Streszczenie

Symbioza roslin bobowatych (Fabaceae) z bakteriami wigzacymi azot
atmosferyczny (ryzobiami) zapewnia roslinom obfite zrodto azotu, co sprawia, ze ich
uprawa moze by¢ niezalezna od nawozow syntetycznych. Rosliny bobowate nie
tylko wzbogacaja glebe w zwigzki azotowe, lecz takze wplywaja korzystnie na
strukture i wlasciwosci fitosanitarne gleby, dzigki czemu niektére ich gatunki
znajdujg zastosowanie w procesach rekultywacyjnych. Na terenach zdegradowanych
wskutek dzialalnosci przemystowej lub wydobywczej czgsto dochodzi do akumulacji
jonow metali cigzkich w glebie, co pociaga za sobg negatywne zmiany w skladzie
ilosciowym 1 jakosciowym mikroflory glebowej. Zubozenie lub spadek aktywnosci
mikroflory  glebowej zmniejsza skutecznos¢ zabiegow  rekultywacyjnych
prowadzonych z udzialem roslin, co ma szczegolne znaczenie w przypadku roslin
bobowatych, w duzym stopniu wuzaleznionych od symbiozy 2z ryzobiami.
Rozwigzaniem problemu moze by¢ uzywanie technik rekultywacyjnych
wykorzystujacych rosliny oraz kultury mikroorganizméw wspomagajace wzrost
ro§lin, charakteryzujace si¢ podwyzszonym poziomem odpornosci na dzialanie
jonéw metali cigzkich. W przypadku roslin bobowatych i ryzobiow uzasadnione jest
takze stosowanie dodatkowych stymulatoréw proceséw symbiotycznych, takich jak
czynniki Nod, dzigki ktorym rosliny tworza wigksza liczbe brodawek korzeniowych
imoga by¢ zasiedlone przez wigksza liczbe symbiotycznych  bakterii
odpowiedzialnych za dostarczanie zwigzkow azotowych.

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

Stworzono kolekcje zawierajacag 62 szczepy bakterii izolowanych
z brodawek roslin bobowatych (koniczyna, komonica, przelot) zasiedlajgcych halde
odpadow cynkowo-olowiowych 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
plytkowe, hodowlane, mikroskopowe) pozwolilo na wyselekcjonowanie 6 szczepow
charakteryzujacych si¢ najwyzsza opornosciag na badane jony metali ciezkich.

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

Na postawie wynikéw testow laboratoryjnych badajacych wplyw
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
iczerwone] skutkujgcego istotnym zwigkszeniem masy zakazonych roslin.
Z hodowli szczepu Rhizobium leguminosarum TR4 wyizolowano preparat
zawierajagcy czynniki Nod, a nastgpnie w testach z uzyciem roslin okreslono
efektywna dawke tego biopreparatu, powodujacg istotne zwigkszenie liczby
brodawek na korzeniach traktowanych roslin.

Efekt dzialania szczepu Rhizobium leguminosarum TR4 1 pochodzacego
zniego biopreparatu zbadano w doswiadczeniach wazonowych w ktérych
zastosowano podtoza 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
liczbg¢ brodawek oraz swieza mas¢ korzeni 1 pgdow inokulowanych roslin przy
réznych stezeniach Zn**, Cd** lub Pb**, oraz w przypadku zastosowania mieszanego
skazenia podloza za pomocg Zn>*, Cd*" i Pb*" lacznie. Najlepszy efekt dotyczacy
brodawkowania i wzrostu roslinnego gospodarza obserwowano po inokulacji roslin
szczepem 1 biopreparatem zawierajacym czynniki Nod, zaréwno w przypadku
zastosowania skazenia podtoza jednym jak i trzema réznymi jonami metali cigzkich.

Zastosowanie szczepu Rhizobium leguminosarum TR4 1 jego czynnikow
Nod umozliwilo wydatne zmniejszenie niekorzystnego efektu wywieranego na
wzrost roslin przez jony Zn>*, Cd** lub Pb*', dlatego mozna zasugerowaé stosowanie
wspomnianego szczepu do produkcji biopreparatu przeznaczonego do inokulacji
nasion réoznych gatunkéw koniczyny uzywanej w praktykach bioremediacyjnych na
terenach skazonych kadmem, cynkiem i/lub olowiem. Z uwagi na mozliwos¢
praktycznego wykorzystania opisanych w pracy wynikow, szczep Rhizobium
leguminosarum TR4 1 jego zastosowanie staly si¢ przedmiotem zgloszenia
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