nes faecalis. Bezposrednio po przeprowadzeniu liofilizacji
przezywalnos¢ wszystkich bakterii Gram-dodatnich wynio-
sta okolo 80%, a pdzniej zalezata od rodzaju bakterii i cza-
su ich przechowywania. Podobny poziom przezywalnosci
utrzymat si¢ po dziesigciu latach przetrzymywania w tem-
peraturze 5°C liofilizatdw nalezacych do Brevibacterium
oraz Corynebacterium. Zywotno$¢ S. mutans malala na-
tomiast wraz z uplywem czasu przetrzymywania. Zywot-
nos¢ bakterii Gram-ujemnych po liofilizacji wynosita okoto
50%. Poczatkowy poziom przezywalnosci E. coli wynosit
okoto 47%, a po dziesigciu latach — 11%. Przezywalno$¢
S. marcescens zmniejszyta si¢ odpowiednio z okoto 57%
do okoto 5%, za$ P. putida z okoto 35% do 2%. W przy-
padku A. faecalis przezywalno$¢ wynosita 45%, po szesciu
latach okoto 7%, za$ po dziesigciu — 4%. Przezywalnos¢
bakterii Gram-dodatnich bezposrednio po liofilizacji byta
znacznie wigksza niz bakterii Gram-ujemnych. Sugeruje
sig, ze sg one bardziej odporne na proces liofilizacji niz bak-
terie Gram-ujemne, co moze by¢ wynikiem réznic w bu-
dowie powierzchni komorek [28]. W badaniach wlasnych
nie zaobserwowano takiej zalezno$ci. Gram-dodatnia bak-
teria Bacillus sp. po liofilizacji miata mniejsza zywotno$¢
niz bakteria Gram-ujemna B. bacterium, co mogto wynikaé
z braku obecnosci substancji chronigcych komorki bakte-
ryjne, takich jak mleko odtluszczone czy glutaminian sodu,
ktére stabilizujg blony komoérkowe. Mniejszg przezywal-
no$¢ mikroorganizméw po liofilizacji oraz na skutek dhu-
goterminowego przechowywania zaobserwowali réwniez
autorzy pracy [30]. Przezywalno$¢ bakterii Pseudomonas
chlororaphis przetrzymywanych po liofilizacji w tempera-
turze 8°C wyniosta 24%, po piecdziesieciu dobach prze-
chowywania w tej samej temperaturze zmalala do 6%, za$
po dwustu dobach wynosita juz jedynie 2%.
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Podsumowanie

Zasolenie gleb jest nieunikniong konsekwencjg nad-
miernego stosowania nawozow mineralnych w uprawach
ro$lin uzytkowych. Problemem jest tez zagospodarowanie
terendw naturalnie nadmiernie zasolonych. Analizowane
szczepy bakteryjne, zwlaszcza Bacillus sp. i Variovorax sp.
wykazywaly zdolnos$¢ do wzrostu w podlozu zawieraja-
cym znaczne stgzenia chlorku sodu. Dodatkowo bakterie te
promowaly wzrost i rozwéj siewek rzepaku w warunkach
stresu solnego. Wydaje si¢, ze wykorzystanie szczepow
bakterii zdolnych do wzrostu w glebach zasolonych, a jed-
noczesnie stymulujacych wzrost roslin w takich warun-
kach, stwarza mozliwosci ich zastosowania do skutecznej
ochrony roslin przed nadmiernym zasoleniem w glebach
uprawnych oraz w inzynierii srodowiska. Liofilizacja, jako
metoda utrwalania materialdéw biologicznych, wymaga
optymalizacji na poszczegolnych jej etapach. Skutecznose
tego procesu zalezy migdzy innymi od gatunku i szczepu
mikroorganizmow, rozmiaru liofilizowanych komorek,
temperatury inkubacji, sktadu podtoza wzrostu, stosowania
substancji ochronnych, szybkosci zamarzania oraz czasu
i temperatury przechowywania. Liczne badania wskazuja
na zmniejszenie przezywalnosci zliofilizowanych bakterii
i spadek zywotnosci mikroorganizméw wraz z uptywem
czasu oraz wzrostem temperatury przechowywania, co
potwierdzity rowniez niniejsze badania. Przeprowadzony
eksperyment umozliwil poréwnanie przezywalnosci wy-
branych szczepow bakteryjnych, ktore potencjalnie moga
stanowi¢ sktadniki biopreparatow stosowanych do usuwa-
nia z gleb zanieczyszczen spowodowanych nadmiernych
zasoleniem.

Kolejnym krokiem w badaniach begdzie zastosowanie
substancji o charakterze osmoprotektantow, w celu zwick-
szenia wydajnosci przezywalnosci komorek bakteryjnych
i ich stabilno$ci podczas dlugiego czasu przechowywania,
a takze zastosowanie liofilizatéw — jako inokulum — w eks-
perymentach polowych.

Praca zostala sfinansowana ze srodkow na dzialalnosé
statutowg Uniwersytetu Mikolaja Kopernika w Toruniu
oraz zrealizowana w ramach projektu Narodowego Cen-
trum Nauki (DEC-2012/07/B/NZ9/01801).
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Abstract: The role and significance of plant growth promot-
ing rhizobacteria (PGPR) in soil degradation due to saliniza-
tion was discussed. Soil pollution, leading to the so-called salt
stress, may be caused by excessive use of mineral fertilizers
and plant protection products. The study demonstrated the po-
tential of Bacillus sp. and Variovorax sp. to enhance the rape-
seed growth in the saline environment. Impact of lyophilization
process, its time and the temperature of bacterial lyophilizate
storage on survival of the six strains: Bacillus sp., Bacteroidetes

bacterium, Massilia sp., Pseudomonas fluorescens and Vari-
ovorax sp. was examined. It was demonstrated that both lyophili-
zation and an increase in temperature as well as lyophylizate
storage time significantly reduced viability of rhizospheric
microorganisms. Further, the survival rate of plant growth stimu-
lating bacteria in lyophilisates depended on the bacterial strain.
All the lyophilized microorganisms exhibited the best survival
rate following storage at 4°C. The freeze-dried soil bacteria can
potentially be used as components of bioproducts in order to
assist plant growth in excessively saline soils.

Keywords: Soil pollution, plant growth promoting rhi-
zobacteria (PGPR), lyophilization, bioproduct, bacterial sur-
vival, salinity.





