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I. Wstep

.  Wstep

1. Wprowadzenie

Rosliny bobowate (Fabaceae) odgrywaja istotnag role w rolnictwie,
poniewaz stanowig znaczng cze$¢ produkcji rolnej na $wiecie, ustgpujac pod
wzgledem zajmowanego areatu jedynie zbozom i ro$linom oleistym. Sa réwniez
uwazane za jedno z najwazniejszych zrddet biatka dla ludzi i zwierzat. Dzigki
symbiozie, ktorg nawigzuja z zyjacymi w glebie bakteriami zdolnymi do wigzania
azotu atmosferycznego, zwanymi ryzobiami, wnoszg duza ilo$¢ materii organicznej
do gleb oraz wzbogacaja je w zwiagzki azotowe, co korzystnie wptywa na ich
strukture 1 zyzno$¢. Z uwagi na zdolno$¢ do symbiotycznego wigzania azotu rosliny
bobowate s3 takze bardzo istotnymi elementami ekosystemow naturalnych —
szczegoblnie takich, w ktorych obserwuje si¢ duze niedobory zwigzkow azotowych
w glebie.

W ostatnich latach obserwuje si¢ nasilenie zanieczyszczenia gleb metalami
cigzkimi, w tym najbardziej szkodliwymi dla S$rodowiska: kadmem, olowiem,
miedzig, cynkiem oraz niklem. Zdegradowane, zanieczyszczone tereny takie jak
hatdy czy wyrobiska gbérnicze sg narazone na dziatanie procesOw erozyjnych,
powodujacych uwalnianie metali cigzkich 1 ich rozprzestrzenianie si¢ w Srodowisku.
Ponadto takie obszary charakteryzuja si¢ niska zawartoscia podstawowych
sktadnikow odzywczych (w tym azotu) w glebie oraz zaburzonymi parametrami
fizyko - chemicznymi, co pociaga za sobg staby wzrost ro$lin i niewielkie zasiedlenie
tych $rodowisk przez mikroorganizmy. Do rekultywacji wspomnianych obszarow
mozna wykorzysta¢ ros§liny bobowate, ktore wzbogacaja glebe w azot oraz
dostarczaja materi¢ organiczng do odbudowy warstwy prochniczej oraz Szczepy
ryzobiOw oporne na obecno$¢ jonoOw metali ciezkich, ktore nawigzujac symbioze

Z ro$linami bobowatymi moga by¢ wykorzystywane w procesach zadarniania
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2. Symbioza ryzobia — rosliny bobowate

2.1. Azoti jego obieg w przyrodzie

Azot jest jednym z najwazniejszych makroelementéw niezbednych dla
ro$lin — stuzy jako material budulcowy dla biatek, chlorofilu, kwaséw nukleinowych
oraz innych zwigzkow, takich jak np.: flawonoidy (Lal A.M., 2018). Ponadto
pobudza wzrost cze$ci nadziemnych ro$lin, reguluje zuzycie potasu, fosforu oraz
innych skladnikow pokarmowych (Staszewski Z., 2011). Azot wystepuje
W przyrodzie gltownie w postaci azotu czasteczkowego obecnego w znacznych
ilosciach w atmosferze (78% objetosci). Ta forma stanowi pierwotne zrodlo azotu
dla biosfery, pomimo jej niedostepnosci dla wigkszosci organizméw zywych (Sergei
AM., 2012).

Azot czasteczkowy moze trafi¢ do biosfery za posrednictwem naturalnych
przemian, takich jak: wigzanie azotu przez bakterie z rodziny Rhizobiaceae
wchodzace w symbioze z ro§linami bobowatymi lub wolno zyjace bakterie azotowe,
takie jak Azotobacter sp. (Sorensen J. i Sessitsch A., 2007) oraz wchtanianie
azotyndw powstajacych w wyniku naturalnych proceséw atmosferycznych (np.
wytadowania atmosferyczne) i geologicznych. Znaczacym zrodlem azotu jest
rowniez produkcja syntetycznych nawozow azotowych otrzymywanych z amoniaku
wytwarzanego w procesie Habera-Boscha (Havlin J.L. i wsp., 2014).

Inne przemiany zwigzkow azotowych zaliczane do cyklu azotowego to:
amonifikacja, nitryfikacja, denitryfikacja oraz przeksztatcanie azotu nieorganicznego

w organiczny (Kakraliya S.K. i wsp., 2018) (Rys. 1).

N w atmosferze

|

i litosferze

denitryfikacj

siraty gazowe

N autotroficzny
w roslinach

pobieranie
i 7
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Iy

immobilizacja

X
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N-NO;
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N-NH; w fazie h 4 wymywanie
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Rys. 1. Obieg azotu w przyrodzie (Staszewski Z., 2011)
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Amonifikacja to proces przeprowadzany przez mikroorganizmy glebowe,
zdolne do przeksztatcania organicznych form azotu zawartych w szczatkach
roélinnych i zwierzecych do amoniaku (NHa3) i jonéw amonowych (NH,). Proces
zachodzi przy udziale bakterii tlenowych i beztlenowych, grzybow oraz
promieniowcdéw (Groffman P., 2012; Pasmionka I., 2017). Proces amonifikacji
przeprowadzany przez bakterie z rodzajow Clostridium, Micrococcus, Proteus

mozna przedstawi¢ schematycznie jako:

R-NH;+ H,0 -> NH3 -> NH" + OH™ + R-OH + energia

Nitryfikacja to proces utleniania amoniaku i jonéw amonowych do
azotynow 1 azotanow, prowadzony przez bakterie nitryfikacyjne. Proces ten zachodzi
dwuetapowo, przy udziale dwdch réznych grup mikroorganizméw (Mancinelli R.L.,
1996; Streminska M.A. i Btaszczyk M. 2004). W pierwszym etapie tego procesu
gtowng rolg odgrywaja bakterie z rodzaju Nitrosomonas oraz w mniejszym stopniu
Micrococcus sp., Nitrospira sp., Nitrosovibrio sp., Nitrocystis sp., ktore sg zdolne do

przeprowadzenia reakcji:

2NH*; + 30, -> 2NO’, + 4H" + 2H,0

Drugi etap, polegajacy na przeksztalceniu azotynow do postaci azotanow
jest prowadzony przez bakterie Nitrobacter, niektore grzyby (Penicilium,
Aspergillus) oraz promieniowce (Streptomyces, Nocardia) (Schlegel H. G., 2000)

I mozna opisa¢ go rOwnaniem:

2NO’ 5+ O, -> 2NO;

Denitryfikacja to proces polegajacy na redukcji jonéw azotanowych
I azotynowych przez bakterie beztlenowe z rodzajow Pseudomonas, Bacillus,
Achromobacter, Spirillum i Micrococcus. Koncowym produktem tego procesu moga
by¢: tlenek azotu (NO), podtlenek azotu (N,O) lub azot czgsteczkowy (Piotrowska
M. i Kusewicz D., 2007; Seitzinger S. i wsp., 2006; Szarlip P. i wsp., 2010).

Z kolei pobieranie i asymilacja azotu w postaci jonow NO3 i NH"4 odbywa

si¢ glownie poprzez powierzchni¢ chlonng korzeni roslinnych lub komorek
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organizmow planktonu. Pobrany nieorganiczny azot wbudowywany jest w zwiazki

organiczne i w tej postaci staje si¢ dostepny dla zwierzat (Staszewski Z., 2011).

2.2. Ryzobia i ich symbiotyczna interakcja z roslinami

2.2.1.Charakterystyka ryzobiow

Proces biologicznego wigzania azotu atmosferycznego przeprowadzajg
mikroorganizmy okreslane jako diazotrofy, nalezace do domen Archaea i Bacteria.
Wsrdd nich sg zaré6wno organizmy wolno zyjace, jak i wchodzace w symbioze
z roslinami (Wielbo J. i Skorupska A., 2003). Azot obecny w atmosferze jest
niedostepny dla roslin 1 zwierzat z powodu jego bardzo malej reaktywnosci.
Biologiczne wigzanie azotu prowadzi do wytworzenia amoniaku, czyli formy
dostepnej dla organizméw wyzszych i jest mozliwe dzigki specyficznemu enzymowi
— nitrogenezie (Martyniuk S., 2008).

Wyrdznia si¢ trzy typy mikroorganizmoéw wiazacych azot atmosferyczny:

1. symbiotyczne mikroorganizmy (np.: Rhizobium sp., Bradyrhizobium sp.,
Ensifer sp.) nawigzujace symbioze z roslinami bobowatymi (Fabaceae) lub
innymi ro$linami (np. Alnus sp.);

2. asocjacyjne mikroorganizmy, ktore nie wchodza w symbioze¢ z roslinami,
ale zyja w ich tkankach (Azospirillum sp.);

3. bakterie wolno zyjace, wigzace azot atmosferyczny w warunkach
beztlenowych, takie jak: Azotobacter sp., Thiobacillus sp., Clostridium sp.
(Kakralya S.K i wsp., 2018).

Najwazniejsza dla roslin grupa diazotroféw sa ryzobia - Gram-ujemne,
tlenowe bakterie nalezace do proteobakterii. Po raz pierwszy zostaly wyizolowane
z brodawek korzeniowych przez M. Beijerincka, ktéory dodatkowo opisat ich
zdolno$¢ do nawigzywania symbiozy z ro$linami bobowatymi (Fabaceae)
I wytwarzania brodawek na ich korzeniach (Gonzalez i wsp., 2005).

Z szacunkowej ilo$ci 139-170 min ton azotu wilaczanego do globalnego
cyklu azotowego w wyniku jego biologicznego wigzania, az 70-80% pochodzi od
ryzobidw symbiotycznych (Martyniuk S., 2012) a symbioza mi¢dzy nimi a roslinami
bobowatymi moze dostarcza¢ od 100 do 400 kg N/ha/rok (Piotrowska M. i Kusewicz
D., 2007). Do innych mikroorganizméw symbiotycznych nalezg Gram-dodatnie
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promieniowce Frankia sp., nawigzujace symbioze z olchg (Alnus sp.). Tlo§¢ azotu
wigzana przez promieniowce jest podobna do ilo$ci azotu wigzanego przez ryzobia
(Pasémionka I., 2017).

Organizmy niesymbiotyczne odpowiadaja za biologiczne wigzanie 20-30%
azotu (Pisarska K. i Pietr S.J., 2014) i mogg asymilowa¢ 10-50 kg N/ha/rok, ktory
jest uwalniany do gleby dopiero po $mierci bakterii (Natywa M. i wsp., 2013).

Podstawowe metody systematyki ryzobiow sg oparte na poréwnywaniu
sekwencji genéw 16S rRNA oraz 23S rRNA (Willems A., 2006), analizie sekwencji
gendw metabolizmu podstawowego (housekeeping genes) oraz analizie podobienstw
calych genomoéow (Zhang Y.M. i wsp., 2012). Rodzaje, takie jak: Bradyrhizobium,
Mesorhizobium, Rhizobium, Ensifer (dawniej Sinorhizobium) zaliczane sg do
a-proteobakterii, natomiast do [p-proteobakterii naleza rodzaje Burkholderia
i Cupriaviridus (Lindstrom K. i Young J.P., 2011) (Rys. 2).

Xanthomonas
Pseudomonas

Ralstonia §

\ Phyllobacterium

1

\ , Mesorhizobium (loti)

Cupriavidus (taiwanensis) \ Y Devosia
\\ Agrobacterium
p / Shinella

I
|

Burkholderia (phymatum) ———__ Sinorhizobium (meliloti, medicae) [NGR234]
Rhizobi 1 um, etli) [tropici]

Ochrobactrum

Brucelia
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Bartonella

hivahi /i linod.: )

F‘!‘V’
Neissena

Methylobacterium (nodulans)

Cavlobacter
Rickettsia Rhodopseudomonas  gragyrhizobium (japonicum, BTAi1, ORS278)

Rys. 2. Drzewo filogenetyczne proteobakterii (Masson-Boivin C. i wsp., 2009). Pogrubiona
czcionka oznaczono rodzaje nalezace do ryzobiow

Badania filogenetyczne pokazuja, ze bakterie zdolne do wigzania azotu
atmosferycznego naleza do kilku odlegtych od siebie linii ewolucyjnych. W zwigzku
z tym uwaza si¢, ze zdolno$¢ do asymilacji azotu nie jest skorelowana z pozycja
systematyczng tych taksonow (Eardly B.D. 1 wsp., 1996). Do ryzobiéw naleza

bakterie, ktore posiadaja geny odpowiedzialne za nawigzywanie symbiozy
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zlokalizowane na megaplazmidach (plazmidy symbiotyczne - pSym) lub wbudowane
w genom w postaci wysp symbiotycznych (Finan T.M., 2001; Finan T.M. i wsp.,
2002). U bakterii z rodzaju Rhizobium wiekszo$¢ genow symbiotycznych znajduje
si¢ na plazmidach, podczas gdy u Mesorhizobium loti geny odpowiedzialne za
symbioz¢ tworza wyspe symbiotyczng o wielkosci ok. 500 kpz na chromosomie
(Sullivan J.T. i Ronson C.W., 1998). Przyjmuje si¢, ze geny nadajace ryzobiom
zdolno$¢ do tworzenia symbiozy z roslinami bobowatymi moga by¢ przekazywane

pomiedzy gatunkami na drodze horyzontalnego transferu genow (Stasiak G. 1 wsp.,

2016).
2.2.2. Tworzenie i rozwoj brodawek korzeniowych

Brodawki sa specyficznymi organami powstajacymi na korzeniach roslin
bobowatych wskutek dziatania symbiotycznych ryzobiéw. Pierwszym etapem
prowadzacym do ich powstania jest adsorpcja bakterii do powierzchni wio$nikow
korzeni (Downie J.A., 2010). W ten proces zaangazowane sg rozne czasteczki
sygnatlowe 1 struktury powierzchniowe np.: rikadhezyna (powierzchniowe biatko
wigzace jony Ca?h), bakteryjne fimbrie 1 polisacharydy oraz roslinne lektyny
(Skorupska A. i wsp., 2006). Na wczesnych etapach symbiozy dochodzi do wymiany
czastek sygnalnych — flawonoidéw i czynnikéw Nod miedzy rosling a ryzobiami. Po
adsorpcji bakterii do powierzchni wlosnikow 1 dziataniu czynnikéw Nod dochodzi
do pierwszych zmian w komorkach i tkankach roslin. Wskutek depolaryzacji btony
cytoplazmatycznej i fluktuacji poziomu wewnatrzkomorkowego Ca?* dochodzi do
charakterystycznego zawijania si¢ koncowki wlosnika w ksztatt tzw. ,.laski pasterza”
(shepherd’s crook) oraz przebudowy cytoszkieletu, a uwig¢zione w zgieciu wlosnika
ryzobia intensywnie si¢ namnazaja (Oldroyd G.E. i wsp., 2011).

Flawonoidy wydzielane przez rosliny sa metabolitami wtornymi (ktorych
synteza jest aktywowana przez czynniki stresowe np.: przez gtdéd azotowy) oraz
chemoatraktantami dla ryzobiow. Najwyzsze stezenie flawonoidow obserwowane
jest w strefie wtosnikow korzeniowych. (Cooper J.E., 2007). Kazdy z gatunkoéw
ro$lin bobowatych moze syntetyzowac inne czasteczki flawonoidow. Mieszanina
flawonoidow wydzielanych przez korzenie roslin bobowatych dziata specyficznie na
wybrane gatunki mikrosymbiontow (Weston L.A. 1 Mathesius U., 2013) np.:
flawonoidy produkowane przez koniczyng (7,4’-dihydroksoflawon) aktywuja

specyficzne geny (tzw. geny nod) wytacznie u Rhizobium leguminosarum bv. trifolii

10
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(Maj D. i wsp., 2010), a hesperydyna i naringenina produkowane przez groch
dziatajg efektywnie na geny nod u Rhizobium leguminosarum bv. viciae (Begum
A.A. iwsp., 2001a) (Tab. 1).

Gospodarz ro$linny Czasteczka sygnatowa Mikrosymbiont
Luteolina

OoH
0 ‘ Sinorhizobium meliloti

Medicago truncatula

Glycine max | Bradyrhizobium
Vigna sp. japonicum

Kwas aldonowy

Lotus japonicum QH OH ©
Jap HO : Mesorhizobium loti
Lupinus sp. . . OH
OH OH
Flawanon
OH
Vicia sp. HO Q Rhizobium
Pisum sp. i leguminosarum bv. viciae
OH O

Tab. 1. Czasteczki sygnalowe produkowane przez rosliny bobowate (Lal A., 2018)

Oprécz flawonoidow w wymianie sygnatdéw moga bra¢ udzial inne
metabolity roslinne, takie jak: betainy (stachydryna), kwasy aldonowe (erytronowy,
tetronowy), ksantony, proste zwigzki fenolowe (wanilina, izowanilina) 1 kwas
jasmonowy (Skorupska A. i wsp., 2010).

Kolejnym istotnym sygnatem symbiotycznym sa czynniki Nod -
lipochitooligosacharydy (LCO) wydzielane przez ryzobia w odpowiedzi na ro$linne
flawonoidy (Pudetko K. 1 wsp., 2017). Czynniki Nod sg zbudowane z rdzenia
chitooligosacharydowego ztozonego z 3 do 5 monoacylowanych fancuchow
N-acetyloglukozaminy (chityny) potaczonych wigzaniami [-1-4-glikozydowymi.

Podstawione do konca nieredukujacego kwasy ttuszczowe moga mie¢ r6zng dhugosé

11
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i stopien nasycenia (Maj D. i wsp., 2009). Inne podstawniki kontrolowane przez
specyficzne geny nod sa obecne na obydwu koncach rdzenia i decyduja

0 specyficznosci czynnikow Nod w stosunku do gospodarza roslinnego (Spaink H.P.
i wsp., 1994) (Rys. 3).

H
Acetate
Sulfate
Fucose
H Methylfucose
Acetyl Sulfo-methylfucose
Carbamoyl Acetyl-methylfucose
\ D-Arabinose
o] OH \

Q
(o]

H * L° o—|H
IlebOmovl ]/ /N\ glycerol

H
Acyl group: [Mothyl]
18C
16C
20C
(varied
unsaturation)
Non-reducing end Reducing end

Rys. 3. Struktura czynnikow Nod (Long S.R., 1996)

Biosynteza czynnikéw Nod jest kontrolowana przez geny nod, indukowane
obecnoscig flawonoidoéw roslinnych. Geny nod mozna podzieli¢ na dwie grupy: geny
wspolne nod (,common nod genes” — nodABC), pozostajace pod kontrolg
regulatorowego biatka NodD, ktorego wspotdziatanie z flawonoidami decyduje o ich
aktywnosci oraz geny specyficznosci gospodarza (,,host-specific nodulation genes” —
nodE, nodF, nodG, nodH) (Schlaman H.R.M. i wsp., 2006; Spaink H.P., 2000). Za
syntez¢ rdzenia czynnikéw Nod odpowiadajg wysoce konserwatywne (ich sekwencja
nukleotydowa jest niemal identyczna u réznych gatunkow ryzobidw) geny: nodA,
nodB oraz nodC. Z kolei specyficzne dla gospodarza geny nod odpowiadajg za
synteze i przylaczanie acylowanych grup tluszczowych (Janczarek M. i wsp., 2018)
aich bialkowe produkty modyfikuja szkielet N-acetyloglukozaminy, zaréwno
z konca nieredukujacego jak i redukujacego dodatkowymi podstawnikami, takimi
jak: grupy metylowe, siarczanowe, octanowe, cukry (mannoza, fukoza, arabinoza)
(Haeze W.D. i Holsters M., 2002).

Ryzobia, poza czynnikami Nod wydzielaja liczne biatka sekrecyjne oraz
N-acylowane laktony homoseryny (AHL), ktére sa niezbedne w inicjowaniu procesu

qguorum sensing (Lee A. i Hirsch A.M., 2006). Wytworzenie brodawki korzeniowej,
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w ktorej dochodzi do efektywnego wigzania azotu atmosferycznego zalezy rowniez
od struktur powierzchniowych bakterii, takich jak: zewnatrzkomérkowe
polisacharydy (EPS), kapsularne polisacharydy (CP) oraz lipopolisacharydy (LPS)
(Fraysse N. i wsp., 2003).

W wyniku dziatania bakterii i ich czynnikow Nod dochodzi do wytworzenia
nici infekcyjnej — dlugiej, rurkowatej struktury wypelnionej dzielacymi si¢
bakteriami (Gage D.J., 2004), ktora przez wlosnik przedostaje si¢ do komorek kory
korzenia (Monahan-Giovanelli H. i wsp., 2006). U gospodarza roslinnego dochodzi
do zahamowania odpowiedzi obronnej, zaburzenia przeptywu auksyn w korzeniach
oraz indukcji genow odpowiedzialnych za syntezg¢ specyficznych bialek zwanych
nodulinami (Fujishige N.A. 1 wsp., 2008). Kolejnym etapem sg intensywne podziaty
komoérek kory korzenia wywolane dziataniem czynnikow Nod, prowadzace do
wytworzenia primordium, czyli zawigzka brodawki (Mergaert P. i wsp., 2006).
Bakterie sa uwalnianie z nici infekcyjnej a nastgpnie ulegaja endocytozie
w komoérkach zawigzka brodawki, w ktérych przeksztatcaja sie w wigzace azot
bakteroidy (Popp C. i1 Ott T., 2011). Struktury powstate w tym procesie zawierajace
jeden lub kilka bakteroidow otoczonych btong peribakteroidalng pochodzenia
roslinnego sg nazywane symbiosomami i funkcjonujg jako organelle wigzace azot
atmosferyczny, zalezne od energii i zwigzkéw wegla dostarczanych przez rosliny

(Udvardi M.K. i Day D.A., 1997) (Rys. 4).

Nic Wioénik
infekcyjna ~korzeniowy

Blona
komoérkowa

Zainfekowana
komorka

Symbiosom

Rys. 4. Rozwo6j nici infekcyjnej i  powstawanie brodawki  korzeniowej
(Kakralya S. K. i wsp., 2018)
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Pod wzgledem morfologicznym i anatomicznym brodawki korzeniowe
mozna podzielic na dwa gtowne typy — brodawki zdeterminowane
i niezdeterminowane. Roznig si¢ one glownie charakterem merystemu i rodzajem
komorek kory korzenia z ktorych powstajg (Timmers A.C., 2008). Brodawki
zdeterminowane sg okragle, powstaja z zewnetrznej warstwy komorek korzenia a ich
merystem funkcjonuje przez krotki czas. Sg charakterystyczne dla soi (Glycine max),
fasoli (Phaseolus vulgaris) i komonicy (Lotus sp.). Brodawki niezdeterminowane
charakteryzujg si¢ cylindrycznym ksztattem 1 aktywnym przez caly okres
wegetacyjny merystemem. Powstaja z wewngtrzne] warstwy komorek korzenia
u lucerny (Medicago sp.), grochu (Pisum sativum), koniczyny (Trifolium sp.) oraz
wyki (Vicia sp.) (Sujkowska M., 2009). Osobng klasa sa natomiast brodawki
kolierzykowate, ktore wykazuja wtasciwosci obu typow (Haag A.F. i wsp., 2013).

2.2.3. Wigzanie azotu atmosferycznego

Mikroorganizmy  zdolne do  wigzania azotu  atmosferycznego
przeprowadzajg ten proces przy udziale ztozonego uktadu enzymatycznego, ktorego
najwazniejszg czescig jest nitrogenaza - enzym odpowiedzialny za bezposrednig
redukcje azotu (Vance C.P., 1998). Kompleks nitrogenazy sktada si¢ z dwoéch
glownych podjednostek: reduktazy dinitrogenazy NifH (azoferredoksyna) oraz
dinitrogenazy NifD/NifH (molibdoferrodoksyna) (Rubio L.M. i Ludden P.W., 2005).
Ryzobia do wigzania azotu wykorzystuja nitrogenaz¢ molibdenows, ktora
charakteryzuje si¢ bardzo duzg wrazliwoscig na obecno$¢ tlenu oraz wysokimi
wymaganiami energetycznymi — zuzywa 16 moli ATP na kazda zredukowang
czasteczke azotu (Masson-Boivin C. 1 Sachs J.L., 2017). Wewnatrz brodawek
korzeniowych azot czasteczkowy jest redukowany w wielokrotnych reakcjach
transferu elektronéw w kompleksie nitrogenazy, w wyniku ktorych powstaje
amoniak 1 jest uwalniany wodor (Weare W.W. 1 wsp., 2006). Bakteryjny kompleks

nitrogenazy katalizuje reakcje:

N, + 8H" + 8e + 16ATP -> 2NH3 + H, + 16ADP + 16Pi

Produktem metabolicznym reakcji jest amoniak, dostarczany roslinom

bezposrednio przez kanaly amonowe w btonie komdrkowej lub posrednio w postaci
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aminokwasoéw (alaniny, glutaminy, glutaminianu) syntetyzowanych przez enzymy
bakteryjne (White J. i wsp., 2007).

Symbiotyczne wigzanie azotu jest mutualistycznym zwigzkiem migdzy
rosling a bakteriami, w ktorym aktywno$¢ nitrogenezy jest zapewniania dzieki
utrzymaniu odpowiednio niskiego stezenia tlenu oraz dostarczaniu energii w formie
kwasow dikarboksylowych pochodzacych z fotosyntezy (Prell J. i Poole P., 2006).
Do efektywnego dziatania kompleksu nitrogenazy oraz skutecznego wigzania azotu
wewnatrz brodawek korzeniowych niezbedne jest dzialanie kilku mechanizmow
(Jones K.M. 1 wsp., 2007). Pierwszym z nich jest dwusktadnikowy system biatek
FixJ-FixL, ktore odpowiadajga za ekspresj¢ biatka NifA, begdacego glownym
regulatorem wigzania azotu (Gibson K.E. i wsp., 2008; Dixon R. i Kahn D., 2004).
Ponadto, do prawidtowej aktywnosci nitrogenazy niezbedna jest obecnos¢ kilkunastu
biatek, kodowanych przez zgrupowane w operony geny nif (White J. i wsp., 2007).

Waznym elementem ochrony kompleksu nitrogenazy przed dzialaniem
tlenu jest leghemoglobina, stanowigca nawet 25% bialek zlokalizowanych wewnatrz
brodawki. Jest produktem ekspresji genéw roslinnych i utrzymuje st¢zenie tlenu
W strefie wigzania azotu na poziomie od 3 do 22 nM (Ott T. i wsp., 2005). Duza role¢
odgrywa rowniez budowa 1 struktura brodawki korzeniowej — ciasno utozone

komorki tworza szczelng barier¢ dla tlenu i1 stanowig ochrone dla bakteroidow
(Dixon R. i Kahn D., 2004).

2.3. Zastosowanie czynnikow Nod do zwiekszenia efektywnosci

symbiozy

Bakteryjne czynniki Nod sg stosowane do stymulowania wzrostu i rozwoju
ro$lin, szczegdlnie w niekorzystnych warunkach uprawy (Atti S. 1 wsp., 2005).
Lipooligosacharydy w submikromolarnych stg¢zeniach moga wplywaé na rozwdj nie
tylko roslin stragczkowych, ale takze innych roslin uprawnych (Miransari M. 1 Smith
D., 2009). Badania wykazaty, ze =zastosowanie preparatow czynnikéw Nod
W potaczeniu z bakteryjnymi mikrosymbiontami roslin bobowatych lub samych
czynnikdw korzystnie wptywato na wzrost 1 rozwdj roslin. Czynniki Nod
Bradyrhizobium japonicum pozytywnie wptywaja na kielkowanie waznych roslin,

takich jak: soja, kukurydza, groch, wyka, rzepak czy bawelna, zarowno w warunkach
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szklarniowych jak i polowych (Souleimanov A. i wsp., 2002; Kidaj D. i wsp., 2012;
Schwinghamer T. i wsp., 2015, Smith S. i wsp., 2015). Zaobserwowano réwniez
pozytywny wplyw stosowania zapraw lub opryskow czynnikami Nod na proces
brodawkowania oraz efektywnego wigzania azotu atmosferycznego w uprawach soi
(Almaraz, JJ. i wsp., 2011), grochu (Begum A.A. i wsp., 2001b), wyki
(Kidaj D. i wsp., 2012) oraz koniczyny (Maj D. i wsp., 2009).
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3. Metale ci¢zkie i ich wplyw na organizmy zywe

3.1. Zanieczyszczenie gleb metalami ci¢zkimi

Metale cigzkie to pierwiastki o masie wilasciwej wigkszej niz 4,5 g/cmg,
ktore w reakcjach chemicznych charakteryzuja si¢ tendencja do oddawania
elektrondw tworzac proste kationy. W stanach cieklym 1 statym wykazuja dobra
przewodnos$¢ cieplng i elektryczng, posiadajg potysk 1 sg nieprzezroczyste. Sa
kowalne 1 ciggliwe oraz posiadajg wysoka temperature wrzenia i topnienia (Ociepa-
Kubicka A. i Ociepa E., 2012).

Pierwotnym zrédlem zanieczyszczen gleby metalami cigzkimi sg skaly
macierzyste zawierajace duze ilosci zwigzkow tych pierwiastkow (Herawati
N.iwsp., 2000). Oprocz tego zanieczyszczenia moga pochodzi¢ ze zrodet
antropogenicznych np.: z przemystu ciezkiego zwigzanego z hutnictwem 1 obrébka
metali oraz spalania paliw kopalnych (Khan M.S. i wsp., 2009). Kolejnym
antropogenicznym zrédlem zanieczyszczen jest rolnictwo i stosowanie pestycydow
oraz Srodkow ochrony roslin zawierajacych metale cig¢zkie (Singh A. i Prasad S.M.,
2015). Pomimo ekonomicznych korzysci stosowania pestycydow i1 nawozow
sztucznych, ich negatywny wptyw na $srodowisko i zdrowie cztowieka jest bardzo
powazny (Fantke P. 1 wsp., 2012; Meena H.R. 1 wsp., 2017), i dotyczy zwlaszcza
metali cigzkich, takich jak: kadm, otow, rte¢, cynk i miedz (Ez-Zarhouny D. i wsp.,
2015). Jony metali cigzkich moga by¢ rowniez uwalniane w duzej ilosci z terendw
gorniczych  (kopalnie, haldy, wyrobiska) zwigzanych z  wydobyciem
| przetwarzaniem rud metali oraz sktadowaniem odpadow (Wang C. i wsp., 2004).
Niewtlasciwe zagospodarowanie takich terenéw moze prowadzi¢ do zanieczyszczen
gruntdw 1 wod podziemnych przez metale cigzkie (Williams P.N. i Lei M., 2009). Do
zanieczyszczen przyczynia si¢ roéwniez wywiewanie skazonych pyléw 1 popiotéw
Z hald 1 wyrobisk gorniczych (Liu X.M. 1 wsp., 2006).

Problem zanieczyszczenia gleb metalami cigzkimi wystepuje w Polsce
lokalnie i dotyczy gtéwnie obszaréw uprzemystowionych (Gérny Slask, Tarnowskie
Gory) lub obszarow zwigzanych z sgsiedztwem dawnych lub obecnych zrodet emisji
(bazy wojskowe, fabryki chemiczne). Zanieczyszczenia moga dotyczy¢ rowniez
punktowych lokalizacji, takich jak: miejsca wypadkow, katastrof kolejowych czy

wyciekow ze zbiornikéw paliw (Wysokinski L., 2004). Ocena jakos$ci gleb 1 ich
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zanieczyszczenia metalami cigzkimi przeprowadzona przez Instytut Uprawy
Nawozenia i Gleboznawstwa w Putawach wykazata, ze kilka procent powierzchni
polskich gleb nalezy zakwalifikowa¢ do tzw. wyzszych stopni zanieczyszczenia -
0 podwyzszonej zawartosci m.in.: kadmu, cynku 1 otowiu
(http://mwww.gios.gov.pl/chemizm_gleb/).

Rozmieszczenie obszarow zawierajacych podwyzszong zawarto$¢ cynku,
kadmu 1 otowiu na terenie Polski przedstawiono na mapach (Rys. 5, Rys. 6 1 Rys. 7).
Do najbardziej zanieczyszczonych obszaréw nalezg tereny Slaska i Matopolski, ktore
sa zwigzane z najwigkszg koncentracja obszaréw gorniczych oraz przemystu
cigzkiego. Ponadto mozna wyrdzni¢ tereny zanieczyszczone punktowo, zwigzane

Z wystepowaniem wigkszych miast lub lokalnych Zrédel emisji metali cigzkich.

Zn

% probek
[« % of samples
100

ppm = mglkg = git
81 110 max.
a7 340

a5 215

an 125

75 64

a0

25

Rys. 5. Zawarto$¢ cynku w glebach Polski (Lis J. i wsp., 2012)
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Rys. 6. Zawarto$¢ kadmu w glebach Polski (Lis J. i wsp., 2012)

Rys. 7. Zawarto$¢ olowiu w glebach Polski (Lis J. i wsp., 2012)

Wplyw metali ci¢zkich na rosliny i mikroorganizmy

I. Wstep

Ze wzgledu na stopien zagrozenia dla organizméw zywych metale ciezkie

podzielono na cztery grupy:

1. o bardzo wysokim stopniu potencjalnego zagrozenia (Cd, Pb, Zn, Hg, Cu),
2. 0 wysokim stopniu potencjalnego zagrozenia (Mo, Mn, Fe),
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3. o $rednim stopniu potencjalnego zagrozenia (Ni, Co),
4. o niskim stopniu potencjalnego zagrozenia (Sr, Zr) (Walker C.H. i wsp.,

2002).

W zalezno$ci od rodzaju, stezenia w $rodowisku oraz form w jakich
wystepuja, metale ciezkie moga oddzialywaé na organizmy zywe stymulujaco lub
toksycznie. Pierwiastki wymagane do prawidlowego przebiegu procesow
metabolicznych (np.: Fe, Mn, Cu, Zn, Mo) w nadmierne;j ilo$ci sg bardziej toksyczne
dla roslin, niz dla organizmow zwierzecych. Inne pierwiastki, takie jak: As, Hg, Pb,
Cd juz w niewielkich st¢zeniach wptywaja toksycznie na organizmy zwierzece,
natomiast w mniejszym stopniu oddziatuja na rosliny (Wang Q. i wsp., 2003; Pueyo
M. i wsp., 2004). Przemieszczanie si¢ jonéw metali ciezkich z gleby do organizmow
zwierzat 1 ludzi odbywa si¢ za posrednictwem roslin, ktére sg najwazniejszym
ogniwem w tancuchu pokarmowym gleba — roslina — zwierze — cztowiek (Xie
Y. i wsp., 2016). Rosliny absorbujg metale ci¢zkie z gleby przez system korzeniowy
- najlatwiej pobierane sa metale wystepujace w formie wolnych jonéw, natomiast
metale tworzace kompleksy z substancjami aktywnymi wydzielanymi do gleby przez
rosliny (kwasy organiczne, chelatory) musza by¢ przez nie wcze$niej mobilizowane
(Chaney R. 1 wsp., 1998; Inal A. 1 wsp., 2007). Zawarto$¢ jonow metali
akumulowanych w roznych organach roslin jest zmienna, a ich najwyzsza
koncentracja wystepuje w korzeniu. Mniejsza koncentracje metali obserwuje si¢
w lisciach, todydze i1 kwiatach, natomiast najnizsze stezenia wystgpuja w nasionach.
Rosliny sa czgsto chronione przez Sciany komorkowe tkanek korzeni, ktore znaczaco
utrudniajg transport szkodliwych jondéw metali cigzkich do czgéci nadziemnych
rosliny (Kabata-Pendias A. i Mukherjee A.B., 2007).

Nadmierna obecno$¢ metali cigzkich w $rodowisku jest powaznym
zagrozeniem dla wszystkich organizméw zywych. Zanieczyszczenia otowiem,
kadmem 1 cynkiem sg przedmiotem licznych badan $rodowiskowych z powodu
wysokiej toksyczno$ci tych jonow oraz ich wystepowania na niektérych obszarach
w wysokich stezeniach.

Otow w sladowych ilosciach wystepuje naturalnie w organizmach
roslinnych, jednak jego biologiczna rola nie zostala dostatecznie wyjasniona.
W nadmiernej ilosci powoduje zaburzenia fotosyntezy, podzialdow komorek,
metabolizmu azotowego oraz gospodarki wodnej. Negatywny wplyw otowiu na

ros$liny widoczny jest jako powstawanie matych, ciemnozielonych lub czerwonych
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lisSci z nekrotycznymi plamami oraz skroconych korzeni o zmniejszonej ilo$ci
wlosnikow, co przekltada si¢ na niskie plonowanie roslin (Kabata-Pendias
A. i Mukherjee A.B., 2007). Z powodu niskiej mobilnosci otowiu w tkankach
roslinnych ponad 90% tego pierwiastka jest akumulowane w korzeniach. Zawarto$¢
otlowiu w glebie powyzej 500 mg/kg uznawana jest za ilo§¢ toksyczng dla roslin.
Biodostgpnos$¢ otowiu dla roslin zalezy od czynnikéw, takich jak: odczyn gleby
| zmiany zawarto$ci zwigzkow organicznych oraz tlenkoéw zelaza i ilosci fosforu.
Antagonistyczny wplyw na pobieranie otowiu majg pierwiastki, takie jak: fosfor,
siarka czy wapn, poniewaz powoduja wytracanie go z roztworu glebowego
w formach stabo rozpuszczalnych (Kabata-Pendias A. i Pendias H., 2001).

Negatywny wptyw kadmu na ro$liny objawia si¢ zaburzeniami procesu
fotosyntezy oraz przemian zwigzkoéw azotowych i zmianami przepuszczalnosci bton
komorkowych. Kadm w $rodowisku wystepuje najczesciej w postaci jonow Cd*,
ktore sa stosunkowo tatwo pobierane przez ro§liny i transportowane przez system
korzeniowy do wszystkich organow. Na wzmozone pobieranie i transport jonow
kadmu z gleby wplywa jej kwasny odczyn oraz obecnos¢ jonéw cynku (Kabata-
Pendias A. i Mukherjee A.B., 2007). Toksyczne dzialanie kadmu widoczne jest
uro$lin w postaci brunatnienia i skrecenia lisci z plamami chlorotycznymi na ich
powierzchni oraz skrdcenia korzeni. Objawy te wystepuja na ogdt przy zawartosci
Cd*" w glebie w iloci 5-30 mg/kg (Kabata-Pendias A. i Pendias H., 2001).

Cynk zaliczany jest do makroelementow, w zwigzku z czym zaré6wno
nadmiar, jak 1 jego niedobor wplywaja szkodliwie na organizmy roslinne. Za
niedobor jondw Zn** w ro$linach uwaza sie jego zawarto$¢ ponizej 20 mg/kg, a za
nadmiar przekroczenie 300 mg/kg (Kabata-Pendias A. i Mukherjee A.B., 2007).
Nadmiar cynku objawia si¢ u roslin zmianami chlorotycznymi i nekrotycznymi na
powierzchni blaszek liSciowych oraz zaburzeniami procesu fotosyntezy, czego
efektem jest marszczenie lisci i ich wolniejszy wzrost (Kabata-Pendias A. i Pendias
H., 2001).

Metale ciezkie zanieczyszczajace glebg niszcza komodrki mikroorganizméw
glebowych, co prowadzi do zahamowania aktywno$ci enzymatycznej gleby
i zaklocenia procesOw przemian materii organicznej (Hander K. i wsp., 2001; Becker
JM. 1 wsp., 2006). Zanieczyszczenie metalami cigzkimi wptywa negatywnie na

rozwoj, morfologi¢ i aktywnos$¢ metaboliczng mikroorganizmow (Lakzian A. 1 wsp.,
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2002) oraz zmniejsza liczebno$¢ i1 biordznorodnos¢ glebowych populacji bakterii
I grzybow (McGrath S.P. i wsp., 1988).

Mikroorganizmy  wyksztalcity  szereg  mechanizméw  obronnych
umozliwiajacych przetrwanie w niekorzystnych warunkach $rodowiskowych
wywotanych stresem zwigzanym z obecno$cig jonéw metali cigzkich. Naleza do nich
wewnatrz- 1 zewnatrzkomorkowe wigzanie jonéw, zmniejszenie przepuszczalnosci
bton komorkowych dla jondéw, transport metali poza komorke (,,efflux system”) oraz
enzymatyczna detoksyfikacja (przeksztatcenie jonu do mniej toksycznej formy).
Mikroorganizmy moga posiada¢ jeden z wymienionych mechanizméw lub ich

kombinacje (Bruins M.R. i wsp., 2000).

3.3.  Wplyw jonéw metali ciezkich na symbioze ryzobia — rosliny

bobowate

Obecnos¢ jondow metali cigzkich w glebie wplywa niekorzystnie na rosliny
bobowate powodujac opoOznienie procesu brodawkowania, a same ro$liny
charakteryzujg si¢ stabo rozwinigtymi wio$nikami oraz niskg zawarto$cig suchej
masy pedow 1 korzeni (Reichman S.M.A., 2007). Rosliny bobowate rosnace na
glebach zanieczyszczonych jonami metali cigzkich wykazujg problemy w pobieraniu
wody 1 sktadnikéw odzywczych oraz charakteryzuja si¢ przedwczesnym starzeniem
sig, opOdznionym wzrostem oraz niskim plonowaniem (Gramms G. i Voigt K.D.,
2015; Karpiscak M.M. 1 wsp., 2001, Rucinska-Sobkowiak R., 2016).
Zaobserwowano réwniez zmiany w morfologii oraz zmniejszenie objetosci 1 masy
korzeni (Fahr M. i wsp., 2013). Metale cigzkie, takie jak: kadm i otow powoduja
uszkodzenia chlorofilu, co przektada si¢ na niska aktywnos$¢ fotosyntetyczng roslin
(Parmar P. 1 wsp., 2013). Synergistyczne dziatanie kadmu i olowiu powoduje
zwigkszenie stresu oksydacyjnego, prowadzacego do wysokiego poziomu H;0,
I utleniania lipidow (Garg N. i Aggarwal N., 2011).

Toksyczne dziatanie jonéw metali cigzkich wpltywa niekorzystnie na
nawigzywanie symbiozy miedzy roslinami bobowatymi a ryzobiami. Kadm, nawet
w stosunkowo niskich stezeniach wywotuje szereg negatywnych skutkow, takich jak:
zahamowanie aktywnoS$ci nitrogenezy, zmiana struktury brodawek korzeniowych

I zmniejszenie ich liczby, ograniczenie produkcji biomasy oraz powazne zaburzenia
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procesoOw metabolicznych (Balestrasse K.B. i wsp., 2004; Mumtaz H. i wsp., 2006;
Noriega G.O. i wsp., 2007). Chubukova (2015) wykazala negatywny wpltyw kadmu
na symbioze mi¢dzy Rhizobium leguminosarum a grochem - obecnos$¢ jonéw metalu
znaczgco utrudniata efektywne tworzenie brodawek korzeniowych, nawet przy jego
niskich stezeniach w glebie. Podobny efekt dziatania kadmu zaobserwowano
rowniez u soi (Balestrasse K.B. i wsp., 2006), lucerny (Shvaleva A. i wsp., 2010),
hubinu (Carpena R.O. i wsp., 2003) i fasoli mung (Muneer S. i wsp., 2012).
Co wigcej, stres oksydacyjny wywotany obecnoscig kadmu prowadzi do uszkodzenia
leghemoglobiny oraz zahamowania aktywnos$ci enzymow antyoksydacyjnych
(Benavides M.P. i wsp., 2005). Wzrastajace stezenia metali ciezkich (kadmu, cynku
i ofowiu) znaczaco obnizajg liczbe brodawek korzeniowych koniczyny bialej
(Trifolium repens), co pozwolito na wykorzystanie tego gatunku jako bioindykatora
dla obecnosci jonow Cd**, Zn*" i Pb?* w glebie (Manier N. i wsp., 2009).

3.4. Wykorzystanie ukladow symbiotycznych Rhizobium — rosliny
bobowate w rekultywacji terenoOw zanieczyszczonych metalami
ciezkimi

Problem zabezpieczania terenéw gorniczych, hatd 1 wyrobisk oraz innych
obszarow skazonych metalami cigzkimi mozna rozwigza¢ przy pomocy roslin
bobowatych, ktore sa wprowadzane na takie tereny jako rosliny pionierskie, czyli
gatunki, ktore tatwo rozwijajg si¢ w niekorzystnych warunkach. Rosliny bobowate sa
zdolne do szybkiego odtwarzania warstwy prochniczej, wzbogacania gleby w azot
| przywracania aktywnosci  biologicznej (Karczewska A., 2012). Dzigki
nawiazywaniu symbiozy z bakteriami brodawkowymi nie wymagaja dodatkowego
nawozenia azotowego, jednoczesnie wzbogacajac glebe w ten sktadnik. Ponadto
moga wytwarza¢ duzg mas¢ pedoéw, ktdra stanowi istotne zrodto materii organicznej
dla odnawiajacej si¢ warstwy prochniczej. Rosliny bobowate charakteryzuja sie
rozbudowanym, drenujagcym systemem korzeniowym utatwiajagcym pobieranie wody
1 sktadnikéw pokarmowych (Mocek-Ptociniak A., 2014). W zabezpieczaniu
zdegradowanych terenow oprocz roslin bobowatych stosuje si¢ takze trawy, ktore

tworza zwartg darn dziatajaca przeciwerozyjnie (Karczewska A., 2012).
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Rosliny samoistnie porastajace hatdy i wyrobiska czgsto nie chronig w petni
przed zachodzacymi w jego obrgbie procesami erozji wietrznej i wodnej (Fruzinska
R., 2010). Do zabezpieczania takich terenéw stosowane sg mieszanki nasion traw
i roslin bobowatych np.: koniczyn¢ biata (Trifolium repens) i rézne gatunki traw
m.in.: kostrzewe (Festuca sp.) i wiechline takowa (Poa pratensis). W miarg uptywu
czasu na rekultywowanych terenach moga pojawiaé si¢ nowe gatunki nalezace do
ro$lin bobowatych np.: komonica zwyczajna (Lotus corniculatus), koniczyna fgkowa
(Trifolium pratense), wyka ptasia (Vicia craxa), przelot pospolity (Anthyllis
vulneraria), lucerna siewna (Medicago sativa) oraz ro$liny zaliczane do gatunkow
ruderalnych m.in.: bylica (Artemisia sp.), wrotycz pospolity (Tanacetum vulgaris),
perz wilasciwy (Agropyron repens) i mniszek pospolity (Taraxacum officinale)
(Nowak W., 2006; Klimont K. i Bulinska-Radomska Z., 2010; Majtkowski
W. i Majtkowska G., 2012).

Rosliny bobowate stosowane razem z trawami wzbogacaja glebe
W substancje organiczng, ktora wplywa na jej strukture (stan agregatowy
i gruzetkowy) oraz wlasciwosci fizykochemiczne (Fabianski J. i wsp., 1989, Gawet
E., 2011). Odpowiednimi gatunkami do mieszanek z roslinami bobowatymi sg trawy
wykazujace wobec nich niska konkurencyjnos$é. Dla koniczyny tgkowej (Trifolium
pratense) sa to kostrzewa tgkowa (Festuca pratensis), tymotka tgkowa (Phleum
pratense) i zycica trwata (Lolium perenne) (Bawolski S., 1982; Borowiecki
J.iScibior H., 1997). Zwigkszona produktywnos¢ gleby po uprawie takich
mieszanek utrzymuje si¢ przecigtnie przez trzy lata, a najbardziej korzystaja z niej
ro§liny uprawiane w pierwszym 1 drugim roku po zmianie uprawy (Roszak
W., 1966). Rosliny bobowate moga ponadto petni¢ rolg¢ okrywowa 1 zabezpieczaé
przed wymywaniem azotu z gleby - zaobserwowano mniejsze wymywanie azotanow
z gleb obsianych mieszankami bobowato-trawiastymi niz z gleb pozostawionych
odtogiem lub obsianych inng ro$linnoscig (Bemtsen J. i wsp., 2006; Mroczkowski
W. i wsp., 1997). W innych badaniach potwierdzono mniejsze wymywanie azotu
spod mieszanek koniczyny biatej (Trifolium repens) w poréwnaniu do innych roslin
(Eriksen J. 1 wsp., 2004; Gasiorek S. 1 Kostuch R., 1993).

Na rekultywacje terenow pogoérniczych sktada si¢ wiele skomplikowanych
przedsigwzie¢ o charakterze techniczno - organizacyjnym, ktérych wspdlnym celem
jest przywrdcenie tym terenom wiasciwosci uzytkowych i przyrodniczych. Aktualnie

podejmowane dziatania w tym zakresie mozna sprowadzi¢ do trzech podstawowych
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rozwigzan: zapobiegania zajmowaniu nowych obszarow na sktadowiska odpadow
pogorniczych, odzyskiwania odpadow do dalszego ich wykorzystania dla celow
produkcji przemystowej oraz likwidacja istniejacych hald polaczona z procesem
przywracania do uzytkowania terenow zdegradowanych dziatalno$cig gornicza.
Szacuje si¢, ze przemyst wydobywczy na terenie Polski ma wplyw na zmiane¢ ok.
1800 km? terenu, z czego do roku 2011 zrekultywowano i ponownie
zagospodarowano jedynie 47 km?® obszaréw zdegradowanych (Korban Z., 2011).
Wiele projektow dotyczacych zagospodarowania terenéw zdegradowanych
I zanieczyszczonych metalami ci¢zkimi jest realizowanych dzieki dofinansowaniu
Narodowego Funduszu Ochrony Srodowiska i Gospodarki Wodnej lub funduszy
europejskich np.: realizowana obecnie rekultywacja biologiczna zwalowiska
pogérniczego w Bytomiu lub haldy pocynkowej w Rudzie Slaskiej
(https://sozosfera.pl/odpady/rekultywacja-pocynkowej-haldy/). Dzigki stosowaniu
szczepow ryzobidw odpornych na dziatanie jondw metali cigzkich oraz gatunkow
ros$lin bobowatych tolerujacych takie zanieczyszczenia mozna by zrealizowaé wigcej

analogicznych projektow oraz przeprowadzi€ je szybciej 1 wydajniej.
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II. Materialy i metody

1. Wykaz zastosowanych materialow

W trakcie przygotowywania tej pracy wykorzystano nastgpujace

odczynniki, enzymy, materialy 1 aparaturg (producent zostat podany w nawiasie).

1. Szczepy bakteryjne:
Wykorzystane w badaniach szczepy ryzobiow (Tab. 2) pochodzity
z brodawek korzeniowych ro$lin rosngcych na haldzie cynkowo-otowiowe;j

w Bolestawiu lub kolekcji Zaktadu Genetyki 1 Mikrobiologii UMCS.

Szczep Pochodzenie
KB1, KB2, KB3, KB4, KB5,
KB6, KB7, KB8, K1, K2, K3,

K4, K5, K6, K7, K8, K9, K10,

Gospodarz roslinny

koniczyna biata

(Trifolium repens) halda w Bolestawiu

K11, K12
KCz1, KCz2, KCz3, KCz4, koniczyna tagkowa .
KCz5 (Trifolium pratense) hatda w Bolesfawiu

X1, X2, X3, X4, X5, X6, X7,
X8, X9, X10, X11, X12, X13,
X14
Kol, Ko2, Koml, KomlA,
Kom2, Kom4, Kom5, Kome,
Kom7, Kom8, Kom9, Kom10,
Kom1ll, Kom12

koniczyna drobnogtéwkowa

(Trifolium dubium) halda w Bolestawiu

komonica zwyczajna

(Lotus corniculatus) halda w Boleslawin

P1, P2, P3, P4, P5, Pt1, Pt2,

przelot zwyczajny (Anthyllis

halda w Bolestawiu

Pt3B, Pt4 vulneraria)
Rhizobium leguminosarum koniczyna tagkowa kolekcja ZGiM UMCS
KO17 (Trifolium pratense) (Wielbo J. i wsp., 2007)
Rhizobium leguminosarum koniczyna tagkowa kolekcja ZGiM UMCS
TAl (Trifolium pratense) (Reeve W. i wsp., 2013)

Tab. 2. Szczepy ryzobiow wykorzystane w badaniach

2. Material roslinny:

Nasiona roslin bobowatych (uzyskane dzigki uprzejmosci Zaktadu Uprawy

Roslin Pastewnych IUNG w Putawach):

* koniczyna tagkowa (Trifolium pratense cv. Dajana)

 koniczyna biata (Trifolium repens)

» komonica zwyczajna (Lotus corniculatus)

* przelot zwyczajny (Anthyllis vulneraria)

groch siewny (Pisum sativum cv. Ramrod)
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» wyka kosmata (Vicia villosa cv. Wista)

3. Podloza hodowlane:

Szczepy ryzobiéw hodowano w 28°C, w podtozach:

» T79CA (1 g/l ekstraktu drozdzowego; 1 g/l hydrolizatu kazeinowego;

10 g/l mannitolu; 0,1 g/l glicerofosforanu wapnia; 0,5 g/l K;HPOy;
0,1 g/l NaCl; 0,2 g/l MgSO,4 x 7TH,0; pH 7,2) (Vincent J.M., 1970),

« TY (5 g/l tryptonu; 3 g/l ekstraktu drozdzowego; 1,3 g/l CaCl, x 6H,0;
pH 7,2) (Sambrook J. i wsp., 1989).

W razie koniecznosci, pH pozywek korygowano 2M HCI lub 2M NaOH.

Podtoza state zawieraty 1,2—-1,5% agaru. Do podt6z statych do hodowli

ryzobiéw dodawano $rodka grzybobdjczego Bravo 500SC (0,001%).

Do doswiadczen roslinnych wykorzystano podtoze:

* podloze Fahraeusa (18 g/l K;HPOy; 7,4 g/l Na;HPO4; 12 g/l MgSO,4 x
7H,O; 7,5 ¢/l CaCly; 0,01 g/l cytrynianu Fe; 1 ml/l roztworu
mikroelementow) (Vincent J.M., 1970),

* roztwor mikroelementéw (2,86 g/l H3BO3; 2,03 g/l MnSO,4 x 4H,0;
0,22 g/l ZnSO4 x 7H,0; 0,08 g/l CuSO4 x 5H,0; 0,14 g/l Na;MoO, X
2H,0).

Podtoza state zawieraty 0,4-0,8% agaru. Do podt6z statych do hodowli

ro$lin dodawano $rodka grzybobdjczego Bravo 500SC (0,001%).

4. Odczynniki i inne materialy:
« agar (MP Biomedicals),
 agaroza BASICA LE (Prona),
+ azotan kadmu, Cd(NOs), (Aldrich),
+ azotan otowiu (II), Pb(NO3), (Merck),
» bezwodnik octowy, Ac,0 (Fluka),
* biotyna (Sigma-Aldrich),
» borowodorek sodu, NaBH, (Pol-Aura),
« Bravo 500SC (Agrecol),
» bromek etydyny (Sigma-Aldrich),
« chlorek potasu, KCI (POCH),
* chlorek rteci (IT), HgCl, (POCH),
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chlorek sodu, NaCl (POCH),

chlorek wapnia, dwuwodny, CaCl, x 2H,0 (POCH),
chloroform (POCH),

cytrynian zelaza (Sigma Aldrich),

dioctan fluoresceiny (Sigma Aldrich),

diwodorofosforan potasu, KH,PO,4 (POCH),

ekstrakt drozdzowy (Sigma-Aldrich),

etanol (POCH),

filtry membranowe 0,22 pm, sterylne (Chem-Land),
glicerofosforan wapnia (Sigma-Aldrich),

heksan (Merck)

hydrolizat kazeinowy (Sigma-Aldrich),

jodek propidyny (Sigma-Aldrich),

kwas borowy, H3BO3; (POCH),

kwas octowy, CH3;COOH (POCH),

kwas pantotenowy (Sigma-Aldrich),

kwas solny, HCI (POCH),

mannitol (POCH),

metanol (POCH),

molibdenian sodu, dwuwodny, Na,MoO,4 x 2H,0 (POCH),
n-butanol (POCH),

octan etylu, CH;COOC,Hs (POCH),

octan sodu, CH3;COONa (POCH),

perlit,

piasek kwarcowy o grubosci 0,2-0,8 mm,

pirogronian sodu (Pol-Aura),

pirydyna (Fluka),

siarczan cynku, siedmiowodny, ZnSO, x 7H,0O (POCH),
siarczan magnezu, siedmiowodny, MgSO, x 7H,0 (POCH),
siarczan manganu (l1), czterowodny, MnSO,4 x 4H,0 (POCH),
siarczan miedzi (II), pieciowodny, CuSO4 x 5SH,0 (POCH),
siarczan sodu, bezwodny, Na,SO4 (POCH),

tiamina, chlorowodorek (Sigma-Aldrich),

tris(hydroksymetylo)aminometan (POCH),
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trypton (BD Bacto),

wazony wykonane z polipropylenu (pojemno$¢ 500 ml),
wersenian disodowy, Na,EDTA (POCH),
wodorofosforan dipotasu, K;HPO4 (POCH),
wodorofosforan disodu, Na,HPO,4 (POCH),
wodorotlenek sodu, NaOH (POCH),

Bufory i inne mieszaniny:
bufor TBE 10x stezony (108 g/l Tris; 55 g/l H3BO3; 9,3 g/l Na,EDTA),
fosforanowy nawéz dolistny zawierajacy mieszaning (34:66, V/V)
IMr-ru KH,PO4 i IM r-ru Na,HPO,, stosowany w rozcienczeniu
13 ml/1000 ml H,0,
mieszaniny i roztwory do GC-MS (10% ag. NaOH; 4M HCI; 1M HCI,
33% ag. CH3COOH; 20% ag. CH3COOH; 10% CH3;COOH w MeOH;
1M HCI/MeOH),
PBS (80 g/l NaCl; 2 g/l KCI; 11,5 g/l Na;HPO4 x 7H,0; 1,9 g/l KH,POy;
pH 7,4),
roztwor witaminowy Dilwortha (1 mg/ml tiamina; 2 mg/ml kwas
pantotenowy; 1 pg/ml biotyna — roztwor wodny),

wyciag flawonoidow z kietkujacych nasion koniczyny fakowe;.

Enzymy i zestawy do reakcji enzymatycznych:
DreamTaq Green PCR Master Mix (2x) (Thermo Scientific),
enzymy restrykcyjne FastDigest (1U/ul): BsuRI, Pstl, Taql oraz
dedykowane bufory: 10x FastDigest i 10x FastDigest Green (Thermo
Scientific),
ligaza DNA faga T4 (1 Weiss U/ul) (Sigma Aldrich),
proteinaza K (>0,6 U/ul) (A&A Biotechnology),

woda do reakcji PCR, wolna od nukleaz (Thermo Scientific).
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7. Oligonukleotydy:
Startery do reakcji PCR oraz inne oligonukleotydy wykorzystane w pracy

przedstawiono w Tab. 3.

Nazwa Ampllfl!(owany Sekwencja (5°-3)* Tempe_rat'ura Zrédto
region topnienia
CAGGCCTAACACA o Marchesi J.R
16S63f 16S rRNA TGCAAGTC 53°C i wsp., (1998)
GGGCGGWGTGTAC o Marchesi J.R
1651387r 16S rRNA AAGGC 55°C i wsp., (1998)
AAATCGGGCCCCT o Chen H.-C.
nodAL nodA GCAGGGC 60°C i wsp., (2005)
ATGGGTTGAATTCC Chen H.-C
nodA2 nodA CATTCCATAGATGA 57,3°C . Py
T i wsp., (2005)
biatko AAGGAGCAGCAGA o Stepkowski T.
TSanak3 | aeronowe TCCGCATCCA 58,8°C i wsp., (2003)
biatko GTACATGGCCTCGC o Stepkowski T.
TSdnaK?2 chaperonowe CGAGCTTCA 60,6°C i wsp., (2003)
podjednostka B | TTCGACCAGAAYT o o Martens M.
gyrB343F gyrazy CCTAYAAGG SLITC-348°C i wsp., (2008)
gyrB1043 | podjednostkaB | AGCTTGTCCTTSGT 53.9°C Martens M.
R gyrazy CTGCG ’ i wsp., (2008)
syntetaza AAGGGCGGCTAYT o o Turner S.L. i
GSi1 glutaminy TCCCGGT 35,9°C—57.9°C Young P., (2000)
GSI2 syntetaza GTCGAGACCGGCC 57 9oC Turner S.L. i
glutaminy ATCAGCA ’ Young P., (2000)
. CGKCTSGTAGAGG o o Gaunt M.W.
recA6F rekombinaza AYAAATCGGTGGA 59,5°C - 62,7°C i wsp., (2001)
. CGRATCTGGTTGAT . . Gaunt M.W.
recA555R rekombinaza GAAGATCACCAT 56,4°C — 58,0°C i wsp., (2001)
podjednostka SCTGGGSCGYATC o o Gaunt M.W.
ApD273F | o ntazy DNA MTGAACGT 26,3°C=60.2°C |4 ep., (2001)
podjednostka GCCGACACTTCCG o o Gaunt M.W.
apDT7IR | o ntazy DNA AACCNGCCTG | 824 C—642°C 1 usp., (2001)
syntetaza AAGCTCGAGTACA o Stepkowski T.
TSginhif glutaminy | TCTGGCTCGACGG 62,7°C i wsp., (2005)
syntetaza SGAGCCGTTCCAGT o Stepkowski T. i
TSginir glutaminy CGGTGTCG 62,3°C wsp., (2005)
AGAGTTTGATCCTG o Weisburg W.G.
16S fd1 16S rRNA GCTCAG 51,8°C i wsp., (1991)
AAGGAGGTGATCC o Weisburg W.G.
16S rd1 16S rRNA AGCC 49,5°C i wsp., (1991)
Pstl AR oligonukleotyd | CTCGTAGACTGCGT i Vuylsteke M.
- do AFLP ACCAATTCGAC i wsp., (2007)
Pstl AE oligonukleotyd | CTCCCTGCATGTAC i Vuylsteke M.
- do AFLP GCAGTCTAC i wsp., (2007)
oligonukleotyd | GACTGCGTACATG o Vuylsteke M.
Ps-GCG | 40 AFLP CAGNNN 33.4°C i wsp., (2007)

*K=GIubT,N=GIlubClubTIubA, R=AlubG,S=GIlubC, W=AIlubT,Y=TIlubC

Tab. 3. Startery oraz inne oligonukleotydy wykorzystane w reakcjach PCR
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Zestawy odczynnikow:
6x DNA Loading Dye (Thermo Scientific),
GeneRulerTM, 100bp DNA Ladder Plus (Thermo Scientific),
Genomic Mini Kit (A&A Biotechnology),
testy metaboliczne BIOLOG: GN2, PM2A, PM3B oraz dedykowane
odczynniki: ptyn inokulacyjny GN2, bufor IF-0, barwnik BIOLOG
Redox Dye Mix A (100 x stezony).

Programy komputerowe:
Chromas (Technelysium) — analiza i edycja odczytow sekwencjonowania
DNA,
Lasergene (DNASTAR) i SnapGene Viewer (GSL Biotech) — edycja,
sktadanie i analiza sekwencji DNA,
MS Data Analysis — analiza chromatografow,
Quantum-Capt (Vilber) — oprogramowanie do dokumentacji zeli,
Quick Photo Camera — analiza zdje¢¢ z mikroskopu (Olympus BX41TX),
ScanPlus (Biochrom) — oprogramowanie do czytnika mikroptytek,
STATISTICA (StatSoft Polska) — analiza statystyczna wynikow.

Aparatura:
aparaty i akcesoria do elektroforezy horyzontalnej (Bio-Rad),
czytnik mikroptytek: Asys UVM340 (Biochrom),
komora laminarna ESCO,
mieszadto magnetyczne: MS 11 (WIGO),
mikroskop Olympus BX41TX,
pH-metr CP505 (Elmetron),
spektrofotometr: SP-830 (Metertech),
sterylizatory parowe (autoklawy): MLS-3781L (Panasonic) i 2100
Classic (Prestige Medical),
system do oczyszczania zapewniajacy ultraczysta wode: Milli-Q
Integral 3 (Merck),
system do wizualizacji zeli Quantum ST4 (Vilber),
termoblok TB2 (Biometra),
termocyklery: TPersonal (Biometra), TAdvanced (Biometra),
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» waga laboratoryjna Precisa 160M (Medicat),
» wirowki: MiniSpin plus (Eppendorf), 3-18K (Sigma),
» wyparka prozniowa Rotavapor-R (Biichi),

« zasilacz do elektroforezy Consort EV243 (BioRad).

2.  Metody

1. Izolacja szczepow z brodawek korzeniowych:
Brodawki odci¢to od korzeni i poddano powierzchniowemu jalowieniu
w sublimacie (0,1% HgCl,) przez 45 sek., nastepnie trzykrotnym optukaniu jalowa
woda destylowana, nastgpnie przez 60 sek. w 75% etanolu oraz pigciokrotnie
ptukano jalowa wodag destylowang. Wyjalowione brodawki miazdzono w kropli
jatlowej wody, a uzyskany material zawierajacy ryzobia, posiewano metoda

sektorowo-redukcyjnag na state podtoze 79CA i inkubowano w temp. 28°C.

2. lzolacja szczepo6w z roztworu glebowego:

W kolbie umieszczono 100 g wilgotnej ziemi pochodzacej z hatdy i dodano
200 ml wody. Wytrzasano (120 rpm/15-20 min), a nastepnie pozostawiono do
sedymentacji na 10 min. 2/3 objetosci mieszaniny przelano do nastepnej kolby,
pozostawiono na 20 min a nastepnie do kilku probowek przelano znad osadu wyciag
glebowy.

Wyjatowione nasiona komonicy 1 przelotu (nasiona plukano trzykrotnie
jatowa woda / 3 min wytrzasania z sublimatem / trzykrotnie ptukanie jatowa woda /
3 min wytrzasania w 70% etanolu / trzykrotne ptukanie jatowa wodg) nanoszono
jalowo na skosy z pozywka Fahraeusa. Po 5 dniach odrzucono skosy w ktorych
nasiona nie skietkowaly, a pozostate zakazano 200 pl wyciaggu glebowego. Zakazone
rosliny hodowano 5 tygodni w temperaturze 22 — 25°C, a nastgpnie z korzeni odcigto
brodawki, wyjatowiono powierzchniowo i izolowano z nich ryzobia zgodnie

Z procedurg z pkt. 1.

3. Izolacja calkowitego DNA:
Genomowe DNA badanych szczepow izolowano z 24-godzinnej plynnej
hodowli w podtozu TY (28°C / wytrzasanie 120 rpm) przy uzyciu zestawu Genomic

Mini, zgodnie z instrukcjg producenta.
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4. Amplifikacja fragmentow DNA w reakcji PCR:
Reakcje PCR, w ktorej matryca bylo calkowite DNA wyizolowane
Z badanych szczepdéw ryzobiow przeprowadzono w objetosci 25 ul, zgodnie ze
schematem:
DreamTaq Green PCR Master Mix 12,5 ul

H,0O destylowana 10,5 pl
primer 1 0,5 ul
primer 2 0,5 ul

matryca DNA 1l

Etapy reakcji PCR przeprowadzano w termocyklerze zgodnie z ponizszymi

schematami (Tab. 4):

16S nodA 16S dnaK gyrB atpD GSlI ginil recA
rRNA rD1
1 95°C/ | 94°C/ | 95°C/ | 95°C/ | 95°C/ | 95°C/ | 95°C/ | 95°C/ | 95°C/
3 min 3 min 3 min 3 min 3 min 3 min 3 min 3 min 3 min
2 94°C/ | 94°C/ | 94°C/ | 94°C/ | 94°C/ | 94°C/ | 94°C/ | 94°C/ | 94°C/
1 min 45sek. | 45sek. | 45sek. | 45sek. | 45sek. | 45sek. | 45sek. | 45 sek.
3 55°C/ | 50°C/ | 50°C/ | 59°C/ | 52°C/ | 63°C/ | 60°C/ | 62°C/ | 57°C/
1 min 30sek. | 45sek. | 45sek. | 45sek. | 45sek. | 45sek. | 45sek. | 45 sek.
4 72°C/ | 72°C/ | 72°C/ | 72°C/ | 72°C/ | 72°C/ | 72°C/ | 72°C/ | 72°C/
2 min 1 min 90 sek. | 45 sek. 1 min 1 min 1 min 75 sek. 1 min
5 72°C/ | 72°C/ | 72°C/ | 72°C/ | 72°C/ | 72°C/ | 72°C/ | 72°C/ | 72°C/
3 min 5 min 5 min 5 min 5 min 5 min 5 min 5 min 5 min
6 35 35 35 35 35 35 35 35 35

Tab. 4. Przebieg reakcji PCR dla wykorzystanych primeréw. 1 — wstepna denaturacja,
2 — denaturacja, 3 — annealing, 4 — elongacja, 5 — koniicowa elongacja, 6 — liczba cykli

5. Elektroforeza DNA w podlozu agarozowym:
Otrzymane produkty reakcji PCR nanoszono w obje¢tosci 5 pl do studzienek
1% zelu agarozowego. Jako wzorzec stosowano 2 ul GeneRulerTM 100bp DNA
Ladder Plus. Elektroforeze prowadzono w 1x buforze TBE przy napigeciu 120V, do
momentu osiggniecia przez barwnik konca zelu. Zel barwiono w 0,05% wodnym
roztworze bromku etydyny, a nastgpnie wizualizowano DNA w swietle UV

I dokumentowano stosujac oprogramowanie Quantum-Capt.
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6. Analiza RFLP badanych szczepow:
Reakcje trawienia restrykcyjnego przeprowadzono w objetosci 15 pul,

zgodnie ze schematem:

produkt PCR 5ul
H,O destylowana 8 ul
enzym restrykcyjny 0,5 ul

bufor dla enzymu restrykcyjnego 1,5 ul

Reakcje trawienia restrykcyjnego przeprowadzono w termobloku, w temp.
odpowiedniej dla uzytego enzymu (37°C dla BsuRI oraz 65°C dla Taql) przez
60 min.

Otrzymane produkty reakcji trawienia restrykcyjnego  nanoszono
w objetosci 15 pl do studzienek w 1% zelu agarozowym. Elektroforeze prowadzono
w buforze TBE przy napieciu 80 mV przez 2 godz. 40 min. Zel barwiono w 0,05%
wodnym roztworze bromku etydyny, a nastepnie wizualizowano DNA w §wietle UV

1 dokumentowano stosujac oprogramowanie Quantum-Capt.

7. Analiza AFLP:

Genomowe DNA (17 pl) trawiono przez 18 godz. w termobloku w temp.
37°C przy pomocy mieszaniny enzymu restrykcyjnego Pstl (1 ul) i odpowiedniego
dla niego buforu (2 pl). Po tym czasie, w celu sprawdzenia rezultatu trawienia DNA
probki (4 pl mieszaniny po trawieniu enzymem + 1 ul buforu obcigzajacego)
nanoszono do studzienek w 1,5% zelu agarozowym. Elektroforez¢ prowadzono w 1x
stezonym buforze TBE przy napieciu 100 V przez 2,5 godz.

Adaptory Pstl_AR i Pstl_AF mieszano ze sobg w réwnych objeto$ciach
| denaturowano w termobloku przez 10 min w temp. 95°C. Nastepnie denaturowang
mieszaning pozostawiono na 30 min w temp. pokojowej w celu renaturacji.

Reakcje ligacji przeprowadzono w objetosci 20 pl, w termobloku o temp.
37°C przez 4 godz. Sktad mieszaniny reakcyjnej na jedng probke:

genomowe DNA (po trawieniu enzymem Pstl) 16 ul

ligaza faga T4 1 ul
bufor dla ligazy faga T4 2 ul
renaturowane adaptory 1 ul

Po ligacji do mieszaniny reakcyjnej dodawano 100 pl mieszaniny 95%

etanol — 3M octan sodu (v/v, 24:1) i umieszczano w temp. -20°C na 30 min.
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Nastepnie probki wirowano przez 20 min przy 14 000 rpm w temp. 4°C. Otrzymany
w ten sposob osad przemywano 200 ul 70% etanolu i wirowano przez 5 min przy
14 000 rpm (powtarzano dwukrotnie). Wytragcone DNA pozostawiono w temp.
pokojowej do momentu catkowitego odparowania etanolu, po czym zawieszano
w50 ul jatowej H,O MilliQ i inkubowano w temp. pokojowej do momentu
rozpuszczenia.

Kolejnym etapem byta reakcja PCR, w ktorej jako matryce wykorzystano
DNA po ligacji, przeprowadzona w objetosci 25 ul zgodnie ze schematem:

DreamTaq Green PCR Master Mix 12,5 ul

H,O (wolna od nukleaz) 6 ul
primer Pstl-GCG 1,5 ul
matryca DNA S5ul

Reakcje PCR przeprowadzano w termocyklerze zgodnie z warunkami
podanymi w Tab. 5.

Etap Temperatura Czas Uwagi
wstepna denaturacja 95°C 2 min -
denaturacja 94°C 20 sek.
annealing 50°C 20 sek. 40 cykli
elongacja 72°C 1 min
koncowa elongacja 72°C 7 min

Tab. 5. Warunki reakcji amplifikacji w analizie AFLP

Po amplifikacji z mieszaniny reakcyjnej pobrano probke o objetosci 5 pl,
dodawano 2 pl buforu obcigzajagcego 1 nanoszono do studzienek w 3% zelu
agarozowym. Jako wzorzec stosowano 2 pl GeneRulerTM 100bp DNA Ladder Plus.
Rozdziat elektroforetyczny prowadzono w 1x stezonym buforze TBE przy napigciu
100V przez ok. 3,5 godziny. Zel barwiono w 0,05% wodnym roztworze bromku
etydyny, a nastgpnie wizualizowano DNA w $wietle UV i dokumentowano stosujac

oprogramowanie Quantum-Capt.

8. Badanie wrazliwosci badanych szczepéw ryzobiow na sole metali
ciezkich — testy plytkowe:

Na ptytki Petriego z pozywka 79CA wzbogacong roznymi stezeniami metali

cigzkich nakraplano po 10 pl wodnych zawiesin szczepdéw ryzobiow o ODssg = 0,2.

W doswiadczeniu wykorzystano sole cynku (ZnSO, x 7H,0), kadmu (CdN;Og)
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I ofowiu (Pb(NO3)2) w stezeniach: 33 mM, 10 mM, 3,3 mM, 1 mM, 330 uM, 100
uM, 33 uM oraz 10 uM. Pilytki inkubowano przez 24 godz. w temp. 28°C,
anastgpnie sprawdzano, ktore stezenia spowodowaly zahamowanie wzrostu
badanych szczepéw. Doswiadczenie przeprowadzono w trzech, niezaleznych

powtdrzeniach.

9. Badanie wrazliwosci badanych szczepéw ryzobiow na sole metali
ciezKich — testy z hodowla w podlozu plynnym:

Przygotowano probowki zawierajace po 5 ml ptynnego podloza TY

z dodatkiem jonow Zn®*, Cd** i Pb®" w stezeniach 33 mM, 10 mM, 3,3 mM, 1 mM,
330 uM, 100 puM, 33 uM oraz 10 uM. Podloza zaszczepiano 24-godzinng hodowla
badanych szczepow (ODssp = 0,2) 1 umieszczano na wytrzasarce. Hodowle
prowadzono przez 48 godz. w temp. 28°C z cigglym wytrzasaniem (120 rpm). Po
uplywie 48 godz. przy pomocy spektrofotometru przy dlugosci fali 550 nm
zmierzono gestos¢ optyczng hodowli i okreslono stezenia hamujace wzrost badanych

szczepow. Doswiadczenie przeprowadzono w trzech, niezaleznych powtdrzeniach.

10. Badanie wrazliwosci badanych szczepéw ryzobiéw na sole metali
ciezkich — testy mikroskopowe:

Do  przygotowania  przyzyciowych  preparatbw  mikroskopowych
wykorzystano nocne hodowle badanych szczepow ryzobiow, ktore odwirowano
w probowkach Eppendorf, przeptukano 0,6 mM EDTA a nastgpnie zawieszono
w jatowej H,O zawierajacej rozne stezenia (3 mM, 1 mM, 330 uM, 100 uM, 33 uM
oraz 10 uM) soli cynku, kadmu i olowiu. Przygotowano réwniez grupe kontrolng
zawierajaca jalowa HoO bez dodatku jonow metali. Komodrki wybarwiano przez
30 min jodkiem propidyny (25 ul/ml) oraz fluoresceing (10 ul/ml). Po inkubacji
odwirowano probki, a otrzymany osad bakteryjny zawieszono w 50 ul PBS
I wykonano rozmazy, ktore ogladano przy uzyciu mikroskopu fluoroscencyjnego. Do
oceny stosunku ilo$ci komoérek zywych do martwych zastosowano filtr fioletowy
WBYV (komorki zywe 1 martwe) oraz filtr Red (komoérki martwe). Doswiadczenie
przeprowadzono w trzech, niezaleznych powtorzeniach, a w kazdej grupie okreslono

liczbe komorek zywych i martwych w pigciu polach widzenia.
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11. Badanie zakresu gospodarza roslinnego wyselekcjonowanych szczepow:

Wyjatowione nasiona kilku gatunkéw roslin bobowatych (koniczyny
takowej, koniczyny biatej, komonicy, przelotu, grochu i wyki) umieszczano na
skosach z podlozem Fahraeusa. Po kilku dniach odrzucono skosy w ktérych nasiona
nie wykietkowaly, a pozostale inokulowano wodnymi zawiesinami (ODssp = 0,2)
badanych szczepow ryzobiow. W przypadku koniczyny takowej, koniczyny bialej,
komonicy, przelotu uzyto po 20 roslin, natomiast w przypadku grochu i wyki po
10 ro$lin. Probowki z roslinami inkubowano w temp. 21°C przy fotoperiodzie 12/12
godz. (Swiatto/ciemnosc). Po uptywie 6 tygodni od inokulacji zliczono brodawki na

korzeniach ro$lin.

12. Badanie zr6znicowania metabolicznego badanych szczepéw - testy
BIOLOG:

Nocne hodowle bakteryjne w podlozu TY trzykrotnie odwirowano
| przeptukano jatlowa woda, a nastgpnie zawieszono w wodzie. Gestos¢ optyczng
otrzymanej zawiesiny bakteryjnej ustalono na poziomie ODssp = 0,1. Do kazdej
studzienki ptytki testu Biolog GN2 dodano 150 ul zawiesiny bakterii i inkubowano
ja przez kolejne 72 godziny temperaturze 28°C. W regularnych odstgpach czasu
(co 12 godzin) rejestrowano zmiany absorbancji przy dtugosciach fali 590 nm
I 750 nm, przy uzyciu czytnika ptytek Asys UVM 340 firmy Biogenet.

W przypadku ptytek BIOLOG PM2A uzyskang zawiesing bakteryjng
zawieszano w plynie IF-0. Gesto$¢ optyczng otrzymanej zawiesiny ustalono na
ODssp = 0,5. W probowce zmieszano 10 ml przygotowanego ptynu IF-0
z barwnikiem, 1ul roztworu witamin Dilwortha oraz 2 ml zawiesiny bakteryjnej
w IF-0. Do kazdej ze studzienek plytki testu Biolog naniesiono po 100 pl tej
zawiesiny 1 inkubowano ja przez kolejne 72 godziny w temperaturze 28°C.
W regularnych odstgpach czasu (co 12 godzin) rejestrowano zmiany absorbancji
przy dlugosciach fali 590 nm i 750 nm, przy uzyciu czytnika ptytek Asys UVM 340
firmy Biogenet.

W przypadku ptytek BIOLOG PM3B uzyskang zawiesing bakteryjng
zawieszano w plynie IF-0. Gesto$¢ optyczng otrzymanej zawiesiny ustalono na
ODssp = 0,5. W proboéwce zmieszano 10 ml przygotowanego plynu IF-0
z barwnikiem, 1pl roztworu witamin Dilwortha, 120 pl jatowego roztworu

pirogronianu sodu oraz 2 ml zawiesiny bakteryjnej w IF-0. Do kazdej ze studzienek
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ptytki testu Biolog naniesiono po 100 pl przygotowanej w ten sposob zawiesiny
bakterii i inkubowano ja przez kolejne 72 godziny w temperaturze 28°C.
W regularnych odst¢pach czasu (co 12 godzin) rejestrowano zmiany absorbancji
przy dtugosciach fali 590 nm i 750 nm, przy uzyciu czytnika ptytek Asys UVM 340
firmy Biogenet.

13. Badanie wplywu metali ciezkich na metabolizm — testy BIOLOG:

Aby zbada¢ wplyw jondow metali ciezkich na metabolizm badanych
ryzobiow, bakterie zawieszano w jatowych, wodnych roztworach metali ci¢zkich
(Zn, Pb lub Cd) o stezeniu 330 uM. Tak przygotowang zawiesing bakteryjng o ODss
= 0,5 zaszczepiano ptytki BIOLOG GN2. W przypadku testow PM2A oraz PM3B
metale cigzkie dodawano bezposrednio do studzienek w plytkach, tak, aby koncowe

stezenie jondw metali wynosito 330 uM.

14. Izolacja wyciagu flawonoidowego z kielkujacych nasion roslin
bobowatych:

Wyjatowione nasiona roslin bobowatych umieszczono w kolbie stozkowe;j,
do ktorej wlewano jalowa wode destylowang tak, aby calkowicie przykry¢é warstwe
nasion. Zawarto$¢ kolby wytrzasano w temperaturze 28°C przy 100 rpm przez
3 doby. Po tym czasie skietkowane nasiona oddzielono od ptynu na jatlowej gazie.
Resztki nasion odwirowywano przez 20 min przy 4 tys. rpm, a plyn z mieszaning
flawonoidow przenoszono do nowej kolby. Po zmierzeniu objgtosci otrzymanego
roztworu, flawonoidy ekstrahowano octanem etylu w proporcji 1 ml na 10 ml
ekstrahowanego ptynu. Uzyskany ekstrakt odparowywano do sucha pod obnizonym
cisnieniem w temperaturze 60°C na wyparce préozniowej. Pozostala po odparowaniu
octanu etylu suchg masg, zawierajaca flawonoidy, rozpuszczano w 95% alkoholu

etylowym. Tak otrzymany wycigg flawonoidowy przechowywano w 4°C.

15. Izolacja czynnikéw Nod szczepu Rhizobium leguminosarum TR4:
Bakterie R. leguminosarum TR4 hodowano w probowkach z 5 ml ptynnego
podtoza TY przez 24 godz., w 28°C z wytrzasaniem 120 rpm. Przygotowane w ten
sposob hodowle wykorzystano do inokulacji kolb z 500 ml podtoza TY. Kolby
z zaszczepionym podlozem inkubowano przez 24 godz., w 28°C z wytrzasaniem

120 rpm. Nastepnie dodawano wyciag flawonoidowy z nasion koniczyny tgkowej
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(stezenie koncowe 2 uM) i kontynuowano hodowle w nie zmienionych warunkach
przez kolejne 48 godz.

Po odwirowaniu komorek bakteryjnych przy 10 tys. rpm ptyn pohodowlany
przefiltrowano przez sterylne filtry membranowe, a nastepnic dwukrotnie
ekstrahowano czynniki Nod n-butanolem (200 ml/1 ptynu pohodowlanego). Tak
izolowane czynniki Nod byly uzywane w doswiadczeniach wazonowych

w odpowiednich rozcieficzeniach (102, 10, 10, 10°, 10°°).

16. Identyfikacja skladowych czynnikéw Nod w preparacie:

Biopreparat zawierajacy czynniki Nod odparowywano pod zmniejszonym
ci$nieniem na wyparce proézniowej, do momentu uzyskania 2 mg suchej masy.
W celu ufatwienia hydrolizy aminocukrow probki poddano N-acetylacji
(H2O/Ac,0/10% NaOH) i inkubowano przez 3 minuty. Nast¢pnie dodano bezwodnik
octowy oraz NaOH i inkubowano kolejne 3 minuty. Po inkubacji, nadmiarem
bezwodnika octowego obnizono pH (<7). Probki wysuszono i dwukrotnie
destylowano 1M HCI oraz trzykrotnie woda dejonizowana. Nastgpnie probki
poddano hydrolizie (4M HCI1/100°C/4h), a po ostudzeniu usuwano kwasy thuszczowe
stosujac ekstrakcje heksanem. Uzyskang faze wodng odparowywano na wyparce
prozniowej, dwukrotnie przeptukujac woda destylowang w celu usunigcia resztek
kwasu. Po calkowitym wysuszeniu probek przeprowadzono kolejna N-acetylacje (wg
powyzszego schematu). Nastepnie probki poddano redukcji Na;BH4 (45°C/1h) i po
inkubacji usuwano borany przez destylacj¢ z nizej wymienionymi odczynnikami:

- 33% ag CH;COOH,

- 20% ag CH;COOH,

- 10% CH3COOH w CH30H,

- 1M HCI/MeOH (dwukrotnie),
- CH3OH (dwukrotnie).

Probki poddano peracetylacji (AcO/pirydyna/30 min) a nastgpnie
stosowano ekstrakcje chloroformem (CH3Cl:H,O, 1:1 vV/v). Zebrang faze
chloroformowg dwukrotnie przemywano woda i po odwodnieniu z zastosowaniem
kolumienek wypetionych Na,SO4, wysuszeniu N,, analizowano metodg GC-MS.

Oznaczenia wykonano na chromatografie Agilent Technologies model
7890A sprzezonym z kwadrupolowym spektrometrem masowym 5975C MSD

operujacym przy potencjale jonizacji 70eV i rejestrowano na komputerze Vectra 386.
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Rozdziaty prowadzono na kapilarnej kolumnie HP5 (0,25 mm x 25 m)
W temperaturze poczatkowej 150°C przez 5 min, ktora wzrastata dalej w tempie

5°C/min do temperatury maksymalnej 310°C, stosujac jako gaz nosny hel (Iml/min).

17. Badanie aktywnosSci biologicznej preparatu czynnikow Nod:

Wplyw preparatu na wzrost ros§lin zbadano w do$wiadczeniu wazonowym,
w ktorym nasiona koniczyny tgkowej namaczano w wodnych roztworach preparatow
czynnikow Nod o roéznych stezeniach (10'2 — 10'6), w celu okreslenia stgzenia
najlepiej stymulujagcego brodawkowanie i wzrost ros$lin. Ro$liny hodowano
W zautomatyzowanej szklarni, w ktorej panowala stala temperatura 22°C,
a wilgotno$¢ powietrza wahala si¢ w granicach 25-30% w wazonach o pojemnosci
500 ml z podtozem piaskowo-perlitowym (1:1, v:v) podlanych podtozem Fahraeusa.
Tak przygotowane wazony inokulowano wodng zawiesing szczepu Rhizobium
leguminosarum TR4 (15 ml zawiesiny, ODssop = 0,2). Podczas wzrostu ro$lin
przeprowadzano proste czynno$ci, takie jak: redukcja liczby roslin w kazdym
z wazondéw (dazenie do stalej ilosci 10 roslin/wazon) oraz uzupetnianie niedoboréw
wody w podtozu. Aby zapobiec nadmiernej ekspozycji na §wiatto stoneczne, rosliny
byly zacieniane przez automatyczne rolety. Po uptywie 6 tygodni zliczono liczbe

brodawek korzeniowych, a takze zwazono §wiezg mase pedow oraz korzeni roslin.

18. Roslinne doswiadczenia wazonowe:

W pracy wykonano kilka réoznych doswiadczen wazonowych, ktorych celem
byto sprawdzenie wpltywu jondéw metali cigzkich na wzrost i brodawkowanie
koniczyny fakowej oraz zbadanie wyselekcjonowanego szczepu i/lub jego metabolitu
do wspomagania wzrostu i brodawkowania tej rosliny w obecnosci wysokich stgzen
jondéw metali. Doswiadczenia prowadzono w zautomatyzowanej szklarni, w ktorej
panowala stata temperatura 22°C, a wilgotno$¢ powietrza wahata si¢ w granicach 25-
30%. Rosliny hodowano w wazonach polipropylenowych o pojemnosci 500 ml,
wypetnionych mieszaning piasku i perlitu (1:1, viv). Na poczatku kazdego
eksperymentu wazony podlewano plynng pozywka Fahraeusa, wzbogacong
w odpowiednie stgzenia jonoOw metali ciezkich tak, aby stezenie jondéw Zn*
w wazonach wynosito 5, 10 1 20 mM, jonow Cd* 100, 250 i 500 UM oraz jonow
Pb® 1,215 mM. W przypadku do$wiadczen z jonami otowiu, z pozywki Fahraeusa

usuni¢to zwigzki fosforu (obecnos$¢ tego pierwiastka w podtozu powodowata
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wytragcanie si¢ jondw otowiu i1 przeksztatcanie go w formy niedostepne dla roslin),
arosliny opryskiwano fosforowym nawozem dolistnym. Podczas wzrostu ro$lin
przeprowadzano proste czynnosci, takie jak: redukcja liczby roslin w kazdym
Z wazondw (dazenie do statej ilosci 10 roslin/wazon) oraz uzupetianie niedoborow
wody w podtozu. Aby zapobiec nadmiernej ekspozycji na §wiatto stoneczne, rosliny
byly zacieniane przez automatyczne rolety. Po uplywie 6 tygodni zliczano liczbe
brodawek korzeniowych, a takze wazono swiezg mas¢ pedow oraz korzeni roslin.
Jezeli byto to wskazane ze wzgledéw doswiadczalnych, nasiona nawilzano
roztworem czynnikdbw Nod lub wazony zaszczepiano wodng zawiesing szczepu
Rhizobium leguminosarum TR4. W przypadku preparatu zawierajacego czynniki
Nod, nasiona koniczyny takowej przed wysiewem namaczano przez 30 min
W roztworze preparatu o rozcienczeniu 107 (najbardziej efektywne stezenie
preparatu, wyznaczone w pkt. 17). Do inokulacji szczepem R. leguminosarum TR4

wykorzystywano wodng zawiesing tego szczepu (15 ml zawiesiny, ODss = 0,2).
19. Analiza statystyczna:

Statystyczng analize wynikéw doswiadczen przeprowadzono za pomocag

metody ANOVA i testu Tukeya (oprogramowanie STATISTICA).
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Celem pracy doktorskiej bylo znalezienie 1 scharakteryzowanie uktadu
symbiotycznego Rhizobium - roslina bobowata, przeznaczonego do wykorzystania
w procesie rekultywacji terenéw skazonych jonami kadmu, cynku i otowiu.
Realizacja problemu badawczego obejmowata:

1. Izolacje, selekcje i1 charakterystyke szczepow ryzobiéw charakteryzujacych
sic podwyzszona opornoscia na jony Zn>*, Cd** i Pb®*, zdolnych do
efektywnej stymulacji wzrostu ro$linnego gospodarza w warunkach
laboratoryjnych.

2. Zbadanie wplywu wyselekcjonowanego szczepu i jego metabolitow, takich
jak czynniki Nod, na wzrost ros$lin hodowanych w warunkach imitujacych
warunki  panujagce na terenach zdegradowanych (dos$wiadczenia

z zastosowaniem podtoz skazonych jonami Zn?*, Cd®* i Pb?).
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V. Wyniki

1. Izolacja i wstepna ocena zrdoznicowania genetycznego
SZczepow

Pierwszym etapem prowadzonych prac byto stworzenie kolekcji szczepow
ryzobiow pochodzacych ze §rodowiska zanieczyszczonego jonami metali ciezkich.
Szczepy izolowano z brodawek korzeniowych roslin bobowatych (Fabaceae)
rosngcych na hatdzie na terenie sktadowiska odpadéw cynkowo - olowiowych
w Bolestawiu (50,17°N; 19,29°E) na Gérnym Slasku.

W kolekeji znalazty si¢ szczepy wyizolowane z brodawek korzeniowych:

1. koniczyny biatej (Trifolium repens): KB1, KB2, KB3, KB4, KB5, KBS,

KB7, KB8, K1, K2, K3, K4, K5, K6, K7, K8, K9, K10, K11, K12

(20 szczepow);

2. koniczyny tagkowej (Trifolium pratense): KCz1, KCz2, KCz3, KCz4, KCz5

(5 szczepow);

3. komonicy zwyczajnej (Lotus corniculatus): Kol, Ko2 (2 szczepy);
4. przelotu zwyczajnego (Anthyllis wvulneraria): P1, P2, P3, P4, P5

(5 szczepow);,

5. koniczyny drobnogtowkowej (Trifolium dubium): X1, X2, X3, X4, X5, X6,

X7, X8, X9, X10, X11, X12, X13, X14 (14 szczepow).

Ponadto wyizolowano ryzobia z brodawek korzeniowych roslin rosngcych
in vitro w warunkach sterylnych, ktore zakazono wyciagiem glebowym otrzymanym
z gleby pobranej z hatdy. Tq metoda uzyskano izolaty pochodzace z brodawek:

1. komonicy zwyczajnej (Lotus corniculatus): Koml1, Kom1A, Kom2, Kom4,

Kom5, Kom6, Kom7, Kom8, Kom9, Koml0, Komll, Kom1l2

(12 szczepow)

2. przelotu zwyczajnego (Anthyllis vulneraria): Ptl, Pt2, Pt3B, Pt4 (4 szczepy)

Lacznie kolekcja liczyta 62 szczepy.

Z komorek wszystkich szczepow ryzobiow wyizolowano catkowite DNA,
anastgpnie przeprowadzono amplifikacje¢ fragmentu genu 16S rRNA (region
chromosomalny) oraz fragmentu genu nodA (region plazmidowy). W przypadku

genu 16S otrzymano produkt PCR dla kazdego badanego szczepu, natomiast dla
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czegsci szezepow nie uzyskano produktu reakcji PCR po zastosowaniu primerow dla
genu nodA.

Z uwagi na fakt, ze szczepy dla ktoérych nie uzyskano amplifikacji genu
nodA (Kol, Ko2, P1, P2, P3, P4, P5, X1, X2, X3, X4, X7, X9, X11, X13, Pt2, Pt4,
Kom4, Kom5, Kom6, Kom7, Kom9, Kom10, Kom11 — tacznie 24 szczepy) moga
nie posiada¢ plazmidu symbiotycznego, umozliwiajacego nawigzanie efektywnej
symbiozy z ro$linnym gospodarzem, nie korzystano z nich w dalszych badaniach.

Dla pozostatych 38 szczepéw wykonano analize¢ RFLP (Restriction
Fragment Length Polymorphism) uzyskanych amplikonow gendéw 16S rRNA oraz
nodA, do ktorej wykorzystano dwa enzymy restrykcyjne: BsuRI oraz Taq|l.

Technika RFLP z zastosowaniem enzymow restrykcyjnych BsuRI oraz Tagl
pozwolita na zidentyfikowanie 13 wunikalnych profili restrykcyjnych przy
zastosowaniu enzymu BsuRI oraz 14 unikalnych profili przy uzyciu enzymu Taql dla
fragmentu 16S rDNA. W profilach restrykcyjnych regionu 16S rDNA uzyskanych za
pomocg trawienia enzymem BSURI wystepowato od 3 do 6 fragmentow, analogiczng
liczbe fragmentow uzyskano po trawieniu enzymem Tagl. Jeden z profili
restrykcyjnych wystepowatl znacznie czgéciej niz pozostate — byt charakterystyczny

dla 14 szczepoéw (Rys. 8).
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Rys. 8. Profile restrykcyjne fragmentu genu 16S rRNA (schemat). Liczby pod $ciezkami
oznaczaja liczbe szczepow, charakteryzujacych si¢ danym profilem restrykcyjnym.
M — marker wielkoS$ci
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W przypadku regionu genu nodA uzyskano 8 profili restrykcyjnych przy
zastosowaniu enzymu BsuRIl oraz 6 profili dla enzymu Taql. W profilach
restrykcyjnych genu nodA uzyskanych za pomocg trawienia BsuRI zidentyfikowano
od 2 do 3 fragmentoéw, natomiast po trawieniu Tagl otrzymano od 2 do 5
fragmentow. W porownaniu do regionu 16S rDNA uzyskano mniej zré6znicowane
profile restrykcyjne. Czgs¢ uzyskanych profili restrykcyjnych charakteryzowata sig
duzg czestoscig wystgpowania np.: profile nod Bsu2 i nod Bsu3 otrzymane po
trawieniu BsuRI oraz profile nod Tagl i nod Tag2 otrzymane po trawieniu enzymem
Tagl. (Rys. 9).
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Rys. 9. Profile restrykcyjne fragmentu genu nodA (schemat). Liczby pod $ciezkami
oznaczajga liczbe szczepow, charakteryzujacych si¢ danym profilem restrykecyjnym.
M - marker wielkoS$ci

Analiza profili restrykcyjnych regionu 16S rDNA oraz regionu nodA
pozwolila na zaklasyfikowanie kazdego z 38 szczepow do jednej z 19 grup

(genotypow) — Tab. 6.
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Profile restrykcyjne
Szczep . Region 16S rDNA Region nodA _ Genotyp
trawienie trawienie Taql | trawienie BsuRlI trawienie
BsuRlI Taql

K1 16S Bsul 16S Taql nod Bsu2 nod Taql 1
K2 16S Bsu2 16S Taq?2 nod Bsul nod Taql 2
K3 16S Bsu?2 16S Tag2 nod Bsu2 nod Taql 3
K4 16S Bsu4 16S Taqg4 nod Bsu2 nod Taql 4
K5 16S Bsu?2 16S Tag2 nod Bsu2 nod Taql 3
K6 16S Bsu2 16S Tag2 nod Bsul nod Taqgl 2
K7 16S Bsu3 16S Tag3 nod Bsu5 nod Taql 5
K8 16S Bsu4 16S Taqg4 nod Bsu2 nod Taql 4
K9 16S Bsu?2 16S Tag2 nod Bsu3 nod Taq2 6
K10 16S Bsu3 16S Tag3 nod Bsu5 nod Taql 5
K11 16S Bsu2 16S Tag2 nod Bsul nod Taqgl 2
K12 16S Bsu?2 16S Tag2 nod Bsu3 nod Tag2 6
KB1 16S Bsu2 16S Tag2 nod Bsul nod Taqgl 2
KB2 16S Bsu2 16S Tag2 nod Bsu?2 nod Taqgl 3
KB3 16S Bsu?2 16S Tag2 nod Bsu2 nod Taql 3
KB4 16S Bsu?2 16S Tag2 nod Bsu2 nod Taql 3
KB5 16S Bsu3 16S Tag3 nod Bsul nod Tagl 7
KB6 16S Bsu2 16S Tag?2 nod Bsul nod Taql 2
KB7 16S Bsu2 16S Tag2 nod Bsu2 nod Tagl 3
KB8 16S Bsu2 16S Tag2 nod Bsu2 nod Taql 3
X5 16S Bsul 16S Tags nod Bsu3 nod Tag?2 8
X6 16S Bsu5 16S Tag6 nod Bsu4 nod Tag3 9
X8 16S Bsu5 16S Tag6 nod Bsu4 nod Tag3 9
X10 16S Bsu3 16S Tag3 nod Bsu5 nod Taql 5
X12 16S Bsul 16S Taq7 nod Bsu3 nod Tag?2 10
X14 16S Bsu6 16S Taqg8 nod Bsu3 nod Tag?2 11
KCz1 16S Bsu7 16S Taq9 nod Bsu3 nod Tag?2 12
KCz2 16S Bsu7 16S Taq9 nod Bsu3 nod Tag?2 12
KCz3 16S Bsu7 16S Taq9 nod Bsu3 nod Tag2 12
KCz4 16S Bsu8 16S Taql0 nod Bsu3 nod Tag?2 13
KCzb 16S Bsu7 16S Taq9 nod Bsu3 nod Tag2 12
Ptl 16S Bsu9 16S Tagll nod Bsu6 nod Tag4 14
Pt3B 16S Bsul0 16S Taqll nod Bsu7 nod Tag5 15
Kom1l 16S Bsul3 16S Taql2 nod Bsu6 nod Tag4 16
KomlA 16S Bsul2 16S Taql3 nod Bsu6 nod Tag4 17
Kom?2 16S Bsul0 16S Taqll nod Bsu7 nod Tag5 15
Kom8 16S Bsul3 16S Taql4 nod Bsu8 nod Taq7 18
Kom12 16S Bsul4 16S Taql4 nod Bsu8 nod Taq7 19

Tab. 6. Genotypy szczepow ryzobiéow okreslone na podstawie analizy RFLP regionéw
16S rDNA oraz nodA

Zebrana kolekcja szczepéw charakteryzuje si¢ duzym zrdznicowaniem
badanych markeréw genetycznych (16S rRNA, nodA), poniewaz wsrdd 38 szczepodw
zidentyfikowano 19 rdéznych genotypéw. Z najwyzsza czgstosciag wystgpowal
genotyp 3 (18% wszystkich profili) oraz genotyp 2 (12% profili), natomiast genotypy
1, 7,8, 10, 11, 13, 14, 16, 17, 18 oraz 19 byly reprezentowane przez pojedyncze

szczepy.
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Wykorzystujac wyniki analizy RFLP opracowano dendrogram opisujacy
wzajemne podobienstwo otrzymanych genotypow (Rys. 10). Na podstawie analizy
RFLP szczepy mozna podzieli¢ na dwie duze grupy: (grupa I i grupa II). Do
pierwszej nalezg szczepy wyizolowane z brodawek korzeniowych réznych gatunkéw
koniczyny. W tym zbiorze mozna wyrézni¢ dwie podgrupy: (a) ztozong ze szczepow
wykazujacych >80% podobienstwa, do ktorej naleza w wigkszosci szczepy
Z koniczyny bialej, oraz (b) grupe wykazujacag >70% podobienstwa, obejmujaca
szczepy pochodzace z koniczyny lagkowej oraz drobnogltowkowej. Z kolei do grupy

II naleza szczepy wyizolowane z brodawek korzeniowych przelotu oraz komonicy.
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Rys. 10. Dendrogram opisujacy wzajemne podobienstwo otrzymanych genotypéw,
wykonany na podstawie analizy RFLP regionéw 16S rDNA i nodA

Zroznicowanie genetyczne szczepow badano takze za pomoca analizy
AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism). Do analizy AFLP wybrano
19 szczepow — po jednym dla kazdego genotypu wyodrebnionego na podstawie

analizy RFLP.
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Analiza AFLP wykazala, ze kazdy z badanych szczepow charakteryzowat
si¢ unikalnym profilem amplifikacyjnym (Rys. 11), co potwierdza duze

zrdznicowanie genetyczne badanej kolekc;ji.

M 1 2 3 S 6 7 8 9 10 11 12 13

Rys. 11. Amplikony badanych szczepow ryzobiéow uzyskane w analizie AFLP. M — marker
wielkos$ci. 1 - X5, 2 - X8, 3 - X12,4 - X14,5- K1, 6 - K2, 7 - K8, 8 - K10, 9 - K12, 10 - KB5,
11 - KB7, 12 - KCz3, 13 - KCz4, 14 - Koml, 15 - Kom1A, 16 - Kom8, 17 - Kom 12, 18 - Pt1,
19 - Pt3B

Korzystajac z profili uzyskanych w analizie AFLP stworzono dendrogram
opisujacy wzajemne podobienstwo badanych szczepow (Rys. 12). Mozna
wyodrgbni¢ na nim dwie glowne galezie. Do jednej naleza szczepy wyizolowane
z brodawek korzeniowych réznych gatunkéw koniczyny, natomiast do drugiej dwie
znacznie réznigce si¢ od siebie podgrupy: jedna obejmuje dwa szczepy (X8 oraz
Kom12), z kolei druga szczepy pochodzace z tkanek komonicy oraz przelotu (Kom1,
Kom1A, Kom§, Ptl, Pt3B).
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Rys. 12. Dendrogram opisujacy wzajemne podobienstwo badanych szczepéw, wykonany na
podstawie analizy AFLP

2. Badanie wrazliwosci wyselekcjonowanych szczepow

ryzobiow na sole metali ci¢zkich

19 wyselekcjonowanych szczepow ryzobidw, roznigcych sie od siebie
profilami RFLP i AFLP zbadano pod katem opornosci na jony metali cigzkich (testy
na ptytkach Petriego z pozywka 79CA wzbogacong odpowiednimi jonami). Celem
badania byto wskazanie szczepow charakteryzujacych si¢ najlepsza tolerancja na
wysokie stezenia jondw metali ciezkich. Jako szczepow referencyjnych uzyto
szczepéw Rhizobium leguminosarum bv. trifolii  TA1 i KO17 — szczepow
laboratoryjnych, nie wykazujacych zwigkszonej opornosci na jony metali cigzkich
(Tab. 7).
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Szczep Stezenie jonow hamujace wzrost szczepow |
Pb2+ Zn2+ Cd2+
X5 10 mM 33 mM 1 mM
X8 1mM 1 mM 100 uM
X12 10 mM 33 mM 1 mM
X14 1mM 3,3 mM 100 uM
K1 1mM 1 mM 100 uM
K2 10 mM 3,3 mM 10 mM
K8 3,3 mM 1 mM 3,3 mM
K10 3,3 mM 1 mM 3,3 mM
K12 3,3 mM 1 mM 3,3 mM
KB5 3,3 mM 3,3 mM 330 uM
KB7 3,3 mM 3,3 mM 3,3 mM
KCz3 10 mM 3,3 mM 10 mM
KCz4 10 mM 1 mM 10 mM
Koml 10 mM 3,3 mM 1 mM
KomlA 10 mM 10 mM 10 mM
Kom8 3,3 mM 1 mM 330 uM
Kom12 10 mM 33 mM 10 mM
Ptl 3,3 mM 3,3 mM 33 uM
Pt3B 1mM 1 mM 10 uM
K017 1mM 330 uM 33 uM
TAl 1mM 330 uM 10 uM

Tab. 7. Stezenia jonow Pb**, Zn®", Cd*" hamujace wzrost badanych szczepéw na podloiach
stalych

Szczepy laboratoryjne tolerowaty relatywnie niewielkie stezenia jonow Pb**
(1 mM), Zn* (330 uM) lub Cd** (10 lub 33 puM) w pozywce, podczas gdy
maksymalne tolerowane stg¢zenie wynosito 10 mM dla Pb? (szczepy X5, X12, K2,
KCz3, KCz4, Kom1, Kom1A, Kom12), 33 mM dla Zn** (szczepy X5, X12, Kom12)
i 10 mM dla Cd** (szczepy K2, KCz3, KCz4, Kom1A).

Do dalszych badan wybrano 8 szczepdw, wyizolowanych z brodawek
korzeniowych réznych roslin bobowatych: X12 (z koniczyny drobnogtéwkowej), K2
oraz KB7 (z koniczyny bialej), KCz3 (z koniczyny takowej), Ptl oraz Pt3B
(z przelotu) i Koml1lA oraz Kom12 (z komonicy zwyczajnej) — byly to szczepy
charakteryzujace si¢ najlepsza tolerancja na jony metali cigzkich, wybrane sposrod
grupy szczepow izolowanych z brodawek danej rosliny. Dla wspomnianej grupy
8 szczepow przeprowadzono dodatkowe badania dotyczace wptywu metali ciezkich
na przezywalnos$¢ 1 wzrost wybranych szczepoéw ryzobiéw. Pierwszym z nich byta
hodowla szczepéw w podiozu ptynnym z dodatkiem soli metali cigzkich. W Tab. 8
przedstawiono st¢zenia Pb%*, zZn** oraz Cd* hamujace wzrost ryzobiow
w hodowlach ptynnych (ocen¢ wzrostu lub jego braku prowadzono po 48 godzinach

od zaszczepienia hodowli).

50



IV. Wyniki

Stezenie jondw metalu hamujace wzrost szczepow

Szczep b2 T c
K2 3,3mM 100 uM 100 uM
KB7 10 mM 330 uM 100 uM
KCz3 3,3mM 330 uM 100 uM
X12 33 uM 330 uM 100 uM
Ptl 10 uyM 33 uM 33 uM
Pt3B 10 uM 33 uM 33 uM
KomlA 3,3mM 1 mM 330 uM
Kom12 10 uM 33 uM 100 uM

Tab. 8. Stezenia Pb?*, Zn®" oraz Cd** w podlozu plynnym hamujace wzrost ryzobiéw po 48
godzinach

Otrzymane wyniki pokazuja, ze wzrost szczepéw wyizolowanych
z brodawek korzeniowych przelotu (Ptl, Pt3B) byl hamowany przy relatywnie
niskich (10 pM Pb?*, 33 uM Zn?*, 33 uM Cd*") stezeniach jonow metali, podczas
gdy pozostale szczepy zazwyczaj byty zdolne do wzrostu przy takich stgzeniach.

Przezywalno$¢ komorek bakteryjnych w obecnosci jondw metali cigzkich
zbadano takze za pomoca obserwacji preparatdéw mikroskopowych barwionych
jodkiem propidyny (barwi DNA martwych komoérek na czerwono) i fluoresceing
(wybarwia na zielono zywe komorki). W tym do$wiadczeniu komoérki ryzobidw byty
inkubowane w roztworze z odpowiednim stg¢zeniem jondéw metali ciezkich,
wybarwiane, a nastgpnie preparaty ogladano przyzyciowo przy zastosowaniu
mikroskopu fluoroscencyjnego i oceniano stosunek ilosci komorek zywych do

martwych — wyniki zaprezentowano w Tab. 9, Tab. 10 oraz Tab. 11.
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Szczep Stezenie Zn®"
0mM 0,00mM | 0,033mM | 0,1 mM 0,33 mM 1mM 3mM
KCz3 0,98ai O,98ai O,96ai 0,923i O,SSai 0,76ai 0,6831
0,01 0,01 0,03 0,04 0,06 0,04 0,03
K2 0,98 + 0,98 + 0,97 + 0,95 + 0,92+ 0,84+ 0,78 +
0,02° 0,01° 0,03 0,03 0,03 0,04° 0,05°
KB7 0,98ai O,84bi O,SObi 0,72bi 0,69bi 0’655 0,63aét
0,02 0,03 0,04 0,05 0,05 0,05 0,04
%12 0,98ai O,97aﬂ: 0,95:: 0,92ai O,92aﬂ: 0,82:: 0,70aﬂ:
0,01 0,02 0,04 0,03 0,05 0,04 0,04
KomlA 0,98ai O,99aﬂ: 0,98:: 0,96ai O,93aﬂ: 0,80:: 0,74aﬂ:
0,01 0,01 0,01 0,04 0,05 0,05 0,03
Komi2 0,97ai O,89abi O,SObﬂ: 0,77bi O,71abi 0,68abi 0,65aét
0,02 0,06 0,05 0,05 0,04 0,05 0,04
Pt 0,95ai O,6lcﬂ: O,6OCﬂ: 0,59bi O,SSbﬂ: 0,55bﬂ: 0,52bﬂ:
0,01 0,04 0,05 0,04 0,05 0,05 0,04
Pt3B 0,98ai O,82bﬂ: O,72bi 0,64bﬂ: 0,61bﬂ: 0,51 bﬂ: 0,49bﬂ:
0,01 0,07 0,06 0,05 0,05 0,05 0,04

Tab. 9. Udzial komérek zywych w populacji bakterii traktowanych jonami Zn?* (1,00
100%). Wartosci w kolumnach oznaczone ta samgq litera nie réznia si¢ przy p<0,01

Szczep Stezenie Cd**
OomM [ 0,01mM [0,033mM | 01mM | 0,33 mM 1mMm 3mM
KCz3 0,98ai O,98ai O,96ai 0,95:: 0,92ai 0,88ai 0,82::
0,01 0,01 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05
K2 0,98 + 0,98 + 0,95+ 0,92 + 0,84 + 0,38 + 0,38bi
0,02? 0,012 0,03? 0,02? 0,05 0,03° 0,06™
KB7 0,98 + 0,77 + 0,76 + 0,75 + 0,75 + 0,72 + 0,67 +
0,02 0,04%® 0,04 0,05 0,05%® 0,04%® 0,04%®
X12 0,98 + 0,98 + 0,98 + 0,96 + 0,91 + 0,84 + 0,80 +
0,01° 0,012 0,022 0,022 0,042 0,04? 0,05°
Komia | 098+ 0,98 + 0,94 + 0,84 + 0,78 + 0,75 + 0,73 +
0,01° 0,012 0,03? 0,04%® 0,05 0,05 0,05°
Kom12 0,97 + 0,80 + 0,79 + 0,75 + 0,71 + 0,66 + 0,60 +
0,02 0,04° 0,04%® 0,05 0,05° 0,05 0,05
Pt 0,95 + 0,57 + 0,55 + 0,54 + 0,50 + 0,47 + 0,46 +
0,01° 0,04 0,04 0,04 0,04° 0,04™ 0,04
P3B 0,98 = 0,85+ 0,82+ 079 + 0.76 + 0,52+ 0,24 +
0,01 0,04 0,04 0,06 0,05 0,07 0,03

Tab. 10. Udzial komérek zywych w populacji bakterii traktowanych jonami Cd** (1,00 =
100%). Wartosci w kolumnach oznaczone ta samg literg nie r6znia sie przy p<0,01
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Stezenie Pb™"
S2¢28p | gmm | 0,01 mM Or’r?sl?’ 01mM | 033mM | 1mMm 3mM
KCsz | 098% | 091x 0.89 % 0.7+ 0,70+ 0.62:+ 0,56+
0,01 0,04 0,05 0,05 0,04 0,06 0,04
Ko 098+ | 091 0,90 + 0,88 + 0,77 + 0,67 + 0,62 +
0,022 0,06% 0,06% 0,06% 0,05 0,06% 0,05%
KB 098+ | 082+ 081+ 0.79.% 0,78 % 0.71+ 0,64+
0,02 0,04 0,05 0,05 0,04 0,04 0,04
12 098+ | 098= 0,93+ 0,90 & 0.80 & 0.78 & 0.73 %
0,01 0,01 0,06 0,05 0,05 0,03 0,03
Komia | 098% | 093% 0.88 & 0.85 = 0.84 % 081+ 0.77%
0,01 0,04 0,03 0,03 0,04 0,04 0,04
omiz | 007 | 089% 089+ 0.83 & 0.82 % 082 0.77%
0,02 0,04 0,04 0,05 0,03 0,04 0,05
ol 0,95+ | 0,68+ 0.64.% 0.61 % 0.60 & 0,59 % 0,50+
0,01 0,05 0,04 0,05 0,05 0,04 0,04
. 0,98+ | 0,70= 0,38 % 0,25+ 0,17 0,16 % 0,14+
0,012 0,05 0,05% 0,03° 0,02° 0,02° 0,01°

Tab. 11. Udzial komérek zywych w populacji bakterii traktowanych jonami Pb?" (1,00 =
100%). Wartosci w kolumnach oznaczone ta samgq litera nie réznia si¢ przy p<0,01

Najwicksza wrazliwo$¢ na jony Zn®*, Cd** i Pb?* zaobserwowano
u szczepéw wyizolowanych z przelotu (Ptl, Pt3B). Przy zastosowaniu najnizszego
stezenia jondw metali cigzkich (0,01 mM Zn®*, Cd** lub Pb*) udziat zywych
komoérek w populacji szczepu Ptl spadal odpowiednio do 61%, 57% oraz 68%,
podczas gdy pozostatle szczepy charakteryzowaly si¢ najczesciej ponad 80%
udziatem zywych komoérek w badanej populacji. Wyniki uzyskane w tym
doswiadczeniu sg analogiczne do otrzymanych w doswiadczeniach ptytkowych lub
Zz hodowla szczepéw w podtozach pltynnych z dodatkiem jonow metali cigezkich,
w ktorych szczepy Ptl oraz Pt3B wykazywaty najwigkszg wrazliwo$¢ na obecnos¢

jondw Zn?*, Cd** i Ph?*,

3. Badanie zakresu gospodarza roslinnego

wyselekcjonowanych szczepow

Dla wyselekcjonowanych 8 szczepow ryzobiow  przeprowadzono
dos$wiadczenie sprawdzajace zdolno$¢ do tworzenia brodawek na korzeniach
roznych gatunkow roslin bobowatych — zastosowano koniczyn¢ takowa, koniczyne
bialg, przelot, komonice, wyke oraz groch. Po uptywie 6 tygodni od inokulacji

zliczono brodawki na korzeniach roslin. W tabeli 12 przedstawiono sumaryczna
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liczbg brodawek korzeniowych wytworzonych na korzeniach wszystkich roslin

danego gatunku uzytych w doswiadczeniu.

Liczba brodawek korzeniowych (tacznie)
Szczep Kfag('ggana Kogilacﬁz;/na Przelot Komonica Wyka Groch
(20 roslin) (20 roslin) (20 roslin) (20 roslin) (10 roslin) | (10 roslin)

K2 226 206 0 0 0 0
KB7 95 192 0 0 0 0
KCz3 233 230 0 0 0 0
X12 77 69 0 0 0 0
Ptl 0 0 10 0 0 0
Pt3B 0 0 3 0 0 0
KomlA 3 9 0 5 0 0
Kom12 2 6 0 3 0 0

Tab. 12. Sumaryczna liczba brodawek korzeniowych po inokulacji réznych gatunkéw
ro§lin bobowatych badanymi szczepami

Najbardziej efektywne brodawkowanie zaobserwowano u roslin zakazanych
ryzobiami wyizolowanymi z brodawek korzeniowych koniczyny tagkowej (KCz3)
oraz koniczyny biatej (K2, KB7). Wymienione szczepy wchodzily w symbioze
zro$linami, z ktorych zostaly wyizolowane oraz drugim gatunkiem koniczyny.
Szczep X12 pochodzacy z koniczyny drobnogléwkowej wchodzit w symbioze
Z koniczyng tagkowa oraz biala, jednak byla ona znacznie mniej efektywna niz
U wezesniej wymienionych szczepow. Szczepy wyizolowane z przelotu (Ptl, Pt3B)
tworzyly pojedyncze brodawki wylacznie na korzeniach swojego gospodarza
ro$linnego. W przypadku ryzobidw pozyskanych z komonicy (KomlA, Koml2)
obserwowano powstawanie brodawek na korzeniach komonicy oraz koniczyny
takowej 1 koniczyny biatej. Zarowno szczepy izolowane z brodawek komonicy, jak
I szczepy izolowane z brodawek przelotu nie byly zdolne do brodawkowania
wszystkich roslin, ktore zakazano danym szczepem — czgs$¢ z nich nie posiadata
brodawek mimo inokulacji ryzobiami.

Bioragc pod uwage poziom opornosci na jony metali cigzkich oraz
efektywno$¢ tworzenia brodawek korzeniowych, na tym etapie badan z dalszych
prac wykluczono szczepy Ptl oraz Pt3B, poniewaz ich oporno$¢ na jony metali
cigzkich byla najnizsza, a ponadto brodawkowaly one wylacznie nieliczne rosliny
przelotu.

W celu uproszczenia i ujednolicenia nazewnictwa zmieniono nazwy

pozostatych 6 szczepow ryzobiow: 4 szczepy pochodzace z brodawek korzeniowych
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koniczyny otrzymaty nazwy TR1, TR2, TR3 i TR4 (TR = ,,Trifolium”), natomiast
szczepy pochodzace z komonicy otrzymaty nazwy LOI1 i LO2 (LO = ,Lotus”) —
Tabela 13.

Nazwa nadana przy izolacji Nowa nazwa
K2 TR1
KB7 TR2
X12 TR3
KCz3 TR4
Koml1lA LO1
Kom12 LO2

Tab. 13. Nowe nazwy badanych szczepow ryzobiow

4.  Ustalenie pozycji taksonomicznej wyselekcjonowanych

izolatow

Z materialu genetycznego 6 szczepoéw (TRI1, TR2, TR3, TR4, LO1, LO2)
izolowanych z brodawek korzeniowych roznych gospodarzy oraz charakteryzujacych
si¢ najwyzszg opornoscia na jony metali cigzkich (Zn2+, Cd2+, Pb2+)
amplifikowano fragmenty 7 gendéw homeostatycznych (,,housekeeping genes”):
dnaK, gyrB, glnll, glnA, recA, atpD i 16S rRNA. Porownanie uzyskanych sekwencji
z sekwencjami typowych szczepoéw ryzobiow, takich jak: Agrobacterium rhizogenes
HAMBI 1816, Rhizobium radiobacter LMG 140, Bradyrhizobium elkanii ATCC
49852, B. japonicum LMG 6138, Mesorhizobium loti LMG 6125, M. mediterraneum
LMG 17148, R. galegae ATCC 43677, R. leguminosarum LMG 14904,
Sinorhizobium meliloti LMG 6133 pozwolilo na stworzenie dendrogramow
okreslajacych pozycje taksonomiczng badanych szczepow (Rys. 13, Rys. 14,
Rys. 15, Rys. 16, Rys. 17, Rys. 18, Rys. 19).
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16S Agrobacterium rhizogenes ATCC11325
{ 16S Rhizobium sp. TR2 (KU892387)
- 16S Rhizobium sp. LO2 (KU892391)
— 16S Sinorhizobium meliloti ATCC9930
— 16S Rhizobium galegae ATCC43677
16S Rhizobium radiobacter ATCC19358
{ 16S Rhizobium sp. LO1 (KU892390)
'— 16S Rhizobium etli ATCC51251
'— 16S Mesorhizobium mediterraneum ATCC51670
16S Bradyrhizobium elkanii ATCC49852
16S Bradyrhizobium japonicum ATCC10324
16S Rhizobium sp. TR4 (KU892389)
4@ 16S Rhizobium sp. TR1 (KU892386)
16S Rhizobium sp. TR3 (KU892388)
16S Rhizobium leguminosarum ATCC10004
16S Mesorhizobium loti ATCC700743

Il | I ! Il

08 0.6 04 02 0.0 Podstawiei/100 pz

Rys. 13. Dendrogram dla fragmentu genu 16S rRNA (767 bp). Przy nazwach badanych
szczepow umieszczono nazwy sekwencji zdeponowanych w bazie GenBank

atpD Rhizobium sp. LO2 (KU646997)

atpD Rhizobium galegae ATCC43677

atpD Agrobacterium rhizogenes ATCC11325

atpD Rhizobium etli ATCC51251

atpD Rhizobium radiobacter ATCC19358

atpD Rhizobium sp. LO1 (KU646996)

atpD Sinorhizobium meliloti ATCC9930
I:atpD Rhizobium sp. TR3 (KU646994)

atpD Rhizobium leguminosarum ATCC10004

— atpD Rhizobium sp. TR4 (KU646995)

atpD Rhizobium sp. TR1 (KU646992)
atpD Rhizobium sp. TR2 (KU646993)

— atpD Mesorhizobium mediterraneum ATCC51670
—: atpD Mesorhizobium loti ATCC700743

—— atpD Bradyrhizobium japonicum ATCC10324

L atpD Bradyrhizobium elkanii ATCC49852

.
0.20 0.15 0.10 0.05 0.00 Podstawien/100 pz

Rys. 14. Dendrogram dla fragmentu genu atpD (466 bp). Przy nazwach badanych szczepow
umieszczono nazwy sekwencji zdeponowanych w bazie GenBank
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dnaK Rhizobium leguminosarum ATCC10004

dnaK Rhizobium sp. TR4 (KU882711)

dnaK Rhizobium sp. TR2 (KU882709)

dnaK Rhizobium sp. TR1 (KU882708)

dnaK Rhizobium sp. TR3 (KU882710)

dnaK Rhizobium etli ATCC51251

dnaK Agrobacterium rhizogenes ATCC11325

dnaK Mesorhizobium loti ATCC700743

dnaK Mesorhizobium mediterraneum ATCC51670

dnaK Sinorhizobium meliloti ATCC9930

dnaK Rhizobium galegae ATCC43677

dnaK Rhizobium radiobacter ATCC19358

dnaK Rhizobium sp. LO1 (KU882712)

— dnaK Bradyrhizobium japonicum ATCC10324
—|: dnaK Bradyrhizobium elkanii ATCC49852

dnaK Rhizobium sp. LO2 (KU882713)

056 05 0.4 03 02 0.1 0.0 Podstawier/100 pz

Rys. 15. Dendrogram dla fragmentu genu dnaK (275 bp). Przy nazwach badanych
szczepow umieszczono nazwy sekwencji zdeponowanych w bazie GenBank

gInA Rhizobium sp. TR2 (KU882721)
4{ gInA Rhizobium sp. TR3 (KU882722)
glnA Rhizobium sp. TR1 (KU882720)

glnA Rhizobium leguminosarum ATCC 10004

gInA Rhizobium sp. TR4 (KU882723)

gInA Rhizobium etli ATCC51251

glnA Rhizobium galegae ATCC43677

glnA Agrobacterium rhizogenes ATCC11325

glnA Sinorhizobium meliloti ATCC9930

glnA Rhizobium sp. LO2 (KU822725)

glnA Mesorhizobium loti ATCC700743

glnA Mesorhizobium mediterraneum ATCC51670
glnA Rhizobium sp. LO1 (KUS822724)

T —{ glnA Rhizobium radiobacter ATCC19358

I glnA Bradyrhizobium japonicum ATCC10324

L gInA Bradyrhizobium elkanii ATCC49852

0.08 0.06 0.04 0.02 0.00 Podstawie/100 pz

Rys. 16. Dendrogram dla fragmentu genu gInA (511 bp). Przy nazwach badanych szczepow
umieszczono nazwy sekwencji zdeponowanych w bazie GenBank
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glnll Rhizobium sp. TR2 (KU882715)
ginll Rhizobium sp. TR3 (KU882716)
glnll Rhizobium sp. TR1 (KU882714)
glnll Rhizobium leguminosarum ATCC10004
glnll Rhizobium sp. TR4 (KU882717)
L gInll Rhizobium etli ATCC51251
— gInll Rhizobium galegae ATCC43677
glnll Agrobacterium rhizogenes ATCC11325
|:glnll Rhizobium sp. LO2 (KU882719)
glnll Rhizobium radiobacter ATCC19358
_[glnll Rhizobium sp. LO1 (KU882718)
— glInll Mesorhizobium loti ATCC700743
glnll Bradyrhizobium elkanii ATCC49852
|: glnll Bradyrhizobium japonicum ATCC10324

‘— ginll Sinorhizobium meliloti ATCC9930

glInll Mesorhizobium mediterraneum ATCC51670

05 0.0 Podstawie/100 pz

Rys. 17. Dendrogram dla fragmentu genu ginll (501 bp). Przy nazwach badanych szczepow
umieszczono nazwy sekwencji zdeponowanych w bazie GenBank

gyrB Rhizobium sp. TR4 (KU882729)

gyrB Rhizobium leguminosarum ATCC10004
gyrB Rhizobium sp. TR2 (KU882727)

gyrB Rhizobium sp. TR1 (KU882726)

gyrB Rhizobium sp. TR3 (KU882728)

gyrB Rhizobium sp. LO2 (KU882731)

gyrB Rhizobium sp. LO1 (KU882730)

gyrB Rhizobium radiobacter ATCC19358
gyrB Bradyrhizobium elkanii ATCC49852

gyrB Bradyrhizobium japonicum ATCC10324
r gyrB Mesorhizobium loti ATCC700743
L. gyrB Mesorhizobium mediterraneum ATCC51670

| gyrB Rhizobium galegae ATCC43677
gyrB Agrobacterium rhizogenes ATCC11325

gyrB Sinorhizobium meliloti ATCC9930
gyrB Rhizobium etli ATCC51251

y

20 15 1.0 05 0.0 Podstawief/100 pz

Rys. 18. Dendrogram dla fragmentu genu gyrB (636 bp). Przy nazwach badanych szczepow
umieszczono nazwy sekwencji zdeponowanych w bazie GenBank

58



IV. Wyniki

recA Rhizobium sp. TR1 (KU882732)
recA Rhizobium sp. TR2 (KU882733)
recA Rhizobium sp. TR3 (KU882734)
recA Rhizobium leguminosarum ATCC10004
——— recA Rhizobium sp. TR4 (KU882735)

recA Rhizobium galegae ATCC43677

—[ recA Rhizobium etli ATCC51251
recA Rhizobium sp. LO2 (KU882737)

recA Agrobacterium rhizogenes ATCC11325

— recA Mesorhizobium loti ATCC700743
L recAMesorhizobium mediterraneum ATCC51670
[ recA Rhizobium sp. LO1 (KU882736)
L recA Rhizobium radiobacter ATCC19358
— recA Sinorhizobium meliloti ATCC9930
I recA Bradyrhizobium elkanii ATCC49852
I recA Bradyrhizobium japonicum ATCC10324

4 y y
0.12 0.10 0.08 0.06 0.04 0.02 0.00 Podstawien/100 pz

Rys. 19. Dendrogram dla fragmentu genu recA (535 bp). Przy nazwach badanych szczepéw
umieszczono nazwy sekwencji zdeponowanych w bazie GenBank

Korzystajac z otrzymanych sekwencji wykonano analize¢ MLSA (Multilocus
Sequence Analysis) polegajaca na jednoczesnej analizie sekwencji kilku genow
metabolizmu podstawowego — wyniki przedstawiono w postaci dendrogramu
(Rys. 20).

Rhizobium leguminosarum LMG 14904
TR3

TR1

TR2

TR4

1 \———————————— Rhizobium etli CFN 42

Agrobacterium rhizogenes HAMBI 1816
LO2

Sinorhizobium meliloti LMG 6133
Rhizobium galegae ATCC 43677

—: Agrobacterium tumefaciens DSM 30147
LO1

 — Mesorhizobium loti LMG 6125
e Mesorhizobium mediterraneum LMG 17148

 — Bradyrhizobium elkanii ATCC49852
e — Bradyrhizobium japonicum LMG 6138

L )
0.10 0.08 0.06 0.b4 0.02 O.‘OO Podstawien/100 pz

Rys. 20. Dendrogram uzyskany w analizie MLSA dla genow: 16S rRNA, atpD, dnak, glnA,
ginll, gyrB i recA
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Analiza sekwencji oraz ich poréwnanie z sekwencjami szczepdw
referencyjnych ryzobiéw wykonane metoda MLSA pozwolity na stwierdzenie, ze
szczepy wyizolowane z brodawek koniczyny tgkowej, biatej i drobnogltowkowej
(TR1, TR2, TR3, TR4) wykazuja najwicksze podobienstwo do sekwencji Rhizobium
leguminosarum, natomiast szczepy izolowane z komonicy zwyczajnej (LO1 oraz
LO2) wykazuja najwyzsze podobienstwo sekwencji odpowiednio do Agrobacterium

tumefaciens oraz Agrobacterium rhizogenes.

5. Badanie zroznicowania metabolicznego

wyselekcjonowanych izolatow

Po okresleniu przynaleznosci taksonomicznej wybranych izolatéw zbadano
ich zroznicowanie metaboliczne za pomoca ptytkowych testow BIOLOG (analiza
wykorzystywania réznych substratow pokarmowych). W badaniach wykorzystano
ptytki GN2, PM2A oraz PM3B przeznaczone dla bakterii Gram-ujemnych,
zawierajace zrodta wegla 1 azotu — tacznie zbadano 235 substratow.

Najwiecej réznorodnych zwigzkow  wykorzystywat szczep LOI
(111 substratow), natomiast szczepy TR1 oraz TR3 najmniej (po 93 substraty). Duza
czg$¢ substratow (107) nie byla wykorzystywana przez zaden z badanych izolatow.
Szczep LO1 wykorzystywat az dziesie¢ substratow charakterystycznych wylacznie
dla niego (kwas D-galakturonowy, kwas y-hydroksymastowy, kwas a-keto mastowy,
kwas propionowy, glukuronid, L-leucyna, ester D-mlekowy kwasu metylowego,
L-lizyna, etanolamina, Ala-Leu) TR3 dwa takie substraty (alloksan, kwas
parabanowy) a szczepy TR1 oraz LO2 po jednym substracie (odpowiednio a-metylo-
D-mannozyd i D-seryna).

Na podstawie profili metabolicznych badanych szczepdéw ryzobiow
wykonano dendrogram okreslajacy ich wzajemne podobienstwo (Rys. 21), na ktorym
mozna zaobserwowaé duze podobienstwo metaboliczne izolatow (>85%) oraz ich

podzial na dwie grupy.
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LO1

|
LO2 |
TR1
TR “—
TRY ee—
TR3
98 96 94 92 90 88 86 % podobienstwa

Rys. 21. Dendrogram okres$lajacy podobienstwo metaboliczne badanych szczepow

Do pierwszej grupy naleza szczepy LO1 oraz LO2 wyizolowane
z brodawek korzeniowych komonicy, natomiast druga galaz stanowia szczepy TR1,
TR2, TR3 i TR4 pochodzace z r6znych gatunkéw koniczyny. Najwyzsze wzajemne
podobienstwo mozna zaobserwowa¢ migdzy szczepami TR2 i TR4, ktorych profile
metaboliczne r6znity si¢ wykorzystaniem dziewigciu substratoéw. Uzyskany
dendrogram wykazuje duze podobienstwo do dendrogramu zréznicowania
genetycznego wykonanego metoda MLSA, w ktorym badane szczepy sa zgrupowane
w analogiczny sposob: osobno izolaty z brodawek koniczyny (prawdopodobnie
Rhizobium leguminosarum) i osobno izolaty z roslin komonicy (prawdopodobnie

Agrobacterium sp.).

6. Badanie wplywu metali ci¢zkich na metabolizm

badanych szczepow

Testy BIOLOG naleza do czulych badan diagnostycznych pozwalajacych na
obserwacj¢ nawet niewielkich zmian w metabolizmie mikroorganizméw, dlatego
zostaly wykorzystane do sprawdzenia wptywu jondw metali ciezkich na metabolizm
badanych szczepow. Jony metali cigzkich (Zn?*, Cd®*, Pb?") byly obecne w phytkach

BIOLOG przez caly czas trwania doswiadczenia.
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Obecnos¢ jondéw kadmu nie wplynela znaczaco na zmiang profili
metabolicznych badanych szczepdw. W wiekszosci przypadkow (szczepy TR1, TR2,
TR3, LO1, LO2) doszto do zahamowania wykorzystywania od jednego do trzech
substratow pokarmowych:

1. TRZI: bursztynian monometylowy, kwas cis-akonitowy, kwas cytrynowy;
2. TR2: glukozo-1-fosforan;

3. TR3: bursztynian monometylowy, kwas mrowkowy;

4. LOL1: kwas D-galakturonowy;

5. LO2: kwas mrowkowy, kwas D-glukuronowy.

Szczep TR3 jako jedyny zaczal wykorzystywaé¢ dodatkowe zrodlo wegla
(glukozo-6-fosforan). U szczepu TR4 nie zaobserwowano wplywu jonéw kadmu na
metabolizm.

W  przypadku jondéw olowiu zmiany zaobserwowano u szczepdw
pochodzacych z roznych gatunkéow koniczyny (TRI, TR2, TR3, TR4).
Zaobserwowano wykorzystanie dodatkowych zrodet wegla u szczepow: TR1 (kwas
glicylo-L-glutaminowy), TR3 (glukozo-6-fosforan) oraz TR4 (glukozo-1-fosforan).
Wskutek inkubacji z jonami Pb?* szczep TR2 przestat wykorzystywaé kwas octowy
a szczep TR4 kwas octowy i kwas cytrynowy.

Po zastosowaniu jonéw cynku w przypadku szczepéw TR3, TR4 oraz LO1
nie zaobserwowano zmian w ich profilach metabolicznych. Szczep TR2 przestat
wykorzystywa¢ cztery substraty (N-acetylo-D-galaktozamina, N-acetylo-D-
glukozamina, laktuloza, kwas D-glukuronowy), a szczepy TR1 i TR2 po jednym

substracie (odpowiednio: kwas mrowkowy i glukozo-1-fosforan).

/. Wybor najbardziej efektywnego szczepu

Doswiadczenie badajace zakres gospodarza ro$linnego wykazato, ze
szczepy o najwigkszym potencjale do kolonizacji wlosnikow korzeni to Rhizobium
leguminosarum. Wsrod nich najmniejszg wrazliwoscig na obecno$¢ jonow metali
cigzkich charakteryzowaly si¢ izolaty TR1 oraz TR4. Wysoka oporno$¢ na jony
metali cigzkich wykazywaly réwniez szczepy wyizolowane z komonicy, jednak
z powodu stabszego brodawkowania roslin bobowatych nie wykorzystywano ich

w dalszych badaniach.
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W celu wybrania najbardziej efektywnego szczepu Rhizobium
leguminosarum sprawdzono wydajnos¢ symbiotyczng szczepow TR1 1 TR4
w warunkach laboratoryjnych, w ktorych zakazano nimi rosngce in Vitro rosliny
koniczyny tagkowej oraz koniczyny biatej. Po uptywie 6 tygodni zliczono brodawki
na korzeniach ro$lin oraz zwazono §wieza mas¢ pedu i korzenia ro$lin. Wyniki

przedstawiono w Tab. 14 oraz Tab. 15.

Grupa kontrolna
(rosliny niezakazone)

Rosliny zakazone
szczepem TR1

Rosliny zakazone
szczepem TR4

Liczba brodawek 0+0° 11+3° 12+3°
Masa pedu (mg) 13+3° 130 + 34° 125 + 32°
Masa korzenia (mg) 24+ 9° 99 + 28° 99 +33°

Tab. 14. Brodawkowanie i wzrost koniczyny bialej po inokulacji szczepami TR1 lub TR4.

Warto$ci w wierszach oznaczone ta sama litera nie réznig sie istotnie przy p<0,05

Obydwa badane
z koniczyng biala, jak i z koniczyng tagkowa. W przypadku inokulacji roslin

koniczyny bialej nie zaobserwowano

szczepami.

szczepy nawiazaly efektywnag

symbioze¢ zaréwno

istotnych ro6znic pomigdzy badanymi

Grupa kontrolna
(rosliny niezakazone)

Rosliny zakazone
szczepem TR1

Rosliny zakazone
szczepem TR4

Liczba brodawek 0+0° 11+3° 16 +4°
Masa pedu (mg) 25+ 9° 122 + 15° 139 +19°
Masa korzenia (mg) 84 + 28° 89 + 14° 106 + 17°

Tab. 15. Brodawkowanie i wzrost koniczyny lakowej po inokulacji szczepami TR1 lub
TR4. WartoS$ci w wierszach oznaczone ta sama litera nie réznig sie¢ istotnie przy p<0,05

Po zakazeniu koniczyny tagkowej zaobserwowano, ze szczep TR4
powodowal wytworzenie istotnie wigkszej liczby brodawek korzeniowych oraz
Swieze] masy pedu i korzenia niz szczep TR1. Otrzymane wyniki wskazuja, ze
najbardziej efektywnym symbiontem ro$lin bobowatych zdolnych do wzrostu na
glebie zanieczyszczonej jonami metali cigzkich moze by¢ szczep Rhizobium
leguminosarum TR4, dlatego byt on stosowany we wszystkich kolejnych

doswiadczeniach.
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8. Izolacja preparatu czynnikéw Nod szczepu Rhizobium

leguminosarum TR4

Preparaty czynnikow Nod moga by¢ wykorzystywane do zaprawiania
nasion ro$lin bobowatych przed ich wysiewem do gleby. Czynniki Nod indukuja
powstawanie brodawek korzeniowych oraz powodujg przyspieszenie procesu
nawigzywania symbiozy, czego bezposrednim efektem jest zwigkszenie liczby
brodawek zasiedlanych przez bakterie. Skutkiem koncowym moze by¢ zwigkszenie
ilosci zredukowanego azotu, nawet przy niskiej wydajnosci symbiotycznej
szczepow, dlatego przeprowadzono izolacje preparatu czynnikéw Nod szczepu
Rhizobium leguminosarum TR4 i badania nad jego wptywem na wzrost koniczyny.

Z przefiltrowanego ptynu pohodowlanego szczepu R. leguminosarum TR4
indukowanego flawonoidami, ekstrahowano n-butanolem mieszaning zwigzkéw
zawierajacg czynniki Nod. Obecnos¢ czynnikéw Nod w biopreparacie uzyskanym ta
metoda, potwierdzano posrednio poprzez identyfikacje glukozaminy (glownego
sktadnika czynnikéw Nod), z zastosowaniem techniki chromatografii cieczowo -
gazowej sprzezonej ze spektrometria mas (GLC-MS). Uwolniong na drodze
hydrolizy czynnikow Nod glukozaming identyfikowano w oparciu o czas retencji
w porownaniu do wzorcOw oraz charakterystyczng fragmentacj¢ widma pentaoctanu

2-N-acetamidoglucitolu pochodzacego z tego cukru.
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Rys. 22. Fragment chromatogramu cukréw w postaci octanow alditoli, uwolnionych na
drodze hydrolizy (4M HCI/100°C/4h) z preparatu czynnikéw Nod szczepu
R. leguminosarum TR4
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W badanej probee przy czasie retencji 21,10 wykryto glukozaming, bedaca
sktadowg czynnikow Nod (Rys. 22). Obecnos$¢ grupy acetamidowej miata wptyw na
profil jonéw otrzymanego spektrum masowego i prowadzila do preferencyjnej
fragmentacji przy weglu, z ktorym byla zwigzana. Tak wiec, dwa gldwne jony
m/z 144oraz m/z 84 powstaly odpowiednio w wyniku rozerwania wigzania C2-C3
oraz dalszej eliminacji kwasu octowego (60 m/z) (Rys. 23). Z kolei jon m/z 360
powstat w wyniku rozerwania wigzania C1-C2. Przeprowadzone analizy
potwierdzity obecnos$¢ czynnikbw Nod w wyizolowanym, nieoczyszczonym

preparacie.
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Rys. 23. Spektrogram glukozaminy w postaci octanu alditolu otrzymanej w wyniku
hydrolizy (4M HC1/100°C/4h) preparatu czynnikow Nod szczepu R. leguminosarum TR4

Obecnos$¢ aktywnych czynnikow Nod w otrzymanym biopreparacie
potwierdzono metoda biologiczng, w do$§wiadczeniu, w ktdrym preparat nanoszono
na nasiona koniczyny tgkowej. W celu okreslenia najbardziej efektywnego stezenia
czynnikow Nod zastosowano roztwory o roznych stezeniach. Potraktowane
preparatem nasiona wysiano do doniczek zawierajgcych podtoze piaskowo-perlitowe
z dodatkiem szczepu Rhizobium leguminosarum TR4. Po uptywie 6 tygodni zliczono
liczbe brodawek korzeniowych, a takze zwazono $wieza mas¢ pedow oraz korzeni

ro$lin — Tab. 16.
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Grupa Liczba brodawek/wazon | Masa pedoéw (g)/wazon | Masa korzeni (g)/wazon
Grupa kontrolna 152 + 35° 1,77 +0,3° 1,68 +0,25°
Grupa 10™ 218 +23° 2,33+0,25" 2,27+0,19°
Grupa 10° 163 + 24 1,99 + 0,25° 1,91+0,16a"
Grupa 10™ 157 +26° 1,87 +£0,25° 1,78 +0,23°
Grupa 10™ 157 + 17° 1,85+0,16° 1,69 +0,15°

Tab. 16. Liczba brodawek, masa pedow oraz masa korzeni koniczyny lakowej traktowanej
réznymi stezeniami preparatu czynnikéw Nod szczepu Rhizobium leguminosarum TRA4.
Wartos$ci w kolumnach oznaczone tg samg literg nie réznig sie¢ istotnie przy p<0,05. Grupa
kontrolna — nasiona nie zaprawiane preparatem czynnikoéw Nod. Grupa 107, Grupa 107,
Grupa 10 Grupa 10®° — nasiona zaprawiane preparatem czynnikéw Nod, odpowiednio
W rozcieficzeniu 107,10, 10 107

Zwigkszenie ilosci brodawek korzeniowych po zastosowaniu preparatu
swiadczy o tym, ze preparat zawierajagcy czynniki Nod R. leguminosarum TR4
wykazuje aktywno$¢ biologiczng. Zaprawienie nasion koniczyny fakowej preparatem
w rozcienczeniu 102 pozwolito na uzyskanie najwigkszej liczby brodawek
korzeniowych, co prawdopodobnie pociaggneto za sobg wytworzenie wiekszej masy
pedu oraz korzenia w porownaniu do grupy kontrolnej (bez dodatku Nod).
W przypadku pozostalych stgzen preparatu nie zaobserwowano istotnych
statystycznie roéznic w poroOwnaniu do grupy kontrolnej, dlatego w kolejnych

., . -2
eksperymentach stosowano rozcienczenie 10™.

9.  Wplyw jonéw metali ciezkich (Zn°*, Cd**, Pb**) na
wzrost koniczyny lakowej

Przed wykonaniem do$wiadczen badajacych wptyw szczepu Rhizobium
leguminosarum TR4 i jego czynnikow Nod na wzrost i brodawkowanie koniczyny
fakowej przeprowadzono dos$wiadczenie wazonowe majace na celu wybodr takich
stezen jonow metali, ktore symulowalyby warunki panujace w zanieczyszczonych
glebach, to jest niekorzystnie wptywatyby na wzrost roslin, lecz nie powodowaty ich
zamierania.

Rosliny hodowano w wazonach na podlozu piaskowo-perlitowym
z dodatkiem okreslonego stezenia soli metali cigzkich (Zn2+, Cd*, Pb2+). Grupe
kontrolng stanowity rosliny hodowane na takim samym podtozu, bez dodatku jonow
metali. W celu okreslenia wptywu jonéw metali cigzkich na wzrost roslin po uptywie
6 tygodni zliczono liczbe brodawek korzeniowych, a takze zwazono $wiezg mase
pedow oraz korzeni roslin (Tab. 17, Tab. 18, Tab. 19).
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Stezenic Zn?* Liczba Masa pedow Masa korzeni
brodawek/wazon (9)/wazon (g9)/wazon
0 mM (grupa kontrolna) 264 + 20 2,36 +0,14 2,44+ 0,24
5 mM 174+ 10 2,03+0,16 1,890,107
10 mM 157+ 14" 1,91+0,15 1,81£0,16
20 mM 135+£97 1,70+ 0,08 1,680,137

Tab. 17. Wplyw jonéw Zn®" na wzrost i brodawkowanie koniczyny lakowej. Wartosci
w kolumnach oznaczone gwiazdkami réznia si¢ istotnie od grupy kontrolnej przy:
* p<0,05; **p<0,01; ***p<0,005; ****p<0,001

. . , 2+ . . .
Zastosowanie jonow Zn“ w rosngcych stezeniach spowodowato istotne

zmniejszenie liczby brodawek korzeniowych (do 51%), masy pedow (do 72%)

i masy korzeni (do 69%) przy 20 mM Zn** w podtozu.

Stezenie Cd%* Liczba Masa pedow Masa korzeni
brodawek/wazon (9)/wazon (9)/wazon
0 uM (grupa kontrolna) 182+ 17 2,66 +0,27 2,62+0,31
100 uM 160 + 13 2,58 £ 0,20 2,66+ 0,22
250 uM 151+ 10" 2,25+021 2,13+ 0,25
500 pM 140+ 15 1,96+0,15 1,96 0,16

Tab. 18. Wplyw jonéw Cd** na wzrost i brodawkowanie koniczyny lakowej. Wartosci
w kolumnach oznaczone gwiazdkami réznia sie istotnie od grupy kontrolnej przy:
* p<0,05; **p<0,01; ***p<0,005; ****p<0,001

Kadm wywieral negatywny wplyw na wzrost koniczyny lakowej przy
znacznie nizszych stezeniach niz cynk. Stg¢zenie 100 uM nie wywieralo negatywnego
wplywu, natomiast zastosowanie stezenia 250 uM pozwolilo zaobserwowaé
statystycznie istotny spadek wszystkich badanych parametrow w poréwnaniu do

grupy kontrolnej.

Stezenie Pb%* Liczba Masa pedow Masa korzeni
brodawek/wazon (g9)/wazon (9)/wazon
0 mM (grupa kontrolna) 44 +£6 0,60 + 0,04 0,69 + 0,07
1mM 40 +£3 0,52 + 0,05 0,67 + 0,03
2mM 40 +£3 0,53+ 0,03 0,68 + 0,03
5mM 39+3 0,49 + 0,02 0,65 + 0,04

Tab. 19. Wplyw jonéw Pb®" na wzrost i brodawkowanie koniczyny lakowej. Wartosci
w kolumnach oznaczone gwiazdkami réznia si¢ istotnie od grupy kontrolnej przy:
* p<0,05; **p<0,01; ***p<0,005; ****p<0,001

Zastosowanie jonoéw Pb*" w rosngcych stezeniach spowodowalo istotne
zmniejszenie masy pedow (do 82%) przy 5 mM Pb** w podtozu. Liczba brodawek

oraz masa korzeni nie r6znity sig istotnie od grupy kontrolnej.
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Badane w dos$wiadczeniu st¢zenia jonéw metali cigzkich hamowaty wzrost
koniczyny takowej (zmniejszenie masy pedow i korzeni oraz liczby brodawek
korzeniowych), jednoczesnie nie powodujac jej obumierania. Najmniej toksycznym
metalem byl cynk, w ktorym najwyzsze st¢zenie (20 mM) nie powodowato $mierci
ro$lin, z kolei najwigksza toksycznoscig charakteryzowat si¢ kadm — stezenie 500
uM wywotato istotne zmniejszenie liczby brodawek korzeniowych (do 77%), masy

pedow (do 74%) i masy korzeni (do 75%).

10. Wplyw jonéw metali ciezkich (Zn*, Cd**, Pb*)
I szczepu Rhizobium leguminosarum TR4 na wzrost

| brodawkowanie koniczyny lakowej

Wptyw inokulacji R. leguminosarum TR4 na wzrost koniczyny takowej
badano w doswiadczeniu wazonowym, w ktorym rosliny hodowano na podtozu
piaskowo-perlitowym z dodatkiem réznych stezen soli metali cigzkich. Jako grupe
kontrolng zastosowano koniczyn¢ takowa rosngcg na takich samych podiozach ale
bez dodatku bakterii symbiotycznych. Po uplywie 6 tygodni zliczono brodawki

korzeniowe, a takze zwazono §wiezg mas¢ pedow oraz korzeni roslin (Tab. 20,

Tab.21, Tab. 22).

Stezenie | Liczba brodawek/wazon Masa pedow (g)/wazon Masa korzeni (g)/wazon
J‘;;‘;YV Grupa N Grupa R Grupa N Grupa R Grupa N GrupaR
OomM | 160+16 | 228187 [226+023 | 2,56+0,09 | 224+0,20 | 3,23+024
5 mM 135+5 | 23021 [ 1,99+0,10 | 2,64+021" | 1,93+0,12 | 2,91+0,28
10mM | 10713 | 155+137 [ 1,11+ 1,18 | 1,75+ 1,18 | 1,05+ 0,08 | 1,79+0,16
20mM | 75+9 92+10° |0,76+0,06 | 0,89+0,06 | 0,75+0,08 | 0,95+0,04

Tab. 20. Wplyw jonéw Zn®" i R. leguminosarum TR4 na wzrost koniczyny lakowej.
Wartos$ci oznaczone gwiazdkami (Grupa R) réznig sie istotnie od grupy kontrolnej (Grupa
N) przy: * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,005; **** p<0,001. Grupa N — ro§liny nie zakazone
R. leguminosarum TR4; Grupa R - ro$liny zakazone R. leguminosarum TR4

Podobnie jak w poprzednim doswiadczeniu (rozdziat 9) stwierdzono, ze
dodatek jonoéw metali cigzkich wplywa negatywnie na wzrost roslin, jednak
inokulacja szczepem Rhizobium leguminosarum TR4 spowodowata zwigkszenie
brodawkowania koniczyny tagkowej oraz zwigkszenie sredniej masy pedoéw i korzeni
w poréownaniu do grupy kontrolnej. Zastosowanie Rhizobium leguminosarum TR4

stymulowalo wzrost koniczyny takowej nawet przy najwyzszym st¢zeniu jonow Zn?
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w podtozu (20 mM) — inokulacja ryzobiami powodowata wzrost liczby brodawek

0 23%, zwigkszenie masy pedow o 53% a masy korzeni o 41% w poréwnaniu do

ro$lin niezakazonych (Tab. 20).

Stezenie | Liczba brodawek/wazon Masa pedow (g)/wazon Masa korzeni (g)/wazon
J‘é‘é‘;}” Grupa N Grupa R Grupa N Grupa R Grupa N Grupa R
opM | 147+9 | 2007 [2,04+024 | 2,64+023 [217+025] 330+0.25
100uM | 129+11 | 204+6 [1,90+0,10 | 2,23+0,08 | 1,96+0.23 | 2,78+0,23"
250 uM | 149+ 11 | 209+ 16 | 1,80+0,13 | 229+0,197 [ 2,11+021 | 2,80+0,13"
500 uM | 98+7 | 1676 | 124+0,06 | 1,90+0,127 | 1,48+021 | 2,09+0,11
Tab. 21. Wplyw jonéw Cd* i R. leguminosarum TR4 na wzrost koniczyny lakowej.

Wartos$ci oznaczone gwiazdkami (Grupa R) réznig sie istotnie od grupy kontrolnej (Grupa
N) przy: * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,005; **** p<0,001. Grupa N — rosliny nie zakazone
R. leguminosarum TR4; Grupa R — rosliny zakazone R. leguminosarum TR4

Obecnos$¢ jondéw kadmu wplywa negatywnie na wzrost roslin, jednak
zaszczepienie podloza hodowla Rhizobium leguminosarum TR4 spowodowato
zwigkszenie liczby brodawek korzeniowych oraz zwickszenie $sredniej masy pedow
i korzeni w poréwnaniu do grupy kontrolnej. Przy najwyzszym stezeniu jonow
kadmu w podtozu zaobserwowano zwickszenie liczby brodawek korzeniowych
0 70%, masy pedow o 53% oraz masy korzeni o 41% w porownaniu do ro$lin nie

zakazonych szczepem R. leguminosarum TR4 (Tab. 21).

Sjtgrzlzgie bro dabxllzik/)\?vazon Masa pedow (g)/wazon Masa korzeni (g)/wazon

Pb* Grupa N Grupa R Grupa N Grupa R Grupa N Grupa R
omM 57+5 [ 10011 [ 0,65+0,06 | 0,91+0,07 | 0,78+0,05 | 1,11+0,08
1 mM 411 81+9 10,53+0,03|0,74+0,06 | 0,64+0,05 |0,91+007
2 mM 44+ 1 66+4 [0,55+0,04 | 0,67+0,06 |0,65+004 |082+0,08
5 mM 30+3 | 4537 [0,50+0,03]0,58+0,02" [0,62+0,05 |0,66=0,07

Tab. 22. Wplyw jonéw Pb?" i R. leguminosarum TR4 na wzrost koniczyny lakowej.
Wartosci oznaczone gwiazdkami (Grupa R) roéznig sie¢ istotnie od grupy kontrolnej (Grupa
N) przy: * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,005; **** p<0,001. Grupa N — rosliny nie zakazone
R. leguminosarum TR4; Grupa R - roe$liny zakazone R. leguminosarum TR4

Podobnie jak we wczesniejszych do§wiadczeniach stwierdzono, ze dodatek
jonéw olowiu (Pb?") wywiera nickorzystny wplyw na wzrost koniczyny lakowej.
Inokulacja szczepem Rhizobium leguminosarum TR4 zazwyczaj powodowata
zwigkszenie brodawkowania oraz zwigkszenie $redniej masy pedow 1 korzeni

w porownaniu do grupy kontrolnej. Jedynie w przypadku masy korzeni przy 5 mM
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stezeniu jondw olowiu nie zaobserwowano istotnej roéznicy pomiedzy roslinami
zakazonymi a nie zakazonymi. Przy st¢zeniu jonéw olowiu w podtozu rownym 2mM
zaobserwowano zwigkszenie liczby brodawek korzeniowych o 50%, masy pedow
0 22% oraz masy korzeni 0 26% po inokulacji R. leguminosarum TR4 (Tab. 22).

Na podstawie otrzymanych wynikdéw mozna stwierdzi¢, ze szczep
Rhizobium leguminosarum TR4 jest zdolny do nawigzania efektywnej symbiozy
Z koniczyng tgkowa w obecnosci jonow metali cigzkich w podtozu, co skutkuje
minimalizowaniem negatywnego wplywu metali ci¢zkich na rozwoj koniczyny

takowe;j.

11. Wplyw Rhizobium leguminosarum TR4 i jego
czynnikow Nod na wzrost koniczyny lakowej w obecnosci

jonéw metali ciezkich (Zn**, Cd*, Pb*")

Preparaty zawierajace czynniki Nod wplywaja korzystnie na wzrost roslin
bobowatych (Maj D. i wsp., 2010; Podlesny J. i wsp., 2013). Ponadto w opisanych
wczesniej do$wiadczeniach (Punkt 10) wykazano, ze szczep Rhizobium
leguminosarum TR4 stymuluje wzrost koniczny takowej rosnacej na podiozach
zawierajacych jony metali cigzkich. W innych eksperymentach wykazano, ze szczep
R. leguminosarum TR4 moze produkowa¢ czynniki Nod zwickszajace
brodawkowanie koniczyny (Punkt 8), dlatego przeprowadzono do$wiadczenia
majace na celu okreSlenie czy zastosowanie preparatu Nod produkowanego
w hodowli R. leguminosarum TR4 dodatkowo zwickszy efekt dziatania badanego
SZCZepu.

Wykonano trzy doswiadczenia — we wszystkich zastosowano podioza
zawierajace jony Zn?*, Cd?* lub Pb?*. W kazdym doswiadczeniu rosliny podzielono
na cztery grupy:

1. grupe kontrolng - bez inokulacji szczepem TR4 1 bez stosowania czynnikow

Nod (grupa K);

2. grupe ro$lin inokulowanych szczepem TR4 (grupa TR4);
3. grupg roslin, ktorych nasiona zaprawiano preparatem czynnikéw Nod

(grupa Nod);

4. grupg roslin, ktérych nasiona zaprawiano preparatem czynnikow Nod oraz

inokulowanych szczepem TR4 (grupa TR4 + Nod).
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Po uptywie 6 tygodni zliczono liczbe brodawek korzeniowych, a takze

zwazono $wiezg mas¢ pedow oraz korzeni roslin. Wyniki do§wiadczenia z roslinami

hodowanymi na podtozach zanieczyszczonych jonami Zn** przedstawiono

w Tab. 23, Tab. 24, Tab. 25 i Tab. 26.

Grupa Liczba brodawek/wazon Masa pedow (g)/wazon Masa korzeni (g)/wazon
K 159 + 12 1,91+0,14 1,93+ 0,16
TR4 259+ 187 2,62+0,16 2,73+028"
Nod 225+ 17 2,39+0,20 2,46+ 0,27
TR4 + Nod 327+36 2,90+036 3,15+£0,38

Tab. 23. Wplyw preparatu czynnikow Nod i/lub inokulacji R. leguminosarum TR4 na
brodawkowanie i wzrost koniczyny lakowej przy braku Zn?* w podlozu. Warto$ci
w kolumnach oznaczone gwiazdkami roznia si¢ istotnie od grupy kontrolnej przy:

* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,005; **** p<0,001

Grupa Liczba brodawek/wazon Masa pedow (g)/wazon Masa korzeni (g)/wazon
K 121+9 1,29+0,14 1,24 +0,16
TR4 201 +28° 1,84 +0,097 1,70 £ 0,16
Nod 153+6 1,75+ 0,06 1,50 £ 0,25
TR4 + Nod 266+237 2,33+024 2,16+024

Tab. 24. Wplyw preparatu czynnikow Nod i/lub inokulacji R. leguminosarum TR4 na
brodawkowanie i wzrost koniczyny lakowej przy 5 mM Zn* w podlozu. Wartosci
w kolumnach oznaczone gwiazdkami réznia si¢ istotnie od grupy kontrolnej przy:

* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,005; **** p<0,001

Grupa Liczba brodawek/wazon Masa pedow (g)/wazon Masa korzeni (g)/wazon
K 64 + 12 0,63 +0,08 0,54 + 0,03
TR4 114 + [ 8*kx* 1,16 + 0,09%**x* 1,02 + 0,1 %%
Nod 72+ 8 0,74 £ 0,04 0,59 + 0,08
TR4 + Nod 158 + 7k 1,44 + 0,14%5%* 1,30 + 0,12%%%*

Tab. 25. Wplyw preparatu czynnikéw Nod i/lub inokulacji R. leguminosarum TR4 na
brodawkowanie i wzrost koniczyny lakowej przy 10 mM Zn* w podlozu. Wartosci

w kolumnach oznaczone gwiazdkami réznia si¢ istotnie od grupy kontrolnej

* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,005; **** p<0,001

przy:

Grupa Liczba brodawek/wazon Masa pedow (g)/wazon Masa korzeni (g)/wazon
K 45+3 0,44 + 0,04 0,35+0,02
TR4 70 £ THEEE 0,65 & 0,06%*** 0,53 £ 0,05%***
Nod 49+9 0,53 + 0,06 0,43 + 0,05*
TR4 + Nod 77 £ THEEE 0,66 & 0,07%*** 0,60 £ 0,06%***

Tab. 26. Wplyw preparatu czynnikéw Nod i/lub inokulacji R. leguminosarum TR4 na
brodawkowanie i wzrost koniczyny lakowej przy 20 mM Zn?** w podloiu. Wartosci
w kolumnach oznaczone gwiazdkami réznia si¢ istotnie od grupy kontrolnej przy:
* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,005; **** p<0,001

71



IV. Wyniki

Niezaleznie od zastosowanego stezenia jonéw Zn>* obserwowano istotny
wzrost liczby brodawek, masy pedoéw oraz masy korzeni po inokulacji szczepem
Rhizobium leguminosarum TR4. Dodatkowo zastosowanie preparatu czynnikow Nod
(w polaczeniu z inokulacjg szczepem R. leguminosarum TR4) powodowato
zwickszenie liczby brodawek o 39% (10 mM Zn?*), masy pedow o 27% (5 mM
Zn?*) oraz masy korzeni 0 27% (5 i 10 mM Zn*) w poréwnaniu do rolin
inokulowanych R. leguminosarum TR4.

Zastosowanie samych czynnikéw Nod nieznacznie zwigkszalo liczbe
brodawek, mase pedow oraz mas¢ korzeni (odpowiednio o 12, 17 i 9% przy stezeniu
10 mM Zn*, w poréwnaniu do grupy kontrolnej) jednak efekt byt znacznie stabszy
niz w przypadku zastosowania szczepu Rhizobium leguminosarum TR4 bez dodatku
czynnikow Nod.

Po zwazeniu $wiezej masy pedow i korzeni rosliny wysuszono, zmielono,

po czym oznaczono procentowa zawarto$¢ azotu w suchej masie (Tab. 27).

Stezenie Zn®" Grupa Sucha masa (g) Zawarto$¢ azotu (%)
K 1,72 212
TR4 2.36 221
0mM Nod 215 234
TR4 + Nod 2.60 222
K 1,16 2.20
TR4 1,67 233
5mM Nod 1,58 218
TR4 + Nod 2.10 2.30
K 057 2.00
TR4 1,05 2.02
10mM Nod 0,66 2.09
TR4 + Nod 1,29 1,08
K 0.39 1,08
TR4 041 211
20 mM Nod 048 1,90
TR4 + Nod 059 2.01

Tab. 27. Sucha masa oraz zawarto$¢ azotu w suchej masie (%) roslin traktowanych
preparatem czynnikow Nod i/lub inokulowanych R. leguminosarum TR4

Najwieksza sucha mase¢ obserwowano u roélin traktowanych preparatem
czynnikow Nod oraz inokulowanych Rhizobium leguminosarum TR4, natomiast
procentowa zawarto$¢ azotu w suchej masie byta porownywalna pomiedzy grupami,
niezaleznie od st¢zenia jonéw cynku w podlozu oraz obecnosci szczepu

R. leguminosarum TR4 i/lub zastosowaniu preparatu czynnikow Nod.
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Wyniki  dos$wiadczenia ro$linami  hodowanymi na podlozach
zanieczyszczonych jonami Cd®* przedstawiono w Tab. 28, Tab. 29 , Tab. 30 oraz
Tab. 31.

Grupa Liczba brodawek/wazon Masa pedow (g)/wazon Masa korzeni (g)/wazon
K 216 £ 10 2,47+0,13 2,35+0,17
TR4 304227 3,07+0,17" 333£0.25
Nod 250+ 18 2,90 + 0,43 2,80 £0,30
TR4 + Nod 357+30 3,49£036 3,17£035

Tab. 28. Wplyw preparatu czynnikéw Nod i/lub inokulacji R. leguminosarum TR4 na
brodawkowanie i wzrost koniczyny lakowej przy braku Cd?* w podlozu. Wartosci
w kolumnach oznaczone gwiazdkami réznia si¢ istotnie od grupy kontrolnej przy:
* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,005; **** p<0,001

Grupa Liczba brodawek/wazon Masa pedow (g)/wazon Masa korzeni (g)/wazon
K 175+ 8 2,07+0,14 1,90 + 0,18
TR4 255+34 2,70+ 0,35 2,34+0,20
Nod 240+ 15 2,52+0,71" 232+022
TR4 + Nod 347£26 3,36+0,17 327+0327

Tab. 29. Wplyw preparatu czynnikéw Nod i/lub inokulacji R. leguminosarum TR4 na
brodawkowanie i wzrost koniczyny lagkowej przy 100 uM Cd* w podlozu. WartoSci
w kolumnach oznaczone gwiazdkami réznia sie istotnie od grupy kontrolnej przy:
* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,005; **** p<0,001

Grupa Liczba brodawek/wazon Masa pedow (g)/wazon Masa korzeni (g)/wazon
K 144 + 15 1,76 + 0,20 1,61 +0,16
TR4 200+ 137 2,17+0,06 2,13+0,09
Nod 194 +217 2,17+0,19 2,07+027
TR4 + Nod 260 +26 2,61+027 2,46+0327

Tab. 30. Wplyw preparatu czynnikéw Nod i/lub inokulacji R. leguminosarum TR4 na
brodawkowanie i wzrost koniczyny lagkowej przy 250 uM Cd* w podlozu. Wartosci
w kolumnach oznaczone gwiazdkami réznia sie istotnie od grupy kontrolnej przy:
* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,005; **** p<0,001

Grupa Liczba brodawek/wazon Masa pedow (g)/wazon Masa korzeni (g)/wazon
K 103 £ 4 1,12 + 0,04 0,98 £ 0,12
TR4 126+ 12" 1,51+0,16 1,48+0,16
Nod 113+8 1,24 + 0,09 1,12 £ 0,07
TR4 + Nod 169+16 1,74+0,197 1,47+020

Tab. 31. Wplyw preparatu czynnikéw Nod i/lub inokulacji R. leguminosarum TR4 na
brodawkowanie i wzrost koniczyny lakowej przy 500 pM cd® w podlozu. WartoSci
w kolumnach oznaczone gwiazdkami réznia si¢ istotnie od grupy kontrolnej przy:
* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,005; **** p<0,001

Przy kazdym z badanych stezen jonow Cd®* obserwowano istotny wzrost

liczby brodawek, masy pedow oraz masy korzeni po inokulacji szczepem Rhizobium
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leguminosarum TR4. Ponadto zastosowanie preparatu czynnikow Nod razem
z produkujagcym go szczepem powodowalo zwigkszenie liczby brodawek o 36%
(100 pM Cd?"), masy pedow o 24% (100 uM Cd**) oraz masy korzeni o 40% (100
uM Cd2+) w porownaniu do grupy TR4.

Zastosowanie samych czynnikéw Nod (bez Rhizobium leguminosarum
TR4) powodowato zwigkszenie liczby brodawek, masy pedéw oraz masy korzeni
(odpowiednio o 35, 23 i 29%) przy stezeniu 250 uM Cd*, w poréwnaniu do grupy
kontrolnej, jednak efekt byt znacznie stabszy niz w przypadku zastosowania szczepu
Rhizobium leguminosarum TR4 bez dodatku czynnikow Nod. W grupie roslin
hodowanych na podtozu bez jonéw Cd** oraz przy ich najwyzszym stezeniu
(500 uM) nie zaobserwowano istotnych statystycznie roéznic pomigdzy roslinami
grupy Kkontrolnej, a ro$linami, ktorych nasiona potraktowano preparatem
zawierajagcym czynniki Nod.

Po zwazeniu $wiezej masy pedow i korzeni rosliny wysuszono, zmielono,

po czym oznaczono procentowg zawartos$¢ azotu w suchej masie (Tab. 32).

Stezenie Cd** Grupa Sucha masa () Zawarto$¢ azotu (%)
K 2,23 1,99
TR4 277 2,16
0 mM Nod 261 215
TR4 + Nod 3,14 2,18
K 1,86 2,07
TR4 242 214
100 uM Nod 2.27 2.01
TR4 + Nod 3,02 2,02
K 1,58 1,75
TR4 1,96 1,99
250 uM Nod 195 1.95
TR4 + Nod 2,35 1,89
K 1,01 1,70
TR4 1,35 1,82
>00 uM Nod 1,11 1,70
TR4 + Nod 157 1,78

Tab. 32. Sucha masa oraz zawarto$¢ azotu w suchej masie (%) roslin traktowanych
preparatem czynnikow Nod i/lub inokulowanych R. leguminosarum TR4

Sucha masa byta najwyzsza u ros$lin traktowanych preparatem czynnikow
Nod oraz inokulowanych Rhizobium leguminosarum TR4, natomiast procentowa
zawarto$¢ azotu w suchej masie byla zawsze nizsza niz 2% u roélin rosnagcych na

glebie zawierajacej 250 lub 500 uM kadmu.
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Wyniki
zanieczyszczonych jonami Zn?* przedstawiono w Tab. 33, Tab. 34, Tab. 35 oraz

doswiadczenia z ro$linami hodowanymi na podlozach

Tab. 36.

Grupa Liczba brodawek/wazon Masa pedow (g)/wazon Masa korzeni (g)/wazon
K 63+ 11 0,58 + 0,03 0,77 + 0,05
TR4 100+ 8 0,88+ 0,09 1,29+0,15
Nod 61+8 0,60 = 0,07 0,82 = 0,04
TR4 + Nod 904 0,84+ 0,06 1,00 £ 0,08

Tab. 33. Wplyw preparatu czynnikéw Nod i/lub inokulacji R. leguminosarum TR4 na
brodawkowanie i wzrost konmiczyny lakowej przy braku Pb* w podlozu. Wartosci
w kolumnach oznaczone gwiazdkami réznia si¢ istotnie od grupy kontrolnej przy:
* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,005; **** p<0,001

Grupa Liczba brodawek/wazon Masa pedow (g)/wazon Masa korzeni (g)/wazon
K 55+2 0,53 +£0,03 0,60 + 0,06
TR4 90+6 0,75+ 0,05 0,97 +0,08
Nod 57+4 0,65+ 0,05 0,8+0,05
TR4 + Nod 93+7 0,73+0,09 098+0,15

Tab. 34. Wplyw preparatu czynnikéw Nod i/lub inokulacji R. leguminosarum TR4 na
brodawkowanie i wzrost koniczyny lakowej przy 1 mM Pb%* w podiozu. Wartosci
w kolumnach oznaczone gwiazdkami réznia sie istotnie od grupy kontrolnej przy:
* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,005; **** p<0,001

Grupa Liczba brodawek/wazon Masa pedow (g)/wazon Masa korzeni (g)/wazon
K 50+4 0,52+ 0,07 0,80 + 0,09
TR4 BT 0,76 £ 0,05 1,01 £0,07
Nod 51+3 0,54 + 0,03 0,80 £+ 0,06
TR4 + Nod 7T 0,70+ 0,08 0,97+0,07

Tab. 35. Wplyw preparatu czynnikéw Nod i/lub inokulacji R. leguminosarum TR4 na
brodawkowanie i wzrost koniczyny lakowej przy 2 mM Pb%* w podiozu. Wartosci
w kolumnach oznaczone gwiazdkami réznia sie istotnie od grupy kontrolnej przy:
* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,005; **** p<0,001

Grupa Liczba brodawek/wazon Masa pedow (g)/wazon Masa korzeni (g)/wazon
K 43+ 1 0,50 +£0,03 0,67 +0,02
TR4 74+5 0,68+ 0,04 0,96+ 0,07
Nod 46+ 5 0,52 +0,05 0,73 £0,08
TR4 + Nod 73+8 0,68+0,07 0,84+0,1

Tab. 36. Wplyw preparatu czynnikéw Nod i/lub inokulacji R. leguminosarum TR4 na
brodawkowanie i wzrost koniczyny lakowej przy 5 mM Pb* w podloziu. Wartosci
w kolumnach oznaczone gwiazdkami réznia si¢ istotnie od grupy kontrolnej przy:
* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,005; **** p<0,001

Przy wszystkich zastosowanych poziomach skazenia jonami Pb%* po

inokulacji szczepem Rhizobium leguminosarum TR4 obserwowano istotny wzrost
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liczby brodawek, masy pedow oraz masy korzeni w stosunku do grupy kontrolne;.
Ponadto zaobserwowano zwigkszenie liczby brodawek o 69% (1 mM Pb?*), masy
pedéw o 38% (1 mM Pb?*) oraz masy korzeni o 63% (1 mM Pb?") po uzyciu
preparatu czynnikow Nod wspoélnie z wyselekcjonowanym szczepem, w poréwnaniu
do grupy kontrolnej. Zaobserwowano jedynie nieznaczne réznice migdzy grupami
TR4 i TR4 + Nod w przypadku badanych parametrow.

Zastosowanie preparatu czynnikow Nod bez inokulacji Rhizobium
leguminosarum TR4 powodowato zwigkszenie liczby brodawek, masy pedoéw oraz
masy korzeni (odpowiednio o 4, 23 i 33% przy stezeniu 1 mM Pb®*, w poréwnaniu
do grupy kontrolnej) jednak efekt byl znacznie slabszy niz w przypadku
zastosowania szczepu R. leguminosarum TR4 bez dodatku czynnikéw Nod.

Po zwazeniu $§wiezej masy pedow 1 korzeni rosliny wysuszono, zmielono,

pO czym 0znaczono procentowg zawartos¢ azotu w suchej masie (Tab. 37).

Stezenie Pb”* Grupa Sucha masa () Zawarto$¢ azotu (%)
K 053 1,71
TR4 0,79 1,77
0 mM Nod 0.53 171
TR4 + Nod 0,76 1,80
K 047 1,63
TR4 067 1,74
1 mM Nod 0.58 177
TR4 + Nod 0,65 1,75
K 047 2.63
TR4 0,69 472
2mM Nod 0,49 6.13
TR4 + Nod 0,63 6,51
K 045 338
TR4 0,61 352
5mM Nod 047 752
TR4 + Nod 0,61 8,35

Tab. 37. Sucha masa oraz zawarto$¢ azotu w suchej masie (%) ros§lin traktowanych
preparatem czynnikow Nod i/lub inokulowanych R. leguminosarum TR4

Najwyzszg zawartos¢ suchej masy zaobserwowano u ro$lin traktowanych
preparatem czynnikoéw Nod oraz inokulowanych Rhizobium leguminosarum TRA4.
Przy stezeniu 5 mM Pb?* sucha masa zwigkszyla si¢ 0 36% w porownaniu do grupy
kontrolnej oraz o 30% w poréwnaniu do grupy roslin zaprawianych preparatem

czynnikéw Nod R. leguminosarum TR4 bez inokulacji szczepem.
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12.  Wplyw preparatu czynnikéw Nod szczepu Rhizobium
leguminosarum TR4 na brodawkowanie i wzrost koniczyny

lakowej przy jednoczesnej obecnoSci jonow Zn*, Cd*
i Pb**

W $rodowisku naturalnym jony metali cigzkich czgsto wystepuja razem,
wspoélnie zanieczyszczajac okreslone $rodowiska (Karczewska A. i wsp., 2006;
Kaszubkiewicz J. i Kawatko D., 2009), dlatego w kolejnym doswiadczeniu
sprawdzono wplyw preparatu czynnikow Nod i/lub inokulacji szczepem Rhizobium
TR4 na brodawkowanie i rozwdj koniczyny takowej przy jednoczesnej obecnosci
jondéw Zn** (10 mM), Cd®* (250 uM) i Pb* (2 mM). Po uptywie 6 tygodni zliczono
brodawki korzeniowe, a takze zwazono $wiezg mas¢ pedow oraz korzeni roslin

(Tab. 38).

Grupa Liczba brodawek/wazon Masa pedow (g)/wazon Masa korzeni (g)/wazon
K 46 + 4 0,35+ 0,01 0,55 + 0,03
TR4 14+4 0,52+0,02" 0,86 +0,03
Nod 46 +2 0,40 + 0,027 0,79+ 0,027
+TR4 + Nod 116+5 0,75+0,01 1,00+ 0,03

Tab. 38. Wplyw preparatu czynnikéw Nod i/lub inokulacji R. leguminosarum TR4 na
brodawkowanie i wzrost koniczyny lakowej w obecnos$ci mieszaniny jonow metali ciezkich
w podlozu. Wartosci w kolumnach oznaczone gwiazdkami réznia sie istotnie od grupy
kontrolnej przy: * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,005; **** p<0,001

Po inokulacji szczepem Rhizobium leguminosarum TR4 zaobserwowano
istotny statystycznie wzrost liczby brodawek, masy pedow oraz masy korzeni
w porownaniu do grupy kontrolnej. Ponadto zaobserwowano zwigkszenie liczby
brodawek 0 57%, masy pedoéw o 65% oraz masy korzeni o 16% po uzyciu preparatu
czynnikow Nod wspoélnie z wyselekcjonowanym szczepem w poréwnaniu do grupy
TRA4.

Zastosowanie samych czynnikow Nod spowodowalo zwigkszenie masy
pedow oraz masy korzeni (odpowiednio o 14 i 44%) w porownaniu do grupy
kontrolnej, jednak efekt byt znacznie stabszy niz w przypadku zastosowania szczepu
Rhizobium leguminosarum TR4 bez dodatku czynnikéw Nod.

Po zwazeniu $wiezej masy pedow i korzeni ro$liny wysuszono, zmielono,

po czym oznaczono procentowg zawarto$¢ azotu w suchej masie (Tab. 39).
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Grupa Sucha masa (g) Zawartos¢ azotu (%)
K 3,82 1,63
TR4 5,61 1,78
Nod 4,31 1,62
TR4 + Nod 8,12 2,2

Tab. 39. Sucha masa oraz zawarto$§¢ azotu w suchej masie (%) roslin traktowanych
preparatem czynnikow Nod i/lub inokulowanych R. leguminosarum TR4

Zastosowanie kazdego sposobu wspomagania wzrostu ro$lin (traktowanie

preparatem czynnikow Nod, inokulacja szczepem R. leguminosarum TR4 oraz

potaczenie obu sposobow) powodowato zwigkszenie suchej masy roslin. Najlepszy

efekt mialo potaczenie inokulacji oraz podania preparatu czynnikow Nod, poniewaz

sucha masa ros§lin w tej grupie byla ponad dwukrotnie wyzsza niz w grupie

kontrolnej. Procentowa zawarto$¢ azotu w suchej masie roslin byta wyzsza 0 35%

w grupie TR4 + Nod oraz o 9% w grupie TR4 w poréwnaniu do grupy kontrolne;j,

natomiast nie zaobserwowano wplywu preparatu czynnikéw Nod na zawarto$¢ azotu

w grupie Nod
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V. Dyskusja

Skazenie gleby metalami cigzkimi stanowi powazny problem w wielu
uprzemystowionych krajach na §wiecie 1 dotyczy glownie terendéw silnie
zurbanizowanych. Sposrod wszystkich metali cigzkich za najbardziej niebezpieczne
uwazane sg Cd, Cu, Pb, Hg, Ni i Zn, poniewaz pierwiastki te naleza do
zanieczyszczen Srodowiska zagrazajacych mikroorganizmom glebowym, roslinom
i cztowiekowi (Mulligan C.N. i wsp., 2001; Gomez-Sagasti M.T. i wsp., 2012).
Metale ciezkie zgromadzone w nadmiernych ilosciach w glebie, powoduja
nickorzystne zmiany w skladzie iloSciowym i jakoSciowym mikroflory glebowej,
powodujac eliminowanie gatunkoéw szczegoélnie wrazliwych, takich jak: bakterie
nitryfikacyjne oraz symbiotyczne bakterie wigzace azot (Przybulewska K. i wsp.,
2003; Wyszkowska J. i Kucharski J., 2003). Drobnoustroje posiadaja zdolnos¢
przystosowania si¢ do niesprzyjajacych warunkéw srodowiska dzigki mechanizmom,
takim jak: specyficzny transport jonow metali przy udziale permeaz zlokalizowanych
w blonie cytoplazmatycznej, synteza i wydzielanie do $rodowiska zwigzkéw
chelatujacych wiazacych i transportujacych jony rozpuszczalne w $rodowisku oraz
niespecyficzna akumulacja metali poprzez sorpcje jonow w obrebie Sluzéw
powierzchniowych (Binet M.R.B. i wsp., 2003; Ledin M., 2000; Paul A. i wsp.,
2007), dlatego niektore z nich moga si¢ przystosowa¢ do obecno$ci jondw metali
cigzkich i zasiedla¢ zanieczyszczone Srodowiska.

Halda w Bolestawiu skazona jonami Zn**, Pb** i Cd** ulegla naturalnej
sukcesji pierwotnej i obecnie pokrywa ja roslinno$¢ galmanowa, czyli niskie murawy
ztozone z gatunkéw roslin znoszacych wysokie stezenie metali cigzkich w glebie
(Szarek-Lukaszewska G. i Niklinska N., 2002). Hald¢ porastaja rosliny bobowate
takie jak: koniczyna lgkowa (Trifolium pratense), koniczyna biata (T. repens),
koniczyna drobnogtéwkowa (T. dubium), przelot zwyczajny (Anthyllis vulneraria)
oraz komonica zwyczajna (Lotus corniculatus), dlatego mozna byto zatozy¢, ze
w glebie obecne sg ich mikrosymbionty. Przypuszczenie to okazato si¢ stuszne,
poniewaz na korzeniach ros$lin pobranych z haldy znaleziono brodawki korzeniowe,
co umozliwito izolacje kolekcji szczepow pochodzacych ze wspomnianych
brodawek. Obecnos¢ jonow metali cigzkich w glebie moze niekorzystnie wptywac na
zréznicowanie populacji mikroorganizmow glebowych (Stan V. 1 wsp., 2011),

dlatego przeprowadzono analiz¢ PCR-RFLP genéw 16S rRNA oraz nodA badanych
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szczepéw. Pomimo presji wynikajacej z obecno$ci metali cigzkich zaobserwowano
duze zréznicowanie badanej kolekcji izolatdéw — w grupie 38 szczepow, dla ktorych
uzyskano produkt reakcji PCR obu gendéw zidentyfikowano az 19 réznigcych si¢ od
siebie genotypow. Najwiecej szczepoéw zaklasyfikowano do genotypu 3 oraz do
genotypu 2 - odpowiednio 18% i 13% wszystkich szczepdw, natomiast wigkszo$¢
genotypoéw (genotypy: 1, 7, 8, 10, 11, 13, 14, 16, 17, 18 oraz 19) bylo
reprezentowanych przez pojedyncze szczepy. Duze zrdznicowanie genetyczne
wyizolowanych szczepdéw potwierdzono takze za pomocg analizy AFLP. Dla czesci
badanych szczepow (38%) nie uzyskano produktu reakcji PCR dla genu nodA. Moze
to $wiadczy¢ o niskiej liczebnosci populacji ryzobidw oraz braku konkurencji —
brodawki korzeniowe sa zajmowane rdéwniez przez szczepy hiewigzace azotu
atmosferycznego, takie jak Agrobacterium sp., ktore moga zasiedla¢ dojrzate
brodawki indukowane przez symbiotycznie efektywne ryzobia (Mhamdi R. i wsp.,
2005; Mrabet M. i wsp., 2006).

Wiek haldy odpadéw cynkowo-olowiowych w Bolestawiu jest szacowany
na ok. 70 — 100 lat, dzigki czemu mikroorganizmy zasiedlajace glebg
prawdopodobnie wyksztatcity mechanizmy odporno$ci na jony metali cigzkich,
dlatego sa w stanie funkcjonowaé w Srodowisku zawierajagcym ok. 40 000 mg Zn/kg
gleby, 3000 mg Pb/kg gleby, 170 mg Cd/kg gleby. Sa to wartosci wielokrotnie
wyzsze od poziomu spotykanego w wigkszosci gleb: Zn 100 — 3000 mg/kg, Pb 50 —
1000 mg/kg, Cd 1 — 20 mg/kg (Grodzinska K. i Szarek-bLukaszewska G, 2002).
Wynikiem presji selekcyjnej ze strony wysokich stezen jonow metali cigzkich jest
prawdopodobnie podwyzszenie maksymalnej tolerancji na obecno$¢ tych jondéw
u wszystkich badanych szczepéw, w porownaniu do szczepdéw laboratoryjnych.
W przypadku wzrostu na podtozu statym wzbogaconym odpowiednimi stezeniami
jondéw metali ciezkich szczepy z haldy toleruja ok. 10 razy wyzsze stezenia jonow
Pb**, ok. 100 razy wyzsze stezenia Zn>* oraz ok. 1000 razy wyzsze stezenia Cd** niz
szczepy laboratoryjne. Wprawdzie wyniki otrzymane za pomoca kazdej z trzech
zastosowanych metod w nieco inny sposob szeregowaly badane szczepy pod
wzgledem opornosci na jony metali ciezkich, jak rowniez stezenia uznawane za
maksymalne byty rézne (np.: dla szczepu LO2 stezenie jonéw Zn?* hamujace wzrost
na podtozu stalym wynosito 33 mM, natomiast w hodowli pltynnej to st¢zenie
wynosito 33 uM), jednak mozna zaobserwowac rowniez wiele prawidlowos$ci - np.:

szczepy TR1 1 TR4 charakteryzujg si¢ wysokg tolerancja na obecno$¢ jonow Pb*,
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aszczepy Ptl oraz Pt3B niskag oporno$cig na jony metali cigzkich w kazdej
z wykorzystywanych metod.

Symbioza mig¢dzy ryzobiami a ro$linami bobowatymi jest specyficzna
gatunkowo, co oznacza, ze okreslone gatunki bakterii nawigzujg symbiozg¢ z jednym,
konkretnym gatunkiem lub rodzajem roslin bobowatych np.: Rhizobium
leguminosarum bv. trifolii z koniczyng (Trifolium sp.) a R. leguminosarum bv.
phaseoli z fasolg (Phaseolus sp.) (Wang D. i wsp., 2012), dlatego w celu
scharakteryzowania wybranych szczepow przeprowadzono analizy genetyczne oraz
badanie zakresu gospodarza.

Analiza podobienstwa sekwencji wybranych genéw dawata rozne wyniki,
w zalezno$ci od tego, jakiego genu dotyczyla np.: dendrogram uzyskany dla
fragmentu genu gyrB wskazuje na duze podobienstwo wszystkich badanych
szczepdw, podczas gdy dendrogramy stworzone dla fragmentéw gendéw atpD lub
dnakK sugeruja istnienie duzych roéznic pomigdzy badanymi szczepami. Poszczegdlne
geny mogg ewoluowa¢ w réznym tempie akumulujgc mniejsza lub wigksza liczbe
mutacji, a analiza typu MLSA pozwala na ,usrednienie” takich rozbieznych
wynikow. Dendrogram wykonany po analizie MLSA sugeruje, ze szczepy
wyizolowane z brodawek réznych gatunkow koniczyny (TR1, TR2, TR3, TR4)
wykazuja najwieksze pokrewienstwo do Rhizobium leguminosarum, natomiast
szczepy izolowane z komonicy zwyczajnej (LO1 oraz LO2) wykazuja
pokrewienstwo odpowiednio do Agrobacterium tumefaciens oraz Agrobacterium
rhizogenes. Podobne rezultaty uzyskano za pomocg testow metabolicznych BIOLOG
- wyniki grupowania MLSA pokrywaja si¢ z wynikami grupowania metoda
BIOLOG, co jest zgodne z danymi przedstawionymi w literaturze, z ktorych wynika,
ze pomimo roznic fizjologicznych rodzaje Rhizobium i Agrobacterium sa ze soba
powigzane filogenetycznie (Willems A. i Collins M.D., 1993). Na podstawie
otrzymanych wynikéw mozna zauwazyé, ze szczepy TR1, TR2 oraz TR4
charakteryzuja si¢ waskim zakresem gospodarza ro$linnego (tzn. wysoka
specyficznoscia nawigzywanej symbiozy), wobec tego mozna przypuszczal, ze
nalezg do gatunku Rhizobium leguminosarum. W przypadku ryzobiow pozyskanych
z komonicy (LO1, LO2) obserwowano powstawanie pojedynczych brodawek na
korzeniach komonicy oraz koniczyny takowej i koniczyny biatej. Szerszy niz
w przypadku szczepdéw izolowanych z brodawek koniczyny zakres gospodarza

ro$linnego oraz mata liczba brodawek korzeniowych powstajacych na korzeniach
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niektorych roslin moga sugerowac przynaleznos¢ szczepéw LO1 i LO2 do rodzaju
Agrobacterium (Murugesan S. i wsp., 2010; Matthysse A.G., 2006).

Jednym ze sposobow stymulacji wzrostu roslin  bobowatych jest
zwigkszenie liczby mikroorganizméw obecnych w glebie, specyficznych dla danego
gatunku ro$lin. Bakterie takie sg stosowane w postaci szczepionek do zaprawiania
nasion lub w postaci szczepionek doglebowych (Martyniuk S., 2010; Pytlarz-
Kozicka M., 2010). Zabieg ten przynosi dobre efekty zwtaszcza w warunkach braku
lub niedoboru bakterii autochtonicznych w glebie (Martyniuk S. i wsp., 2008), wiec
powinien by¢ stosowany takze na hatdach i terenach gérniczych, dlatego celem pracy
byto wyselekcjonowanie szczepu ryzobium o wysokiej opornosci na obecnosé jonow
metali ciezkich w podlozu oraz nawigzujacego efektywnag symbioze z roslinami
bobowatymi. Sposrod badanych szczepow najlepsza tolerancja na metale cigzkie
oraz najbardziej efektywnymi interakcjami symbiotycznymi z koniczyna takowa
I biala w warunkach laboratoryjnych charakteryzowal si¢ szczep Rhizobium
leguminosarum TR4. W warunkach imitujgcych $srodowisko zanieczyszczonych hatd
(podtoze piaskowo-perlitowe, z dodatkiem roznych stezen soli metali cigzkich),
inokulacja roslin szczepem R. leguminosarum TR4 powodowata zwickszenie
brodawkowania koniczyny takowej oraz zwigkszenie $redniej masy pedu 1 korzenia
w porownaniu do grupy kontrolnej, nawet w obecnosci najwyzszych stgzen

badanych metali cigzkich (Tab. 40).

Stezenie jonow metalu w Wzrost (w stosunku do ro$lin niezakazonych)
podtozu liczby brodawek (%) masy pedow (%) masy korzeni (%)
Zn** 20 mM 55 47 23
Cd** 500 uM 22 35 51
Pb”* 5 mM 72 36 43

Tab. 40. Wzrost liczby brodawek korzeniowych, masy pedéw i masy korzeni (%)
U koniczyny lakowej inokulowanej szczepem R. leguminosarum TR4 w obecnosci
najwyzszych stezen jonéw metali ciezkich, w poréwnaniu do grupy kontrolnej

W dos$wiadczeniu dotyczacym jednoczesnego wptywu wszystkich badanych
jonéw (Zn?*, Cd** i Pb?*) na wzrost i brodawkowanie koniczyny lakowej po
inokulacji szczepem Rhizobium leguminosarum TR4 zaobserwowano istotny
statystycznie wzrost liczby brodawek (o 61%), masy pedu (o 49%) oraz masy

korzeni (o 56%) w poréwnaniu do grupy kontrolnej, co $wiadczy o potencjalnej
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warto$ci szczepu R. leguminosarum TR4 w warunkach skazenia jonami metali
cigzkich.

Dotychczas opatentowano kilka szczepow ryzobiowych przeznaczonych do
produkcji bionawozow i/lub biopreparatow np.: Rhizobium meliloti (Kowalski M.
iin., PL19970320834) przeznaczony do stosowania w uprawie lucerny lub
Rhizobium  leguminosarum Z25 (Rodales G.B. i Gonzales L.P., ES2099679)
stosowany w uprawie wykKi, jednak nie sg to szczepy przeznaczone do stosowania
W zanieczyszczonych glebach, na ktorych prawdopodobnie lepsze efekty mozna by
osiggna¢ za pomocy szczepu Rhizobium leguminosarum TRA4.

Korzystny wptyw ryzobiéw na wzrost ro§lin bobowatych mozna zwigkszy¢
dzigki zastosowaniu substancji produkowanych przez bakterie na etapie wymiany
sygnatow migdzy partnerami symbiotycznymi (Jones K.M. i wsp., 2007). Do
zwigzkow tego typu nalezg bakteryjne czynniki Nod (lipochitooligosacharydy)
indukujace powstawanie brodawek na korzeniach roslin bobowatych. W roztworze
glebowym czynniki Nod moga ulega¢ dyfuzji oraz degradowaniu przez enzymy
organizméw glebowych, co wydatnie zmniejsza ich stezenie oraz moze ostabiac
interakcje symbiotyczne (Ovtsyna A.O. i wsp., 2000). Zastosowanie czynnikéw Nod
do zaprawiania nasion moze temu przeciwdziata¢ i zwigkszy¢ liczbe powstajacych
brodawek korzeniowych, a przez to poprawi¢ wzrost roslin. Korzystne dziatanie
preparatow z czynnikami Nod zostalo zaobserwowane w uprawie grochu siewnego
(Podlesny J. i wsp., 2013), koniczyny tgkowej (Maj D. i wsp., 2009) oraz soi
(Almaraz i wsp., 2011). W przeprowadzonych do$wiadczeniach stwierdzono, ze
takze w warunkach skazenia metalami cigzkimi zaprawienie nasion koniczyny
fakowej preparatem Nod pozwolito na wytworzenie liczby brodawek korzeniowych
wickszej o 42%, co przelozylo si¢ na wzrost masy pedu 0 32% i masy korzenia
0 35% w poroéwnaniu do grupy kontrolnej, w ktorej nasiona nie byly zaprawiane
preparatem.

Nawet przy zanieczyszczeniu podloza trzema rdéznymi jonami metali
cigzkich zastosowanie biopreparatu zawierajagcego czynniki Nod w polaczeniu
z inokulacjg szczepem Rhizobium leguminosarum TR4 powodowalo zwigkszenie
liczby brodawek o 57%, masy pedu o 65% oraz masy korzenia o 16% w poréwnaniu
do grupy inokulowanej jedynie szczepem R. leguminosarum TR4. Potaczenie
inokulacji oraz traktowania nasion preparatem czynnikow Nod miaty korzystny

wpltyw na wzrost i rozw0j roslin, poniewaz sucha masa roslin w tej grupie byla
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ponad dwukrotnie wyzsza niz w grupie kontrolnej a procentowa zawarto§¢ azotu
W suchej masie roslin wyzsza o 35%.

Przedstawione badania miaty na celu opracowanie metody zwigkszenia
efektywnosci symbiozy nawigzywanej migdzy ryzobiami a roslinami bobowatymi
poprzez wykorzystanie i modyfikacj¢ naturalnych systemoéw biotechnologicznych.
Omawiany w pracy uktad symbiotyczny Rhizobium leguminosarum bv. trifolii -
koniczyna tgkowa moze funkcjonowaé na terenach  zdegradowanych
| zanieczyszczonych metalami ci¢zkimi, a zwigkszenie jego wydajnosci po
zastosowaniu wyselekcjonowanego szczepu Rhizobium leguminosarum TR4 oraz
biopreparatu zawierajgcego czynniki Nod moze sprzyja¢ zwigkszaniu efektywnosci
rekultywacji obszarow zdegradowanych (szybsze wzbogacanie gleby w materie
organiczng oraz dokladniejsze jej zadarnianie). Skutkiem stosowania naturalnych
ukladow symbiotycznych moze by¢ rowniez spadek ilosci zuzywanych
syntetycznych nawozow azotowych, co wplywa Kkorzystnie na zachowanie
rownowagi biologicznej gleb oraz ograniczenie zanieczyszczenia Srodowiska. Na
podstawie przeprowadzonych doswiadczen mozna zaproponowal szczep
R. leguminosarum TR4 i jego metabolity jako biopreparat przeznaczony do
wspomagania wzrostu koniczyny uzywanej w technikach rekultywacyjnych terenow

skazonych jonami kadmu, cynku i otowiu.
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V1. Streszczenie

Symbioza ro$lin bobowatych (Fabaceae) z bakteriami wigzacymi azot
atmosferyczny (ryzobiami) zapewnia roslinom obfite Zzrodto azotu, co sprawia, ze ich
uprawa moze by¢ niezalezna od nawozow syntetycznych. Rosliny bobowate nie
tylko wzbogacaja glebe w zwiazki azotowe, lecz takze wplywaja korzystnie na
strukture 1 wiasciwosci fitosanitarne gleby, dzigki czemu niektére ich gatunki
znajdujg zastosowanie w procesach rekultywacyjnych. Na terenach zdegradowanych
wskutek dziatalnosci przemystowej lub wydobywczej czesto dochodzi do akumulacji
jonow metali cigzkich w glebie, co pociagga za soba negatywne zmiany w skladzie
ilosciowym 1 jakosciowym mikroflory glebowej. Zubozenie lub spadek aktywnosci
mikroflory glebowej zmniejsza skuteczno$¢ zabiegow  rekultywacyjnych
prowadzonych z udzialem roslin, co ma szczegdlne znaczenie w przypadku roslin
bobowatych, w duzym stopniu uzaleznionych od symbiozy z ryzobiami.
Rozwigzaniem problemu moze by¢é uzywanie technik rekultywacyjnych
wykorzystujacych rosliny oraz kultury mikroorganizméw wspomagajace wzrost
ro$lin, charakteryzujace si¢ podwyzszonym poziomem odpornosci na dzialanie
jonow metali ciezkich. W przypadku roslin bobowatych i ryzobiéw uzasadnione jest
takze stosowanie dodatkowych stymulatoréw procesow symbiotycznych, takich jak
czynniki Nod, dzieki ktorym rosliny tworzg wigksza liczbe brodawek korzeniowych
imoga by¢ =zasiedlone przez wigksza liczb¢ symbiotycznych — bakterii
odpowiedzialnych za dostarczanie zwigzkow azotowych.

Celem pracy bylo stworzenie kolekcji szczepow ryzobiowych
pochodzacych z terenéw skazonych jonami kadmu, cynku 1 otowiu
I wyselekcjonowanie szczepu, ktory bylby zdolny do efektywnego wspomagania
wzrostu ro$linnego gospodarza w warunkach skazenia jonami Zn**, Cd*" i/lub Pb*".

Stworzono kolekcje zawierajagca 62 szczepy bakterii izolowanych
z brodawek roslin bobowatych (koniczyna, komonica, przelot) zasiedlajacych hatde
odpadow cynkowo-otowiowych w Bolestawiu. Stosujac techniki PCR-RFLP i AFLP
wykazano duzy stopien zroznicowania genetycznego kolekcji. Badanie poziomu
tolerancji szczepéw na jony Zn>*, Cd*" i Pb** wykonane trzema metodami (testy
ptytkowe, hodowlane, mikroskopowe) pozwolito na wyselekcjonowanie 6 szczepow
charakteryzujacych si¢ najwyzsza oporno$cia na badane jony metali cigzkich.

Badania genetyczne z wykorzystaniem sekwencjonowania fragmentow 7 gendow
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metabolizmu podstawowego wykonane dla wybranych szczepow izolowanych
z tkanek roéznych roslinnych gospodarzy pozwolily na zaklasyfikowanie tych
szczepdéw jako Rhizobium leguminosarum lub Agrobacterium sp., a wyniki testow
fizjologicznych (testy BIOLOG) byty zgodne z wynikami badan genetycznych.

Na postawie wynikow testow laboratoryjnych badajacych wptyw
wybranych szczepdw na parametry symbiotyczne (liczba brodawek, masa roslin)
wybrano szczep Rhizobium leguminosarum TR4 jako model do dalszych badan — byt
to szczep wykazujacy wielokrotnie wyzsza tolerancje na jony Zn**, Cd** i Pb** niz
szczepy laboratoryjne, zdolny do efektywnego brodawkowania koniczyny bialej
I czerwonej skutkujacego istotnym zwigkszeniem masy zakazonych roslin.
Z hodowli szczepu Rhizobium leguminosarum TR4 wyizolowano preparat
zawierajacy czynniki Nod, a nastgpnie w testach z uzyciem roslin okre§lono
efektywna dawke tego biopreparatu, powodujaca istotne zwigkszenie liczby
brodawek na korzeniach traktowanych roslin.

Efekt dziatania szczepu Rhizobium leguminosarum TR4 i pochodzacego
Zniego biopreparatu zbadano w doswiadczeniach wazonowych w ktorych
zastosowano podloza skazone réznymi stezeniami Zn®*, Cd** i/lub Pb?*. Wykazano,
ze zastosowanie Rhizobium leguminosarum TR4 lub Rhizobium leguminosarum TR4
1 pochodzacego z niego biopreparatu zawierajacego czynniki Nod istotnie zwigksza
liczb¢ brodawek oraz $wieza mas¢ korzeni i1 pedow inokulowanych roslin przy
réznych stezeniach Zn?*, Cd** lub Pb?*, oraz w przypadku zastosowania mieszanego
skazenia podloza za pomoca Zn**, Cd** i Pb*" lacznie. Najlepszy efekt dotyczacy
brodawkowania 1 wzrostu roslinnego gospodarza obserwowano po inokulacji roslin
szczepem 1 biopreparatem zawierajacym czynniki Nod, zardwno w przypadku
zastosowania skazenia podloza jednym jak i trzema r6znymi jonami metali cig¢zkich.

Zastosowanie szczepu Rhizobium leguminosarum TR4 i jego czynnikow
Nod umozliwito wydatne zmniejszenie niekorzystnego efektu wywieranego na
wzrost roslin przez jony Zn®*, Cd** lub Pb*, dlatego mozna zasugerowac stosowanie
wspomnianego szczepu do produkcji biopreparatu przeznaczonego do inokulacji
nasion réznych gatunkéw koniczyny uzywanej w praktykach bioremediacyjnych na
terenach skazonych kadmem, cynkiem i/lub olowiem. Z uwagi na mozliwo$¢
praktycznego wykorzystania opisanych w pracy wynikow, szczep Rhizobium
leguminosarum TR4 i jego zastosowanie staly si¢ przedmiotem zgloszenia
patentowego P.424967 (Urzad Patentowy RP, 20.03.2018).
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VII. Summary

The symbiosis with rhizobia provides a rich nitrogen source for leguminous
(Fabaceae) plants. These are often used in land reclamation practices, because they
are also able to modify soil structure and improve its sanitary conditions. Degraded
soils, located near industrial or mining areas, often accumulate many heavy metal
ions, which negatively affect soil microflora, resulting in lowering the number of
bacteria and/or reducing biodiversity. This is especially important for legume-
rhizobial symbioses, due to the fact (a) rhizobia are often sensitive to heavy metal
ions, and (b) the lack of soil rhizobia considerably limits the growth of their
Fabaceae hosts. Therefore, if the land reclamation practices using leguminous plants
are intended on heavy metal polluted areas, the use of heavy metal resistant strains is
recommended. Moreover, biostimulators like rhizobial Nod factors could be used for
the better result as they can enhance plant nodulation, and therefore more
symbiotically reduced nitrogen can be provided for plants.

The aim of this work was to select the rhizobial strain which could
effectively enhance growth of its plant host under zZn*, Cd** and/or Pb**
contamination, which can be applied alone or with their metabolites (Nod factors).

The collection of 62 strains derived from nodules of Trifolium, Lotus and
Anthyllis grown on Zn-Pb waste tip near Bolestaw, Poland. High genetic diversity of
collection was proved using PCR-RFLP and AFLP techniques. The level of Zn*,
Cd** and Pb?* tolerance was studied using three methods (plate tests, growth tests,
live-dead fluorescent microscopy), and 6 strains with relatively high resistance for
studied ions were chosen. Sequence analyses of the 7 “housekeeping genes” revealed
that four of these strains were Rhizobium leguminosarum and two should be
classified as Agrobacterium sp., and the relation between these strains were
confirmed using Biolog physiological tests.

One strain (R. leguminosarum TR4) was selected for the further tests,
because it nodulated different species of Trifolium (T. pratense and T. repens) and
supported the growth of plant host most efficiently. A preparation of Nod factors-
containing the extract was isolated from R. leguminosarum TR4 culture, the
biological activity of extract was confirmed, and it was used in the further

experiments.
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The effect of R. leguminosarum TR4 and preparation of its Nod factors were
studied in pot experiments, with clover cultivated on media contaminated with
different levels of zinc, cadmium and lead salts. The application of
R. leguminosarum TR4 or R. leguminosarum TR4 with its Nod factors resulted in
a significant increase in nodule number and fresh root and shoot mass at different
levels of Zn®*, Cd*" or Pb?*, as well as in presence of these three pollutants together.
Best plant-promoting effect was observed for the mixed (R. leguminosarum TR4 +
Nod factors) treatment of plants. The application of R. leguminosarum TR4 with its
Nod factors preparation lowered the detrimental effect of heavy metal pollution on
plant growth, therefore this strain and its metabolites could be proposed as
biofertilizer for clover used in land reclamation practices in the areas polluted with
Zn?*, Cd** and Pb?*, and some results described in this work were included in the
patent application P.424967 (Polish Patent Office, 20.03.2018).
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