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1. Streszczenie

Rosliny bobowate, w tym tubin waskolistny, sa zyskujagcymi popularno$¢ roslinami
o duzym potencjale ze wzgledu na zdolno$¢ do nawigzywania symbiozy z bakteriami
glebowymi, ktore w procesie tzw. biologicznego wigzania azotu (ang. Biological Nitrogen
Fixation, BNF), przeksztalcaja wolny azot atmosferyczny w dostepne dla roslin formy
amonowe. Wlasciwo$¢ ta znacznie zmniejszaja zapotrzebowanie na drogie syntetyczne
nawozy oraz wzbogaca gleby pod kolejne uprawy. Poza przeksztatlcaniem azotu
atmosferycznego w formy biodostepne dla roslin, bakterie z grupy Bradyrhizobium
przyczyniaja si¢ do ich wzrostu réwniez poprzez czynny udziat w rozkladzie zwigzkow
chemicznych obecnych w glebie na formy, ktére sg tatwiej dostepne dla roslin, a takze sa
zdolne do zewnatrzkomoérkowego wydzielania metabolitow wtdrnych, ktore mogg indukowaé

wzrost roslin, a takze pomaga¢ w ochronie przed chorobami i stresem abiotycznym.

Na nawigzanie efektywnego ukladu symbiotycznego pomigdzy rizobiami
a odpowiednim makrosymbiontem ma wplyw wiele czynnikéw. Zaréwno rosliny jak i wolno
zyjace mikroorganizmy sa narazone na dziatanie rdéznych czynnikow biotycznych
I abiotycznych, mogacych ogranicza¢ ich rozwoj, przezywalnosé¢ i zdolnosci do wchodzenia

w relacj¢ symbiotyczna.

Pomimo faktu, iz wiele z metali cigzkich (ang. Heavy Metals, HM) w $ladowych
iloSciach, jest niezbednych dla prawidlowego funkcjonowania organizmow zywych,
W podwyzszonych ste¢zeniach, charakteryzuja si¢ one wysoka toksycznos$cia, stanowigc
zagrozenie dla zarowno bakterii jak 1 roslin, wywierajac znaczny wpltyw na uktad
symbiotyczny. Homeostaza jonow metali cigzkich to wrazliwa na zmiany réwnowaga,
w ktorej komorki bakteryjne musza utrzymywacé wystarczajacy poziom metali, aby zapewnié
prawidtowe funkcjonowanie niezbednych enzymodw, jednoczesnie zapobiegajac toksycznosci

powodowanej wyzszymi ich stezeniami.

Do tej pory nie zrealizowano kompleksowych analiz badajagcych wplyw roéznych
metali cigzkich na mechanizmy molekularne, cechy fenotypowe oraz profile metaboliczne
hubinu waskolistnego oraz jego mikrosymbiontow. W zwigzku z tym, celem prezentowanej
pracy bylo badanie interakcji wybranych metali cigzkich (miedz, nikiel, mangan i kadm)

z wolno zyjacymi komorkami bakterii symbiotycznych z rodzaju Bradyrhizobium (dwa



szczepy B. japonicum UPP 133, UPP 331 oraz dwa szczepy B. canariense UPP 213, UPP
242), oraz ich wplyw na symbiotyczny uktad roslin bobowatych z bakteriami glebowymi.

Przeprowadzone badania pozwolity stwierdzi¢, ze jony metali ciezkich, takie jak Cu®",
Ni%*, Cd*" i Mn*, maja istotny wptyw na wzrost komorek szczepow Bradyrhizobium spp.
Wysokie stezenia tych jonow hamuja wzrost komorek, przy czym jony cd* wykazuja
najwicksza toksyczno$¢ dla tych mikroorganizméw. Ponadto, jony Cu®*, Ni** i Mn*
wykazaly zdolno$¢ do stymulowania procesu syntezy kwasu indolilo-3-octowego (IAA),
jednoczesnie najwigkszg biosynteze IAA odnotowano dla szczepu B. canariense UPP 242, w
stezeniu 0,5 MM CuCl,, ktéra wyniosta 8,09 g/mL. Natomiast jony Cd** wykazywaty
dziatanie inhibujace ten proces. Jony Cu?* w stezeniach 0,5 mM i 1 mM, Ni** w stezeniach
0,5 mM i 1 mM oraz Mn** w stezeniach 0,125 mM i 5 mM, wykazywaty znaczny wptyw na
zwickszenie biosyntezy egzopolisacharydéw (EPS). Dodatkowo jony Mn?* w najwigkszym
stopniu stymulowaty wzrost biosyntezy sideroforéw przez szczepy UPP 133, UPP 213 oraz
UPP 242. Analiza ekspresji genow treS, cueA, exoR, fegA wykazata, ze badane metale cigzkie
maja wpltyw na poziomy ekspresji tych gendéw, przy czym zmiany te sg zalezne od czasu.
Zmiany w ekspresji genu treS byty dodatkowo gatunkowo specyficzne. Z wyjatkiem jonow
Cu?, ktorych obecnosé zwickszyta ekspresje genu treS po 24h o 170%, wszystkie z badanych
jonow metali ciezkich nie wykazywaty znacznego wpltywu na poziom ekspresji czynnika
nodulacji NodA. Dodatkowo stwierdzono istotny wptyw jonow wybranych metali cigzkich na
kietkowanie nasion tubinu waskolistnego. Wszystkie z nich w niskich stezeniach wykazywaty
pozytywny wplyw na ten proces, podczas gdy ich wyzsze stg¢zenia prowadzily do jego
spowolnienia, a nawet nekrotycznych zmian. Wynikiem stanowigcym duzy potencjat dla
dalszych badan byt wplyw inokulacji nasion szczepami Bradyrhizobium spp. hodowanymi
przed inokulacja w obecnosci jonoéw Cu®t w stezeniu 0,5mM. Systemy korzeniowe
rozwijajace si¢ z tych nasion byty bardziej rozbudowane i1 charakteryzowaty si¢ wickszg masa

niz korzenie w probach kontrolnych.

Podsumowujac, wyniki badan otwieraja nowe mozliwosci badawcze w zakresie
adaptacji roslin 1 mikroorganizméw do warunkow zanieczyszczenia metalami cigzkimi. Ich
zrozumienie moze prowadzi¢ do opracowania strategii poprawy wydajno$ci upraw oraz
metod bioremediacji gleb, w rezultacie, przyczyniajac si¢ do rozwoju zréwnowazonych

praktyk rolniczych i ochrony $rodowiska.



2. Abstract

Leguminous plants, including narrow-leafed lupine, are gaining popularity due to their
potential to form symbiotic relationships with soil bacteria, which through the process of
Biological Nitrogen Fixation (BNF), convert atmospheric nitrogen into forms biologically
available to plants. This property significantly reduces the need for expensive synthetic
fertilizers and enriches soils for subsequent crops. In addition to nitrogen fixation,
Bradyrhizobia also contribute to plant growth by actively participating in the breakdown of
compounds in soil into forms more available to plants. They are also capable of extracellular
secretion of secondary metabolites, which may induce plant growth and assist in protection

against diseases and abiotic stress.

The establishment of an effective symbiotic relationship between rhizobia and the
appropriate macro-symbiont is influenced by various factors. Both plants and free-living
microorganisms are exposed to various biotic and abiotic factors that may limit their

development, survival, and ability to enter into a symbiotic relationship.

Despite the fact that many heavy metals (HMs) are essential trace elements for the
proper functioning of living organisms, at elevated concentrations, they exhibit high toxicity,
posing a threat to both bacteria and plants and significantly impacting the symbiotic system.
The homeostasis of heavy metal ions is a sensitive balance in which bacterial cells must
maintain sufficient levels of metals to ensure the proper functioning of essential enzymes

while preventing toxicity caused by their higher concentrations.

Comprehensive studies on the impact of many heavy metals on the molecular
mechanisms, phenotypic properties, and metabolic profiles of microsymbionts and macro-
symbionts such as Lupinus angustifolius have not yet been conducted. Therefore, the subject
of the research described in this dissertation was an attempt to understand the mechanisms
underlying the interactions of selected heavy metals (copper, nickel, manganese, and
cadmium) with free-living bacterial cells of symbiotic bacteria from the genus
Bradyrhizobium (two strains of B. japonicum (UPP 133, UPP 331) and two strains of
B. canariense (UPP 213, UPP 242)), as well as their impact on the symbiotic relationship

between leguminous plants and soil bacteria.

Conducted experiments have shown that heavy metal ions, such as Cu®**, Ni?*, Cd**,
and Mn?*, have a significant impact on the growth of Bradyrhizobium spp. cells. High
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concentrations of these ions inhibit cell growth, with Cd®* ions exhibiting the greatest toxicity
to these microorganisms. Furthermore, Cu**, Ni**, and Mn*" ions demonstrated the ability to
stimulate the synthesis of indole-3-acetic acid (IAA), with the highest production of IAA
observed for the strain B. canariense UPP 242, at a concentration of 0,5 mM CuCl,, reaching
8.09 g/mL. Conversely, Cd*" ions exhibited inhibitory effects on this process. Cu®* ions at
concentrations of 0,5 mM and 1 mM, Ni* ions at concentrations of 0,5 mM and 1 mM, and
Mn®* ions at concentrations of 0,125 mM and 5 mM significantly increased the production of
exopolysaccharides (EPS). Additionally, Mn?*" ions most strongly stimulated the production
of siderophores by strains UPP 133, UPP 213, and UPP 242.

Analyses of the expression of the treS, cueA, exoR, and fegA genes showed that the
selected heavy metals have an impact on the expression levels of these genes, with these
changes being time-dependent. Changes in treS gene expression were also species-specific.
Except for Cu?* ions, whose presence increased gene expression by 170% after 24 hours, all
of the studied heavy metal ions had no significant effect on the expression levels of the

nodulation factor NodA.

Furthermore, a significant impact of selected heavy metal ions on the germination of
narrow-leafed lupine seeds was observed. All of them at low concentrations showed a positive
effect on this process, while their higher concentrations led to its slowing down and even

necrotic changes.

Impact of seed inoculation with Bradyrhizobium spp. strains grown in the presence of
Cu?* jons at a concentration of 0,5 mM is showing a significant potential for further research.
The root systems developed from these seeds were more aboundant and had a greater mass
than those in control trials.

In summary, the research results open up new research possibilities regarding the
adaptation of plants and microorganisms to conditions of heavy metal pollution.
Understanding these interactions may lead to the development of strategies to improve crop
productivity and soil bioremediation methods, ultimately contributing to the development of

sustainable agricultural practices and environmental protection.
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3. Wstep

3.1. Wprowadzenie

Na przestrzeni ostatnich 50 lat populacja Ziemi zwigkszyla si¢ o ponad 4 miliardy.
Przewiduje sie, ze do roku 2100 wzro$nie ona do nawet 12,3 miliardow (Gerland i in., 2014).
Wraz ze stale rosngca populacja ros$nie rowniez zapotrzebowanie na zywnos¢, dlatego
zapewnienie bezpieczenstwa zywnosciowego bedzie jednym z gléwnych priorytetow wsrod
wyzwan spoteczno-politycznych na poziomie globalnym i krajowym. Zeby sprostaé¢ temu
zadaniu $wiatowe rolnictwo powinno promowaé i zwieksza¢ rdéznorodno$¢ upraw
wielofunkcyjnych, takich jak uprawy roslin bobowatych, do ktérych nalezg rézne gatunki

hubinu w tym tubin waskolistny (Lupinus angustifolius L.).

Lubin waskolistny jest rosling bobowatg 0 rosngcym znaczeniu gospodarczym,
z wykazanymi wiasciwosciami nutraceutycznymi. Ziarna tubinu zawieraja przeciwutleniacze
i witaminy, a takze sg bogate w biatko i blonnik pokarmowy. Ponadto w poréwnaniu z innymi
roslinami bobowatymi, tubin ma niskg zawarto$¢ czynnikow antyzywieniowych, takich jak
inhibitory trypsyny i saponiny (Martinez-Villaluenga i in., 2006). To réwniez ro$lina
wykazujgca wiele korzysci dla rolnictwa. Jest w stanie zwalcza¢ choroby w ptodozmianie
a dzigki zdolnosci do tworzenia uktadéw symbiotycznych z rizobiami, ktore wykorzystujac
enzymatyczny kompleks nitrogenezy sa zdolne do redukcji azotu atmosferycznego do form
amonowych, przyswajalnych dla roslin. Tworzenie ukladéw symbiotycznych rosliny
bobotawe-rizobia powoduje wzbogacenie gleby w azot, przez co znacznie zmniejsza si¢
zapotrzebowanie na drogie nawozy azotowe (Lucas i in., 2015). Szacuje sig¢, ze W uprawach
polowych roslin bobowatych ilo$¢ azotu zwigzanego w brodawkach korzeniowych moze

dochodzi¢ do 120 kg/ha w sezonie wegetacyjnym (Bending, 2003).
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Ryc. 1. Obieg azotu w przyrodzie

Poprzez seri¢ przemian mikrobiologicznych azot atmosferyczny staje si¢ dostepny dla roslin, stajac sie
podstawa dla zycia wszystkich zwierzat. Etapy, ktore nie sg catkowicie sekwencyjne, mozna podzieli¢
nastgpujaco: wigzanie azotu, asymilacja azotu, amonifikacja, nitryfikacja i denitryfikacja. Wiazanie
azotu, podczas ktorego gazowy azot przeksztatca si¢ w organiczne zwiazki azotu, odbywa si¢ gldwnie
(90%) przez niektore bakterie 1 sinice. Znacznie mniejsza ilos¢ wolnego azotu jest wigzana Srodkami
abiotycznymi (np. wyladowania atmosferyczne, promieniowanie ultrafioletowe) oraz przez
syntetyczng konwersje do amoniaku w procesie Habera-Boscha. Azotany i amoniak powstate
w wyniku wigzania azotu sg asymilowane do specyficznych zwigzkow wchodzacych w sktad tkanek
glondéw 1 roslin wyzszych. Nastepnie zwierzgta zjadajac je, wbudowujg azot we wiasne zwiagzki
organiczne. Pozostalo$ci wszystkich zywych istot oraz produktow ich metabolizmu sa rozktadane
przez mikroorganizmy w procesie amonifikacji, w wyniku ktorej powstaje amoniak (NHs) i amon
(NH,"). W procesie nitryfikacji, bakterie nitryfikacyjne, przeksztatcaja amoniak w azotany (NOj3),
ktére rosliny moga wchiania¢ do wlasnych tkanek. Azotany sg rowniez metabolizowane przez bakterie
denitryfikacyjne, ktore sa szczegdlnie aktywne w podmoktych glebach beztlenowych. Dziatanie tych
bakterii ma tendencj¢ do zubozenia azotandw w glebie, tworzac wolny azot atmosferyczny (Nitrogen
Fixation, Britannica 2023)

Rosliny bobowate sa zatem istotnym elementem obiegu azotu w przyrodzie (Ryc. 1),
dostarczajac ludzkosci ponad 30% azotu odzywczego i stanowia znaczacy potencjat dla
produktywnos$ci upraw, wsrod ktorych dostepnosé azotu jest ograniczona. Od dawna niedobor
azotu dla wzrastajacych roslin uzupehliany jest przez stosowanie syntetycznych nawozow
bogatych w ten pierwiastek. Stosowanie coraz wigkszych ilo§ci nawozow znacznie
zwigkszylo plony roslin uprawnych, takich jak zboza, lecz wigze si¢ z wysokimi kosztami
ekonomicznymi i sSrodowiskowymi (Ferguson et al. 2010). Przemystowa produkcja nawozow

azotowych jest bardzo kosztowna, poniewaz redukcja wigzania potrojnego W azocie
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czasteczkowym (N>) jest prowadzona w wysokiej temperaturze i ci$nieniu, przez co wymaga
naktadu duzych iloéci energii, zazwyczaj dostarczanej z paliw kopalnych, ktorych dostgpnosé
jest ograniczona. W zwigzku z tym koszty nawozoéw sg wysokie, co dotyka zwlaszcza
ubogich w zasoby rolnikéw na catym $wiecie. Ponadto stosowanie nawozéw sztucznych ma
powazny wplyw na Srodowisko, ze wzgledu na splywanie nadmiaru nieprzyswojonych
azotanéw Czemu towarzyszy eutrofizacja rzek, jezior i oceandw oraz zanieczyszczanie wody
pitnej (de Bruijn, 2015).

Lubiny sa zdolne do wiazania azotu atmosferycznego dzigki symbiotycznej interakcji
z Gram-dodatnimi bakteriami z rodzaju Bradyrhizobium ssp. Brodawkujace szczepy
Bradyrhizobium sa przyciggane przez flawonoidy uwalniane przez ro$liny bobowate.
W odpowiedzi bakterie wytwarzaja zewnatrzkomérkowe czynniki nod, ktére indukujg zmiany
morfologiczne rosliny, umozliwiajac bakteriom wniknigcie do komoérek korowych korzenia.
Po infekcji btona roslinna pokrywa bakterie, ktore nast¢pnie rdznicujg si¢ w bakteroidy.
W takiej formie sg w stanie wigza¢ azot z powietrza (Gano-Cohen i in., 2016). Enzymatyczna
konwersja azotu do amoniaku jest katalizowana przez nitrogenazg - kompleks enzymatyczny,
ktoéry jest wysoce konserwatywny u wolno zyjacych i symbiotycznych diazotrofow.
Konwencjonalna nitrogenaza lub mo-nitrogenaza zawiera grupg protetyczng z molibdenem
(Iron-Molybdenumcofactor; FeMoco) (Ryc. 2). Enzym ten sktada si¢ z dwoch metaloprotein.
Pierwsza z nich, okre§lana rowniez jako biatko MoFe, jest tetramerem sktadajacym sig
z dwoch nieidentycznych podjednostek a i B, podczas gdy druga, okreslana rowniez jako
biatko Fe, jest dimerem skladajagcym si¢ z identycznych podjednostek. Dwa FeMoco sg
zwigzane z podjednostkami o biatka MoFe. Wigzanie azotu to bardzo ztozony proces, ktory

nie zostat jeszcze w pelni wyjasniony (Newton, 2015).
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Ryc. 2. Model wstegowy bialka nitrogenazy (A) i struktura kofaktora zelazowo-
molibdenowego (FeMoco)

Na modelu wstegowym nitrogenazy kolorem czerwonym zaznaczono podjednosteke o oraz kolorem
niebieskim podjednostke B biatka FeMo. Kolorem zielonym zaznaczono czasteczki biatka Fe

Bakterie z rodzaju Bradyrhizobium zaliczane s3 do mikroorganizmow mikroflory
ryzosferowej wywierajacych korzystny wpltyw na rozwdj roslin (PGPR ang. Plant Growth-
Promoting Rhizobacteria). Mikroorganizmy te sa traktowane jako biologiczne czynniki
nawozeniowe (z ang. biofertilizers). Mimo iz mechanizm pobudzania wzrostu ro$lin przez
PGPR jest wcigz poznawany, udato si¢ wskaza¢ wsrod tych bakterii szereg réznych cech,
odpowiedzialnych za dziatania promujace ich wzrost. Wplywaja one pozytywnie
na wegetacje ro$lin poprzez stymulowanie ich w sposéb bezposredni i posredni.
Wspomaganie bezposrednie polega miedzy innymi na dostarczeniu roslinie skladnikoéw
mineralnych (np. poprzez utatwianie pobierania azotu, rozpuszczanie zwigzkow fosforu czy
wigzanie zelaza przez siderofory), syntezie fitohormondéw wplywajacych na rozwoj roslin, tj.
auksyn, giberelin, cytokinin. Natomiast posredni sposob stymulacji gléwnie polega na

biologicznym zwalczaniu fitopatogenéw (Pociejowska i in., 2014).
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Na nawigzanie efektywnej symbiozy pomigdzy rizobiami a odpowiednim
makrosymbiontem (rosling gospodarzem) maja wptyw warunki panujace w glebie. Zarowno
rosliny jak i wolno zyjace mikroorganizmy sg narazone na dzialanie réznych czynnikow
biotycznych 1 abiotycznych, mogacych ogranicza¢ ich rozwdj, przezywalnos$¢ i zdolnosci
do tworzenia uktadow symbiotycznych (Kopycinska, 2020). Jednym z gtownych czynnikoéw
abiotycznych, ktérego wptyw na mikroorganizmy i ro$liny jest wcigz badany, jest obecno$¢
w $rodowisku metali cigzkich. Spektrum rezultatbw wywolywanych obecnoscig tych
pierwiastkow, od pozytywnych efektow hormetycznych po zmiany nekrotyczne jest wcigz
odkrywane, jednak zagrozenie wywierane przez te zwigzki sprawilo, ze organizmy
te wyksztalcity szereg mechanizméw obronnych oraz adaptacyjnych umozliwiajagcych im
przystosowanie si¢ do niekorzystnych warunkéw $rodowiskowych 1 stworzenie

symbiotycznych relacji.

3.2. Metale ciezkie w glebie

Szacuje sig, ze stresy abiotyczne do ktorych zaliczany jest rowniez stres wywotywany
przez metale cigzkie, sg glowng przyczyna globalnego zmniejszenia plonow nawet do 70%
i W znaczny sposOb ograniczaja produkcje roslinng. Sytuacja ta niekorzystnie wptywa na
zapewnienie bezpieczenstwa zywnosciowego i stale ulega pogorszeniu z powodu zachwiania
rownowagi miedzy produktywnoscig upraw a przyrostem ludnosci. Dlatego szczegolnie
wazne jest poznanie reakcji danych ekosysteméw na takie czynniki stresowe jak metale
ciezkie (S. Singh i in., 2016).

Pierwiastki nalezace do bloku d zostaly sklasyfikowane jako ,metale cigzkie” na
podstawie ich gestosci (>5 glem®). W wyniku ewolucji rolin okrytonasiennych
dziewietnascie z nich: C, O, H, Mg, S, N, Ca, P i K (makroelementy) oraz Cu, Zn, Mn, Fe,
Mo, B, Ni, Co, Cl, i B (mikrosktadniki odzywcze) zaczeto petni¢ rolg w podstawowym
metabolizmie (Ernst, 2006). Oprocz pierwiastkow wymienionych powyzej, rowniez krzem
jest uwazany za pierwiastek sprzyjajacy rozwojowi ze wzgledu na fakt, ze bierze udziat
w utrzymaniu niektorych struktur roslinnych. Makro i mikroelementy odgrywaja wazng role
w procesach fizjologicznych i biochemicznych roslin, takich jak biosynteza chlorofilu,
fotosynteza, synteza DNA, modyfikacje biatek, reakcje redoks w chloroplastach

i mitochondriach, metabolizm cukrow czy wigzanie azotu. Na przyktad cynk (Zn) jest
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kofaktorem dla ponad 300 enzyméw i1 200 czynnikow transkrypcyjnych zwigzanych
z utrzymaniem integralnos$ci btony, metabolizmem auksyn i reprodukcja (S. Singh i in.,
2016). Pomimo wszystkich korzystnych wilasciwosci, ktore zapewniaja te pierwiastki
w odpowiednio niskich stezeniach, w podwyzszonych stezeniach charakteryzuja si¢ wysoka
toksyczno$cig, stanowigc zagrozenie dla organizmow zywych. Oddziatuja na wszystkie
ogniwa tancucha pokarmowego, tj. na drobnoustroje zyjace w glebie, rosliny i zwierzgta oraz
na ludzi, czynigc ich podatnymi na szereg chorob, od zapalenia skéry po rozne rodzaje

nowotworow (McLaughlin i in., 1999).
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Tabela 1. Przemystowe zrodla metali ci¢zkich w Srodowisku

Przemyslowe Zrodla metali ciezkich

METALE
CIEZKIE

ZRODLA

Arsen

Nawozy fosforowe, gornictwo, hutnictwo, hartowanie metali,

farby, tekstylia, pyly przemystowe, lecznicze, farmaceutyczne, $cieki,
pestycydy, wytop ztota, otowiu, miedzi i niklu, produkcja zelaza i stali,
odpady przemystowe, spalanie paliw kopalnianych.

Kadm

Gornictwo 1 hutnictwo, nawozy fosforowe, elektronika, pigmenty i farby,
pyly 1 dymy przemystowe, scieki, pestycydy, baterie, produkty z PCW,
kolorowe pigmenty.

Chrom

Gornictwo 1 hutnictwo, galwanizacja, przemyst gumowy, fotografia,
py!t przemystowy i opary, garbarstwo, przemyst skorzany, chemiczny,
nawozy, tekstylia.

Olow

Gornictwo i hutnictwo, pyly i opary przemystowe, zastosowanie olowiu
w benzynie, spalanie paliw kopalnianych, spalanie odpadéw statych.
Odpady przemystowe, farby i pigmenty, materiaty wybuchowe,
ceramika i naczynia, niektore rodzaje PCW, pestycydy, nawozy,
produkcja akumulatoréw kwasowo-otowiowych.

Rteé

Gornictwo, hutnictwo, produkcja chemikaliow, pyly i dymy przemystowe,
scieki przemystowe, spalanie paliw kopalnianych, spalanie odpadéw
stalych i komunalnych. Nawozy, pestycydy, zaréwki fluorescencyjne, luk
rteciowy lampy. Produkcja wyrobdw rtgciowych, materiatow
wybuchowych, gumy i tworzyw sztucznych oraz papieru.

Nikiel

Gornictwo i hutnictwo, galwanizacja, produkcja zelaza i stali, areozole
przemystowe, spalanie odpaddéw i wegla, nawozy, akumulatory, przemyst
chemiczny i1 spozywczy.

Cynk

Gornictwo i hutnictwo, galwanizacja, produkcja zelaza i stali, nawozy,
odpady metalowe.

Miedz

Gornictwo i hutnictwo, galwanizacja, odpady elektryczne i elektroniczne,

pestycydy, farby i pigmenty, przemyst wldkienniczy, materialy wybuchowe.
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Wiele metali cigzkich wystepuje naturalnie w skorupie ziemskiej na réznych jej
poziomach. Przedostaja si¢ one do srodowiska w wyniku uwalniania ze skatl macierzystych
w procesach glebotworczych, podczas erupcji wulkanow lub wskutek pozarow. W ciggu
ostatnich kilkudziesigciu lat wzmozona industrializacja i nowoczesne praktyki rolnicze
spowodowaty zwiekszenie zanieczyszczenia srodowiska metalami cigzkimi (Tabela 1). Duze
obszary gleby zostalty skazone metalami cigzkimi w wyniku stosowania pestycydow,
nawozow sztucznych, odpadéw komunalnych i kompostowych, a takze w wyniku uwalniania
metali ciezkich w procesach wykorzystywanych w przemysle hutniczym i kopalniach metali.
Niektore metale cigzkie, takie jak Cd, Cr, Pb, Al, Hg itp., nie petniag funkcji fizjologicznych
I s wysoko toksyczne nawet w bardzo niskich st¢zeniach. Zaré6wno niezbedne i te nieistotne
dla funkcjonowania ro$lin i mikroorganizméw metale ciezkie, w odpowiednio wysokim
stezeniu, wywotujg u roslin skutki powszechnie uwazane za toksyczne, takie jak: niska
akumulacja biomasy, chloroza, hamowanie wzrostu i fotosyntezy, zmieniony bilans wodny
i asymilacja sktadnikéw odzywczych, starzenie si¢, ktore ostatecznie powodujg $mier¢ roslin
(S. Singh i in., 2016).

Podobna sytuacja dotyczy wolno zyjacych w glebie bakterii, w tym rizobiow. Wiele
z metali cigzkich pobieranych w $ladowych ilo$ciach, niezbednych jest do prawidlowego
dzialania kluczowych enzyméw 1 zwigzkéw chemicznych kontrolujacych funkcjonowanie
mikroorganizméw. Doniesiono, ze niektore metale ciezkie w zbyt wysokim stezeniu
powodujg zmniejszenie ilosci powstajacych brodawek korzeniowych i wigzanego azotu,
poprzez negatywny wplyw na ilos¢ wody komodrkowej, zmniejszenie pobierania sktadnikow
odzywczych oraz indukcje stresu oksydacyjnego (Haddad i in., 2015). Na poziomie
molekularnym toksyczne metale cigzkie moga zmienia¢ ekspresje roznych genow, w tym tych
kodujacych enzymy kluczowych szlakow metabolicznych. Stres wywotany metalami moze
réwniez powodowa¢ zmiany W profilu biatkowym (S. Singh i in., 2016). Homeostaza jonow
metali to wrazliwa na zmiany réwnowaga, w ktorej komorki bakteryjne musza utrzymywac
wystarczajacy poziom metali, aby zapewni¢ prawidlowe funkcjonowanie niezbgdnych
enzymoOw, jednoczes$nie zapobiegajac toksycznosci powodowane] wyzszymi ich stezeniami.
Chociaz homeostaza metali w bakteriach jest badana od wielu lat, dopiero niedawno
naukowcy zaczeli rozumie¢ molekularne podstawy proceséw buforowania metali,
funkcjonowania bialek opiekunczych i zmian w proteomie zapewniajacych wydajng metalacje
kluczowych enzymow podczas niedoboru konkretnych metali. Roéwniez stosunkowo

niedawno zaczg¢to odkrywaé wewngtrzkomorkowe miejsca przechowywania i sekwestracji
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nadmiaru metali, jednak kluczowe pytania w odniesieniu do charakteru labilnej puli metali,
oraz wplywu czynnikoéw S$rodowiskowych na ich zapotrzebowanie wciaz pozostaja bez

odpowiedzi (Chandrangsu i in., 2017).

Oproécz niekorzystnego wptywu na rosliny 1 bakterie glebowe, metale cigzkie stanowig

zagrozenie dla zdrowia ludzi ze wzgledu na dlugi czas retencji w glebie.

3.3. Miedz i jej rola w przyrodzie

Wsrdd zywych organizmow jako pierwsze, miedz (Cu) do repertuaru pierwiastkow
niezbednych do zycia wiaczyty fotosyntetyzujace cyjanobakterie. Z powodu pojawiajacego
sic w atmosferze tlenu, zelazo zaczeto wytraca¢ si¢ W postaci nierozpuszczalnych,
utlenionych wodorotlenkoéw zelaza (III) powodujac spadek biodostepnosci tego pierwiastka.
Doprowadzito to do wlaczenia miedzi do systemow wychwytujacych energie, takich jak
oksydaza cytochromowa (Crichton i Pierre, 2001). Miedz jest istotnym pierwiastkiem ze
wzgledu na jej sktonno$¢ do pobierania i oddawania elektronu w czasie zmiany stopnia
utlenienia w reakcjach redoks. Jako lekki kwas wg. Teorii Lewisa, Cu(l) sprzyja tworzeniu
tetraedrycznych struktur z lekkimi zasadami, takimi jak wodorki, grupy alkilowe, fosfiny,
tiole i tioeter metioniny. Cu(ll) jako $redni kwas Lewisa, tworzy wigzania migedzy innymi
z siarczanami, donorami azotu, takimi jak histydyna oraz donorami tlenu, takimi jak
glutaminiany i asparaginiany. Zdolno$¢ miedzi do zmian formy w reakcjach redoks mig¢dzy
Cu(l) a Cu(Il) nadaje enzymom zawierajacym miedZ potencjal redoks w przedziale +0,25
a +0,75V, umozliwiajac usuwanie elektronéw z réznych substratow, takich jak katechole,
nadtlenki, czy askorbiniany. W konsekwencji enzymy zalezne od miedzi w r6znych
krolestwach organizmow zywych dziataja w roznych kluczowych procesach, w tym
fosforylacji oksydacyjnej (oksydaza cytochromowa), homeostazie zelaza (ceruloplazmina,
hefaestyna), pigmentacji (tyrozynaza; lakaza), dysmutacji ponadtlenkowej (dysmutazy
ponadtlenkowe) i tworzeniu tkanki tacznej (oksydazy lizylowe) (Ladomersky i Petris, 2015).

Miedz jest waznym elementem gleby oraz mikroelementem, ktory jest niezbgdny dla
ros$lin. Pomimo tego pierwiastek ten charakteryzuje si¢ toksycznoséciag w kazdym uktadzie,
w ktorym jego poziomy wystepuja powyzej supraoptymalnych. To czy zwigkszone stezenie
tego pierwiastka w glebie, bedzie wywotywac¢ toksyczne efekty zalezy jednak od réznych

czynnikow. Biodostepnos¢ miedzi jest wyzsza w glebie 0 odczynie kwasnym, niz w glebie
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zasadowej, a na jej pobieranie majg wplyw rozne parametry fizjologiczne roslin (Alengebawy
I in., 2021). Wysoki wskaznik akumulacji miedzi w glebie jest czesto spowodowany
stosowaniem fungicydow na bazie tego pierwiastka lub innymi dziataniami rolniczymi.
Naturalnie zakres stezenia Cu w glebie uprawnej miesci si¢ w przedziale od 5 do 30 mg/Kkg,

ale poziom ten zalezy od stanu i potozenia gleby (Alengebawy i in., 2021).

3.3.1. Znaczenie biologiczne miedzi dla mikroorganizmow

Miedz jest dla mikroorganizmoéw niezb¢dnym mikroelementem. Jako kofaktor dla
wielu biatek uczestniczy w reakcjach redoks umozliwajac transport elektronéw, oddychanie
oksydacyjne, denitryfikacje itp., a w niektorych przypadkach jest takze elementem
strukturalnym. Fizjologiczna sprawno$¢ komoérek wymaga mechanizméw utrzymujacych
homeostaze Cu, ktore kontroluja dystrybucje¢ i Kierowanie tego metalu do cuproenzymow
(metaloenzymow zawierajacych jeden lub wigcej atomow miedzi). Zadanie to realizowane
jest poprzez mechanizmy homeostatyczne obejmujace sensory, transportery, biatka
opiekuncze oraz chelatory. Natomiast zbyt wysokie st¢zenie Cu moze prowadzi¢ do
wytwarzania wysoce reaktywnych rodnikow tlenowych poprzez reakcje Fentona
i interferencj¢ z zestawem biatek klastrowych (Fe-S) (Arguello i in., 2013). Liczne badania
wykazaly, ze toksyczno$¢ miedzi moze znaczaco hamowac aktywnos¢ mikroflory glebowej
miedzy innymi poprzez zdolno$¢ do uszkadzania bton komorkowych i1 denaturacji biatek
w drobnoustrojach. Wang i in. (2019) badali toksyczny wptyw Cu na mikroorganizmy
glebowe i biomase drobnoustrojow. Stwierdzono, ze mikroorganizmy najbardziej podatne na
toksyczny wptyw miedzi to bakterie, nastgpnie promieniowce, a najbardziej odporne na stres

wywolywany zwigkszonym stezeniem miedzi w glebie byty grzyby (Alengebawy i in., 2021).

3.3.2. Znaczenie biologiczne miedzi u roslin

Pod wzgledem $wiatowego zuzycia we wszystkich galeziach przemystu miedz
zajmuje trzecie miejsce po stali i aluminium. MiedZ w odpowiednio niskich st¢zeniach jest
pierwiastkiem niezbednym do prawidlowego rozwoju roslin i produkcji nasion. Jednak

w wysokich stezeniach jest uwazana za bardzo toksyczny metal. Naturalne stezenie miedzi
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w korzeniach jest wyzsze niz w pedach, poniewaz za pobieranie jonow Cu z gleby odpowiada
system Kkorzeniowy, przy czym najwyzsze stezenie Cu wystepuje w epidermie korzenia
(Kopittke i1 in., 2011). Toksyczno$¢ miedzi jest w stanie doprowadzi¢ do obnizenia ilosci
biosyntezowanego chlorofilu i produktywnosci roslin poprzez modyfikacje procesu
fotosyntezy i wpltyw na przyswajalno$¢ sktadnikow pokarmowych co prowadzi do spadku

ilosci plonow (Adrees i in., 2015).

3.4. Nikiel i jego rola w przyrodzie

Nikiel (Ni) plasuje si¢ na 22 miejscu wsrdd najbardziej rozpowszechnionych
pierwiastkow w skorupie ziemskiej i stanowi okoto 0,008% jej masy (M. B. Hussain i in.,
2013). Nikiel ma kilka stopni utlenienia w zakresie od -1 do 4, jednak Ni (Il) jest najczesciej

wystepujacym stanem utlenienia w systemach biologicznych.

Naturalnie wystepujace stezenie niklu (Ni) w glebie i wodach powierzchniowych nie
przekracza odpowiednio 100 mg/kg i 0,005 mg/L (Shahzad i in., 2018). Jednak dziatalno$¢
cztowieka wplywa na zwigkszone uwalnianie tego pierwiastka do gleby. Sposrod
antropogenicznych Zrédet mozemy wyrdzni¢: spalanie paliw kopalnych do wytwarzania
energii, gornictwo, hutnictwo, emisje z pojazdow, gospodarke odpadow domowych,
komunalnych 1 przemystowych, produkcja stali 1 przemyst cementowy. Ni jest szeroko
stosowany jako surowiec w przemysle metalurgicznym 1 galwanicznym, jako katalizator
w przemysle chemicznym i spozywczym oraz jako sktadnik baterii elektrycznych (Salt i in.,
2000). Na przestrzeni lat badania gleb w roéznych rejonach $wiata wykazaly wzrastajace
zanieczyszczenie s$rodowiska niklem. Wedlug szacunkoéw na zanieczyszczonych terenach
stezenie Ni moze siega¢ do 26 g/kg w glebie i do 0,2 mg/l w wodach powierzchniowych,

czyli 20 do 30 razy wiecej niz na obszarach niezanieczyszczonych (Shahzad i in., 2018).

3.4.1. Znaczenie biologiczne niklu dla mikroorganizmow

Nikiel jest uzywany jako kofaktor przez kilka dobrze scharakteryzowanych
bakteryjnych enzyméw, w tym przez ureazg, hydrogenaze (NiFe), dysmutaze
nadtlenku niklu, dehydrogenaze  tlenku  wegla, syntaze/dekarbonylazegacetylo-CoA,
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dioksygenazeacireduktonu, a takze niektore formy glioksalazy 1. Ponadto opisano aktywnoSci
enzymow zaleznych od niklu, w tym dehydrogenazg 1-fosforanu glicerolu z Bacilluspasteurii
i kwercetynaz¢ z gatunku Streptomyces. Aby utrzyma¢ nikiel w odpowiednim st¢zeniu
mikroorganizmy w procesie ewolucji wytworzyly mechanizmy pobierania, usuwania a takze

w przypadku niektorych drobnoustrojow magazynowania tego metalu (Salt i in., 2000).

Do niedawna uwazano, ze toksyczno$¢ niklu wérod mikroorganizmow jest problemem
ograniczonym do bakterii bytujacych w glebach zanieczyszczonych przez przemyst lub
glebach o naturalnie podwyzszonym stgzeniu niklu. Zatozenie to zostato jednak obalone, gdy
scharakteryzowano system obronny przed niklem (RcnA) w mezofilnych bakteriach
Escherichia coli. Ponadto domniemane homologi RcnA wykryto u archeonéw i innych
bakterii. To odkrycie sugeruje, ze stres wywotywany obecno$cig niklu jest powszechnie
wystepujacym fizjologicznym problemem mikroorganizméw. Pomimo licznych dobrze
opisanych mechanizméw toksycznosci niklu wsrod wyzszych form zycia (reakcje
oksydacyjne z udziatlem lipidéw, biatek i kwasow nukleinowych, jak réwniez wigzanie
z réznymi biomolekutami i zmienianie ich wlasciwo$ci) mechanizm toksycznosci niklu
wobec mikroorganizméw jest nieznany i prawdopodobnie bedzie rézny w zaleznosci od

specyficznej fizjologii danej komorki (Macomber i Hausinger, 2011).

3.4.2. Znaczenie biologiczne niklu u roslin

Nikiel jest niezbednym mikroelementem i1 odgrywa znaczaca role we wzroScie
i rozwoju siewek. W bardzo matych stezeniach jest niezbgdny dla optymalnego wzrostu roslin
miedzy innymi dlatego, ze jest wymagany do optymalnego funkcjonowania enzymow
bioragcych udzial w szeregu procesoOw fizjologicznych 1 biochemicznych, poczawszy

od wzrostu wegetatywnego do zawigzywania nasion (Harish i in., 2008).

Pierwiastek ten w roslinach wyzszych jest integralng czesScig enzymow kluczowych
w procesie asymilacji azotu, takich jak glioksalaza-l i ureaza. Bierze rowniez udziat
w mechanizmach obronnych roslin wobec stresow biotycznych i abiotycznych. Dlatego
niedobor Ni w roslinach moze prowadzi¢ do negatywnych skutkéw takich jak: opozniony

wzrost, starzenie si¢, zaktocenie metabolizmu azotu i pobierania zelaza (Shahzad i in., 2018).
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Ze wzgledu na udzial w procesach zwigzanych z asymilacjg azotu nikiel jest szczegdlnie
waznym pierwiastkiem dla roslin bobowatych. Po raz pierwszy kluczowe funkcje Ni
w roslinach soi (Glycin max L. Merrill) zweryfikowal w 1983 Eskew i in., w swoich
badaniach udowodnili, Ze rosliny pozbawione niklu akumulowaly toksyczne stezenia
mocznika (2,5%) wywolujac nekrotyczne zmiany na koncach lisci. Dzialo si¢ tak niezaleznie
od tego, czy rosliny byty suplementowane azotem nieorganicznym, czy tez byly uzaleznione
od wigzania azotu atmosferycznego. Pozbawienie dostgpu do niklu spowodowato opdznione
tworzenie si¢ brodawek korzeniowych i ograniczenie ich wzrostu od wczesnych stadiow
rozwoju. Dodatek niklu (I mikrogram na litr) do pozywki zapobiegat gromadzeniu si¢
mocznika, martwicy 1 redukcji wzrostu (Eskew i in., 1983). Niezbgdno$s¢ Ni jako
mikrosktadnika odzywczego u innych roslin wyzszych zostata potwierdzona, kiedy rosliny
jeczmienia (Hordeumvulgare L.) uprawiane w kontrolowanych warunkach zubozonych w Ni,
nie byly w stanie wytworzy¢ nasion zdolnych do kietkowania przez trzy kolejne pokolenia
(Brown i in., 1987). Przez pewien okres urcaza byla uwazana za jedyny enzym zawierajacy
nikiel jako niezbg¢dny sktadnik. Jednak obecnie wiadomo, ze istnieje wiele innych enzymow
ktore do prawidtowego funkcjonowania wymagaja tego metalu, miedzy innymi: hydrogenaza,
dehydrogenaza tlenku wegla, deformylaza peptydowa, syntazaacetylo-S-koenzymu A,
reduktaza metylokoenzymu M, dysmutaza ponadtlenkowa zawierajaca Ni (NiSOD),
glioksalazy-1. Obecnos¢ niklu w odpowiednio niskim stezeniu jest rowniez wazna w procesie
biologicznego wigzania azotu w roslinach bobowatych, gdzie Ni jest funkcjonalng czgscig
hydrogenazy (Ni-Fe), waznego enzymu bioragcego udzial w gospodarce H,, bedacego
produktem redukcji N,. Potwierdzono réwniez, ze suplementacja niklu promuje tworzenie
brodawek korzeniowych i aktywno$¢ ureazy w soi. Ponadto zwigkszenie stezenia Ni z 0,1 do
10 mg/kg w glebie spowodowato wzrost akumulacji azotu w roslinach z 42 do 50% (Shahzad
i in., 2018).

Chociaz nikiel jest pierwiastkiem niezbednym dla prawidlowego rozwoju
i funkcjonowania roslin, w wyzszych stezeniach jest w stanie powodowac szkodliwe zmiany.
Nadmiar Ni moze wywotywaé: spadek wydajnosci fotosyntezy, zahamowanie wzrostu,
chloroze lisci, zaburzenie pobierania skladnikdw mineralnych oraz transportu cukrow
1 gospodarki wodnej, znieksztatcenia ultrastruktury lisci, jak rowniez zmniejszenie grubosci
komorek mezofilu, wielkosci wigzek naczyniowych, $rednicy naczyn i szerokosci komorek
naskorka lisci (Seregin i Kozhevnikova, 2006). Toksyczno$¢ Ni znacznie przyczynia si¢ do

hamowania wzrostu korzeni ro$lin. Trudno jednak przedstawi¢ kompleksowy mechanizm
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wywolujacy ten efekt, poniewaz nikiel wptywa na aktywno$¢ kilku innych jonéw metali oraz

rézne szlaki metaboliczne (Baccouch i in., 2001).

3.5. Mangan i jego rola w przyrodzie

Mangan (Mn) to pierwiastek zaliczany do grona metali ci¢zkich. Posiada 15 izotopow,
sposrod ktorych trwaty jest tylko izotop 55, ktory stanowi niemal 100% sktadu izotopowego
manganu wystepujacego w naturze. Mangan jest dwunastym najliczniej wystgpujacym
pierwiastkiem na planecie a jego wystgpowanie obejmuje znaczng ilo$¢ skorupy ziemskiej.
Naturalne stezenie manganu w glebie waha si¢ od 40 do 900 mg/kg. Pierwiastek
wykorzystuje si¢ w roznych gateziach przemystu, obecny jest w produktach, takich jak: stal,
baterie, pasze dla zwierzat, pigmenty i ceramika (Erikson i Aschner, 2019).

Istnieje wiele grup enzymow, ktoére jako kofaktor wykorzystujag mangan, miedzy innymi:
oksydoreduktazy, transferazy, hydrolazy, liazy, izomerazy i ligazy. Inne enzymy zawierajace
mangan to arginaza i dysmutaza ponadtlenkowa zawierajagca mangan (ang. manganese-
dependent superoxide dismutase Mn-SOD). Mangan zawiera roéwniez odwrotna transkryptaza
wielu retrowirusow, z wyjatkiem lentiwirusow, np. HIV (Law i in., 1998). Powszechnie
Zwigzki manganu uwazane s3 za mniej toksyczne niz zwigzki innych szeroko

rozpowszechnionych metali, takich jak migdzy innymi nikiel i miedz (Hasan, 2008).

3.5.1. Znaczenie biologiczne manganu dla mikroorganizmow

Mangan jest niezbedny do prawidlowego wzrostu wielu bakterii. Na poziomie
molekularnym Mn jest kofaktorem rdéznych enzyméw zaangazowanych w metabolizm
weglowodanoéw i kwasow nukleinowych oraz przekazywanie sygnatéw. Mangan chroni
réwniez komorki przed stresem oksydacyjnym, poprzez rozktad reaktywnych form tlenu (ang.

Reactive Oxygen Species ROS) (Waters, 2020).

W wickszych stezeniach mangan niekorzystnie wplywa na wewnatrzkomorkowe stezenia
innych jonéw metali, powoduje btedne sktadanie waznych regulatorow i enzymow, zwigksza

wrazliwo$¢ na ROS oraz zmniejsza zjadliwosc¢ bakterii (Chandrangsu i in., 2017).
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Utrzymanie manganu w optymalnym wewnatrzkomorkowym stgzeniu jest wiec niezbgdne dla
prawidtowego funkcjonowania mikroorganizow. Bakterie kontroluja wewnatrzkomorkowe
poziomy tego pierwiastka za pomocg importerow i eksporterow Mn. Ekspresja bialek tych
transporterow  jest regulowana przez wykrywajace Mn czynniki transkrypcyjne
I ryboprzetaczniki (ang. riboswitches). Po wejsciu do komoérki Mn wigze si¢ z réznymi
czasteczkami, w tym z biatkami, kwasami nukleinowymi i r6znymi metabolitami, znaczaco

wplywajac na funkcjonowanie catego mikroorganizmu (Chandrangsu i in., 2017).

3.5.2. Znaczenie biologiczne manganu u roslin

Mangan pobierany w $§ladowych ilo$ciach jest integralng cze¢scia kilku kluczowych
fizjologicznie wtasciwosci roslin. Zwigzki posiadajace w swej budowie ten pierwiastek biorg
udzial migdzy innymi w procesach: fotosyntezy, tagodzenia uszkodzen spowodowanych
przez reaktywne formy tlenu oraz w procesach redoks. Mangan pozytywnie wplywa na
integralno$¢ strukturalng i wychwytywanie $wiatta przez blaszki chloroplastow. Nadmierne
stezenie wewngtrzkomorkowe tego pierwiastka moze prowadzi¢ do negatywnych skutkéw
takich jak: synteza ROS czy antagonizm z podobnymi jonami, w skutek czego niektore
zwigzki nie moga pehni¢ swoich funkcji (Fernando i Lynch, 2015). Nadmierna ekspozycja

ro$lin na Mn objawia si¢ chloroza, ciemnymi inkluzjami i/lub marszczeniem lisci.

3.6. Kadm i jego rola w przyrodzie

Kadm (Cd) jest pierwiastkiem chemicznym o masie atomowej 48, wykazujacym
W wiekszo$ci swoich zwigzkow stopien utlenienia +2. Srednie stezenie kadmu w skorupie

ziemskiej wynosi od 0,1 do 0,5 ppm.

Pierwiastek ten wystepuje jako drugorzedny sktadnik wiekszo$ci rud cynku i jest
produktem ubocznym jego produkcji. Kadm byt uzywany przez dhugi czas jako powloka
odporna na korozj¢ na powierzchni stali. Jego zwigzki sg uzywane jako czerwone,
pomaranczowe 1 z6tte pigmenty, do barwienia szkta i plastiku. Ze wzgledu na wysoka
toksyczno$¢ zostal szczegdtowo wymieniony w europejskiej dyrektywie w sprawie

ograniczenia stosowania substancji niebezpiecznych, przez co stopniowo zmniejsza si¢ jego
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wykorzystanie na $wiecie. Akumulatory niklowo-kadmowe zostaty zastagpione akumulatorami
niklowo-metalowo-wodorkowymi i litowo-jonowymi. Jednym z nielicznych stosunkowo
nowych zastosowan kadmu sa panele stoneczne z tellurku kadmu (Morrow, 2010). Cd
przenika do $rodowiska w sposdb naturalny poprzez erupcje wulkandéw, wietrzenie skat
i pozary lasow, a najpowszechniejszymi dzialaniami cztowieka powodujgcymi
zanieczyszczenie gleby kadmem sa osady $ciekowe, nawozy sztuczne, przemyst cementowy

oraz przemyst metalurgiczny (Naveed i in., 2020).

Najwigkszy wptyw na przyswajalnos¢ kadmu majg odczyn gleby i zawartos¢ materii
organicznej. Wraz ze spadkiem pH gleby i iloSci materii organicznej zwicksza sie

biodostepnos¢ Cd, skutkujaca toksycznoscig wobec roslin i mikroorganizméw.

Chociaz kadm nie petni Zadnej znanej funkcji biologicznej w organizmach wyzszych,

w okrzemkach morskich wykryto zalezng od kadmu anhydraz¢ weglanowa.

3.6.1. Znaczenie biologiczne kadmu dla mikroorganizmow

Kadm charakteryzuje si¢ wysoka toksyczno$cia, nie jest biodegradowalny i przez
dlugi czas utrzymuje si¢ w glebie, przez co nast¢epuje jego akumulacja, ktéra moze
powodowaé powazne zagrozenie dla bytujacych w glebie mikroorganizméw oraz ro$lin.
Zanieczyszczenie kadmem nie tylko wplywa na zyznos$¢ gleby, ale takze zaburza strukture
spoteczno$ci drobnoustrojow 1 zmniejsza ich biordéznorodno$¢. Badania prowadzone
w ekosystemie uzytkow rolnych zanieczyszczonych Cd wykazaty, ze niektore drobnoustroje
tolerujgce Cd stajg si¢ drobnoustrojami dominujagcymi, a rdéznorodno$¢ gatunkowa sie

zmniejsza (Sun i in., 2022).

Kadm interkaluje z DNA, zaktoca gtdéwne mechanizmy jego naprawy, takie jak:
naprawa peknig¢ podwojnej helisy, naprawa niedopasowanych nukleotydéw, naprawa
wycinanych zasad (Adrees i in., 2015). Pierwiastek ten oddziatuje rowniez z enzymami takimi
jak ureaza, kwasna fosfataza czy dehydrogenaza zmniejszajac ich aktywnos$¢ (Pan i Yu,
2011).

Min Liao wraz ze swym zespotem badali toksyczny wptyw Cd na mikroorganizmy.
Ich wyniki wykazaty, ze kadm wplywa inhibujagco na aktywno$¢, wzrost 1 procesy

metaboliczne drobnoustrojow glebowych (Liao i in., 2005). Réwniez wyniki uzyskane przez
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zespot Oumenskou (2018) potwierdzity, ze Cd jest wysoce mobilny w glebie, co
w konsekwencji  skutkuje wysoka jego toksyczno$cig, ktora hamuje aktywnos$c
drobnoustrojow i absorbuje materi¢ organiczng w glebie, zmieniajac jej wlasciwoSci

fizykochemiczne.

3.6.2. Znaczenie biologiczne kadmu u roslin

Cd jest pierwiastkiem zbednym dla wzrostu ro$lin, tatwo gromadzi si¢ w korzeniach
i innych jadalnych ich czeSciach, powodujac zaburzenia metaboliczne, fizjologiczne
i biochemiczne poprzez zmniejszong biosyntez¢ chlorofilu, zaburzenia w pobieraniu
sktadnikow odzywczych i w procesie fotosyntezy, co skutkuje zahamowaniem wzrostu roslin
i znacznym ograniczeniem produkcji ro$linnej (Naveed i in., 2020). Dowiedziono réwniez,
ze toksyczno$¢ Cd, hamuje kietkowanie nasion, zmniejsza biomas¢ oraz utrudnia Wzrost

i rozwoj korzeni roslin (Alengebawy i in., 2021).

3.7. Lubin waskolistny i jego mikrosymbionty z rodzaju Bradyrhizobium

W zakresie produkcji miesa, kraje Unii Europejskiej sg samowystarczalne — 96%
dostepnego migsa jest produkowane w krajach UE. Zupehie inng sytuacje obserwujemy jesli
chodzi o produkcje biatka roslinnego, zwlaszcza pozyskiwanego z soi, ktore stanowi
podstawe zywienia zwierzat w Europie. W 2017 roku tylko 5% zapotrzebowania na soj¢
pochodzito z krajow Unii Europejskiej, co czyni UE najwigkszym importerem soi na §wiecie.
W zwigzku z tym produkcja zwierzegca w UE jest w duzym stopniu uzalezniona
od importowanej soi. Zalezno$¢ ta jest wigksza w przypadku zwierzat jednozotadkowych
(trzody chlewnej i1 drobiu) w pordéwnaniu z przezuwaczami, CO naraza system hodowli
zwierzat w UE (szczeg6lnie w Polsce, bedacej liderem europejskiej produkeji drobiu)
na ryzyko zwigzane z wahaniami na $wiatowym rynku soi. Oczekiwany jest wzrost spozycia
migsa i mleka na §wiecie odpowiednio o 68% 1 57% do 2030 r., a w konsekwencji wzrost
zapotrzebowania na pasze dla zwierzat, co prawdopodobnie przyczyni si¢ do zmian

w dostepnosci i cenach soi (Abraham i in., 2019).
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Rozwigzaniem problemu braku roéwnowagi migdzy podazg a popytem na biatka
ro$linne jest strategia promowania europejskich ro§lin wysokobiatkowych jako substytutu dla
soi. W ostatnich latach konsumenci staja si¢ coraz bardziej swiadomi kwestii dotyczacych
produktow pochodzenia zwierzecego, takich jak dobrostan zwierzat, ich zywienie (pasze
ekologiczne lub niezawierajagce roslin genetycznie modyfikowanych) oraz wplyw na
srodowisko. Tendencja ta jest szczegdlnie zauwazalna w przypadku produktow pochodzacych
od zwierzat karmionych paszami zawierajacymi w swym skladzie rosliny niemodyfikowane
genetycznie. Na przyklad w Niemczech w 2012 roku takie pasze stanowily tylko 9%
wszystkich pasz dla bydta, podczas gdy w 2017 roku bylo to juz ponad 40%. Ponadto
ekologiczna produkcja zwierzeca w UE stale rosnie. Stosowanie pasz modyfikowanych
genetycznie jest niedozwolone w rolnictwie ekologicznym. Jednak dostepnos¢é soi
niezmodyfikowanej genetycznie jest bardzo niska, a cena bardzo wysoka. W zwigzku z tym
zainteresowanie rodzimymi roslinami wysokobiatkowymi, w tym tubinami, stale wzrasta
(Abraham i in., 2019).

Obok tubinu zodttego, tubin waskolistny jest najczgéciej uprawianym gatunkiem
z rodzaju Lupinus. Jest on uprawiany glownie, jako roslina pastewna wykorzystywana
w zywieniu zwierzat lub rotacyjna ze zbozami. Do wzrostu zainteresowania tubinem oprécz
sytuacji na rynku ro$lin wysokobiatkowych w ostatnich latach przyczynito si¢ takze
wyselekcjonowanie odmian tej rosliny o polowej odpornosci na antraknozg oraz obnizenie
poziomu alkaloidow w nasionach. Przetomem w badaniach nad tubinem waskolistnym bylo
wyprowadzenie przez badaczy rekombinowanych linii wsobnych RILs, umozliwiajacych
opracowanie map genetycznych jak i zsekwencjonowanie genomow niektorych odmian
(Galek i in., 2019).

Lubin waskolistny jest czesto stosowany jako skladnik paszy dla zwierzat hodowlanych,
takich jak krowy, owce, konie 1 trzoda chlewna. Jesli chodzi o wartosci odzywcze, jest
bogatym zrédlem bialka, zawierajac okoto 35-40% biatka w suchej masie. Biatka te sa
wysokiej jakosci, poniewaz zawieraja wszystkie niezbedne aminokwasy, w tym lizyne,
metioning 1 treoning. Dodatkowo sa tatwo przyswajalne przez zwierzeta i maja wysoka
warto$¢ biologiczng co jest szczegélnie wazne w zywieniu miodych zwierzat, ktoére
potrzebuja duzych ilosci biatka do wzrostu 1 rozwoju. Lubin waskolistny jest rowniez dobrym
zrédtem btonnika, witamin i mineratléw. Ich zawarto$ci w tubinie waskolistnym mogg si¢
r6zni¢ w zaleznosci od warunkéw uprawy 1 metod przetwarzania. Wedlug badan,

L. angustifolius jest bogaty w witaming A, witaming E, witaming B, kwas foliowy oraz
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mineraly takie jak magnez, fosfor, potas, wapn, zelazo, miedz i cynk (Bartkiene i in., 2016).
Jest rowniez zrodtem przeciwutleniaczy i flawonoidow, ktore posiadaja kilka waznych

wlasciwo$ci w zywieniu zwierzat takich jak:

e Wiasciwosci antyoksydacyjne: flawonoidy majg silne wlasciwosci antyoksydacyjne,
co oznacza, ze pomagaja neutralizowaé szkodliwe wolne rodniki, ktére moga
uszkadza¢ komorki i prowadzi¢ do choréb.

e  Wiasciwosci immunomodulacyjne: flawonoidy moga pomaga¢ w regulacji odpornosci
organizmu zwierzecia, co moze przyczynia¢ si¢ do lepszego zdrowia i mniejszej
podatnosci na choroby.

e  Wlasciwosci przeciwzapalne: flawonoidy mogg hamowac procesy zapalne, co moze
pomoc w zapobieganiu lub leczeniu chordb zwigzanych ze stanami zapalnymi, takimi
jak choroby uktadu trawiennego czy choroby skory.

e Wplyw na ukfad hormonalny: niektére badania sugeruja, ze flawonoidy moga miec
pozytywny wplyw na uktad hormonalny zwierzat, co moze przyczynia¢ si¢ do
lepszego funkcjonowania uktadu rozrodczego i produkcji mleka.

e Wplyw na trawienie: flawonoidy moga pomaga¢ w trawieniu, poprzez stymulacj¢

produkcji sokow trawiennych i poprawe motoryki przewodu pokarmowego.

(Kalantar, 2018).

Lubin waskolistny jest rosling z rodziny bobowatych i jego sktadnik biatkowy - lupanina jest
trujacy dla ludzi 1 zwierzat. Dlatego tez przed dodaniem tubinu do paszy dla zwierzat,
powinien on by¢ odpowiednio przetworzony (np. gotowanie, fermentacja, ekstrakcja) aby

usung¢ lupaning.

Szacuje si¢ ze w 2017r. $§wiatowa produkcja tubinu wyniosta okoto 1 610 969 ton,
a powierzchnia upraw okoto 930 717 ha. Odsetek Swiatowej produkcji przypadajacej na
Europe znacznie wzrést z 17,6% w 2013 r. do 29% w 2017r. sprawiajac, ze Europa zajmuje
drugie miejsce za Oceanig, ktéra jest najwiekszym producentem, z odpowiednio 64%
Swiatowej produkcji i 55% Swiatowych obszaréw upraw tubinu. L. angustifolius jest
glownym gatunkiem uprawnym w Australii 1 Europie pdinocnej, natomiast w Europie
potudniowej dominuje L. albus. Oczekuje si¢, ze pojawienie si¢ odmian z lepsza tolerancjg na
szereg stresOw abiotycznych (gleby wapienne, susze, sporadyczne przymrozki itp.) rozszerzy
uprawe tubinu na tereny o szerszym Spektrum warunkow rolno-klimatycznych w calej

Europie. Inng kluczowa kwestig jest rozwdj adaptacyjnych szczepdéw mikrosymbiontow
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hubinu waskolistnego z rodzaju Bradyrhizobium, ktore sprzyjaja lepszemu wzrostowi

i wydajnosci tych roslin (Abraham i in., 2019)

Bradyrhizobium spp. to rodzaj Gram-ujemnych tlenowych lub fakultatywnie
beztlenowych, nie tworzacych przetrwalnikow bakterii z rodziny Bradyrhizobiaceae.
Sg jednymi z kilku rodzajéw bakterii wigzacych azot, zdolnych do tworzenia brodawek
w korzeniach roslin bobowatych. Szczepy Bradyrhizobium byty wczesniej okreslane jako
wolno rosngce bakterie z rodzaju Rhizobium i dopiero w 1982 r. zostaty wyodrgbnione jako
niezalezny rodzaj. Rosnace zainteresowanie tymi bakteriami doprowadzito do znacznego
wzrostu liczby sklasyfikowanych gatunkow w ostatnich latach. Obecnie publicznie dostepne
sg genomy setek szczepow Bradyrizobium spp. Bradyrhizobia maja charakterystycznie duzy
genom, ktory sktada si¢ z nukleoidu wraz z kilkoma plazmidami, wsrod ktorych brak jest
plazmidéw symbiotycznych. Jedynym wyjatkiem jest szczep Bradyrhizobium sp. DOADS,
posiadajacy jeden plazmid symbiotyczny (Okazaki i in., 2015). W chromosomach
Bradyrhizobium znajduja si¢ natomiast wyspy symbiotyczne, na ktorych znajduja si¢ loci
genow nod i nif bioracych udzial odpowiednio w tworzeniu brodawek i wigzaniu azotu
atmosferycznego. Istnieje duza roznorodnos¢ genéow nodulacji nod, a filogenezy tych genow
wskazuja na powszechnie wystepujacy pionowy, a takze poziomy transfer tych genéw migdzy
Bradyrizobiami. Warto zauwazy¢, ze wsrdd Bradyrhizobium spp. znajduja si¢ szczepy
bakterii fotosyntetyzujacych, ktore nie potrzebuja czynnikéw Nod do indukowania
powstawania brodawek, co otworzylo nowy obszar badan uktadow symbiotycznych
(Ormefio-Orrillo i Martinez-Romero, 2019).

Rozne gatunki Bradyrhizobium sa glownymi mikrosymbiontami waznych dla
rolnictwa roslin bobowatych, takich jak soja, fasola, orzacha podziemna czy tubin. Inne
szczepy zostaly wyizolowane z brodawek wielu roslin bobowatych strefy tropikalnej
i umiarkowanej. Co wigcej, badania wykazaly, ze niektore szczepy bakterii z tego rodzaju
moga tworzy¢ symbiotyczne uktady z korzeniami roslin niebedacych bobowatymi, takimi jak
ryz, kukurydza czy nawet sosna. Tego rodzaju zdolno$¢ swiadczy o wysokiej zdolnosci do

adaptacji i symbiotycznej wszechstronnosci (Chaintreuil i in., 2000; Tan i in., 2001).
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Ryc. 3. Proces powstawania brodawki korzeniowej

Gloéwne etapy powstawania brodawki korzeniowej od rozpoznania rosliny zywicielskiej przez bakterie
do uformowania dojrzatej brodawki

Proces brodawkowania korzeni tubinu przez bakterie Bradyrhizobium spp. jest
procesem zlozonym i wieloetapowym (Ryc. 3). Rozpoczyna si¢ on od rozpoznania rosliny
gospodarza przez bakterie dzieki wydzielanym przez bobowate do ryzosfery zwigzkom
o0 charakterze fenolowym, glownie flawonoidow, ktore mogg biernie dyfundowaé przez blone
bakteryjng. Po recepcji sygnaléw flawonoidowych, dochodzi do aktywacji bakteryjnych
gené6w nodulacji (np. nodA), ktore koduja enzymy Dbioragce udzial w syntezie

lipochitooligosacharydéw niezbednych do rozwoju brodawek zwanych czynnikami Nod,
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ktore sg odbierane przez rosling. Czasteczki te indukujg tworzenie si¢ wtosnikéw i indukuja
podziaty komorkowe kory korzenia, bedace poczatkiem organogenezy brodawek. Nastepnie
bakterie kolonizuja wto$niki i tworza ni¢ infekcyjna, ktora jest wyspecjalizowang strukturg
umozliwiajacg bakteriom penetracje komorek roslinnych i dotarcie do kory korzenia.
Po wniknigciu do korzenia bakterie indukujg tworzenie zawigzka brodawki, ktéry rozwinie
si¢ w dojrzatg brodawke, w ktorej bakterie kontynuowaé¢ beda namnazanie i ré6znicowanie
w bakteroidy, bedace forma bakterii zdolng do biologicznego wigzania azotu (Pudetko i in.,
2017). Wewnatrz brodawki bakterioidy otoczone sg btong pochodzenia roslinnego ktora
izoluje je od cytozolu rosliny. Bakterie wykorzystuja zwigzki dostarczane przez ro$ling
do produkcji energii niezbednej do wigzania azotu atmosferycznego i przeksztalcania go
w amoniak, ktory jest nastepnie transportowany przez blon¢ okolobakteryjng do cytozolu

ro$liny.

Poza przeksztalcaniem azotu atmosferycznego w formy biodostepne dla ro$lin,
Bradyrhizobia przyczyniaja si¢ do ich wzrostu rowniez poprzez czynny udzial w rozktadzie
zwigzkéw chemicznych obecnych w glebie na formy, ktore sg tatwiej dostepne dla roslin.
Bradyrhizobia majg rowniez zdolnos¢ do syntezy i zewnatrzkomérkowego wydzielania
metabolitow wtornych, ktore moga indukowaé wzrost roslin a takze pomaga¢ w ochronie

przed chorobami i stresem abiotycznym.

Podczas symbiozy rizobiow z roslinami bobowatymi, istotng rol¢ odgrywaja roéwniez
zewnatrzkomoérkowe polisacharydy (EPS ang. Extracellular Polymeric Substance). Sg to
bakteryjne heteropolimery, czgsto specyficzne dla danego rodzaju lub gatunku, ktorych
powtarzajace si¢ podjednostki zbudowane sg z monosacharydow, takich jak D-glukoza,
D-galaktoza, D-mannoza, L-ramnoza, kwas D-glukuronowy i kwas D-galaktouronowy.
Dodatkowo, glowny rdzen podjednostki EPS jest modyfikowany podstawnikami
niecukrowymi takimi jak reszty acetylowe, metylowe, pirogronianowe, czy bursztynylowe,
ktore determinujag kwasowy charakter polimeru (Janczarek i Skorupska, 2007, 2011).
W pierwszych etapach interakcji roslina — komorka bakteryjna, polisacharydy te powoduja
supresj¢ reakcji obronnej gospodarza roslinnego umozliwiajagc mikrosymbiontom infekcje
komorek wtosnikow korzeniowych. Dodatkowo chronig bakterie przed wolnymi rodnikami
tlenowymi; stanowig istotny sktadnik nici infekcyjnej oraz oddziatujag z lektynami obecnymi
na korzeniach ros$liny, co pozytywnie wptywa na wigzanie si¢ bakterii do ich powierzchni
(Fujishige i in., 2006). Jednym z genéw kodujacych biatko zaangazowane w biosynteze EPS
jest gen exoR odpowiedzialny za synteze regulatora biosyntezy egzopolisacharydéw ExoR.
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Wytworzenie oraz funkcjonowanie uktadu symbiotycznego jest zalezne od zelaza.
Pierwiastek ten jest potrzebny do wytworzenia brodawek oraz syntezy leghemoglobiny,
kompleksu azotazy, ferredoksyny i innych bialek transportujacych elektrony w celu
pobudzenia uktadu azotaz podczas symbiozy. Bradyrhizobium dzieki zdolnosci do biosyntezy
sideroforow posiadajg wlasciwosci wychwytywania zelaza co dodatnio koreluje ze wzrostem
ryzosferycznym i skuteczno$cig tworzenia si¢ brodawek u roslin bobowatych (Ahemad

i Saghir Khan, 2011).

Siderofory to niskoczasteczkowe zwigzki organiczne o wtasciwosciach chelatujacych
jony metali. Charakteryzujg si¢ one stosunkowo wysokim powinowactwem do pierwiastkow,
takich jak: zelazo, glin, kadm, miedz, otéw czy cynk oraz mata selektywnos$cig. Dzigki temu
jony metali cigzkich, w tym zelaza moga by¢é w prosty sposob pobierane przez rosliny jak
I bakterie. Zdolno$¢ do wytwarzania sideroforow pomaga w utrzymaniu roslin oraz rizobiéw
w glebach z deficytem tego pierwiastka (Lesueur i in., 1995). Wykazano, ze szczep
Rhizobium sp. dzigki biosyntezie sideroforow zwigksza biodostepnos¢ jonéw cynku oraz
niklu ro§linom bobowatym (Wani i in., 2007). Gdy gen fegA z jego natywnym promotorem
sklonowano i przeniesiono do Mesorhizobium sp. GN25, transkoniuganty staty si¢ bardziej
wydajne symbiotycznie, co wskazuje na istotny wptyw sideroforow w symbiozie rizobiow

z ro$linami bobowatymi (Benson i in., 2005).

Niektore szczepy z rodzaju Bradyrhizobium sg zdolne do wytwarzania kwasu indolilo-
3-octowego (IAA), ktory jest najbardziej aktywnym fitohormonem w klasie auksyn i jest
niezbedny do wzrostu 1 rozwoju roslin, w tym podziatu 1 wydtuzania komorek, r6znicowania
tkanek, inicjacji wierzchotka wzrostu korzenia i ruchow fototropoicznych (Duca i in., 2014).
U dwulisciennych IAA indukuje tworzenie korzeni bocznych, a u jednolisciennych wywotuje
powstawanie korzeni przybyszowych (McSteen, 2010). Bakteryjny IAA stymuluje tworzenie
si¢ wlosnikow, jednoczesnie zwigkszajac liczbe 1 dtugos¢ korzeni (bocznych i glownego).
Kwas indolilo-3-octowy odgrywa rowniez role czgsteczki sygnatowej w interakcjach ro$lina-
drobnoustroj. Szczegdlnie miedzy roslinami bobowatymi a bakteriami brodawkujacymi IAA

odpowiada za utrzymanie zwigzku symbiotycznego (Malhotra i Srivastava, 2009).

Ze wzgledu na korzystny wptyw na wzrost roslin Bradyrhizobia sg zaliczane do grupy
PGPR. PGPR to bakterie bytujace w ryzosferze, ktére moga wspomagaé wzrost roslin

poprzez roznorodne mechanizmy, takie jak:

e solubilizacja fosforanow,
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e Dbiosynteza sideroforow,

e biologiczne wigzanie azotu,

e Dbiosynteza deaminazy 1-aminocyklopropano-1-karboksylanowej (ACCd),

e interferencja sygnatu quorum sensing (QS) i hamowanie tworzenia biofilmu,
e Dbiosynteza fitohormonow,

e wytwarzanie lotnych zwigzkow organicznych,

¢ indukowanie odpornos$ci ustrojowej,

e sprzyjanie korzystnym symbiozom roslin z drobnoustrojami,

e ingerencja w biosynteze toksyn patogenow itp.

Potencjal PGPR w rolnictwie stale wzrasta poniewaz oferujg one atrakcyjng alternatywe dla
nawozOow chemicznych, pestycydow 1 innych sztucznych dodatkéw stosowanych
w rolnictwie. Substancje produkowane w duzych ilosciach przez te mikroorganizmy,
stymulujace wzrost roslin mogg mie¢ rowniez wplyw na ich og6lng morfologi¢. Niedawny
postep w zrozumieniu réznorodnosci PGPR w ryzosferze wraz z ich zdolnos$cia do kolonizacji
i mechanizmem dziatania, powinien utatwi¢ ich zastosowanie, jako waznego elementu

w prowadzeniu zrOwnowazonego systemu upraw.

3.8. Mechanizmy adaptacyjne roslin na stres abiotyczny

Od momentu pojawienia si¢ na Ziemi rosliny ladowe zyja warunkach, w ktérych
wystepuje wiele czynnikow fizycznych, mechanicznych lub chemicznych, niesprzyjajacych
ich rozwojowi. Sposréd wielu mozemy wyrdzni¢ czynniki zaliczane do grupy stresow
abiotycznych: niskg lub wysokg temperaturg, niedobor lub nadmiar wody, wysokie zasolenie,
niedobor skladnikow odzywczych, obecno$¢ metali ciezkich czy promieniowanie
ultrafioletowe (UV). Ze wzgledu na niezdolno$¢ roslin do przemieszczania si¢, stresy te,
stanowig powazne zagrozenie dla rolnictwa, powodujac duze straty w plonach. Niedawny
postep w zrozumieniu mechanizméw molekularnych lezacych u podstaw reakcji roslin na
stresy abiotyczne, uwidocznit ich wielopoziomowy charakter i ztozono§¢. W odpowiedz na
dany stres czesto zaangazowanych jest wiele procesow, na roéznych poziomach w tym:
wykrywanie, sygnalizacja, transkrypcja, translacja i potranslacyjne modyfikacje biatek

(Ryc. 4).
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Ryc. 4. Rézne stresy abiotyczne i roslinne mechanizmy obronne wobec nich

Na czerwono zaznacznono czynniki stresowe, ponizej rosliny wypisano efekty oddzialywania danego
czynnika, powyzej rosliny wypisano mechanizmy obronne indukowane danym czynnikiem

Chociaz konsekwencje upatow, suszy, zasolenia 1 zimna s3 rozne, reakcje
biochemiczne wydajg si¢ mniej wigcej podobne. Wysokie natezenie Swiatta i toksyczno$¢
wywotywana obecnoscig metali cigzkich réwniez powoduja podobne skutki, natomiast stres
powodowany nadmiarem wody prowadzi do charakterystycznych reakcji zwyrodnieniowych.
Nadmiar wody inicjuje u roslin dotknigtych tym stresem abiotycznym rozwijanie si¢
aerenchymy, aby mogty one poradzi¢ sobie w warunkach beztlenowych. Jest zatem jasne, ze
strategie adaptacyjne ros$lin wobec réznych stresOw abiotycznych w zalezno$ci od presji moga
by¢ analogiczne. Moze to stanowi¢ wazny klucz do budowania strategicznej tolerancji na

polaczone stresy abiotyczne w roslinach uprawnych.
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Temperatura jest jednym =z waznych czynnikOw utrzymania metabolizmu
komoérkowego, a jej wzrost powyzej poziomu optymalnego odbierany jest przez rosliny jako
stres cieplny. W odréznieniu do szoku cieplnego, ktéry jest przejsciowym wzrostem
temperatury o ok. 10°C do 15°C, stres cieplny jest kombinacjg ztozonych procesow,
uwzgledniajacych czas trwania 1 tempo wzrostu temperatury powyzej poziomow
optymalnych, ktére czgsto doprowadzajg rosliny do nieodwracalnych szkéd. Nadmiar ciepta
moze zakloci¢ homeostazg komodrkowa, prowadzac do opodznienia wzrostu, a nawet
obumierania ro$lin stanowigc jedno z gtownych zagrozen dla produkcji roslinnej na calym
Swiecie. Wzrost $redniej temperatury w strefie umiarkowanej] moze prowadzi¢ do
geograficznej redystrybucji gatunkowej i zmian w sezonach wegetacyjnych upraw waznych
dla rolnictwa, takich jak ryz, pszenica i kukurydza. OdpowiedZ rosliny na stres cieplny
obejmuje ztozone mechanizmy regulacji fizjologicznej (migdzy innymi zmiany w procesie
fotosyntezy, termostabilnosci btony komorkowej czy uszkodzenia oksydacyjne),
transkrypcyjnej 1 posttranskrypcyjnej (niekodujace RNA) oraz regulacji epigenetycznej
(metylacja DNA, modyfikacja histonow i przebudowa chromatyny) (Zhao i in., 2020).

Réwniez pod wplywem innych stresow abiotycznych rosliny wykazuja szerokie
spektrum odpowiedzi na poziomie molekularnym, komorkowym jak i ogoélnoustrojowym.
Naleza do nich zmiany morfologiczne i rozwojowe miedzy innymi: modyfikacja dtugosci,
struktury i funkcji korzeni, aby np. poprawic¢ ich zdolnos¢ do pobierania wody z gleby (Xiong
i Zhu, 2002). Niektore rosliny rozwijaja glebokie korzenie, aby wykorzysta¢ zrodta wody
znajdujace si¢ glebiej w glebie, podczas gdy inne rozwijaja korzenie powierzchniowo, aby
wykorzysta¢ akumulacj¢ wody z opadoéw atmosferycznych. Rosliny sa réwniez w stanie
wpltywaé na transport jonow oraz zmiany w metabolizmie. Odpowiedzi te moga by¢
wyzwalane przez pierwotne sygnaly stresu abiotycznego, lub moga wynika¢ z wtornych
sygnatow. Wtornymi sygnatami moga by¢ fitohormony (np. kwas abscysynowy, etylen),
reaktywne formy tlenu i wewnatrzkomorkowe, wtorne przekazniki (np. fosfolipidy). Niektore
z tych wtornych sygnatow, wywotujac odpowiedZ nie ograniczaja si¢ do miejsc
wyeksponowanych na stres, a ich zdolno$¢ do przemieszczania si¢ do innych czesci
organizmu przyczynia si¢ do koordynacji reakcji calej rosliny na warunki stresowe. Na
przyktad, pod wptywem stresu zwigzanego z susza, kwas abscysynowy pochodzacy z korzeni
moze by¢ transportowany wraz z przeplywem transpiracyjnym, aby regulowaé otwory

szparkowe w li§ciach (He i in., 2018).
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Bardzo waznym czynnikiem dla rozwoju 1 przystosowania roslin do zmieniajacych si¢
warunkéw Srodowiskowych oraz dla ochrony ich integralnosci strukturalnej i metabolicznej
jest ich (w tym tubindw) zdolno$¢, do syntezy flawonoidow. Oprocz wspomnianych
wczesniej pozytywnych wiasciwosci w zywieniu zwierzat oraz pelnionej funkcji w procesie
tworzenia uktadow symbiotycznych, ta grupa zwigzkow chemicznych petni wiele istotnych

funkcji dla roslin.

Flawonoidy sa syntetyzowane przez komorki roslinne w okreslonych miejscach
I kontrolujg rézne czynnosci fizjologiczne, takie jak kietkowanie zarodnikow i nasion, a takze

wabienie zapylaczy (rozwoj zapachu i koloru kwiatow, wzrost siewek) (Shomali i in., 2022).

Te wtorne metabolity uczestnicza w procesach obronnych, inicjujac okreslone
dziatania biologiczne w celu ochrony rosliny przed wplywem roznorodnych stresoéw.
Udowodniono wzmozong syntez¢ oraz gromadzenie flawonoidow w roslinach w odpowiedzi
na rozne stresy abiotyczne, w tym temperature, cieplo, zamarzanie, §wiatto, promieniowanie
UV, niedobor azotu, niedobodr fosforanow i susz¢. Dodatkowo ze wzgledu na fakt iz posiadaja
wlasciwos$ci przeciwutleniajace, flawonoidy moga usuwaé reaktywne formy tlenu (ROS)
biorgc czynny udzial w odpowiedzi na stres oksydacyjny (Baskar i in., 2018). Flawonoidy
biorg rowniez udzial w odpowiedzi na stres zwigzany z obecnos$cig w Srodowisku metali
cigzkich. Zgodnie z danymi literaturowymi, antyoksydacyjna rola flawonoidow jest jednym
z branych pod uwage, udokumentowanych mechanizmow tagodzenia stresu wywotanego
metalami cigzkimi u roslin. Preinkubacja sadzonek tubinu przez 48h z flawonoidami ostabita
niekorzystne skutki stresu otowiowego. Wobec stresu wywotanego obecnoscig jonéw otowiu
udokumentowano migdzy innymi zwigkszony wzrost korzeni, zmniejszong akumulacje ROS
oraz inicjacj¢ peroksydacji lipidow w roslinach inkubowanych z flawonoidami w poréwnaniu

z kontrolg bez flawonoidow (Shomali i in., 2022).

Flawonoidy powstaja z fenyloalaniny w szlaku fenylopropanoidowym (Ryc. 5),
podczas gdy fenyloalanina jest syntetyzowana w szlaku szikimowym. W pierwszych trzech
etapach szlaku fenylopropanoidowego fenyloalanina, aminokwas aromatyczny, jest
przeksztatlcana w p-kumaroilo-CoA poprzez aktywnos¢ amoniako-liazy fenyloalaninyowej
(PAL), 4-hydroksylazy kwasu cynamonowego (C4H) i ligazy 4-kumaranu: CoA (4CL). PAL
katalizuje pierwszy etap w szlaku fenylopropanoidowym, a mianowicie deaminacje
fenyloalaniny do kwasu trans-cynamonowego (Narozna i Madrzak, 1999). Ponadto PAL

odgrywa kluczowg role w posredniczeniu w przeptywie wegla z metabolizmu pierwotnego do

37



wtornego w roslinach (Liu i in., 2021). Drugi etap szlaku fenylopropanoidowego obejmuje
aktywnos¢ C4H, monooksygenazy cytochromu P450 w roslinach, ktora katalizuje
hydroksylacje kwasu trans-cynamonowego w celu wytworzenia kwasu p-kumarowego. Jest to
réwniez pierwsza reakcja utleniania na szlaku syntezy flawonoidow. W trzecim etapie szlaku
fenylopropanoidowego 4CL katalizuje tworzenie p-kumarylo-CoA przez dodanie jednostki
koenzymu A (CoA) do kwasu p-kumarowego. U roslin aktywno$¢ 4CL jest dodatnio
skorelowana z zawartosciag antocyjanéw i flawonoli w odpowiedzi na stres, podczas gdy PAL,
C4H i 4CL s3 czesto syntetyzowane w skoordynoowany sposob (Mizutani i in., 1997). Te trzy
pierwsze etapy szlaku fenylopropanoidowego sa wspolne dla wszystkich dalszych
metabolitow, takich jak flawonoidy, ligniny, stilbeny, aurony, flawony, izoflawony,
flawonole, flobafeny, proantocyjanidyny i antocyjany - oraz cztery wazne metabolity

posrednie, a mianowicie chalkony, flawanony, dihydroflawonole i leukoantocyjanidyny.

Wejscie p-kumarylo-CoA na szlak biosyntezy flawonoidéw stanowi poczatek syntezy
okreslonych flawonoidow, ktory zaczyna si¢ od powstania czasteczki chalkonu. Jedna
czasteczka p-kumarylo-CoA i trzy czasteczki malonylo-COA, pochodzace z acetylo-CoA
poprzez aktywno$¢ karboksylazy acetylo-CoA (ACCaza), generuja chalkon naringeniny
(4,2',4',6'-tetrahydroksychalkon (THC)) poprzez dziatanie syntazy chalkonowej (CHS)
(Narozna 1 Madrzak, 1999). CHS, jest kluczowym 1 pierwszym enzymem ograniczajacym
szybkos¢ w szlaku biosyntezy flawonoidow. Reduktaza chalkonowa (CHR), dziata na
zwigzek posredni reakcji CHS, katalizujac jego dehydroksylacje C-6', dajac izoliquiritigening
(4,2",4"-trinydroksychalkon (chalkon likwirtigeniny)). Chalkon jest pierwszym kluczowym
produktem posrednim w szlaku metabolicznym flawonoidow, zapewniajacym podstawowy

szkielet do dalszej syntezy flawonoidow (Liu i in., 2021).
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Ryc. 5. Szlak biosyntezy fenylopropanoidow

Uproszczony schemat szlaku biosyntezy fenylopropanoidow. Strzatki -
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odgalezienia szlaku biosyntezy fenylopropanoidéw, prowadzace do powstania uniwersalnych dla

roslin metabolitéw wtdrnych
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3.9. Mechanizmy adaptacyjne rizobiow na stres abiotyczny

Dla odpowiedniego wzrostu mikroorganizméw, muszg by¢ spelnione odpowiednie

warunki. Spos$rdéd nich wyr6zni¢ mozemy:

e Odpowiednig temperature (dla rizobiow optymalna temperatura wzrostu wynosi 25-
30°C) (Chen i in., 2002).

¢ Odpowiednia dostepno$¢ wody zapewniajaca niezbgdny turgor w komorkach.

e Zapewnienie okre$lonego mikrosrodowiska przez cytoplazme¢ (jej gestos¢ i sklad
jondéw), pozwalajacego na stabilizacje aktywnoSci biatek — w tym enzymow (Fiedurek
i Trytek, 2016).

e optymalne pH (dla wzrostu rizobiéw zawiera si¢ w przedziale pomigdzy 6,0 a 7,0)
(Hungria i Vargas, 2000).

e Rownowaga sktadnikow odzywczych w glebie - przypuszcza sig, ze blisko 40%
powierzchni uprawnej ziemi ma zbyt wysokg zawarto$¢ soli, co znacznie ogranicza
przezywalno$¢ rizobiéw, produktywnosé roslin oraz proces efektywnej symbiozy

(Mohammadi i in., 2012).

Abiotyczne czynniki stresogenne bezposrednio wpltywajac na warunki wymienione
powyzej, W znaczny sposOb przyczyniaja si¢ do ograniczenia wzrostu i prawidtowego
funkcjonowania mikroorganizmoéw, wywolujac szereg zmian na poziomie molekularnym
i fizjologicznym. Dotychczasowe badania wskazuja, iz rizobia najwicksza wrazliwo$é
wykazuja wobec, skrajnie niskich lub wysokich temperatur, niskiego poziomu opadow
atmosferycznych, duzego stopnia zakwaszenia, suszy oraz niedoboru skladnikow
odzywczych. Aby przetrwaé¢ w niekorzystnych warunkach rizobia wyksztalcily szereg
mechanizméw adaptacyjnych, pozwalajacych niwelowaé wpltyw ekspozycji na czynniki
stresowe oraz zachowac zdolno$¢ do nawigzywania interakcji symbiotycznych z roslinami

(Kopycinska, 2020).
Do najwazniejszych mechanizmoéw obronnych zaliczy¢ mozna:

e Dbiosynteza oraz sekrecja do otoczenia wyspecjalizowanych zwigzkow,
e tworzenie biofilmu,

e dyfuzja wody oraz zwigzkow czynnych przez btone,
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e obecno$¢ specyficznych kanatéw wodnych, pomp btonowych, umozliwiajaca
transport zwigzkow 1 pierwiastkow,

e akumulacj¢ niskoczasteczkowych zwigzkéw organicznych,

e synteza specyficznych biatek np. HSP (ang. Heat Shock Proteins) lub ASP (ang. Acid
Shock Proteins),

e transkrypcja genéw opornosci na dany stres (w przypadku metali cigzkich np. cueA)

e synteza zwigzkow chelatujacych.

Trehaloza, zwana takze tremaloza lub mykoza, to nieredukujacy disacharyd, ktory jest
szeroko rozpowszechniony w uktadach biologicznych: bakteriach, drozdzach, grzybach,
ro$linach nizszych 1 wyzszych, a takze owadach i bezkregowcach, a jej funkcja jest zwigzana
z tolerancja na liczne stresy abiotyczne. W przypadku mikroorganizmow trehaloza dziata jako
zrodto energii na pewnych etapach rozwoju. Wiadomo, ze u organizméw anhydrobiotycznych
trehaloza gromadzi si¢ w wysokich st¢zeniach, aby przetrwaé calkowite odwodnienie,
chronigc btony komoérkowe podczas okresu suszy. U E. coli trehaloza chroni przed stresem
wywotywanym niskimi temperaturami, prawdopodobnie poprzez stabilizacje bton
komorkowych i zapobieganie denaturacji biatek, podczas gdy u S. cerevisiae odgrywa istotng
role w budowaniu tolerancji osmotycznej, cieplnej i tolerancji na wysychanie, dodatkowo

biorgc udziat w neutralizowaniu wolnych rodnikow. (lordachescu i in., 2011)

U bakterii trehaloza syntetyzowana jest w szlaku syntazy trehalozy (TreS). Szlak TreS to
odwracalna reakcja transglikozylacji, podczas ktorej syntaza trehalozy, kodowana przez gen

treS przeksztatca disacharyd maltoze, w trehaloze. (Paul i in., 2008)

3.10. Wplyw metali ciezkich na rosliny oraz symbiotyczne bakterie glebowe

Metale ciezkie uwalniane do $rodowiska w wyniku dziatalno$ci przemystowej
1 w konsekwencji gromadzace si¢ w réznych ekosystemach stanowia ogromne zagrozenie dla
réznorodnych agroekosysteméw. W skutek bezposredniego lub posredniego oddziatywania
metali, kondycja roslin w tym ro$lin bobowatych, takich jak groszek zielony (Pisum sativum
L.) ciecierzyca (Cicer arietinum L.) czy tubin, jest naruszana (Ryc. 6). Ponadnormatywne
stezenia metali wykazuja toksyczno$¢ dla réznych procesow fizjologicznych, takich jak
synteza barwnikow chlorofilowych czy inaktywacja syntezy funkcyjnych bialek, co

w konsekwencji prowadzi do znacznego zmniejszenia plonow.
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Ryc. 6. Wplyw metali ci¢zkich na rosliny oraz symbiotyczne bakterie glebowe

Obecnos¢ metali cigzkich w srodowisku w zbyt wysokich stezeniach powoduje szereg nieporzadanych
skutkow dla rosélin jak i mikroorganizméw glebowych, co w szerszej perspektywie znacznie
przyczynia si¢ do obniznia wydajno$ci upraw

Ponadto istnieje wiele doniesien, w ktorych stwierdzono, ze wyzsze stezenia metali
ciezkich ograniczaja wzrost rizobiow, réwniez bezposrednio wptywajac na zmniejszenie
plonéw (Zaidi i in., 2012). Z powodu zbyt wysokiego stezenia metali cigzkich moze rowniez
obniza¢ si¢ zdolno$¢ bakterii symbiotycznych do infekowania gospodarza roslinnego oraz
efektywno$¢ wigzania azotu czasteczkowego (Purchase i in., 1997). Przyktadem jest szczep
Rhizobium leguminosarum ktory na poletkach skazonych metalami cigzkimi zdolny jest do
wzrostu, lecz w uktadzie symbiotycznym z koniczyng biatg (Trifolium repens L.) nie jest
w stanie wigza¢ azotu atmosferycznego (Hirsch i in., 1993). Jony metali cigzkich, takich jak
kadm, miedz, cynk i1 nikiel w wysokich stezeniach maja negatywny wplyw na rodzime

populacje wielu gatunkéw rizobiow (Giller i in., 1998). W przypadku dtugotrwatej ekspozycji
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bakterii glebowych na metale cigzkie, zmianie moze ulega¢ sktad gatunkowy jak i procentowe

proporcje mikrobiomu glebowego (Zaidi i in., 2012).

Bioaugumentacja

"Systemy efflux" Transformacje chemiczne Antyoksydanty Geny odpornosci

MECHANIZMY OBRONY
BAKTERII PRZED METALAMI CIEZKIMI

Tiole Zwiazki chelatujace Adsorpcja/desorpeja EPS/LPS

Reakcje redox

Ryc. 7. Mechanizmy warunkujace tolerancj¢ metali ciezkich przez mikroorganizmy

Szereg ewolucyjnie wyksztatconych przez bakterie mechanizméw obronnych wobec obecnosci
w Srodowisku metali cigzkich w stresogennych stgzeniach

Presja niesprzyjajacych warunkéw srodowiskowych wywolywana przez obecno$¢ metali
cigzkich w glebie przyczynila si¢ do wyksztalcenia w toku ewolucji szeregu mechanizméw
pozwalajacych na adaptacje mikroorganizmow (Ryc. 7). Wsréd mechanizméw tych wyr6znié

mozemy:

e usuwanie toksycznych metali cigzkich z komorek przez system pomp jonowych (ang.
efflux system) (Nies, 2003),

e wytracanie metali w postaci nierozpuszczalnych soli (Blake Il i in., 1993),

e Dbiosyntez¢ zwigzkow o wlasciwosciach chelatujacych (Ow, 1993),

e Dbiosyntezg zewnatrzkomoérkowych polisacharydéw EPS

e Dbiosyntez¢ specyficznych biatek, enzymow wewnatrzkomorkowych, biatek tiolowych
oraz antyoksydantow

e obecno$¢ gendw nadajacych opornos¢ na metale ciezkie (Kopycinska, 2020),
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3.11. Biotechnologiczne zastosowanie rizobiéw oraz lubinu waskolistnego w ochronie

srodowiska i bioremediacji

Sukces fitoremediacyjnych gatunkoéw roslin zalezy nie tylko od ich tolerancji/odporno$ci
na metale ciezkie, ale takze od predyspozycji rosliny do szybkiego tempa wzrostu, wysokiej
produkcji biomasy oraz zdolno$ci akumulacji w niej szkodliwych pierwiastkow jak
1 zdolnos$ci do pozyskiwania azotu w symbiozie z bakteriami wigzacymi azot atmosferyczny
(ang. Nitrogen-fixing bacteria NFB). Symbioza migdzy tolerujacymi metale lub odpornymi na
metale NFB i roslinami bobowatymi ma ogromny wptyw na skuteczno$¢ fitoremediacji.
Promujac wzrost roslin, zwigkszaja w ten sposob ich biomas¢ w warunkach stresu
wywolywanego obecnos$cig wysokich stgzen metali cigzkich. Ponadto biologiczne wigzanie
azotu moze ztagodzi¢ toksyczne dziatanie HM, rekompensowac stres wywotany przez metale
ciezkie i poprawia¢ adaptacyjne mozliwosCi przezycia na skazonym metalami terenie
w procesie rekultywacji. Tak wigc wykorzystanie roslin bobowatych i ich mikrosymbiontow
do fitoremediacji ma wiele korzysci takich jak:

e poprawe wiasciwosci gleby, umozliwiajaca wzrost innych ro$lin poprzez
unieruchomienie zanieczyszczen, zwigkszenie zawarto$ci substancji organicznych
1 modyfikacje populacji ryzosfery;

e zwickszenie réznorodno$ci mikroorganizmow, zwlaszcza ryzobakterii i grzybow
mikoryzy arbuskularnej w celu poprawy i stabilizacji wlasciwosci biologicznych
zanieczyszczonych i skazonych gleb pod uprawy;

e dodatkowe dostarczenie zwigzkéw azotu i fosforu do gleby uprawnej w celu poprawy
jej zyznosci i zdolno$ci do wspomagania wzrostu biologicznego;

e poprawe warunkéw bytowania ro$lin, umozliwiajgcg wzrost roslin bobowatych
1 innych w obecnosci HM 1 innych czynnikoéw stresogennych;

(Jach i in., 2022).
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4. Hipoteza i cel pracy

Wzrost urbanizacji, nieodpowiednie gospodarowanie sztucznymi nawozami
w dynamicznie rozwijajagcym si¢ rolnictwie oraz rozwoj przemystu spowodowaty zwickszenie
obecnosci toksycznych zwigzkow, w tym jonow metali cigzkich, w $rodowisku glebowym.
Problem ten, ktory dotyczy wielu obszaréow rolnych na calym §wiecie stale si¢ powigksza.
Metale cigzkie w glebie wptywaja nie tylko na rosliny, ale takze na rozwoj i aktywno$¢
mikroorganizméw wystepujacych w glebie, ich liczebno$¢ i roéznorodno$¢ gatunkowa,
morfologie komoérek, jak roéwniez profil ekspresji genow oraz wydzielanych
zewnatrzkomorkowo metabolitow. Stres wywotany przez wysokie stezenie metali cigzkich
w podlozu negatywnie wplywa na symbioze roslin bobowatych z ich mikrosymbiontami.
Powoduje obnizenie poziomu inokulacji korzeni ro§lin przez Rhizobium, obniza tempo
wzrostu i rozwoju brodawek, przez co negatywnie wplywa na wigzanie azotu
atmosferycznego. Niektore metale cigzkie powoduja zmiany w strukturze brodawek
korzeniowych, np. pogrubienie $cian komorkowych, rozbudowanie przestworow
miedzykomoérkowych i liczne degeneracje w wyksztatconych brodawkach. Efekt toksycznosci
metali cigzkich zalezy od dawki, mate dawki moga powodowa¢ stymulacj¢ wzrostu pedow
i korzeni, przyrost biomasy, kietkowania nasion, wzrost hipokotyli i liScieni, podczas gdy ich
wigksze stezenia tych samych jonow powodowaé moga hamowanie tempa wzrostu, a nawet

Smier¢ siewek czy roslin.

W zwigzku z powyzszym, celem przedstawionej pracy doktorskiej byto okreslenie
wplywu jonow miedzi, niklu, manganu 1 kadmu na obu partneréw uczestniczacych
w symbiotycznym wigzaniu azotu atmosferycznego; bakterie z rodzaju Bradyrhizobium
(cztery scharakteryzowane szczepy UPP 133, 213, 242 i 331) i tubinu waskolistnego (Lupinus
angustifolius L.)

Cel rozprawy doktorskiej zostat zrealizowany przy wykorzystaniu klasycznych technik
mikrobiologii, metod biologii molekularnej, oraz zaawansowanych metod obrazowania

elektronowego, przez nastepujace cele szczegdlowe:

e Badanie mikrobiomu gleby poddanej dziataniu réznych stezen wybranych jonow
metali ciezkich (Cu®*, Ni**, Mn?* i Cd®").
e Okreslenie wplywu wybranych jonéw metali cigzkich (Cu?*, Ni%*, Mn?* i Cd*)

w roéznych st¢zeniach na wlasciwosci fenotypowe, biosynteze metabolitow i ekspresje
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wybranych genow (treS, cueA, exoR, fegA, nodA) przez bakterie Bradyrhizobium
UPP 133, UPP 213, UPP 242 i UPP 331 zdolne do symbiozy z tubinem waskolistnym.
Okre$lenie wpltywu wybranych jonéw metali ciezkich (Cu®*, Ni%*, Mn** i Cd*")
w roznych stezeniach na kietkowanie, wzrost oraz ekspresje wybranych gendéw tubinu
waskolistnego (PAL, CHS, IFS)

Badanie ukladéw symbiotycznych roslin bobowatych poddanych dziataniu réznych

stezeh wybranych jonow metali ciezkich (Cu®*, Ni**, Mn*" i Cd®").
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5. Materialy i metody
5.1. Materialy
5.1.1 Material biologiczny

5.1.1.1 Lubin waskolistny

Nasiona tubinu waskolistnego dostarczone zostaty z pdl badawczych Zaktadu Hodowli Roslin

w Smolicach (Polska).

5.1.1.2. Szczepy bakteryjne

Szczepy Bradyrhizobium japonicum (UPP 331 i UPP 133) oraz Bradyrhizobium canariense
(UPP 242 i UPP 213) pochodzity z kolekcji Zaktadu Biologii Molekularnej UPP. Wybrane
z kolekcji szczepy zostaty oczyszczone z brodawek korzeniowych (UPP 133 z L. albus, UPP
331 z L. luteus a UPP 213 i UPP 242 z L. angustifolius) i zklasyfikowane na podstawie
sekwencji gendw niesymbiotycznych (atpD, ginll, i recA) i symbiotycznych (nodA): jako
B. japonicum i B. canariense (Stgpkowski i in., 2011) Wszystkie szczepy uzyte

w eksperymentach byty zdolne do tworzenia brodawek w warunkach polowych.

5.1.2. Odczynniki i zestawy

CuCl; - 2H,0 (Chempur)
NiCl; - 2,5H,0 (Chempur)
MnClI; - 6H,0 (Chempur)
CdCl; - 2,5H,0 (Chempur)
FeCls (Chempur)

C7He06S - 2H,0 (Chempur)
HCIO,4 (Chempur)

Tris-HCI (Chempur)
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EDTA (Sigma-Aldrich)

PBS (Chempur)

CTAB (Sigma-Aldrich)

SDS (Sigma-Aldrich)

Chloroform (Chempur)

Alkohol etylowy (Chempur)

Alkohol izoamylowy (Chempur)
Lizozym (Pol-Aura)

Proteinaza K (Pol-Aura)

Polimeraza Allegro Tag DNA (Novazym)
Agaroza (MAXIMUS — Polskie Agarozy)
Perlit (PERLIPOL)

Wermikulit (PERLIPOL)

5.1.2.1. Zestawy do izolacji i detekcji kwasow nukleinowych

Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega)
SV Total RNA (Promega)
High Capacity DNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems)

SsoAdvanced Universal IT SYBR Green SMx (BIO-RAD)

5.1.3. Podloza do hodowli bakterii oraz roslin

Sktad pozywek i podtozy do hodowli szczepéw Bradyrhizobium spp. oraz do hodowli
tubinu waskolistnego podano w Tabeli 2.
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Tabela 2. Sklad pozywek i podlozy zastosowanych do hodowli bakterii oraz lubinu

waskolistnego
Pozywka Skladnik Zawartos¢
(g/dm®)

TY* Trypton (Millipore) 5
Ekstrakt drozdzowy (Milipore) 3
CaCl, (Chempur) 0,657

King’s B* Pepton (Millipore) 20
MgSQ, - 7H,0(Chempur) 2,22
K2HPO,4 (Chempur) 0,486
Gliceryna (Chempur) 12,6
CAS (Chrome Azurol Sulphonate) 0.078
(Sigma-Aldrich) ’
HDTMA (Sigma-Aldrich) 0,091
FeCl, (Chempur) 0,034
HCI (Chempur) 0,004

Bezazotowa Dilwortha CaCl - 2H,0 (Chempur) 0,14705
KH,PO,4 (Chempur) 0,06805
FeCgsHs05 - 3H,0 (Sigma-Aldrich) 0,00335
MgSOy - 7TH,0(Chempur) 0,06165
K2SO4(Chempur) 0,0435
MnSO, - H,O(Chempur) 1,69-10™
HsBO3(Chempur) 1,235.10™
ZnSO, - TH,0(Chempur) 1,44.10™
CuSOy- 5H,0(Chempur) 5.10°
C0S0, - 7H,O(Chempur) 2,810°
Na,MoO; - 2H,0(Sigma-Aldrich) 2,4107

* State podtoze zawierato 1% (w/v) agaru (OXOID)

5.2. Metody

5.2.1. Ocena tolerancji szczepé6w bakteryjnych UPP 133, 213, 242 i 331 na stres
wywolany obecnoscia wybranych metali ci¢zkich (Cu, Ni, Mn i Cd)

W celu oceny telerancji na stres wywolywany obecnoscig metali cigzkich (Cu, Ni, Mn
1 Cd) szczepy bakteryjne najpierw hodowano w plynnej pozywce TY w temperaturze 28°C
(120 rpm) do uzyskania ggstosci optycznej OD=1, a nastgpnie po 5 pul kazdej hodowli
poszczeg6lnych szczepdéw bakteryjnych UPP 133, 213, 242 1 331 przenoszono do probowek
zawierajagcych pozywke TY z dodatkiem odpowiednich stezen Cu, Ni, Mn 1 Cd. Tak
przygotowane hodowle inkubowano w temperaturze 28°C (120 rpm) przez 96 godzin.

Stezenia metali ciezkich w ptynnych pozywkach TY byly w zakresie od 0,125 mM do 3 mM
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dla miedzi, niklu, kadmu oraz od 0,125 mM do 120 mM dla manganu. Proby kontrolne
stanowily hodowle badanych szczepéw bakteryjnych w pozywkach TY bez dodatku metali
cigzkich. Wszystkie warianty hodowli badanych szczepow bakteryjnych wykonano w trzech
powtorzeniach. Wzrost badanych szczepow bakteryjnych, zaréwno prob kontrolnych jak
i wszystkich wariantow zawierajgcych rozne stezenia metali ciezkich analizowano po 96
godzinach metodg spektrofotometryczng przy dlugosci fali 600nm. Ponadto, dodatkowo 5 pl
zawiesiny komorek bakteryjnych wszystkich badanych szczepéw wysiano na plytki ze stata
pozywka TY (Tryptone Yeast z dodatkiem 1% w/v agaru). Po uptywie 1 godziny od momentu
wysiania na powierzchnie¢ statej pozywki natozono krazki bibutowe nasgczone roztworami
metali cigzkich o odpowiednich ste¢zeniach (od 0,25 mM do 2 mM (Cu, Ni), od 0,1 mM do
1mM (Cd), lub od 20 mM do 100 mM (Mn))). Po 96 godzinach inkubacji w temperaturze
28°C oceniano wzrost bakterii i poréwnywano z proba kontrolng (krazki nasgczone

dejonizowang woda).

5.2.2. Analiza wplywu badanych metali ci¢zkich na mikrobiom gleby pola uprawnego

Gleba z pola uprawnego (Rolnicze Gospodarstwo Doswiadczalne UPP w Gorzyniu)
zostala podzielona na prébki o objetosci 1 litra, do kazdej probki dodano badanych metali
cigzkich (Cu, Ni, Mn i Cd) w dwoch st¢zeniach: Cu i Ni 0,5mM i ImM, Mn 5mM i 80 mM
oraz Cd 0,01 i 0,1 mM. Gleba zostata doktadnie wymieszana, nast¢gpnie przez 4 tygodnie
kontrolowano jej wilgotno$¢ (byta podlewana) a nastgpnie pobrano 10 gramowe probki
z ktérych izolowano genomowe DNA. Jako kontrole stosowano probki gleby bez dodatku

metali cigzkich, z ktorych izolowano genomowy DNA.

5.2.2.1. Izolacja DNA z probek gleby

Genomowy DNA z pobranych probek gleby traktowanych metalami cigzkimi (5.2.2.)
izolowano w oparciu o metod¢ opisang przez Zhou (Zhou i in., 1996). Do metody
wprowadzono modyfikacje majace na celu zwiekszenie wydajnosci 1 uzyskanie materiatu
0 jak najwiekszej czystosci. Odwazono po 0,5 g gleby z kazdej pobranej probki, dodano
1,35 ml buforu Zhou (pH 8) (Tabela 3) i tak przygotowane proby ucierano. Do mieszaniny
dodano 10ul lizozymu (10 mg/ml). Mieszaning worteksowano i inkubowano przez 30 minut

w lazni wodnej o temperaturze 65°C. Po inkubacji dodano 10 pl proteinazy K (20 mg/ml),
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proby wymieszano i ponownie inkubowano 30 minut w takich samych warunkach. Nastepnie
dodano 150 pl 20% SDS i inkubowano przez 2 godziny, przy czym proby regularnie
mieszano. Po dwodch godzinach proby zwirowano przez 10 minut w temperaturze 21°C,
6000*g. Zebrano supernatant, a do osadu glebowego dodano 450 pl buforu Zhou oraz 50 pl
20 % SDS, po dokladnym wymieszaniu proby inkubowano przez 10 minut w tazni wodnej
(65°C) 1 zwirowano (6000*g, 10 min., 21°C). Ponownie zebrano supernatant. Do catkowitej
objetosci supernatantu z kazdej proby dodano mieszaning chloroform-alkohol izoamylowy
(24:1 v/v) w réwnej objetosci (stosunek 1:1), delikatnie mieszano 1 wirowano przez 10 minut
(6000*g, 21°C). Po wirowaniu zebrano faz¢ wodng zawierajacg kwasy nukleinowe. Tak
przygotowane fazy wodne z probek gleby, zawierajace DNA i znaczne ilo$ci zanieczyszczen
w postaci kwaséw humusowych oczyszczano przez elektroforeze w zelu agarozowym.
Fragmenty zelu zawierajace genomowe DNA z probek gleby wycigto, a nastgpnie odzyskano
z zelu za pomocg zestawu Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System. Stezenie genomowego
DNA w poszczegdlnych probkach gleby okreslono spektrofotometrycznie przy dtugosci fali
260 nm, a nast¢pnie doprowadzono stezenia wszystkich oczyszczonych preparatéw DNA do
10 ng/ul i ponownie wykonano pomiary spektrofotometryczne. Tak przygotowane preparaty
DNA uzyto jako matryce w tancuchowej reakcji polimerazy PCR (z ang. polymerase chain

reaction).

Tabela 3. Sklad buforu Zhou

Skladnik Hlos¢ / 1 L buforu
Tris-HCI (pH 8) 100 mmol/dm®
S6l sodowa EDTA (pH 8) 100 mmol/dm®
Bufor fosforanowy (pH 8) 100 mmol/dm® NaCl
CTAB 1%

51



5.2.2.2. Amplifikacja fragmentow DNA roznych grup mikroorganizméw zasiedlajacych

glebe

Do przeprowadzenia reakcji PCR wykorzystano pary starterow specyficznych dla
réznych grup mikroorganizméw zasiedlajacych glebe. Sekwencje starterow przedstawiono
w Tabeli 4. Sktad uzytej mieszaniny reakcyjnej pokazano w Tabeli 5. PCR przeprowadzono
przy uzyciu polimerazy Allegro Taq DNA w nastgpujacych warunkach: poczatkowa
denaturacja w 95°C przez 2 min; 30 cykli po 30s w 95°C, 30s przylaczanie starterow
(temperatury podano w Tabeli 4), 1 min elongacji w 72°C; i koncowy etap wydtuzania 5 min
w 72°C. Reakcje prowadzono w termocyklerze GeneAmp PCR System 9700 firmy Applied
Biosystems. Produkty PCR analizowano na 1.5% zelach agarozowych. Intensywnosci
poszczegdlnych produktow PCR odczytywano wykorzystujac oprogramowanie GeneSys

firmy Syngene a nastepnie poréwnano je wWzgledem najbardziej intensywnego.
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Tabela 4. Sekwencje starterow poszczegolnych grup mikroorganizméw uzytych

w reakcji PCR (Fierer i in., 2005) (Stepkowski i in., 2011)

Nazwy Dlugos¢ temp (°C)
Grupa . " . . .
. ., Sekwencje starterow starterow |Amplikonu |przylaczenia
mikroorganizmow 2
(p2) starterow
Wszystkie grupy ACTCCTACGGGAGGCAGCAG Eub 338 200 53
bakterii ATTACCGCGGCTGCTGG Eub 518
a-Proteobacterie TCTACGRATTTCACCYCTAC Alf685 365 60
ACTCCTACGGGAGGCAGCAG Eub338
B-Proteobacterie TCACTGCTACACGYG Bet680 360 60
ACTCCTACGGGAGGCAGCAG Eub338
Actinobacteria CGCGGCCTATCAGCTTGTTG Actino 235 300 53
ATTACCGCGGCTGCTGG Eub 518
Bacteroides GTACTGAGACACGGACCA Cfb 319 220 65
ATTACCGCGGCTGCTGG Eub 518
Firmicutes GCAGTAGGGAATCTTCCG Lgc 353 180 60
ATTACCGCGGCTGCTGG Eub 518
Bradyrhizobium CTCGGGCGACAGGGATTG PnodAlF 181 62
AGTTCTGGCCCGTTCCGTTC PnodAlR
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Tabela 5. Sklad mieszaniny reakcyjnej uzytej do reakcji PCR

Skladnik mieszaniny reakcyjnej Ilos¢ / 1 reakcje (ul)
Bufor do polimerazy 2,5
dNTP 1
Matryca — DNA 1
Starter forward 1
Starter revers 1
Polimeraza DNA 0,2
Woda 18,3

5.2.3. Oznaczanie kwasu indolilo-3-octowego (IAA) syntetyzowanego przez szczepy
bakteryjne UPP 133, 213, 242 i 331 w obecnos$ci wybranych metali ci¢zkich (Cu, Ni, Mn
i Cd)

Kwas indolilo-3-octowy syntetyzowany przez szczepy bakteryjne UPP 133, 213, 242
1331 w obecno$ci wybranych metali ciezkich (Cu, Ni, Mn i Cd) oznaczano metoda
kolorymetryczng Salkovskiego. Przygotowano hodowle wyjsciowe badanych szczepdéw
Bradyrhizobium UPP 133, 213, 242 i 331 w plynnej pozywce TY o gestosci optycznej
ODgoonm =1, nastepnie z kazdej hodowli pobrano po 20 ul, ktére przeniesiono do 5 ml §wiezej
pozywki TY zawierajacej od 0,125 mmol/dm*® do 3 mmol/dm® Cu, Ni, Cd i od 0,125
mmol/dm?® do 120 mmol/dm?® Mn. Proby kontrolne stanowity hodowle bakteryjne bez dodatku
metali cigzkich. Wszystkie hodowle bakteryjne inkubowano w temperaturze 28°C (120 rpm)
przez 96 godzin. Po 96 godzinach hodowle bakteryjne wirowano przy 12000 rpm,
w temperaturze pokojowej przez 10 minut, w celu usunigcia komoérek bakteryjnych,
a nastgpnie po 1 ml poszczegdlnych supernatantow przenoszono do proboéwek zawierajacych
2 ml odczynnika Salkovskiego (Tabela 6) (Glickmann i Dessaux, 1995). Tak przygotowane

proby inkubowano 20 minut w ciemno$ci w temperaturze pokojowej, nastgpnie mierzono
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spektrofotometrycznie ich absorbancje przy dlugosci fali 530 nm. Oznaczanie IAA wykonano

w trzech powtorzeniach dla kazdego wariantu doswiadczenia.

Tabela 6. Sklad odczynnika Salkovskiego

Skladnik Zawartos¢ (% w/v)
0,5M FeCl; 2
70% HCIO4 49
H.0 49

5.2.4. Oznaczanie zewngatrzkomérkowych polisacharydow (EPS) syntetyzowanych przez
szczepy bakteryjne 133, 213, 242 i 331 w obecnosci wybranych metali ci¢zkich (Cu, Ni,
Mn i Cd)

W celu oznaczenia frakcji zewnatrzkomorkowych polisacharydow (EPS), szczepy
bakteryjne UPP 133, 213, 242 i 331 hodowano w pozywce TY zawierajacej rozne stgzenia
metali ciezkich, w zakresie od 0,125 mM do 3 mM dla miedzi oraz niklu, od 0,125 mM do 80
mM dla manganu oraz 0,125 mM do 1 mM dla kadmu przez 96 godzin w 28 °C (120 rpm).
Nastepnie 50ml hodowli odwirowano (15 min, 14000 rpm). EPS obecne w supernatach
strgcono wychtodzonym 95% etanolem, w stosunku objetosciowym 3:1 (etanol : supernatant)
i przechowywano przez 24 godziny w temperaturze 4 °C. Po tym czasie EPS osadzono przez
wirowanie (20 min, 14000 rpm), supernatant odrzucono a osad suszono w 40°C przez
24 godziny. Nastepnie dokonano pomiaru suchej masy osadzonych, zewnatrzkomorkowych
polisacharydéw. Doswiadczenie wykonano w 3 powtoérzeniach biologicznych dla kazdego

szczepu i badanego wariantu.
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5.2.5. Oznaczenie sideroforéw syntetyzowanych przez szczepy bakteryjne UPP 133, 213,
242 i 331 w obecnosci wybranych metali ciezkich (Cu, Ni, Mn i Cd)

Zdolnos¢ do syntezy sideroforéw przez szczepy bakteryjne UPP 133, 213, 242 i 331
w obecno$ci wybranych metali cigzkich (Cu, Ni, Mn i Cd) okre$lano na statych, minimalnych
pozywkach  agarowych  zawierajacych chrom azurol S (CAS) 1  bromek
heksadecylotrimetyloamoniowy (HDTMA), umozliwiajagcych monitorowanie biosyntezy
siderofor6w. Badane szczepy bakteryjne hodowano w pozywce TY w obecnosci metali
ciezkich, w zakresie od 0,125 mM do 2 mM dla miedzi oraz niklu, od 0,125 mM do 100 mM
dla manganu oraz 0,125 mM do 1 mM dla kadmu przez 96 godzin w temperaturze 28°C (120
rpm), nastepnie bakterie osadzano przez wirowanie przy 12000 rpm, w temperaturze
pokojowej przez 2 minuty. Osadzone bakterie przeptukiwano dwukrotnie woda
dejonizowang, a nastepnie zawieszono w Iml pozywki TY. 10 pl zawiesiny kazdego szczepu
przeniesiono na stata pozywke King’s B z dodatkiem CAS i inkubowano przez 48 godzin.
W warunkach niedoboru zelaza bakterie produkujace siderofory uwalniaty je
zewnatrzkomoérkowo w celu pozyskania tego pierwiastka z pozywki. Pomaranczowa strefa
halo, dobrze widoczna na niebiesko zabarwionej pozywce, wskazywala na zdolno$¢ do
wydzielania sideroforow przez dany szczep. Wielko$¢ przebarwionych stref halo

rejestrowano dla kazdego ze szczepow.

Biosyntetyzowane siderofory ilosciowo oznaczano metodg spektrofotometryczng.
Badane szczepy bakteryjne UPP 133, 213, 242 i 331 hodowano w obecnosci okreslonych
stezen wybranych metali cigzkich (0,5 mM, 1 mM, 3 mM Cu; 0,5 mM, 1 mM, 3 mM Ni;
0,125 mM, 5 mM, 80 mM Mn oraz 0,125 mM, 0,5 mM, 1 mM Cd) w ptynnej pozywce
King’s B pozbawionej Zzelaza, uzupeklnionej 0,2% glukoza przez 96 godzin w 28°C
z wytrzgsaniem przy 120 rpm. Po inkubacji komorki bakteryjne z wszystkich wariantow
hodowli wirowano przy 12000 rpm przez 10 minut w celu ich usunigcia. Ilos¢
biosyntetyzowanych siderofordw oznaczano w zebranych supernatantach. Pobrano po 0,5 ml
supernatantéw z kazdego wariantu hodowli, dodano do nich 0,5 ml odczynnika CAS (Tabela
7) i 10 pl 4 mM roztworu kwasu sulfosalicylowego. Catos¢ inkubowano przez 6 godzin.
Utrate niebieskiego koloru mierzono spektrofotometrycznie przy dlugosci fali 630 nm.
Pozywke minimalng zastosowano jako §lepa probe, a pozywke minimalng plus roztwér CAS

zastosowano jako odniesienie.
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Tabela 7. Sklad odczynnika do barwienia pozywek CAS (Chrom Azurol S)

Skladnik Zawarto§é¢ (g/dm°)
CAS 0,078
HDTMA 0,091
FeCl, 0,034
HCI 0,004

5.2.6. Ocena morfologii komorek szczepow bakteryjnych UPP 133, 213, 242 i 331
hodowanych w obecnosci wybranych metali ciezkich (Cu, Ni, Mn i Cd)

Ocena morfologii komoérek szczepow Bradyrhizobium UPP 133, 213, 242 i 331
hodowanych w obecno$ci wybranych metali cigzkich (Cu, Ni, Mn i Cd) zostala wykonana na
podstawie obrazéw uzyskanych metoda skaningowej mikroskopii elektronowej (SEM).
Preparaty do badan mikroskopowych zostalty przygotowane z ptynnych hodowli
poszczegbdlnych szczepow bakteryjnych z dodatkiem miedzi 1 niklu w stezeniu 0,5 mM,
manganu w stezeniu SmM oraz kadmu w stezeniu 0,125 mM. Jako prébe kontrolng
stosowano komorki poszczegdlnych szczepdéw bakteryjnych hodowane w ptynnej pozywce
TY bez dodatku metali ciezkich. W celu przygotowania preparatéw mikroskopowych
wszystkie warianty hodowli bakteryjnych zwirowano, nastepnie komorki bakteryjne zostaty
przemyte buforem PBS i zawieszone w tym buforze do osiggnigcia gestosSci optycznej
ODesoonm =1. Z tak przygotowanych komorek bakteryjnych kazdego wariantu pobrano po 5 ul
i utrwalano w 2,5% (obj./obj.) aldehydzie glutarowym przygotowanym w buforze PBS
(pH=7) przez 4 godziny. Po utrwaleniu komorki bakteryjne ponownie przemywano buforem
PBS. Nastepnie przemyte komorki bakteryjne odwodniono w gradiencie alkoholu etylowego
(20%, 40%, 60%, 80% 100%). Tak przygotowane preparaty komorek bakteryjnych
umieszczono na szkietkach nakrywkowych, powlekano zlotem i generowano obrazy

mikroskopowe SEM.
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5.2.7. Analiza ekspresji wybranych genow Bradyrhizobium (UPP 133, 213, 242 i 331) w

obecnosci jonow metali ci¢zkich (Cu, Ni, Mn i Cd)

Do analizy ekspresji genéw Bradyrhizobium w obecnosci metali cigzkich (Cu, Ni, Mn
i Cd), wybrano gen treS kodujacy syntaze trehalozy, cueA kodujacy ATPaze typu
P transportujaca metale cigzkie, eXoR kodujacy biatko regulatorowe egzopolisacharydéw,
fegA kodujacy biatko receptora sideroforowego oraz gen nodA kodujacy czynnik nodulacji
nodA.

Do ptynnych hodowli szczepow bakteryjnych Bradyrhizobium (133, 213, 242 i 331)
w pozywce TY (ODgoonm=1) dodano odpowiednio wybrane stgzenia metali cigzkich: 0,5
i1 mM Cui Ni, 5180 mM Mn oraz 0,01 i 0,1 mM Cd. RNA izolowano z prob pobranych po
3 i 24 godzinach od dodania do hodowli soli metali cigzkich, stosujac system izolacji SV
Total RNA. Probki cDNA do ilosciowych eksperymentow qPCR (z ang. quantitative PCR)
zsyntetyzowano z 500ng catkowitego RNA 1 starterow oligo(dT)18, stosujac zestaw High
Capacity DNA Reverse Transcription Kit. 1 pl produktu reakcji (¢cDNA) stuzyt jako matryca
do reakcji qPCR, przeprowadzonych z jedng parg specyficznych starterow PCR dla kazdego
genu. Sekwencje starterOw wraz z temperaturami przytaczania przedstawiono w Tabeli 8.
Startery zaprojektowano na podstawie analizy sekwencji genéw kodujacych: syntaze
trehalozy, ATPaz¢ typu P transportujaca metale cigzkie, bialtko regulatorowe
egzopolisacharydow, biatko receptora sideroforowego oraz czynnik nodulacji NodA,
zdeponowanych w bazie danych NCBI. Fragment sekwencji kodujacej biatko RecA (Ryc. 8)
zamplifikowano jako gen referencyjny przy uzyciu starterow PrecA F2 oraz SBjR1. Sktad
mieszaniny reakcyjnej przedstawiono w tabeli 9. Przeprowadzono trzy powtorzenia
techniczne. Odchylenie standardowe obliczono w programie Excel z zakresu trzech

powtorzen.
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Tabela 8. Sekwencje starteréw uzytych w analizie ekspresji wybranych genow

Bradyrhizobium

Nazwa genu Sekwencje starterow Nazwy Dlugosé temp (°C)
starterow  |[Amplikonu (pz) [przylaczenia
starterow
treS GAATTCGAGACGCTGGTGGTGC treS F 197 60
ATCCAAGGCCTGTTGTCGCCGA treSR
cueA CGGTCGCCGTCTATTTCGAGGC cueA F 191 60
GGCATGGAGCGTGTCGATCTCG
cueAR
exoR GATGCGCAGTACGATCTCGCCC exoR F 230 60
CAGGTTTCCTCGATACCGGCGC exoR R
fegA GACGGCATGCAGCTGTTCTACAC fegA F 206 54
TAGGCGTTGCCGAAATTGTTGA fegA R
recA ACGCGCTCGACCCGGTCTATG PrecA F2 152 60
CGCCGCGACCGAATCGATCAC SBjR1
nodA CTCGGGCGACAGGGATTG PnodAlF 181 62
AGTTCTGGCCCGTTCCGTTC PnodA1R

treS - syntaza trehalozy, cueA - ATPaza typu P transportujaca metale cigzkie, eXOR - biatko regulatorowe
egzopolisacharydow, fegA - biatko receptora sideroforowego, recA - rekombinacyjne biatko bakteryjne, nodA

czynnik nodulacji A
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o e e e e e e e e I I I e e
CCTCCATGGACARGAGTAAAGCTCTCGCCGCCGCGCTCTCCCAGATCGAGCGTCAGTTCGGCAAGGGCTCGGTGATGARGCTTGGCAAGA

100 110 120 130 140 150 160 170 180

o e e e e e e e e I I I e e
ACGACCGTTCGATGGATGTCGAGGCGEGTCTCTTCGGGCTCCT TGGGGCT TGATATCGCGCTCGGEGATCGGCGGCCTGCCGAAGGGGCGLG

1580 200 210 220 230 240 250 260 270

o e e e e e e e e I I I e e
TCGTGGAGATCTACGGGCCGGARATCCTCGGGCARAGACCACGCTGGCGCTGCACACGGTGGCGGARGGGCAGAAGRAGGGCGGCATCTGCG

280 280 300 310 320 330 340 350 360

1 e e e e o e [ [ I I I e
CCTTCATCGACGCCGAGCACGCGCTCGACCCGGTCTATGCGCGCAAGCTGGGCGTCAATATCGACGAGCTCCTGATCTCCCAGCCGGACA

PrecA F2

370 380 390 400 410 420 430 440 450

1 [ e e e e e e e I T I e
CCGGCGAGCAGGCGCTGGRAATCTGCGACACGCTGGTGCGCT CCGGCGLCGETCGACGTGC TGGTGATCGATTCGGTCGCGGCGCTGGTGL

........................................... G. ... ... G LT, ... . . | . - - - - . - - -
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1 [ e e e [ [ [ [ I I e
CGRAGGCCGAGCTCGAGGGCGAGATGGGCGATGCGCTGCCGGGTCTGCAGGCGCGICTGATGAGCCAGGCGCTGCGCARAGCTGACGGCCT

R [ [
CCACCARACAAATCCAACAC

Ryc. 8. Poréwnanie sekwencji genu referencyjnego recA szeczepow UPP 133, UPP 213,

UPP 242 oraz UPP 331 wraz z zaznaczonymi miejscami przylaczania starteréw uzytych

do jego amplifikacji
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Tabela 9. Sklad mieszaniny reakcyjnej uzytej do reakcji gQPCR

Skladnik mieszaniny reakcyjnej Ilos¢ / 1 reakceje (nl)
SsoAdvanced Universal IT SYBR Green SMx 4
Matryca — cDNA 1
Starter forward 1
Starter revers 1
Woda 13

5.2.8. Powierzchniowa sterylizacja nasion lubinu waskolistnego

Nasiona tubinu waskolistnego (Lupinus angustifolius L., odmiana Homer) pozyskane
z zaktadu Hodowli Roslin Smolice w Smolicach, sterylizowano powierzchniowo przez 30
sekund w 70% etanolu, nastgpnie przez 2 minuty w wybielaczu ACE (wodna mieszanina
podchlorynu sodu <5% (V/V), wodorotleneku sodu <1% (V/V) 1 weglanu sodu <5%(V/V)).
Po czym nasiona ptukano kilkukrotnie w sterylnej wodzie destylowanej i wyktadano na

podtoza hodowlane.

5.2.9. Kielkowanie nasion lubinu waskolistnego w obecnosci miedzi, niklu, manganu

i kadmu

Wplyw wybranych metali cigzkich (Cu, Ni, Mn 1 Cd) w rdéznych st¢zeniach na
kietkowanie nasion tubinu waskolistnego badano na podlozach z bibuly filtracyjnej
w sterylnych szalkach Petriego o $rednicy 90 mm. Podloza z bibuty filtracyjnej nasaczono
wodnymi roztworami soli metali cigzkich w stezeniach 0,125 mM, 0,5 mM i 3 mM dla Cu
i Ni; 0,125 mM, 0,5 mM i 5 mM dla Mn oraz 0,125 mM, 0,5 mM i 1 mM dla Cd. Na tak
przygotowane podloza wykladano nasiona tubinu waskolistnego. Ptytki inkubowano
w temperaturze 21°C w ciemno$ci do momentu kietkowania. Jako kontrole uzyto podloze

z bibuty filtracyjnej nasaczonej woda.
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5.2.10. Wpltyw miedzi, niklu, manganu i kadmu na liczebno$é¢ brodawek korzeniowych

lubinu waskolistnego

Eksperyment przeprowadzono w szklarni, gdzie ro$liny tubinu waskolistnego
uprawiano w naczyniach hydroponicznych metodg stoika Leonarda (Leonard, 1943)
zawierajacych mieszaning plukanego perlitu i wermikulitu w stosunku 1:1 o pH=7. W dolnej
czesci naczyn znajdowala si¢ bezazotowa pozywka Dilwortha z dodatkiem wybranych metali
ciezkich w stezeniach 0,5 mM i 1 mM Cu i Ni; 0,5 mM i 5 mM Mn oraz 0,125 mM, 1 mM
Cd. Préby kontrolne stanowily naczynia z bezazotowa pozywka Dilwortha bez dodatku metali
ciezkich. Nasiona tubinu zostaty powierzchniowo wysterylizowane, a nastgpnie umieszczone
na 24 godziny w 21 °C w szalkach Petriego, zawierajacych podtoze z bibuty filtracyjnej
nasgczonej woda. W kazdym naczyniu zasadzono pig¢ wyselekcjonowanych nasion i kazde
zaszczepiono 1 mL hodowli szczepéw Bradyrhizobium (UPP 133, 331, 213 i 242).
Powierzchnia kazdego naczynia zostala pokryta cienka warstwag folii aluminiowej aby
unikng¢ kontaminacji. Uprawy przerzedzano trzy do pigciu dni po kietkowaniu do trzech
ro$lin na stoik. Nastepnie przez 4 tygodnie kontrolowano wilgotno$¢ podtoza uzupeiniajac
okresowo sterylng pozywke bezazotowa zgodnie z tempem pobierania jej przez rosliny. Te¢
samg objeto$¢ roztworu uzupehliajacego dodawano do wszystkich stoikow w kazdym
z zabiegow. Nastepnie zbierano brodawki korzeniowe w stadium niepelnego kwitnienia roslin

i liczono je osobno dla kazdej rosliny bezposrednio po zbiorze.

5.2.11. Wplyw inokulacji nasion szczepami UPP 133, 213, 242 i 331 hodowanymi
w obecnosci metali ciezkich (Cu, Ni, Mn i Cd), na rozwdj systeméw korzeniowych tubinu

waskolistnego

Eksperyment przeprowadzono w szklarni, gdzie ro$liny tubinu waskolistnego
uprawiano w doniczkach wypeionych sterylna mieszaning ptukanego perlitu i wermikulitu
w stosunku 1:1, o pH=7. Nasiona tubinu waskolistnego zostaly powierzchniowo
wysterylizowane a nastepnie umieszczone na 24 godziny w 21 °C w szalkach Petriego,
zawierajacych podtoze z bibuly filtracyjnej nasaczonej woda. W kazdej doniczce zasadzono
osiem wyselekcjonowanych nasion i kazde zaszczepiono 1 mL hodowli szczepow
Bradyrhizobium (UPP 133, 331, 213 i 242) hodowanych uprzednio przez 96 godzin
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w obecnosci wybranych metali cigzkich w stezeniu 0,5 mM Cu i Ni, 5 mM Mn oraz 0,125
mM Cd. Uprawy przerzedzano trzy do pigciu dni po kietkowaniu do pigciu rosélin na
doniczke. Nastepnie przez 4 tygodnie kontrolowano wilgotno$¢ podtoza (podlewano je woda
destylowang). Nast¢pnie zbierano systemy korzeniowe, odcinajac je okoto 2 mm ponizej
hipokotylu, w stadium niepetlnego kwitnienia ro$lin. Nastepnie doktadnie ptukano w celu
pozbycia sie resztek podloza, suszono przez 1h w 21°C i dokonywano pomiaru $§wiezej masy

dla pojedynczych roslin.

5.2.12. Wplyw miedzi, niklu, manganu i kadmu na ekspresj¢ wybranych genow ze

szlaku syntezy fenylopropanoidéw

Do analizy ekspresji wybrano cztery geny kodujace syntaze chalkonowg (CHS),
3 geny kodujace syntaze izoflawonowa (IFS) i gen amoniakoliazy fenyloalaninowej (PAL).
RNA izolowano z 90 mg §wiezej tkanki roslinnej 28-dniowych korzeni tubinu waskolistnego
zebranych z rodlin rosnacych w podlozach zawierajacych 0,5 i 2mmol/dm® Cu i Ni,
0,5 i 5 mmol/dm® Mn oraz 0,1 i 1 mmol/dm® Cd, stosujac zestaw do izolacji SV Total RNA.
Metoda spektrofotometryczng okreslono stezenia izolowanych RNA, nastgpnie 500 ng
kazdego RNA uzyto do syntezy cDNA za pomocg zestawu High Capacity DNA Reverse
Transcription Kit zgodnie z protokotem producenta. Komplementarne cDNA ze wszystkich
wariantow doswiadczenia rozcienczono 10-krotnie i uzyto jako matryce¢ w reakcjach qPCR ze
starterami specyficznymi dla gené6w kodujacych CHS, IFS i PAL. Kazdg reakcj¢ wykonano
w trzech powtorzeniach technicznych. Startery zaprojektowano na podstawie analizy
sekwencji kodujacych poszczegdlnych genow dostgpnych w bazie danych NCBI. Jako gen
referencyjny stosowano fragment sekwencji kodujacej aktyne. Startery dla genu
referencyjnego zaprojektowano na podstawie sekwencji zdeponowanej w bazie danych NCBI
(KP257588) Analize ekspresji poszczegdlnych genéw wykonano w trzech powtdrzeniach
technicznych. Odchylenie standardowe obliczono w programie Excel z zakresu trzech

powtorzen.
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6. Wyniki i dyskusja

6.1. Wplyw jonow miedzi, niklu, manganu i kadmu na przezywalnos$¢ i wzrost szczepow
bakteryjnych UPP 133, 213, 242 i 331

Metale ci¢zkie charakteryzujg si¢ wysoka toksycznos$cig i mogg powodowaé wiele
szkodliwych skutkéw nie tylko u ludzi 1 zwierzat, ale takze u roslin i mikroorganizméow
glebowych. Mikroorganizmy wykazuja zr6znicowang reakcj¢ na metale cigzkie, ktora wynika
z réznic gatunkowych, odmiennych ukladow enzymatycznych czy warunkow fizyko-
chemicznych. HM zaklocaja wiele czynnosci biochemicznych i fizjologicznych bakterii, ktore
przyczyniaja si¢ do zahamowania ich wzrostu lub spadku biomasy i liczebnosci. W celu
okreslenia wptywu wybranych jonéw metali cigzkich: miedzi, niklu, manganu i kadmu, na
tolerancj¢ 1 zdolno$¢ adaptacyjng szczepow Bradyrhizobium spp. dokonano oceny
toksycznosci tych jondéw, stanowiacg wprowadzenie do prob zrozumienia mechanizmow
obronnych tych mikroorganizméw, ale réwniez eksploracji potencjalnych zastosowan
w zrownowazonym rolnictwie. W tym celu przeprowadzono doswiadczenia w statych
i ptynnych pozywkach TY. Wyniki tego badania stanowily podstawg do wybrania

odpowiednich stezen poszczegolnych jondw metali do dalszych eksperymentow.

Obecnos¢ jondw miedzi powodowata istotne zmiany w gestosci optycznej (ODggo) (Ryc. 9 A)
poczawszy od stezenia 1 mM Cu®. W tym stezeniu, jedynie szczep UPP 213 zachowat peing
zdolno$¢ do wzrostu, natomiast pozostate trzy szczepy (UPP 113, 133 i 242) wykazaly
znacznie nizsza gestoS¢ optyczng. Wyzsze stezenia jonoOw miedzi hamowaly wzrost

wszystkich badanych szczepow.

Dla jonéw niklu uzyskano podobne wyniki, z tg rdznica, ze przy stezeniu 1 mM najnizsza
zdolno$¢ do wzrostu wykazal szczep UPP 213, natomiast gestos¢ optyczna komorek
pozostalych szczepow bakteryjnych w poréwnaniu do prob kontrolnych byla nieznacznie

obnizona Ryc. 9 B.

W przypadku jonéw manganu, postepujacy spadek gestosci optycznej wszystkich szczepow
Bradyrhizobium obserwowano od st¢zenia 50 mM, lecz nawet stezenie 120 mM nie
powodowato catkowitego zahamowania ich wzrostu, co sugeruje relatywnie mniejsza

toksyczno$¢ jono6w manganu dla badanych szczepow (Ryc. 9 C).
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Przy ekspozycji na jony kadmu, znaczny spadek gestosci optycznej wszystkich

szczepow Bradyrhizobium obserwowano juz przy stgzeniu 0,5 mM. Kazde wyzsze stezenie

jonow kadmu (1, 2 i 3 mM) hamowato rozwdj komorek bakteryjnych prawie catkowicie

Ryc. 9D, co $wiadczy o wysokiej toksycznos$ci Cd** w stosunku do badanych szczepow

Bradyrhizobium.
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Ryc. 9. Wzrost i przezywalno$é¢ szczepow Bradyrhizobium UPP 133, 213, 242 i 331
w pozywkach plynnych TY zawierajacych rozne stezenia Cu, Ni, Mn i Cd. Pozywki
ptynne zawieraty odpowiednio: A — jony Cu®* o stezeniach 0,125 mM, 0,25 mM, 0,5 mM,
1mM, 2 mM i 3 Mm, B — jony Cu*" o stezeniach 0,125 mM, 0,25 mM, 0,5 mM, 1 mM,
2mM i 3 mM, C — jony Mn®* o stezeniach 0,125 mM, 0,5 mM, 1 mM, 5 mM i 10 mM
50 mM, 80 mM, 100 mM i 120 mM roztworem Mn?*, D — jony Cd?* o stezeniach 0,125 mM,
0,25 mM, 0,5 mM, 1 mM, 2 mM 1 3 Mm. Proby kontrolne stanowity hodowle
poszczegbdlnych szczepdw bakteryjnych w pozywkach TY
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Podobnie jak w testach zdolnosci do wzrostu w pozywce ptynnej TY zawierajacej
metale cigzkie, na statym podlozu TY (w szalkach Petriego), najmniejsza toksycznoscia
charakteryzowat si¢ mangan, ktory nawet wokoét krazka nasaczonego roztworem o stezeniu
100mM nie powodowat wystgpienia strefy halo (Ryc. 10, 11,12 1 13 C). Dla pozostalych
trzech metali najnizszym stezeniem powodujagcym wystgpienie strefy halo bylo stezenie
0,25mM. Wokot kazdego kolejnego krazka nasaczonego roztworem o wyzszym st¢zniu,

rozmiar strefy halo rost proporcjonalnie (Ryc. 10-13 A, B, D).

2 mM

0.5mM

Ryc. 10. Wzrost szczepu Bradyrhizobium UPP 133 na pozywkach stalych TY
zawierajacych rozne stezenia jonow Cu®*, Ni**, Mn?* i Cd**. Krazki bibutowe nasaczono
odpowiednio: A — 0,1 mM, 0,2 mM, 0,5 mM i 1 mM roztworem Cd*, B — 0,25 mM,
0,5 mM, 1 mM i 2 mM roztworem Cu®, C - 20 mM, 40 mM, 80 mM i 100 mM roztworem
Mn®*i D - 0,25mM, 0,5 mM, 1 mM i 2 mM roztworem Ni?*
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Ryc. 11. Wzrost szczepu Bradyrhizobium UPP 213 na pozywkach stalych TY
zawierajacych rozne stezenia jonow Cu®*, Ni®*, Mn?* i Cd**. Krazki bibutowe nasaczono
odpowiednio: A — 0,1 mM, 0,2 mM, 0,5 mM i 1 mM roztworem Cd*, B — 0,25 mM,
0,5mM, 1 mM i 2 mM roztworem Cu?*, C - 20 mM, 40 mM, 80 mM i 100 mM roztworem
Mn**i D - 0,25mM, 0,5 mM, 1 mM i 2 mM roztworem Ni**
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Ryc. 12. Wozrost szczepu Bradyrhizobium UPP 242 na pozywkach stalych TY
zawierajacych rézne stezenia jonéw Cu?*, Ni**, Mn?* i Cd**. Krazki bibutowe nasgczono
odpowiednio: A — 0,1 mM, 0,2 mM, 0,5 mM i 1 mM roztworem Cd**, B — 0,25 mM, 0,5 mM,
1 mM i 2 mM roztworem Cu?*, C - 20 mM, 40 mM, 80 mM i 100 mM roztworem Mn®*i D -
0,25mM, 0,5 mM, 1 mM i 2 mM roztworem Ni*
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Ryc. 13. Wozrost szczepu Bradyrhizobium UPP 331 na pozywkach stalych TY
zawierajacych rézne stezenia jonow Cu?*, Ni**, Mn* i Cd*. Krazki bibutowe nasgczono
odpowiednio: A — 0,1 mM, 0,2 mM, 0,5 mM i 1 mM roztworem Cd**, B — 0,25 mM, 0,5 mM,
1 mM i 2 mM roztworem Cu?*, C - 20 mM, 40 mM, 80 mM i 100 mM roztworem Mn®*i D -
0,25mM, 0,5 mM, 1 mM i 2 mM roztworem Ni*

Kadm nie jest pierwiastkiem niezbednym dla prawidlowego funkcjonowania roslin
i bakterii, ponadto dla wigkszo$ci z nich jest toksyczny i ma negatywny wptyw na wigkszo$¢
zywych organizmow (Chauhan i in., 2017). Miedz, nikiel i mangan sa niezbednymi
pierwiastkami §ladowymi dla wszystkich organizméw tlenowych, w tym bakterii 1 roslin.
Pomimo faktu, ze miedz jest uwazana za $srodek przeciwdrobnoustrojowy, ma ona rowniez
kluczowe znaczenie dla mikroorganizméw ze wzgledu na swoja funkcje kofaktora
w enzymach, ktore katalizujg szerokg game reakcji redoks (Ladomersky i Petris, 2015). Nikiel
rowniez pelni istotne funkcje u wielu réznych mikroorganizmow, ktore wiaczaja jon tego
metalu do centrow katalitycznych swoich enzymoéw. Zidentyfikowano dziewigé enzymow
posiadajacych w swej strukturze nikiel, ktore odgrywaja kluczows role w globalnych cyklach
azotu, wegla i wodoru (Zeer-Wanklyn i Zamble, 2017). Mangan jest niezbgdnym kofaktorem
dla wszystkich bakterii 1 jest istotnym elementem w procesie kolonizacji roslin zywicielskich

w procesie symbiotycznym, ale zapotrzebowanie na jony manganu podczas infekcji nie jest
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W pelni poznane (Juttukonda i Skaar, 2015). Jednak wszystkie te metale w wyzszych
stezeniach sg uwazane za czynniki wywotujace stres, a ich wptyw na bakterie i rosliny jest

niekorzystny.

6.2. Wplyw jonéw miedzi, niklu, manganu i kadmu na mikrobiom gleby pola uprawnego

Réwnowaga mikrobiologiczna gleb odgrywa kluczowa role w utrzymaniu zdrowych
ekosystemow 1 wspieraniu rolnictwa zrownowazonego. Mikroorganizmy glebowe, w tym
grupy takie jak Bacteroidetes, [-Proteobacteria, Firmicutes, Actinobacteria oraz
Bradyrhizobium sg niezbedne dla procesow biogeochemicznych, takich jak cykl azotu
I fosforu, co przektada si¢ na zyznos¢ gleby i wydajno$¢ upraw. Obecno$¢ metali cigzkich
stanowi powazne zagrozenie dla tej mikrobiologicznej r6wnowagi, potencjalnie zaburzajac
funkcjonowanie ekosystemow. Zrozumienie wptywu metali cigzkich na mikroflore glebowa
ma rowniez znaczenie praktyczne, oferujagc mozliwosci do poprawy praktyk rolniczych
poprzez optymalizacje stosowania mikroorganizmoéw w celu zwigkszenia odpornosci roslin na
stresy S$rodowiskowe 1 poprawe zyznosci gleby. Analiza populacji mikroorganizmow
zasiedlajacych glebe po traktowaniu wybranymi stezeniami metali cigzkich zostala wykonana
metodami molekularnymi. Potilosciowa analiza (na podstawie intensywnos$ci fragmentow
PCR) pozwolita okresli¢ zmiany w populacjach wszystkich bakterii, o- Proteobakteria,
B- Proteobakteria, Bacteroides, Actinobacteria, Firmicutes i Bradyrhizobium (bakterie zdolne

do symbiozy z tubinami).

Analiza populacji wszystkich grup bakterii zasiedlajacych gleby do ktorych
wprowadzono badane metale ciezkie wykazata, ze populacje wszystkich grup bakterii ulegty
niewielkim zmianom w poréwnaniu z proba kontrolng (gleba nie traktowana metalami
ciezkimi) (Ryc. 14). Spadek populacji wszystkich bakterii obserwowano w glebie, do ktorej
dodano jony miedzi o stgzeniu 1 mM, natomiast niewielki wzrost populacji bakterii
obserwowano w obecnosci jondw manganu w stezeniu 80 mM (Ryc. 14). Interesujace wyniki
uzyskano dla probek gleby traktowanych cd®, w ktorych populacje bakterii byty
porownywalne z populacja W probie kontrolnej (Ryc. 14). Co ciekawe, bakterie zasiedlajace
badane probki gleby wykazywaly duza tolerancj¢ na obecno$¢ badanych HM. Najpewniej
spowodowane jest to faktem, iz biodost¢pna frakcja metali cigzkich w probkach gleby jest

stosunkowo niewielka w poréwnaniu do catkowitej zawarto§ci HM. Efekt ten moze by¢
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zwigzany z pH gleby i innymi kluczowymi czynnikami determinujgcymi dostgpnos¢ HM
w glebie. Niskie wartosci pH zmniejszajg absorpcje HM na mineratach ilastych, uwodnionych
tlenkach i powierzchniach organicznych (Guo i in., 2018). Inne parametry fizykochemiczne
gleby moga rowniez przyczynia¢ si¢ do negatywnego wptywu HM na populacje
drobnoustrojéw glebowych. Wyniki tych badan sg zgodne z innymi badaniami sugerujacymi,
ze pH i1 zawarto$¢ wody maja znaczacy wptyw na ilo$¢ i rédznorodno$¢ mikroorganizmow

w glebie (Jarostawiecka i Piotrowska-Seget, 2022).

Wszystkie bakterie B
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Ryc. 14. Wszystkie bakterie zasiedlajace probki gleby. Poszczegolne $ciezki w zelu
agarozowym (A) i slupki na wykresie (B) odpowiadaja: K - gleba bez dodatku metali
ciezkich, 1 - gleba po dodaniu 0,5 mM Cu, 2 - gleba po dodaniu 1 mM Cu, 3 - gleba po
dodaniu 0,5 mM Ni, 4 - gleba po dodaniu 1 mM Ni, 5 - gleba po dodaniu 5 mM Mn,
6 - gleba po dodaniu 80 mM Mn, 7 - gleba po dodaniu 0,01 mM Cd i 8 - gleba po dodaniu
0,1 mM Cd

Analiza populacji mikroorganizméw z grupy Bacterioides wykazata nieznaczne
roznice w obecno$ci jonoOw miedzi 1 niklu, natomiast obecnosc jonéw manganu (80 mM)
i kadmu (0,01 i 0,1 mM) powodowata przyrost liczebnosci tej populacji (Ryc. 17).
Nieznaczny spadek w liczebnosci populacji, w obecno$ci wszystkich badanych metali

charakteryzowal bakterie z grupy pB- Proteobakteria (Ryc. 16). Populacja
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a-Proteobakteria wykazata tendencje spadkowe w obecnosci jondw miedzi, niklu
I manganu, natomiast obecno$¢ jonéw kadmu o stezeniu 1 mM powodowala jej przyrost
(Ryc. 15). Biorac pod uwage uzyskane wyniki mozna przypuszczaé, ze mikroorganizmy
z tej grupy wykazuja wyzsza toleracje na obecno$¢ kadmu w pordéwnaniu do innych
mikroorganizmow, co umozliwia im dominacj¢ gatunkowa.

Mikroorganizmy z populacji Firmicutes w obecnos$ci jonéw miedzi, niklu, SmM manganu
i 0,1 mM kadmu wykazywaly nieznaczne tendencje spadkowe w poroéwnaniu z proba
kontrolng, natomiast mangan o st¢zeniu 80 mM powodowal przyrost tej populacji
(Ryc. 19). Populacja Actinobacteria okazata si¢ najbardziej wrazliwa na obecno$¢ jonow
miedzi, niklu manganu i1 kadmu, poniewaz wszystkie stezenia badanych metali
powodowaty spadek populacji w poréwnaniu z préba kontrolng (Ryc. 18). Wyniki te nie
sg zbiezne z innymi badaniami sugerujacymi, ze Actinobacteria tolerujg znacznie wyzsze
stezenia HM niz inne bakterie glebowe w tych samych warunkach (Alvarez i in., 2017;
Pereiraiin., 2014).

Negatywny wpltyw wszystkich badanych metali cigzkich odnotowano takze wobec
bakterii z rodzaju Bradyrhizobium zdolnych do tworzenia uktadéw symbiotycznych
Z lubinami, w przypadku ktorych obserwowano zauwazalny spadek liczebnosci populacji.

Najmniejszy spadek populacji obserwowano w obecnosci jondw miedzi (1mM) (Ryc. 20).

73



a- Proteobakteria B

0,4
0,

HHHHE-.-H- A

o
o

Wzgledna intensywnos¢ produktow PCR

Ryc. 15. a- Proteobakteria zasiedlajace probki gleby. Poszczegélne $ciezki w zelu
agarozowym (A) i slupki na wykresie (B) odpowiadaja: K - gleba bez dodatku metali
ciezkich, 1 - gleba po dodaniu 0,5 mM Cu, 2 - gleba po dodaniu 1 mM Cu, 3 - gleba po
dodaniu 0,5 mM Ni, 4 - gleba po dodaniu 1 mM Ni, 5 - gleba po dodaniu 5 mM Mn,
6 - gleba po dodaniu 80 mM Mn, 7 - gleba po dodaniu 0,01 mM Cd i 8 - gleba po dodaniu
0,1 mM Cd
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B- Proteobakteria B
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Ryc. 16. p- Proteobakteria zasiedlajace prébki gleby. Poszczegélne $ciezki w zelu
agarozowym (A) i shupki na wykresie (B) odpowiadaja: K - gleba bez dodatku metali
ciezkich, 1 - gleba po dodaniu 0,5 mM Cu, 2 - gleba po dodaniu 1 mM Cu, 3 - gleba po
dodaniu 0,5 mM Ni, 4 - gleba po dodaniu 1 mM Ni, 5- gleba po dodaniu 5 mM Mn,
6 - gleba po dodaniu 80 mM Mn, 7 - gleba po dodaniu 0,01 mM Cd i 8 - gleba po dodaniu
0,1 mM Cd
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Ryc. 17. Bacteroides zasiedlajace probki gleby. Poszczegélne S$ciezki w zZelu
agarozowym (A) i slupki na wykresie (B) odpowiadaja: K - gleba bez dodatku metali
cigzkich, 1 - gleba po dodaniu 0,5 mM Cu, 2 - gleba po dodaniu 1 mM Cu, 3 - gleba po
dodaniu 0,5 mM Ni, 4 - gleba po dodaniu 1 mM Ni, 5 - gleba po dodaniu 5 mM Mn,
6 - gleba po dodaniu 80 mM Mn, 7 - gleba po dodaniu 0,01 mM Cd i 8 - gleba po
dodaniu 0,1 mM Cd
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Ryc. 18. Actinobacteria zasiedlajace probki gleby. Poszczegélne S$ciezki w  zZelu
agarozowym (A) i slupki na wykresie (B) odpowiadaja: K - gleba bez dodatku metali
ciezkich, 1 - gleba po dodaniu 0,5 mM Cu, 2 - gleba po dodaniu 1 mM Cu, 3 - gleba po
dodaniu 0,5 mM Ni, 4 - gleba po dodaniu 1 mM Ni, 5 - gleba po dodaniu 5 mM Mn,
6 - gleba po dodaniu 80 mM Mn, 7 - gleba po dodaniu 0,01 mM Cd i 8 - gleba po dodaniu 0,1
mM Cd
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Firmicutes B

Wzgledna intensywnos¢ produktow PCR

Ryc. 19. Firmicutes zasiedlajace probki gleby. Poszczegélne S$ciezki w zelu
agarozowym (A) i stupki na wykresie (B) odpowiadaja: K - gleba bez dodatku metali
cigzkich, 1 - gleba po dodaniu 0,5 mM Cu, 2 - gleba po dodaniu 1 mM Cu, 3 - gleba po
dodaniu 0,5 mM Ni, 4 - gleba po dodaniu 1 mM Ni, 5 - gleba po dodaniu 5 mM Mn,
6 - gleba po dodaniu 80 mM Mn, 7 - gleba po dodaniu 0,01 mM Cd i 8 - gleba po
dodaniu 0,1 mM Cd

78



Bradyrhizobium B

W
: | | I | |

LLLLLLLLL N

Ryc. 20. Bradyrhizobium zasiedlajace prébki gleby. Poszczegélne S$ciezki w zelu
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agarozowym (A) i slupki na wykresie (B) odpowiadaja: K - gleba bez dodatku metali
ciezkich, 1 - gleba po dodaniu 0,5 mM Cu, 2 - gleba po dodaniu 1 mM Cu, 3 - gleba po
dodaniu 0,5 mM Ni, 4 - gleba po dodaniu 1 mM Ni, 5 - gleba po dodaniu 5 mM Mn,
6 - gleba po dodaniu 80 mM Mn, 7 - gleba po dodaniu 0,01 mM Cd i 8 - gleba po
dodaniu 0,1 mM Cd

Zanieczyszczenie gleby HM stanowi istotny problem wspotczesnego $wiata, a zwlaszcza
rolnictwa, od ktérego w duzej mierze zalezy ,,zdrowie” gleby. Badanie zbiorowisk
bakterii glebowych jest obecnie szeroko stosowane do oceny stopnia negatywnego
wplywu dziatalno$ci cztowieka, jednakze na podstawie przeprowadzonych badan, trudno
jednoznacznie okresli¢, w jaki sposob zanieczyszczenia wptywaja na sktad taksonomiczny
1 réznorodno$¢ bakterii glebowych. Moze to wynikaé z faktu, ze gleba jest siedliskiem
niezwykle heterogenicznym, na ktore naklada si¢ wiele czynnikow: pH, tekstura,
zawarto$¢ materii organicznej, wilgotno$¢, temperatura, szata roslinna itp. Ponadto
wykazano  roznicg¢ w  wynikach  dlugoterminowych  badan  terenowych
i krotkoterminowych badan laboratoryjnych.

Szereg badan wykazato mozliwos¢ adaptacji bakteriocenozy gleby do diugotrwatego
(wieloletniego) oddziatywania zanieczyszczen, natomiast ostre, stosunkowo krotkotrwate

oddziatywanie niekorzystnie wptywa na bogactwo i r6znorodno$¢ bakterii glebowych. Na
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przyktad dlugotrwale narazenie na HM moze prowadzi¢ do pojawienia si¢ tolerancji
W spotecznosci bakteryjnej, poniewaz wrazliwe bakterie wymieraja, a tolerancyjne
taksony przezywaja w stresujacych warunkach. W ten sposob bakterie glebowe moga
przystosowac si¢ do dtugotrwatego zanieczyszczenia metalami ciezkimi, zmieniajgc sktad
taksonomiczny 1 struktur¢ spolecznosci bakteryjnej, zachowujac jednoczesnie
roznorodno$¢ funkcjonalng i role ekologiczng mikrobiomu. Z drugiej strony, HM
W niskich stgzeniach (Zn, Cu, Cd, Hg) moga nawet zwigkszy¢ liczbe 1 réznorodnosé
bakterii. Toksyczno$¢ substancji zanieczyszczajacej w duzej mierze zalezy od dawki, jak
np. w przypadku Fe, Ni, Cd, dla ktérych stwierdzono m.in. slabg korelacje
Z r6znorodnoscig bakteryjna.

Odporno$¢ zbiorowisk bakterii glebowych mozna prawdopodobnie wytlumaczy¢
redundancjg funkcjonalng, tj. faktem, ze funkcje gatunkow wrazliwych na
zanieczyszczenia mozna zastapi¢ funkcjami gatunkéw odpornych na zanieczyszczenia,
ktére wystgpowaly juz w glebie w malych ilosciach. Bakterie sa réwniez w stanie
przetrwaé szeroki zakres zmian $§rodowiskowych poprzez zmiany w ekspresji genow, co
skutkuje zwiekszong odpornoscia na zanieczyszczenia. Zatem spotecznosci bakterii
glebowych sa zlozonymi, precyzyjnie regulowanymi systemami, wrazliwymi na
zanieczyszczenia, a jednocze$nie posiadajagcymi niesamowity potencjat adaptacji
I przywracania struktury i funkcji, nawet w najbardziej niesprzyjajacych warunkach.

(Sazykin i in., 2023)

6.3. Biosynteza kwasu indolilo-3-octowego (IAA) w szczepach Bradyrhizobium (UPP 133,

213, 242 i1 331) w obecnosci jonow miedzi, niklu, manganu i kadmu

Wydzielanie IAA, najwazniejszej auksyny (fitohormonu), jest cecha charakterystyczng

dla wigkszos$ci pozytecznych mikroorganizméw glebowych. Odgrywa kluczowg rolg w wielu

czynnosciach fizjologicznych i metabolicznych, takich jak inicjacja wzrostu korzeni, rozwdj

zarodka, tworzenie liSci i owocow itp. [AA jest syntetyzowany gtownie z tryptofanu w wielu

szlakach enzymatycznych, przez wiele roznych rodzajow PGPR.
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Biosynteza IAA przez wszystkie wykorzystywane w doswiadczeniach Sszczepy
Bradyrhizobium jest stymulowana obecno$ciag badanych jonéw metali cigzkich: miedzi, niklu,

kadmu i manganu w r6znych stezeniach

Badane szczepy Bradyrhizobium (UPP 113, 133213 i 242) hodowane w obecnosci
miedzi w zakresie st¢zen od 0,125 mM do 1 mM wytwarzaty wigcej IAA niz proby kontrolne.
Najwyzszy poziom biosyntezy IAA obserwowano dla szczepu UPP 242, przy st¢zeniu
0,5 mM Cu®, ktory wyniosit 8,09 g/mL. (Ryc. 21).

Szczepy UPP 133, UPP 213 i UPP 242 poddane dziataniu réznych stgzen jonow niklu
wytwarzaly wigcej [AA niz proba kontrolna. Najwigkszg ilo§¢ IAA obserwowano
w stezeniach 0,125 mM i 0,25 mM dla szczepow UPP 133 i UPP 242 oraz w stezniu 0,5 mM
dla szepu UPP 213. Najwyzszy poziom syntezy IAA réwny 3,86 g/mL odnotowano dla
szczepu UPP 133 przy stezeniu 0,125 mM 1 byl on prawie dwukrotnie wyzszy niz w probie
kontrolnej. Szczep UPP 331 jako jedyny syntetyzowatl mniej IAA w poréwnaniu do proby
kontrolnej w kazym z badanych stgzeh Ni** (Ryc. 22). Poziom biosyntezy 1AA dla szepow
UPP 242 oraz UPP 331 byt znacznie nizszy niz w przypadku tych samych szczepow

. . 2+
eksponowanych na dziatanie Cu“".

Testy z ptynnymi hodowlami i inhibicji strefowej wykazaty bardzo wysoka tolerancje
Bradyrhizobium spp. na obecno$¢ jonéw Mn®*, w poréwnaniu do trzech pozostatych metali
cigzkich. Dlatego zdolno$¢ do biosyntezy TAA przeprowadzono w stezeniach Mn?*
w zakresie od 0,125 mM do 125 mM. Wszystkie szczepy syntetyzowaly wiecej IAA niz
w probach kontrolnych w zakresie stezen od 0,125 mM do co najmniej 10 mM. Szczep UPP
242 charakteryzowat si¢ wyzsza biosynteza IAA w stezeniach do 80 mM, a szczep UPP 331
do 50 mM (Ryc. 23).

Kadm wykazywatl toksyczno$¢ w stosunku do wszystkich badanych szczepdéw
Bradyrhizobium co korelowato z obnizeniem poziomu biosyntezy IAA przez szczepy UPP
113 i 242 w zakresie wszystkich stezeh Cd**. W przypadku dwoch szczepow UPP 133 oraz
UPP 331 hodowle wytwarzaly mniej IAA niz proba kontrolna dla kazdego st¢zenia Cd*,
Dwa szczepy Bradyrhizobium canariense, UPP 213 i UPP 242, przy stezeniu 0,125 mM Cd?*
syntetyzowaty  wiekszg ilos¢ IAA niz w  probie kontrolnej (Ryc. 24).
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Ryc.21. Synteza IAA przez szczepy Bradyrhizobium UPP 133, 213,242 i 331 w pozywkach plynnych TY zawierajacych rézne stezenia
jonéw Cu?*. Pozywki ptynne zawieraly jony Cu?* o stezeniach 0,125 mM, 0,25 mM, 0,5 mM, 1 mM, 2 mM i 3 mM. A — szczep UPP 133,
B - szczep UPP 213, C - szczep UPP 242 i D - szczep UPP 331. Proby kontrolne stanowity hodowle poszczegdlnych szczepow bakteryjnych

w pozywkach TY
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Ryc. 22. Synteza IAA przez szczepy Bradyrhizobium UPP 133, 213,242 1 331 w pozywkach plynnych TY zawierajacych rézne stezenia
jonéw Ni?* Pozywki ptynne zawieraly jony Ni** o stezeniach 0,125 mM, 0,25 mM, 0,5 mM, 1 mM, 2 mM i 3 mM. A — szczep UPP 133,
B - szczep UPP 213, C - szczep UPP 242 i D - szczep UPP 331. Proby kontrolne stanowity hodowle poszczegdlnych szczepow bakteryjnych
w pozywkach TY
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Ryc. 23. Synteza IAA przez szczepy Bradyrhizobium UPP 133, 213,242 1 331 w pozywkach plynnych TY zawierajacych rozne stezenia
jonow Mn?*, Pozywki pltynne zawieraly jony Mn?* o stezeniach 0,125 mM, 0,25 mM, 0,5 mM, 1 mM, 5 mM, 10 mM, 50 mM, 80 mM, 100 mM
i 120 mM. A - szczep UPP 133, B - szczep UPP 213, C - szczep UPP 242 i D - szczep UPP 331. Proby kontrolne stanowity hodowle
poszczegolnych szczepow bakteryjnych w pozywkach TY
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Ryc. 24. Synteza IAA przez szczepy Bradyrhizobium UPP 133, 213,242 1 331 w pozywkach plynnych TY zawierajacych rozne stezenia
jonéw Cd** Pozywki ptynne zawieraty jony Cd®* o stezeniach 0,125 mM, 0,25 mM, 0,5 mM, 1 mM, 2 mM i 3 mM. A — szczep UPP 133, B -
szczep UPP 213, C - szczep UPP 242 i D - szczep UPP 331. Proby kontrolne stanowity hodowle poszczegdlnych szczepéw bakteryjnych

w pozywkach TY
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Podsumowujac wyniki powyzszego doswiadczenia, gdy niektore z wybranych metali
cigzkich byly obecne w pozywce wzrostowej w niskich stezeniach, bakterie byly pobudzane
do wytwarzania wigkszej ilosci IAA w porodwnaniu z probami kontrolnymi. Metale cigzkie
uzyte w tym eksperymencie sg odpowiedzialne za wywolywanie stresu migdzy innymi
utrudniajac komoérkowe reakcje biochemiczne poprzez wytwarzanie reaktywnych form tlenu
lub przytaczanie do enzyméw, zmieniajac ich konformacje (Seneviratne i in., 2017).
Rozsadna interpretacja sugeruje, ze podwyzszona biosynteza IAA przez bakterie poddane
stresowi zwigzanemu z ekspozycjag na toksyczne stezenia metali cigzkich moze by¢
odpowiedzig obronng. Dzigki wychwytywaniu jonéw metali ciezkich za pomocg IAA
zmniejsza si¢ ekspozycja i toksyczny efekt obecnosci metali, umozliwiajac jednoczesnie ich
sekwestracje do celow biologicznych. Zdolno$s¢ do prawidlowego funkcjonowania
W wyzszych st¢zeniach Mn®* w poréwnaniu do pozostatych trzech metali cigzkich moze by¢
zwigzana z funkcjonowaniem specyficznych dla manganu systemow eksportu, ktére bakterie
posiadaja w celu przeciwdziatania przecigzeniu tym pierwiastkiem (Juttukonda i Skaar,
2015). To moze wyjasnia¢, dlaczego najwyzsza odporno$¢ na wzrastajace stgzenie metalu
ciezkiego zaobserwowano w przypadku manganu, mimo ze najwyzsza biosyntez¢ TAA
zaobserwowano w przypadku miedzi. Warto zauwazy¢, ze zaden ze szczepoéw nie wykazywat
zwickszonej biosyntezy IAA po ekspozycji na dziatanie zbg¢dnego dla komoérek bakteryjnych
i toksycznego dla nich kadmu, w badanym zakresie stezen. Mozliwe, ze zwigkszona
biosynteza TIAA bytaby obserwowana przy nizszych niz zastosowane w do$wiadczeniu
stezeniach, zwlaszcza dla szczepu UPP 242, ktory wykazywal wstepnie wyzsza biosynteze
IA A niz kontrola dla najnizszego z badanych stezenia — 0,125 mM.

Naturalnie wystepujace w glebie bakterie z rodzaju Bradyrhizobium spp. Posiadaja zdolnos¢
do infekowania komorek korzeni roslin bobowatych, tworzac brodawki. W postaci
bakteroidow wewnatrz brodawki korzeniowej s3 mniej narazone na szkodliwy wplyw
wyzszych stezen metali cigzkich. IAA wytwarzane przez bakterie zmniejszaja integralno$¢
$cian komorkowych gospodarza i moze wptywac na sygnalizacje roslin z wykorzystaniem
auksyn, pomagajac bakteriom unikngé systemu obronnego roslin (A. Hussain i in., 2015).
Dlatego zwigkszona biosynteza IAA indukowana wyzszym stgzeniem metali cigzkich moze
dodatkowo zmniejszy¢ niekorzystny wptyw metali ciezkich, poprzez ulatwienie infekcji

korzeni ro$lin.

Barnawal i in., (2017) przetestowali wybrane szczepy PGPR pod wptywem stresu solnego
I zauwazyli, ze bakterie zwickszaja biosynteze IAA, aby zwigkszy¢ tolerancje roslin
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bytujacych w ich $rodowisku na stres wywotany ekstensywnym zasoleniem. Azcon i in.
(2010) oraz Luo i in. podobnie wykazali, ze inokulacja nasion szczepami PGPR
spowodowata zmniejszenie fitotoksycznosci metali cigzkich dla Trifolium repens oraz
Solanum nigrum. W obu przypadkach bakterie wytwarzaly zewngtrzkomorkowo IAA.
W symbiozie z rosling zywicielska zwiekszona biosynteza IAA moze réwniez pehié role
W ochronie rosliny zywicielskiej, ktora zapewnia bezpieczne S$rodowisko dla PGPR.
Uzyskane w powyzszym doswiadczeniu Wyniki mogg sugerowaé, ze fitohormon ten jest
wytwarzany przez mikroorganizmy w odpowiedzi na stres zwigzany z wysokimi stezeniami
metali cigzkich w celu zapewnienia korzysci zarowno dla mikrosymbiontoéw, jak i gospodarza
roslinnego. Dodatkowo zwigkszona biosynteza kwasu indolilo-3-octowego przez rizobia
moze przyczynia¢ si¢ do intensyfikacji rozwoju systemu korzeniowego roslin bobowatych.
Hipotetycznie, bardziej rozbudowany system korzeniowy ulatwia kolonizacje
mikrobiologiczng oraz promuje formowanie brodawek korzeniowych. Obfitsze korzenie
moga lepiej absorbowaé wode i sktadniki odzywcze, co z kolei moze mie¢ bezposredni
wplyw na zwigkszenie odpornosci roslin na inne stresy abiotyczne, takie jak susza czy

deficyty sktadnikow mineralnych.

6.4. Biosynteza zewnatrzkomérkowych polisacharydéow (EPS) w szczepach
Bradyrhizobium (UPP 133, 213, 242 i 331) w obecnosci jonow miedzi, niklu, manganu

i kadmu

Dane literaturowe sugeruja, ze zewnatrzkomorkowe polisacharydy (EPS) odgrywaja
istotng role w procesie adaptacji, trwatej kolonizacji, tworzeniu biofilmu oraz tolerancji na
stres biotyczny i abiotyczny. Jesli EPS wystepuja jako czes¢ $ciany komorkowej, moga
zapewni¢ komorce bakteryjnej integralnos¢ strukturalng i pewne specyficzne wiasciwosci
ochronne. EPS otaczajace komorki bakteryjne sa gtownym sktadnikiem utatwiajagcym
przyleganie komorek do powierzchni (Kaur i Dey, 2023).

W zwiazku z tym zbadano wplyw roznych stezen jonow Cu?*, Ni¥*, Mn?" i Cd*" na
syntez¢ EPS przez 4 szczepy Bradyrhizobium: UPP 113,133, 242 i 331. Wykazano, ze
obecnos¢ jonow wszystkich badanych metali cigzkich w okreslonych stezeniach pozytywnie
wplywa na synteze EPS przez badane szczepy (Ryc. 25). Podwyzszony poziom syntezy EPS

obserwowano po dodaniu do ptynnej pozywki TY jonéw Cu®" i Ni** w stezeniach 0,5 mM
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i 1 mM, jonéw Mn?* w stezeniu 0,125 mM i 5 mM oraz jonow Cd** w stezeniu 0,125mM
i 0,5 mM. Wzrost stezenia badanych jondéw metali cigzkich nie ma przetozenia na
zwigkszanie syntezy EPS. Stezenia wszystkich jonow metali cigzkich, ktore nie powodowaty
hamowania wzrostu szczepoéw Bradyrhizobium indukowaly od 5 do 10 krotnie wigkszy

poziom biosyntezy EPS w poréwnaniu do warunkéw kontrolnych.
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Ryc. 25. Synteza EPS przez szczepy Bradyrhizobium UPP 133, 213,242 1 331 w pozywkach plynnych TY zawierajacych rézne stezenia
Cu, Ni, Mn i Cd. Pozywki ptynne zawieraly odpowiednio: A — jony Cu®* o stezeniach 0,5 mM, 1 mM i 3 Mm, B — jony Ni?* o stezeniach 0,5
mM, 1 mM i 3 mM, C- jony Mn?* o stezeniach 0,125 mM, 5 mM i 80 mM, D — jony Cd* o stezeniach 0,125 mM, 0,5 mM i 1 mM. Préby
kontrolne stanowity hodowle poszczegolnych szczepoéw bakteryjnych w pozywkach TY
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Wyniki te potwierdzaja, ze szczepy Bradyrhizobium zaliczane do PGPR moga
posiada¢ réwniez potencjat remediacyjny wobec metali cigzkich i metaloidow. Bakterie te
moga redukowaé toksyczne dziatanie metali ci¢zkich poprzez ich adsorpcje i akumulacje
poprzez wigzanie do egzopolisacharydow, ktorych biosynteza na wysokim poziomie jest ich
cechg charakterystyczng (Hao i in., 2014). Uzyskany wynik jest zgodny z rezultatami
eksperymentow podawanymi przez innych autoréw, ktorzy wykazywali wzrost poziomu
biosyntezy EPS w odpowiedzi na obecnos¢ metali cigzkich u innych gatunkow bakterii
(Deepika i in.,, 2016). Podobne obserwacje wykazano w przypadku do$wiadczen
przeprowadzonych przez Kopycinskg (2020), w ktorych szczepy rizobiow wykazywatly
zwigkszong syntez¢ EPS w obecnos$ci jonow cynku, z jedyng roznica, ze ilo$¢ biopolimeru
rosta wraz ze wzrostem st¢zenia jonéw metalu w zakresie badanych stezen. Ten sam efekt
odnotowano rowniez W badaniach dotyczacych wplywu jondéw toru na Bradyrhizobium
(Santamaria i in., 2003). Ponadto w doniesieniu Slaveykova i in., (2010) poddane stresowi
wywolanemu przez jony Cd** komorki S. meliloti przytaczaty jon metalu do EPS
syntetyzowanego przez bakterie, wykazano takze, ze ilos¢ Cd** zwigzanego z EPS wzrasta
przy wysokich stgzeniach tego jonu, co sugeruje potencjalne zastosowanie EPS
w bioremediacji. Jedng z metod usuwania metali cigzkich ze $rodowiska jest bedaca
alternatywa dla konwencjonalnych metod, biosorpcja metali ciezkich oparta na zdolnosciach
sorpcyjnych materiatow biologicznych. Sposrod wielu biosorbentow, migdzy innymi,
bakteryjne EPS sa wykorzystywane do usuwania metali cigzkich ze $rodowiska (Moppert
i in., 2009). Przewaga bakteryjnego EPS w pordwnaniu z polimerami wytwarzanymi przez
inne organizmy (glony czy rosliny) wynika z ich wlasciwosci chemicznych 1 fizycznych, gdyz
w ich strukturze obecne sg liczne, jonizowane grupy funkcyjne (np. octanowe, karboksylowe,
aminowe, fosforanowe, hydroksylowe), ktore stanowia potencjalne miejsca sekwestracji
metali (Guezennec, 2002). Fakt ten moze sugerowal, ze zwigkszona biosynteza EPS
indukowana obecnoscig jonéw metali cigzkich w Srodowisku, jest metodg obrony przed
stresem, ktory te pierwiastki moga wywolywaé, co moze mie¢ bezposredni wplyw na

tworzenie optymalnych warunkow dla zawigzywania uktadéw symbiotycznych.
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6.5. Biosynteza sideroforéw w szczepach Bradyrhizobium (UPP 133, 213, 242 i 331)

W obecnosci jonow miedzi, niklu, manganu i kadmu

Siderofory maja niezwykle wysokie powinowactwo do zelaza, lecz tworza takze
kompleksy z metalami innymi niz Fe, chociaz z nizszym powinowactwem. Metale inne niz
zelazo moga stymulowaé lub hamowaé produkcje sideroforow w bakteriach. Biosynteza
sideroforow przez bakterie w obecnosci metali toksycznych wskazuje na ich potencjat
w zakresie wchlaniania, mobilizacji metali cigzkich lub rozwijania opornosci na metale.
Interesujacym wiec wydawato si¢ okresli¢ jaki wpltyw na synteze sideroforéw przez szczepy
Bradyrhizobium, beda miaty badane metale cigzkie. Do analizy poziomu syntetyzowanych
sideroforéw przez szczepy Bradyrhizobium (UPP 113, 133, 242 i 331) w obecnosci badanych
metali cigzkich wykorzystano 96 godzinne hodowle bakteryjne nie zawierajace (warunki
kontrolne) oraz zawierajagce wybrane stg¢zenia metali (stezenia metali wybrano na podstawie
wczesniej prowadzonych do$§wiadczen). Syntezg sideroforow przez szczepy Bradyrhizobium

analizowano zarowno w pozywkach statych jak i w pozywkach ptynnych.
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Ryc. 26. Biosynteza sideroforéw na stalych pozywkach TY przez szczepy UPP 133 (A) UPP 213 (B) UPP 242 (C) UPP 331 (D)
W obecnosci jonow miedzi. Stale pozywki TY zawieraty jony Cu* o stezeniach 0,125 mM, 0,5 mM i 2 mM. Zmiana niebieskiej barwy podtoza

$wiadczy o zdolnosci szczepu do syntezy sideroforow
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Ryc. 27. Biosynteza sideroforéw na stalych pozywkach TY przez szczepy UPP 133 (A) UPP 213 (B) UPP 242 (C) UPP 331 (D)
W obecnosci jonow niklu. Stale pozywki TY zawieraly jony Ni* o stezeniach 0,125 mM, 0,5 mM i 2 mM. Zmiana niebieskiej barwy podtoza

$wiadczy o zdolnosci szczepu do syntezy sideroforow
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Ryc. 28. Biosynteza sideroforow na stalych pozywkach TY przez szczepy UPP 133 (A) UPP 213 (B) UPP 242 (C) UPP 331 (D)
W obecnosci jonéw manganu. Stale pozywki TY zawieraly jony Mn®" o stezeniach 0,125 mM, 5 mM i 100 mM. Zmiana niebieskiej barwy

podioza swiadczy o zdolnos$ci szczepu do syntezy sideroforow
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Ryc. 29. Biosynteza sideroforow na stalych pozywkach TY przez szczepy UPP 133 (A) UPP 213 (B) UPP 242 (C) UPP 331 (D)
w obecnosci jonéw kadmu. State pozywki TY zawieraty jony Cd?* o stezeniach 0,125 mM, 0,5 mM i 1 mM. Zmiana niebieskiej barwy podtoza

$wiadczy o zdolnos$ci szczepu do syntezy sideroforéw
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Ryc. 30. Biosynteza sideroforow przez szczepy Bradyrhizobium UPP 133, 213,242 i 331 w pozywkach plynnych TY zawierajacych rozne
stezenia jonéw Cu?* (A), Ni** (B), Mn*" (C) i Cd** (D). Plynne pozywki TY zawieraly odpowiednio jony Cu®* i Ni** o stezeniach 0,5 mM
i 1 mM, jony Mn?* o stezeniach 5 mM 1 jony Cd* o stezeniach 0,125 i 0,5 Préby kontrolne stanowity hodowle poszczegdlnych szczepow
bakteryjnych w pozywkach TY
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Wykazano, ze szczepy z gatunku Bradyrhizobium canariense (UPP 213, UPP 242) juz
w warunkach kontrolnych wytwarzaja wigksza ilos¢ sideroforow w poréwnaniu do
pozostatych badanych szczepow z gatunku Bradyrhizobium japonicum (UPP 133, UPP 331)
(Ryc. 30). W obecnosci jonow niklu oraz kadmu biosynteza sideroforow dla kazdego szczepu
malata wraz z rosngcym ste¢zeniem jonow tych metali, przy czym efekt ten byt silniejszy
w przypadku kadmu. W obecnoséci jonow miedzi szczepy UPP 133 i UPP 331 roéwniez
charakteryzowaty si¢ malejaca biosynteza sideroforéw wraz ze wzrostem stezenia jondw
Cu?*. Szczepy B. canariense (UPP 213, UPP 242) w stezeniu 0,5 mM Cu®* produkowaly
wiece] sideroforéw, a w stezeniu 1 MM, ilosci podobne lub nieznacznie mniejsze.
W obecnosci jondw manganu trzy z czterech badanych szczepdéw syntetyzowaty o 27% (UPP
213), 47% (UPP 242) i 83% (UPP 133) wigcej sideroforéw niz w probach kontrolnych.
Wiyniki te pokrywaja si¢ z wynikami uzyskanymi w doswiadczeniach na pozywkach statych,
w ktérych obszar odbarwienia koloru niebieskiego pozywki, §wiadczacy o zdolno$ci szczepu
do biosyntezy siderofordw, byl réwniez najwickszy w obecnosci jondw Mn®* o stezeniu

rownym 100 mM (Ryc. 27-30).

Mangan jest pierwiastkiem sladowym niezbednym dla prawidtowego funkcjonowania
bakterii, a u prokariotow metaloproteiny zawierajace Mn petnig rozne funkcje, od fotosyntezy
po obrone przed stresem oksydacyjnym. Opisany dobrze paradygmat o wychwytywaniu
metali przez bakterie w obronie zywiciela, w odniesieniu do zelaza zdaje si¢ dotyczyc
réwniez manganu (Kehl-Fie i Skaar, 2010). Systemy wychwytu manganu oparte na biatkach
zostaty opisane w szczepach Gram-ujemnych i Gram-dodatnich bakterii, a dalsze badania
wcigz ujawniaja, w jaki sposob te bialka przyczyniaja si¢ do homeostazy tego pierwiastka
(Johnstone i Nolan, 2015). Johnstone i Nolan (2015) w swej pracy wskazujg réwniez, ze
siderofory produkowane przez P. putida posiadaja nawet 1000 krotnie wigksze
powinowactwo do manganu niz do zelaza a r6zne siderofory hydroksamianowe 1 katecholowe
utatwiaja rozpuszczanie mineralow tlenowodorowych zawierajagcych Mn, a takze Co, Cr i Fe.
Wyniki uzyskane w powyzszym doswiadczeniu moga wskazywac, ze obecno$¢ wyzszych
stezen tego pierwiastka szczegdlnie mocno indukuje wzmozong biosynteze sideroforow, co
moze korzystnie wptywac¢ na uktad symbiotyczny rizobidow z ro$linami bobowatymi, ze
wzgledu na zdolno$¢ tych zwigzkow do inhibowania szkodliwego wplywu roslinnych
patogendéw. Dodatkowo ich zdolno$¢ do tworzenia komplekséw siderofor-metal obniza
toksyczny wplyw takich metali jak glin, kadm, miedz, oté6w 1 cynk, a takze uran,

umozliwiajgc wydajniejsza symbioze w zanieczyszczonych glebach (Fahde i in., 2023).
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6.6. Wplyw jonow miedzi, niklu, manganu i kadmu na morfologi¢ komérek szczepow
bakteryjnych UPP 133, 213, 2421 331

Kolejnym etapem badan bylo okreslenie wptywu jonow Cu®*, Ni®*, Mn?* oraz Cd** na
morfologie komoérek wybranych szczepéw Bradyrhizobium spp. Metale ciezkie, sa znane ze
swojej toksyczno$ci wobec mikroorganizmow. Niektore gatunki bakterii wykazuja jednak
ponadprzecietng zdolno$¢ do adaptacji i przetrwania w obecnosci wysokich stgzen
poszczegolnych metali. Zrozumienie mechanizmoéw tej odpornosci i strategii adaptacyjnych
jest nie tylko wazne z punktu widzenia ekologii gleby, ale rowniez moze prowadzi¢ do
potencjalnych zastosowan w bioremediacji zanieczyszczonych Srodowisk. W dostepnej
literaturze znalez¢é mozna publikacje opisujace wplyw metali ciezkich na zmiany
morfologiczne 1 strukturalne zachodzace w komorkach bakteryjnych. Badania
przeprowadzone przez Mohite i innych (2018), oraz przez zespét Mathivanan (2021)
wskazaty, jak ekspozycja na chrom, otéw, rt¢¢, miedzZ i kadm prowadzi do zmian
w morfologii bakterii, w tym kurczenia si¢ komoérek oraz zmian w syntezie
egzopolisacharydow (EPS), bedacych istotnym sktadnikiem biofilmu jak i czynnikiem
umozliwiajgcym zmniejszenie biodostepnosci jondw metali ciezkich poprzez ich wigzanie.
Celem tego eksperymentu byta szczegétowa analiza morfologiczna komoérek Bradyrhizobium
przy uzyciu mikroskopii skaningowej (SEM), majaca na celu okreslenie, jak obecnos¢ jonow
wybranych metali cigzkich wptywa na ich struktur¢. Badanie to pozwala nie tylko na
wizualizacj¢ zmian morfologicznych wywotlanych stresem zwigzanym z obecnoscig metali
cigzkich, ale rowniez na glebsze zrozumienie adaptacyjnych 1 obronnych strategii komoérek
w obliczu toksycznych stezen metali. W tym celu wykonano zdjgcia skaningowym
mikroskopem elektronowym bakterii hodowanych przez 96 godzin w pozywce z okreslonymi
stezeniami  jonow metali cigzkich. Zastosowano st¢zenia, ktore w poprzednich
doswiadczeniach wywieraly relatywnie duzy wplyw na funkcjonowanie komorek
bakteryjnych tj. dla Cu?* - 0,5 mM, dla Ni** - 0,5 mM, dla Mn®* - 5 mM oraz dla Cd** - 0,5
mM. Morfologi¢ komorek poszczegélnych szczepoéw Bradyrhizobium UPP 133, 213, 232
i 331 przedstawiono na Ryc. 31, 32, 331 34.
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Ryc. 31. Morfologia komérek szczepu UPP 133 w warunkach kontrolnych (A) oraz w obecnos$ci jonow miedzi w stezeniu 0,5 mM (B),
jonow niklu w stezeniu 0,5 mM (C), jonéw manganu W stezeniu 5 mM (D) oraz jonéw kadmu w stezeniu 0,5 mM (E)
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Ryc. 32. Morfologia komérek szczepu UPP 213 w warunkach kontrolnych (A) oraz w obecnosci jonow miedzi w stezeniu 0,5 mM (B),
jonow niklu w stezeniu 0,5 mM (C), jonéw manganu W stezeniu 5 mM (D) oraz jonéow kadmu w stezeniu 0,5 mM (E)
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Ryc. 33. Morfologia komérek szczepu UPP 242 w warunkach kontrolnych (A) oraz w obecnosci jonéw miedzi w stezeniu 0,5 mM (B),
jonéw niklu w stezeniu 0,5 mM (C), jonéw manganu W stezeniu 5 mM (D) oraz jonéw kadmu w stezeniu 0,5 mM (E)
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Ryc. 34. Morfologia komorek szczepu UPP 331 w warunkach kontrolnych (A) oraz w obecnos$ci jonéw miedzi w stezeniu 0,5 mM (B),
jonow niklu w stezeniu 0,5 mM (C), jonéw manganu W stezeniu 5 mM (D) oraz jonéow kadmu w stezeniu 0,5 mM (E)
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Obrazy szczepdéw Bradyrhizobium spp. ze skaningowego mikroskopu elektronowego
wykazaly, ze funkcjonuja one jako kolonie bakterii o ksztalcie pateczek. Morfologia komorek
szczepéw z gatunku B. japonicum réznila si¢ rozmiarem i ksztaltem paleczek od szczepow
z gatunku B. canariense. Wszystkie badane szczepy w probach kontrolnych wykazywaty
normalng morfologi¢, natomiast w obecnosci jonow Cu?*, obserwowano wyrazne zmiany
w morfologii komorek. W przypadku bakterii z gatunku B. canariense wystawionych na
dziatanie jonéw Cu?* obserwowano kurczenie sic komoérek, natomiast gdy szczepy z gatunku
B. japonicum hodowano w obecnoéci jonéw Cu®*, byly one bardziej pomarszczone
I wydtuzone niz komorki w probie kontrolnej, dodatkowo widoczne byty duze ilosci biofilmu.
Wyniki te sg zgodne z wynikami uzyskanymi przez Adarsh i in. (2007). Obrazy SEM
z proby, w ktorej bakterie traktowano jonami Cu, charakteryzowaly si¢ zmiang rozmiaru
komorek wraz z rozwojem grubej warstwy wehnistego plaszcza wokot komorki, ktory mogt

by¢ wydzielanym egzopolisacharydem.

Efekt wydtuzonych i pomarszczonych komorek rowniez wystgpowat w przypadku obecnosci
jonow Cd**, z ta roznica, ze jony te dodatkowo przyczynialy si¢ do zauwazalnie wickszego
odsetka komorek uszkodzonych/nieprawidlowo wyksztatconych (Ryc. 31-34). Obrazy te
potwierdzaja wyniki z eksperymentdw badajacych wpltyw wybranych metali na
przezywalnosé komorek bakteryjnych, w ktorych jony Cd?* byty najbardziej toksyczne dla
komorek Bradyrhizobium spp. Podobne efekty obserwowano gdy komorki rizobiow
hodowano w obecnosci arsenu. Wskazywaé to moze na ingerencje kadmu w regulacje
biosyntezy $ciany komorkowej. Zmiany w morfologii komodrki mozna jednak rowniez
przypisa¢ faktowi, ze za przyczyna metali cigzkich $ciana komorkowa bakterii moze ulec
perforacji z uwolnieniem materialu wewnatrzkomorkowego, co powoduje jej deformacje

I pogrubienie (Diaz-Visurraga i in., 2010).

Gdy komorki byly wystawione na dzialanie jonow Mn”* o stezeniu 5 mM widocznie gladsza
stawata si¢ powierzchnia komorek bakteryjnych. Zauwazalny wptyw na morfologie komorek
obu szczepéw B. canariense miaty roéwniez jony Ni%* , ktore powodowaly, ze niektore
komorki przybieraly ksztatt znacznie krotszych pateczek w pordownaniu do komorek
nietraktowanych metalami ci¢zkimi, co zgodne jest z obserwacjami (Behera i in., 2019) gdzie
jony Ni w interakcji z komorkami bakteryjnymi powodowaty uszkodzenia blony bakteryjne;j,
a obserwowane obrazy SEM komorek bakteryjnych traktowanych Ni wykazywaty anormalna

teksturg oraz skurczone komorki.

103



6.7. Wplyw jonow miedzi, niklu, manganu i kadmu na aktywnos$¢ transkrypcyjna

wybranych genoéw bakteryjnych

Do analizy ekspresji genéw Bradyrhizobium w obecnosci metali cigzkich (Cu, Ni, Mn
i Cd), wybrano dwa geny biorgce udzial w odpowiedzi na stres abiotyczny, kodujace syntaze
trehalozy (treS) i ATPaze typu P transportujgca metale ciezkie (cueA) oraz dwa geny
kodujace biatka biorace udzial w zarzadzaniu metabolitami wtornymi, ktore zwickszaja
odpornos¢ mikroorganizmoéw na stres wywotywany metalami ciezkimi: gen exoR kodujacy
biatko regulatorowe egzopolisacharydow i gen fegA kodujagcy biatko receptora
sideroforowego. Dodatkowo w celu oceny wptywu tych metali na uktad symbiotyczny, na
poziomie molekularnym wybrano do analizy ekspresji gen nodA kodujacy czynnik nodulacji,

bioracy udzial w inicjacji powstawania brodawek korzeniowych.

6.7.1. Wplyw jonow miedzi, niklu, manganu i kadmu na aktywno$¢ transkrypcyjna genu

kodujacego syntaze trehalozy (treS)

Gen treS koduje syntaz¢ trehalozy, ktora odgrywa kluczowa role w metabolizmie
trehalozy, cukru zaangazowanego w wiele funkcji komérkowych, w tym w odpowiedz na
stres abiotyczny. Trehaloza jest znanym czynnikiem ochronnym, ktéry pomaga komérkom
przetrwa¢ w trudnych warunkach srodowiskowych poprzez stabilizowanie biatek i membran
komorkowych oraz ochron¢ przed denaturacja. W odpowiedzi na stres abiotyczny, a takim
jest ekspozycja na metale ciezkie, wzrasta poziom ekspresji genu treS, co moze powodowaé
wzrost stezenia trehalozy, co z kolei moze zwigkszy¢ odpornos¢ komorki na niekorzystne

warunki.

Szczepy Bradyrhizobium poddane dziataniu jonéw miedzi, niklu, manganu i kadmu
wykazywaty réznice w poziomie ekspresji genu treS. Szczegélnie widoczne byly rdznice
miedzy szczepami B. japonicum (UPP 133 i 331) oraz B. canariense (UPP 213 i 242),
zarbwno w kontekscie zroznicowanych poziomow ekspresji genu treS wywotanych
obecnoscig poszczegdlnych jondw metali cigzkich, jak i czasem utrzymania si¢ efektu wobec

ekspozycji bakterii na warunki stresowe. (Ryc. 35).

Obydwa szczepy B. canariense (UPP 213 i 242) charakteryzowal wyzszy poziom
ekspresji genu treS po krotszym czasie (3 godziny) ekspozycji na wszystkie jony badanych
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metali, natomiast po 24 godzinnym kontakcie nastgpowato obnizenie poziomu ekspresji i byta
ona poréwnywalna badz nieco wyzsza niz w probie kontrolnej. Szczegdlnie wysoki poziom
ekspresji obserwowano dla szczepu UPP 213 w obecno$ci jonow miedzi (0,5 mM) oraz
kadmu (0,01mM). Szczep UPP 242 w obecnosci jonéw manganu (5 mM) i kadmu (0,01 mM)
rowniez wykazywal znacznie podwyzszony poziom ekspresji genu treS w pordéwnaniu
Z pozostatymi jonami metali jak i proba kontrolng (Ryc. 35 B i C).

Szczepy B. japonicum (UPP 133 i 331) roznily si¢ miedzy soba poziomami ekspresji genu
treS. Poziom ekspresji pierwszego z nich (UPP 133) w obecnosci jondw miedzi, niklu,
manganu i kadmu po 3-godzinnej ekspozycji byt porownywalny z probg kontrolng. Podobny
zrownowazony poziom ekspresji obserwowano po 24 godzinach pod wplywem jonéw miedzi
i niklu, natomiast obecno$¢ jonow manganu (5 mM) powodowata 8-krotny wzrost poziomu
ekspresji genu treS. Drugi szczep (UPP 331) w obecnosci jonéw miedzi, manganu i kadmu
w obu punktach czasowych (3 i 24 godziny) wykazywatl nizszy lub poréwnywalny z probg
kontrolng poziom ekspresji, tylko obecnos$¢ jondéw niklu (w obu punktach czasowych)

powodowata wzrost poziomu ekspresji tego genu (Ryc. 35 A'i D).
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Ryc. 35. Analiza ekspresji genu kodujacego syntaze trehalozy (treS) w szczepach
Bradyrhizobium UPP 133 (A), UPP 213 (B), UPP 242 (C) i UPP 331 (D). Szczepy

Wzglgdna znormalizowana ekspresja

Wzgledna znormalizowana ekspresja

Bradyrhizobium hodowano w plynnych pozywkach TY zawierajacych 0,5mM Cu?*, 0,5 mM
Ni%, 5 mM Mn?* i 0,01 mM Cd**, RNA izolowano z hodowli bakteryjnych po 3 i 24
godzinach ekspozycji na badane metale cigzkie. Kontrolg stanowily szczepy bakteryjne
hodowane w ptynnych pozywkach TY

Ekspresja genu treS wykazuje znaczng zmienno$¢ w obecnosci jonéw metali cigzkich, co
koreluje z badaniami, ktore wykazaly, ze metale cigzkie mogg indukowa¢ lub hamowaé
ekspresj¢ genow w zaleznosci od ich stgzenia i czasu ekspozycji (R. Singh i in., 2011).
Dodatkowo, badania przeprowadzone przez Li i wspotautorow (2017) wskazuja, ze niektore
metale cigzkie moga aktywowac $ciezki sygnalowe, ktore wplywaja na ekspresje genow
zwigzanych ze stresem oksydacyjnym i metabolizmem energetycznym. Gen treS jest rowniez
zaliczany do grona genow powigzanych z odpowiedza na stres oksydacyjny, wiec jego
wzmozona ekspresja, szczegdlnie w krotkim czasie od zainicjowania ekspozycji na wybrane

metale §wiadczy o ich stresogennym dziataniu.
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6.7.2. Wplyw jonow miedzi, niklu, manganu i kadmu na aktywno$¢ transkrypcyjna genu

kodujacego receptor sideroforow (fegA)

Siderofory biorg udzial w utatwianiu przyswajania zelaza, odgrywaja rowniez istotna
role w odpowiedzi na stres abiotyczny, niwelujac szkodliwy wptyw wielu czynnikéw takich
jak wolne rodniki, toksyczne metale (np. oldow, kadm, rt¢¢) oraz inne zanieczyszczenia
srodowiskowe (Ahmed i Holmstrom, 2014). Te unikalne wlasciwosci czynig siderofory nie
tylko kluczowym czynnikiem w homeostazie zelaza, ale rowniez waznymi elementami
systemu obronnego komorek bakteryjnych wobec spektrum czynnikéw stresowych. Wpltyw
metali ciezkich na aktywno$¢ transkrypcyjnag genu fegA pozostaje stosunkowo stabo zbadany,
szczegolnie w kontekscie potencjalnej interakcji migdzy toksycznoscig metali a homeostaza
zelaza w komorkach bakteryjnych. Metale cigzkie moga zakldcaé gospodarke zelazowa
w komorkach, co moze wptywaé na ekspresje gendw zwigzanych z chelatacjg i transportem

zelaza, takich jak fegA.

Badane szczepy Bradyrhizobium (UPP 133, 213, 242 i 331) charakteryzowaty si¢
zroznicowanymi poziomami ekspresji genu fegA, zaleznymi zaréwno od rodzaju jonow
metali, jak i od czasu ekspopzycji. Szczepy B. canariense (UPP 213 i 242) wykazywaly
porownywalny lub wyzszy poziom ekspresji genu fegA spowodowany przez wszystkie
badane jony metali w odniesieniu do prob kontrolnych. Wyjatkiem byto oddziatywanie jonow
niklu na szczep UPP 213, ktory po 24 godzinnej ekspozycji obnizal poziom ekspresji zar6wno
w porownaniu do proby kontrolnej, jak i pozostatych jonow metali cigzkich w obu punktach
czasowych (Ryc. 36 B i C). Szczep B. japonicum UPP 133, po 3 godzinach ekspozycji na
badane metale cigzkie wykazywatl obnizony lub porownywalny poziom ekspresji genu fegA
W obecnosci jonow Cu®*, Ni%* i Cd®*, natomiast w obecnosci jonéw Mn?* odnotowano wzrost

poziomu ekspresji w obu punktach czasowych (Ryc.36. A.).

W przypadku szczepu UPP 331 obserwowano wyzszy poziom ekspresji genu fegA
w przypadku jonow manganu po 3 godzinach i jonow niklu po 24 godzinach ekspozyciji.
Poziom ekspresji genu fegA dla pozostatych badanych metali cigzkich w obu punktach
czasowych byt poréwnywalny do préby kotrolnej. Po 24 godzinach ekspozycji na jony
miedzi, manganu i kadmu, obserwowano obnizenie poziomu ekspresji. Jedynym wyjatkiem

byt wzrost poziomu ekspresji W odpowiedzi na obecnos¢ jonéw niklu (Ryc. 36 D).
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Ryc. 36. Analiza ekspresji genu receptora sideroforow (fegA) w szczepach
Bradyrhizobium UPP 133 (A), UPP 213 (B), UPP 242 (C) i UPP 331 (D). Szczepy
Bradyrhizobium hodowano w ptynnych pozywkach TY zawierajacych 0,5mM Cu®*, 0,5 mM
Ni%, 5 mM Mn?* i 0,00 mM Cd**, RNA izolowano z hodowli bakteryjnych po 3 i 24

Wzgledna znormalizowana ekspresja
o

Wzgledna znormalizowana ekspresja
o

w

godzinach ekspozycji na badane metale cigzkie. Kontrolg stanowily szczepy bakteryjne

hodowane w ptynnych pozywkach TY

Poziomy ekspresji genu fegA w badanych szczepach Bradyrhizobium koreluja z wynikami
doswiadczenia, w ktorym badano zdolnos¢ do biosyntezy sideroforow na statych pozywkach
TY z CAS, zaobserwowano wowczas, ze szczepy UPP 133, UPP 213 oraz UPP 242
W obecnosci  wysokiego stezenia jondw manganu syntetyzowaly najwigksze iloSci
sideroforéw (Ryc. 29). Szczepy te po ekspozycji na dziatanie jonéw Mn% charakteryzowat
wyzszy poziom ekspresji genu fegA. W literaturze istnieje ogolny konsensus dotyczacy
zdolnosci metali cigzkich do powodowania wzmozonej biosyntezy sideroforoOw przez rdzne
gatunki bakterii. Indukcja syntezy wigkszej ilo$ci sideroforow przez Bradyrhizobium
W obecnosci jonow Ni?* oraz Mn?* wpisuje si¢ w t¢ 0gdlng zasade. Mangan 1 nikiel nalezace

do metali cigzkich, wywoluja odpowiedz adaptacyjng u bakterii, skutkujaca zwigkszona
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syntezg sideroforow w celu sekwestracji jonow metali 1 zmniejszenia ich toksycznego
wplywu na komorki bakteryjne. Jest to zgodne z obserwacjami Hussein i Joo (2014), ktore
wskazuja na stymulujacy wptyw metali cigzkich na biosynteze sideroforow przez bakterie
izolowane z gleb zanieczyszczonych metalami cigzkimi. Podobne wnioski wysnuli Shi i inni
(2017), wskazujac, ze Pseudomonas aeruginosa ZGKD3 zwigksza biosynteze sideroforow
W odpowiedzi na obecno$¢ metali cigzkich, co sugeruje uniwersalno$¢ tego mechanizmu

obronnego wsrod roznych gatunkoéw bakterii. (Shi i in., 2017)

6.7.3. Wplyw jonéw miedzi, niklu, manganu i kadmu na aktywnos$¢ transkrypcyjna genu
kodujacego bialko regulatorowe egzopolisacharydéw (exoR)

Biatko ExoR odgrywa kluczowa role¢ w regulacji syntezy EPS w wielu gatunkach
bakterii, dziatajac jako czynnik regulatorowy, ktory moze modulowa¢ odpowiedz komorki na
stres $rodowiskowy, w tym odpowiedzi na obecno$¢ w $rodowisku metali cigzkich.
Zrozumienie mechanizmoéw molekularnych, za pomoca ktérych jony metali cigzkich
wplywaja na aktywno$¢ transkrypcyjng genu exoR, moze dostarczy¢ cennych informacji na
temat strategii mikroorganizmow zwiagzanych ze stresem wywotanym obecnoscig metali
cigzkich, a takze ewentualnych, potencjalnych zastosowan bakterii z rodzaju Bradyrhizobium

w bioremediacji gleb zanieczyszczonych metalami cigzkimi.

Poziom ekspresji genu exoR szczepoéw B. canariense po 3 godzinach ekspozycji na
wszystkie jony metali cigzkich byt wyzszy niz w probach kontrolnych, przy czym najwyzszy
jej poziom obserwowano w obecnosci jonow manganu dla szczepu UPP 213 i jonéw niklu dla
szczepu UPP 242. Po 24 godzinach poziom ekspresji ulegal obnizeniu dla obu szczepdéw
W obecnosci jondw miedzi, niklu 1 kadmu, 1 byl na poziomie ekspresji proby kontrolnej po 24
godzinach. Jony manganu po 24 godzinach wywotywaly niewielki spadek ekspresji

w poréwnaniu do jej poziomu po 3 godzinach (Ryc. 37 B i C).
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Ryc. 37. Analiza ekspresji genu kodujacego bialko regulatorowe egzopolisacharydow
(exoR) w szczepach Bradyrhizobium UPP 133 (A), UPP 213 (B), UPP 242 (C) i UPP 331
(D). Szczepy Bradyrhizobium hodowano w ptynnych pozywkach TY zawierajagcych 0,5mM
Cu?*, 0,5 mM Ni**, 5 mM Mn?* i 0,01 mM Cd?*, RNA izolowano z hodowli bakteryjnych po

Wzgledna znormalizowana ekspresja
(g}
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3 1 24 godzinach ekspozycji na badane metale ciezkie. Kontrole stanowity szczepy bakteryjne

hodowane w ptynnych pozywkach TY

Profile poziomu ekspresji genu exoR szczepoéw B. japonicum (UPP 133 i 331) byly
zréznicowane. Podwyzszenie poziomu ekspresji nastgpowato dla wszystkich badanych jonow
po 3 godzinach w przypadku szczepu UPP 331, a szczegdlnie widoczny wplyw miaty jony
miedzi. Po 24 godzinach ekspozycji nastgpowat spadek ekspresji, przy czym we wszystkich
przypadkach z wyjatkiem miedzi byt on nieznaczny (Ryc. 37 D). Podobnie zachowywat si¢
szczep UPP133 w obecnosci jonow miedzi, dla ktorego najpierw po 3 godzinach ekspresja
znaczaco wzrastata, po czym po 24 godzinach nastgpowat jej gwattowny spadek (Ryc. 37 A).
Natomiast jony niklu i kadmu w obu punktach czasowych powodowaty, ze poziom ekspresji
byl na nizszym poziomie niz w probach kontrolnych. Dla jonéw manganu ekspresja genu
exoR wzrastata w czasie i1 byla wyzsza po 24 godzinach ekspozycji na ten jon w poréwnaniu

z ekspozycja 3-godzinng (Ryc. 37A).
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Wysoka ekspresja genu exoR po ekspozycji na jony miedzi dla szczepow UPP 133 oraz UPP
331 koreluje z obrazami spod skaningowego mikroskopu elektronowego, na ktoérych
widoczna jest znaczna ilo$¢ zewnatrzkomorkowych EPS syntetyzowanych przez te szczepy
W obecno$ci jondw miedzi (Ryc. 31, 34). Moze to sugerowacd, ze szczepy B. japonicum sg
bardziej podatne na indukcj¢ wzmozonej biosyntezy EPS niz szczepy B. canariense. Podobne
wyniki uzyskat Leonel i inni (2019), badajac ekspresje genow exoR i exoZ w Rhizobium
tropici. W przeprowadzonych przez nich eksperymentach wykazali, ze obecnosé Cu?
powodowata wzrost biosyntezy EPS o 48%. Obserwowana w eksperymentach indukcja
wzmozonej ekspresji genu exoR w obecnosci jonow metali ci¢zkich moze by¢ czeécig
kompleksowej odpowiedzi obronnej bakterii na stres wywotywany obecnoscia metali
cigzkich. EPS mogg dziata¢ jako bariera ochronna, sekwestrujac metale cigzkie i zmniejszajac
ich oddziatywanie na komorki, co zmniejsza ich toksycznos$¢ i niweluje stres. Niemniej
jednak, wraz z uptywem czasu, ekspresja genu exoR moze by¢ wygaszana, poniewaz komorki
zsyntetyzowaly juz wystarczajaca ilos¢ EPS, by zabezpieczy¢ si¢ przed stresem, ktory
wywotuje obecnos¢ metali cigzkich. Wyniki uzyskane w do$wiadczeniu, dotyczace szczepow
Bradyrhizobium sg analogiczne do obserwacji z badan zespotoéw S. Silambarasan (2019) oraz
V. Sandhya (2015) w ktorych stres abiotyczny rowniez indukowat zwigkszong biosynteze
EPS przez mikroorganizmy.

6.7.4. Wplyw jonow miedzi, niklu, manganu i kadmu na aktywnos¢ transkrypcyjna genu

kodujacego ATPaze typu P transportujaca metale ci¢zkie (CueA)

Waznym elementem ws$rdd adaptacyjnych odpowiedzi na stres wywolany metalami
ciezkimi, jest gen cueA, ktory koduje ATPazg typu P zaangazowang w transport metali
ciezkich. Biatko to odgrywa istotng role w utrzymaniu homeostazy metali w komorkach
bakteryjnych, co umozliwia detoksykacj¢ i utrzymanie odpowiedniego st¢zenia jonéw metali
wewnatrz komorki. Aktywno$¢ transkrypcyjna genu cueA stanowita zatem warty zbadania
element w mechanizmie obronnym bakterii przed szkodliwym dziataniem jonéw metali

cigzkich.

Analiza poziomu ekspresji genu cueA w szczepach Bradyrhizobium poddanych
dzialniu jonéw miedzi, niklu, manganu i kadmu wykazata rozne profile ekspresji. Szczep UPP

133, po 3 godzinach ekspozycji na jony manganu 1 kadmu, wykazywal znaczacy wzrost
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poziomu ekspresji genu cueA, podczas gdy w przypadku jonéw Cu®* i Ni** byl nizszy. Po 24
godzinach, ekspresja genu cueA znaczaco malala w obecnosci jonow manganu i kadmu,
natomiast w przypadku jonéw miedzi i niklu nie odnotowano tak znacznych réznic (Ryc.
38A).

W przypadku szczepu UPP 213, wykazano wysoki poziom ekspresji genu cueA szczegdlnie
w odpowiedzi na obecno$é jonow Cu®* (0,5 mM) i jonow Cd** (0,01mM). Obecnosé jonow
Ni?* w pozywce wywolata spadek poziomu ekspresji cueA po 3 godzinach ekspozycii.
Poziom ekspresji mierzonej po 24h ekspozycji byl we wszystkich przypadkach
poréwnywalny do poziomu ekspresji w probie kontrolnej (Ryc. 38B).

Szczep UPP 242 wykazywal wzrost poziomu ekspresji po 3 godzinach ekspozycji na
wszystkie testowane jony metali ciezkich, przy czym najwyzszy (ponad 3,5 krotnie),
odnotowano w obecnosci jonow Cd**. Po 24 godzinach ekspozycji, poziom ekspresji genu

cuaA byt znacznie nizszy niz po 3h (Ryc. 38C).

Szczep UPP 331 wykazywat zréznicowane reakcje po 3 godzinach ekspozycji na metale
cigzkie. Obserwowano zardwno wzrost (Cu®*, Mn*, Cd*"), jak i spadek poziomu ekspresji
(Ni?*). Po 24 godzinach poziomy ekspresji genu cueA byly na ogot nizsze w poréwnaniu do
prob kontrolnych, z wyjatkiem jonéw Ni%*, w przypadku ktérych obserwowano wzrost

poziomu ekspresji (Ryc. 38D).
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Ryc. 38. Analiza ekspresji genu ATPazy typu P transportujacej metale ciezkie (CueA) w
szczepach Bradyrhizobium UPP 133 (A), UPP 213 (B), UPP 242 (C) i UPP 331 (D).
Szczepy Bradyrhizobium hodowano w ptynnych pozywkach TY zawierajacych 0,5mM Cu?*,
0,5 mM Ni**, 5 mM Mn®" i 0,01 mM Cd**, RNA izolowano z hodowli bakteryjnych po 3 i 24
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godzinach ekspozycji na badane metale cigzkie. Kontrolg stanowily szczepy bakteryjne

hodowane w ptynnych pozywkach TY

Analiza ekspresji genu cueA w czterech szczepach Bradyrhizobium wykazata, ze obecno$¢
réznych metali cigzkich moze prowadzi¢ do zréznicowanych zmian w poziomie ekspres;ji

tego genu.

Te obserwacje korelujg z wynikami dostepnymi w literaturze. Rademacher i Masepohl (2012)
wskazuja na znaczenie genu CUEA w odpowiedzi bakteryjnej na obecno$¢ jonéw miedzi
w srodowisku, co jest zgodne z obserwowang indukcjg wzmozonej ekspresji tego genu przez
jony Cu?* w tej pracy. Dodatkowo, badanie przeprowadzone przez Liang i wspolautorow
(2016) dotyczace tolerancji miedzi, cynku i kadmu przez Bradyrhizobium liaoningense,
wskazuje na uniwersalny charakter odpowiedzi genéw takich jak cueA na rdzne jony metali
ciezkich, co znajduje odzwierciedleniec w naszych obserwacjach dotyczacych indukcji

. . .. . ;. . , -2+ 2+ , ;. 2+
wzmozone] ekspresji, wywolanej obecnoscig jonow Ni“', Mn“" a w szczegdlnosci Cd™".
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Interesujacy jest takze zaobserwowany spadek ekspresji genu cueA po 24h od ekspozyciji,
ktéry moze $wiadczy¢ o mechanizmach adaptacyjnych mikroorganizmow do dlugotrwatego
stresu zwigzanego z obecnos$cia w S$rodowisku metali cigzkich. Mozliwe, ze w fazie
poczatkowej ekspozycji na metale cigzkie, aktywacja genow takich jak cueA stuzy jako
natychmiastowa odpowiedz obronna, natomiast zmniejszenie ekspresji w czasie moze
odzwierciedla¢ adaptacj¢ komdérkowa do zmienionego $rodowiska, poprzez aktywacje innych

sciezek regulacyjnych zmniejszajacych toksyczny wpltyw jonéw metali cigzkich.

6.7.5. Wplyw jonow miedzi, niklu, manganu i kadmu na aktywno$¢ transkrypcyjna genu

kodujacego czynnik nodulacji NodA (nodA)

Synteza czynnikow nodulacji (w tym nodA), ktore sa niezbedne dla inicjacji procesu
formowania brodawek korzeniowych, jest kluczowym elementem w procesie tworzenia
relacji symbiotycznej pomigdzy bobowatymi a ich mikrosymbiontami. Niemniej jednak, dane
dotyczace wptywu metali cigzkich na ekspresj¢ genu Nn0dA sg ograniczone. W zwigzku z tym,
celem ponizszego doswiaczenia byto dostarczenie informacji na temat regulacji tego

kluczowego dla roslin bobowatych procesu.

Analiza poziomu ekspresji genu nodA w bakteriach Bradyrhizobium (szczepy UPP 133,
UPP 213, UPP 242, UPP 331) w obecnosci badanych jonéw metali ciezkich (Cu?®*, Ni%*,
Mn%*, Cd?*) wykazata, ze ich obecnoéé w srodowisku bakterii nie powoduje istotnych zmian
w poziomie ekspresji genu nodA w porownaniu z probami kontrolnymi (Ryc. 39 A, B, C i D).
Dla wszystkich szczepow ekspresja genu nodA pozostata na poziomie réwnym badz
poréwnywalnym do ekspresji odpowiednich préb kontrolnych zaréwno po 3, jak 1 24
godzinach ekspozycji na badane jony metali. Jedynym wyjatkiem byl szczep UPP 242, dla
ktorego odnotowano 1,7 razy wyzszy poziom ekspresji genu nodA po 24h ekspozycji na jony
miedzi (Ryc. 39 C).
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Ryc. 39. Analiza ekspresji genu czynnika nodulacji NodA (nodA) w szczepach
Bradyrhizobium UPP 133 (A), UPP 213 (B), UPP 242 (C) i UPP 331 (D). Szczepy
Bradyrhizobium hodowano w ptynnych pozywkach TY zawierajacych 0,5mM Cu®*, 0,5 mM
Ni%, 5 mM Mn?* i 0,01 mM Cd**, RNA izolowano z hodowli bakteryjnych po 3 i 24
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godzinach ekspozycji na badane metale cigzkie. Kontrolg stanowily szczepy bakteryjne

hodowane w ptynnych pozywkach TY

Na symbiozg Rhizobium i roslin bobowatych moga wptywaé roézne czynniki srodowiskowe,
w tym metale cigzkie. W glebie skazonej ich zwigzkami potencjat symbiotyczny potaczenia
Rhizobium i roslin bobowatych w celu wigzania azotu, zalezy zasadniczo od odpornosci
populacji rizobiow na te metale. Dane literaturowe zazwyczaj wskazuja na podwyzszong
biosynteze czynnikéw nodulacji w warunkach stresu abiotycznego, w tym nodA. Migdzy
innymi w pracy del Cerro i wspotautorow (2017) wykazano, podwyzszong ekspresj¢ genu
nodA, jednoczesnie wskazujac ze efekt ten nie ogranicza si¢ do warunkow stresu solnego,
poniewaz inne stresy srodowiskowe, takie jak kwasowos$¢ lub ci$nienie osmotyczne (wysokie
stezenie mannitolu) réwniez indukuja wzmozong ekspresje tego genu. Brak danych
odnoszacych si¢ bezposrednio do wptywu jondéw metali cigzkich na ekspresje tego genu
pozwala domniemaé, ze gen NodA moze by¢ regulowany w bardziej ztozony sposéb,
W zaleznos$ci od rodzaju stresu abiotycznego, co moze ttumaczy¢ stabilno$¢ poziomu jego
ekspresji w badanych szczepach Bradyrhizobium. Aby przetrwa¢ w warunkach narazenia na
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metale, mikroorganizmy, takie jak rizobia opracowaly roznorodne mechanizmy adaptacyjne
majace na celu ograniczanie i przeciwdziatanie niekorzystnemu wptywowi metali cigzkich.
Do mechanizméw tych nalezy migdzy innymi immobilizacja metali cigzkich na $cianie
bakteryjnej poprzez produkcje EPS. Badane szczepy Bradyrhizobium syntetyzowaty EPS
W obecnosci jonéw metali cigzkich bardziej wydajnie niz proby kontrolne. Innym takim
mechanizmem jest aktywny transport metali ci¢zkich przez bton¢ komoérkowa zachodzacy
wbrew gradientowi stezen za pomoca pomp Efflux (Lebrazi i Fikri-Benbrahim, 2018). Oba te
mechanizmy w przypadku szczepdéw Bradyrhizobium mogg thumaczyé niewielkie zmiany

w poziomie ekspresji genu nodA.

6.8. Wplyw jonéw miedzi, niklu, manganu i kadmu na kielkowanie nasion tubinu

waskolistnego.

Nasiona zawierajag zarodek jako nowa miniaturowa rosling i petlnig dwie gltéwne
funkcje: reprodukcje i rozprzestrzenianie. Tworzenie si¢ nasion konczy proces reprodukcji
ro$liny, a wraz z kietlkowaniem nasion rozpoczyna si¢ kolejne pokolenie rosliny. Biorgc pod
uwage stale rosngce zanieczyszczenie Srodowiska metalami, zaskakujagce moze by¢ to, ze
stosunkowo niewiele prac opisuje wptyw metali na metabolizm, zywotno$¢ i kietkowanie
nasion w poréwnaniu z licznymi publikacjami na temat wplywu metali na tkanki
wegetatywne, zwlaszcza korzenie 1 pedy. W doswiadczeniu badano wptyw wybranych metali

ciezkich w roznych stgzeniach na proces kietkowania nasion tubinu waskolistnego.

Na podstawie wynikow doswiadczen mozna stwierdzi¢, ze stres wywotany obecno$cig
wyzszych stezen jonow Cu, Ni oraz Cd mial negatywny wpltyw na kietkowanie nasion
L. angustifolius. Kietkujace siewki rozwijaly si¢ w wolniejszym tempie, czg¢sto wykazujac
nekrotyczne zmiany (Ryc. 40, 41 i1 43). Podobny efekt przy zastosowaniu réznych metod
ekspozycji na metale cigzkie odnotowano w przypadku kietkowania nasion kilku gatunkéw
roslin bobowatych, pod wptywem Cd, Cu, Ni i Pb (Abusriwil i in., 2011). Hamujacy wptyw
badanych metali cigzkich (Cu, Ni oraz Cd) na kietkowanie nasion L. augustifolius moze
wynika¢ z toksycznosci tych jondow, na fizjologi¢ siewek i/lub z efektu osmotycznego
badanych roztworéow, zaburzajacego pobieranie wody przez nasiona, najwazniejszy czynnik
procesu kietkowania. Wiele innych mozliwych przyczyn negatywnego wplywu na

kietkowanie pod wplywem stresu wywolanego metalami ci¢zkimi zostalo opisane we
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wczesniejszych badaniach, np. zmiany w przepuszczalnosci selekcyjnej btony komorkowej,
przyspieszony rozktad sktadnikéw odzywczych zgromadzonych w bielmie, zmniejszenie
enzymatycznej hydrolizy skrobi, stres oksydacyjny powodujacy zaburzenia homeostazy
komorkowej (W tym zmiany w enzymach systemu obrony antyoksydacyjnej), czy regulacja
ekspresji niektorych biatek zwigzanych z odpowiedzig na stres abiotyczny (Bezini i in., 2019).
Szkodliwy wplyw wybranych metali cigzkich na kietkowanie nasion mozna réwniez
przypisa¢ zaburzeniom rownowagi hormonalnej lub zywieniowej. Metale cigzkie moga
wchodzi¢ w interakcje z innymi toksycznymi i niezbednymi makro- i mikroelementami, co
moze powodowac niedobor innych pierwiastkow, niezbednych do kietkowania nasion, a tym

samym stabe kietkowanie (Fodor, 2002).

Ryc. 40. Kielkowanie nasion lubinu waskolistnego (Lupinus angustifolius) w obecnosci
jonéw Cu®*. Nasiona kietkowano na podlozu z bibuly nasaczonej woda (A), roztworem

zawierajacym jony Cu?* o stezeniu 0,125 mM (B) 0,5 mM (C) oraz 3 mM (D)
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Ryc. 41. Kielkowanie nasion lubinu waskolistnego (Lupinus angustifolius) w obecnosci
jonéw Ni?*. Nasiona kielkowano na podiozu z bibuly nasaczonej woda (A), roztworem

zawierajacym jony Ni%* 0 stezeniu 0,125 mM (B) 0,5 mM (C) oraz 3 mM (D)

Ryc. 42. Kielkowanie nasion lubinu waskolistnego (Lupinus angustifolius) w obecnosci
jonow Mn?*. Nasiona kielkowano na podiozu z bibuly nasaczonej woda (A), roztworem

zawierajacym jony Mn?* 0 stezeniu 0,125 mM (B) 0,5 mM (C) oraz 3 mM (D)

118



Ryc. 43. Kielkowanie nasion lubinu waskolistnego (Lupinus angustifolius) w obecnosci
jonéw Cd”*. Nasiona kietkowano na podlozu z bibuty nasaczonej woda (A), roztworem
zawierajacym jony Cd?* o stezeniu 0,125 mM (B) 0,5 mM (C) oraz 1 mM (D

Nasiona kietkujace w obecnosci manganu (Ryc. 42) oraz nizszych stezen Cu?* nie
wykazywaly znaczacych roéznic zardwno w tempie wzrostu jak i morfologii siewek, natomiast
traktowanie najnizszymi ste¢zeniami jonow Ni?* oraz Cd* wpltywato pozytywnie na tempo
kietkowania siewek i ich wzrost (Ryc. 41, 43). Obserwacje te mogg sugerowac, ze niskie
stezenia jonoOw niklu 1 kadmu s3 zdolne do wywolywania efektu hormezy wobec nasion
tubinu waskolistnego. Termin hormeza opisuje dwufazowa odpowiedz na szerokie spektrum
zwigzkow, obserwowang w wielu organizmach zywych (bakterie, rosliny, zwierzgta itp.)
I charakteryzujaca sie przeciwstawnymi efektami wywieranymi przez niskie i wysokie dawki
tej samej substancji. Przyjmuje si¢, ze hormeza jest adaptacyjna odpowiedzig na stres,
wywotang prawdopodobnie poczatkowym zaburzeniem homeostazy przez niski poziom
stresorow biotycznych lub abiotycznych, po ktéorym czesto nastepuje proces nadmiernej
kompensacji majacej na celu przywrocenie poprzedniego stanu i ochrong¢ organizmu poprzez
stymulacje¢ komoérkowych mechanizméw obronnych (Salinitro i in., 2021). Kilka badan
wykazato, ze niektore metale cigzkie moga mie¢ pozytywny wptyw na kietkowanie.
Donoszono, ze kietkowanie nasion M. sativa jest stymulowane migdzy innymi niskim
stezeniem jonow Zn (Abusriwil i in., 2011). Roéwniez kietkowanie Ulmus pumila zostato

wzmocnione przez traktowanie niskimi st¢zeniami Cd i Pb (Djukic i in., 2014).
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6.9. Wplyw jonow miedzi, niklu, manganu i kadmu na ilo$¢ brodawek korzeniowych

w ukladach symbiotycznych lubin waskolistny/Bradyrhizobium

Rosliny bobowate sg w stanie regulowac ilo$¢ powstajgcych brodawek korzeniowych,
wykorzystujac mechanizm zwany autoregulacja nodulacji. Proces ten pozwala roslinom
tworzagcym uktady symbiotyczne kontrolowaé liczbe brodawek korzeniowych, co jest
kluczowe dla zapewnienia zbilansowanej wymiany sktadnikow odzywczych miedzy rosling
ajej mikrosymbiontami, a takze dla ochrony przed potencjalnie patogennym wptywem
nadmiernej kolonizacji przez rhizobia (Nelson i Sadowsky, 2015). W ponizszym
doswiadczeniu dokonano oceny wplywu obecno$ci w podtozu hodowlanym jondéw miedzi,
niklu, manganu i kadmu na ilo§¢ brodawek korzeniowych, tworzonych w ukladzie
symbiotycznym tubinu waskolistnego z jego mikrosymbiontami z rodzaju Bradyrhizobium
(UPP 133, 213, 242 i 331).

Sposrod badanych metali cigzkich widoczny wptyw na liczebno$¢ brodawek na
korzeniach tubinu waskolistnego miala obecno$é w podtozu jondéw Cu?* w stezeniu 0,5mM
oraz Mn®** w stezeniach 0,5 mM oraz 5mM. W przypadku wszystkich badanych szczepow

Bradyrhizobium obecnos¢ tych metali powodowata wzrost liczby brodawek (Ryc. 44).

Istotny wptyw na liczbe tworzonych brodawek miata réwniez obecnos¢ w podtozu

jonow Cd*" w stezeniu réwnym 1mM, ktora powodowala drastyczny spadek liczebnos$ci
brodawek lub catkowity ich brak (Ryc. 44).
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Ryc. 44. Liczba brodawek korzeniowych w lubinie waskolistnym inokulowanym
szczepami Bradyrhizobium UPP 133 (A), 213 (B), 242 (C) i 331 (D). Rosliny tubinu
waskolistnego uprawiano w podtozach zawierajacych jony metali cigzkich w stezeniach 0,5

i 1 mM Cu? oraz Ni** 0,51 5 mM Mn**, stezenie Cd** wynosito 0,125 i 1 mM

Wyniki tego doswiadczenia pokrywaja si¢ z doniesieniami innych autoréw. W swoich
badaniach Vesper i Weidensaul (1978) wykazali, ze zwickszenie stezenia Cd** w glebie
znacznie zmniejszyto liczbe brodawek, sucha mase i zdolno$¢ wigzania N, przez soje.
Zréznicowany wplyw badanych jonéw metali cigzkich uzyskany w powyzszym
doswiadczeniu byt spodziewany ze wzgledu na fakt, Zze rézne jony metali moga wptywac na
szerokie spektrum reakcji chemicznych i biochemicznych, ktéore wpltywaja na ich
rozpuszczalnos¢ 1 dostepnos¢ dla roslin. Czynnikiem réwnie waznym jest zglaszana przez
innych autoréw mozliwo$s¢ modyfikacji wydajnosci reakcji enzymatycznych zachodzacych
w glebie, ktora wplywa na zdolno$¢ tworzenia brodawek korzeniowych, co przeklada si¢ na

wigzanie azotu atmosferycznego (Haddad i in., 2015).

Czynnikiem odpowiedzialnym za utworzenie wigkszej liczby brodawek w probach, w ktorych
obecne byty jony miedzi, w stezeniu rownym 0,5 mM, moze by¢ fakt, ze we wczesniejszych

doswiadczeniach wykazano, ze jony tego metalu w okreslonych stezeniach zwigkszajg
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zewnatrzkomorkowg biosynteze IAA. Dostepne dane wskazujg ze ten fitohormon moze by¢
bezposrednio zaangazowany w kontrolowanie liczby powstajacych brodawek. W badaniach
przeprowadzanych na Fasoli Mungo wykazano, ze juz niskie stezenia IAA (okoto 107° M)
wywierajg korzystny, stymulujacy wplyw na rozwdj korzeni, pobieranie sktadnikow
pokarmowych 1 mineralnych przez rosliny oraz tworzenie brodawek przez bakterie
symbiotyczne (Jach i in., 2022). Wplyw jonéw Mn** na zwickszona liczbe brodawek moze
by¢ natomiast spowodowany faktem, iz w procesie nodulacji istotng rol¢ odgrywaja
zewnatrzkomorkowe polisacharydy. Wyniki tego eksperymentu pokrywajg si¢ z wynikami
Z wczesniejszego doswiadczenia, w ktorym obecnos$¢ jonow manganu stymulowata synteze
EPS. Wyniki te sg rowniez zgodne z doniesieniami zespotu Abreu (2019) wskazujagcymi, ze
szczepy bakterii brodawkujacych wyizolowane z gleby zanieczyszczonej manganem
Z terendw gorniczych, wykazywaty wyzsza efektywno$¢ w tworzeniu brodawek niz szczepy
natywne.

6.10. Wplyw inokuléw szczepow Bradyrhizobium (UPP 133, 213, 242 i 331)
przygotowanych w pozywkach zawierajacych jony miedzi, niklu, manganu i kadmu na

systemy korzeniowe lubinu waskolistnego

Analiza wynikow doswiadczen, w ktorych badano wplyw metali cigzkich na
biosyntezg IAA oraz zbiezne z nimi wyniki z analizy wptywu metali ci¢zkich na liczebnosé¢
brodawek na korzeniach, byla inspiracjag do wykonania kolejnego etapu badan, w ktérym
okreslono wptyw inokulacji nasion ‘tubinu waskolistnego czterema szczepami
Bradyrhizobium (UPP 133, 213, 242 i 331). Inokulaty hodowano wczesniej w obecnosci
jondéw wybranych metali cigzkich w st¢zeniach 0,5mM Cu2+, 0,5 mM Ni2+, 5 mM Mn®*oraz
0,125 mM Cd**. Przed inokulacja wysterylizowanych nasion tubinu waskolistnego,
96 godzinne hodowle bakteryjne przeptukano dwukrotnie sterylng pozywka TY. Rosliny
uprawiano przez 4 tygodnie w warunkach szklarniowych, w podtozach wolnych od
hubinowych mikrosymbiontéw, po czym obrazowano systemy korzeniowe (5 siewek) oraz
dokonano pomiaru $wiezej masy korzeni (Ryc. 45). We wszystkich probach, wszystkie
szczepy zdolne byly do tworzenia brodawek na korzeniach tubinu. Ze wzgledu na to, iz
istotne zmiany zaobserwowano tylko dla proby, w ktorej bakterie przed inokulacjg hodowano
w obecnosci jonow miedzi o stezeniu 0,5 mM, to obrazy systemow korzeniowych wylacznie

tej proby pokazono na rycinie 46.
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Wyniki tego doswiadczenia wyraznie wskazuja, ze widoczny istotny wpltyw na mase
korzeni tubinu waskolistnego miato inokulowanie ich bakteriami szczepéw UPP 213, UPP
242 oraz UPP 331 hodowanymi w obecnosci jonéw Cu’®* 0 stezeniu réownym 0,5 mM (Ryc.
45 i 46). To samo st¢zenic wywierato najwiekszy wpltyw na produkowany przez te szczepy
kwas indolilo-3-octowy, co sugerowa¢ moze znaczny wptyw bakteryjnego IAA na stymulacje

rozwoju systemow korzeniowych tubinu waskolistnego.
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Ryc. 45. Swieza masa korzeni lubinu waskolistnego inokulowanego szczepami Bradyrhizobium UPP 133 (A), 213 (B), 242 (C) i 331 (D).

Bakterie szczepow Bradyrhizobium hodowano przed inokulacja W pozywce zawierajacej jony metali ciezkich w stezeniu 0,5mM Cu?* oraz Ni%*
5 mM Mn®*, oraz 0,125 mM Cd*
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Dotychczasowe doniesienia wskazujg, ze glownym efektem inokulacji nasion
bakteriami wytwarzajacymi IAA jest zazwyczaj przyspieszenie rozwoju korzeni,
a w konsekwencji zwigkszenie efektywnosci pozyskiwania wody, sktadnikéw odzywczych
I wykorzystania obj¢tosci gleby, co pozwala na zmniejszenie dawki nawozoéw sztucznych
(Lobo i in., 2022). Odzwierciedleniem tych wynikow sg uzyskane w doswiadczeniu wyraznie
widoczne réznice w wielkosci systemow Korzeniowych roslin rozwijajacych si¢ z nasion
hubinu waskolistnego, inokulowanych bakteriami, ktore wzrastaly w obecnosci jonow miedzi
(Ryc. 46).

Wyniki te sg zbiezne z wynikami badan Herlina i wsp. (2017), w ktorych pokazano, ze izolaty
bakteryjne wytwarzajace IAA mialy wptyw na systemy korzeniowe fasoli zlotej (Vigna
radiata). Bakteryjny IAA najprawdopodobniej przyczyniat si¢ do rozluzniania ros$linnej
sciany komoérkowej, czego konsekwencja byto zwigkszenie liczby tworzacych si¢ korzeni
bocznych, co zwigkszato powierzchni¢ uktadu korzeniowego, dostarczajac dodatkowych

sktadnikow odzywczych.

Rowniez wyniki opisane przez zespdt profesor Lobo (2022), na przyktadzie pomidora,
dowodza, ze inokulacja drobnoustrojami zdolnymi do zewnatrzkomorkowej biosyntezy 1AA

powoduje powstawanie bardziej rozwinigtych systemow korzeniowych.
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Ryc. 46. Systemy korzeniowe lubinu waskolistnego inokulowanego szczepami
Bradyrhizobium UPP 133 (A), 213 (B), 242 (C) i 331 (D). Bakterie szczepow
Bradyrhizobium w probie kontrolnej (na obrazach po lewej stronie) hodowano przed
inokulacja w pozywce pozbawionej dodatku jondw metali cigzkich, natomiast w probie
eksperymentalnej bakteriec hodowano w pozywce zawierajacej jony miedzi w stezeniu

0,5 mM (na obrazach po prawej stronie)
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6.11. Wplyw jonow miedzi, niklu, manganu i kadmu na ekspresje wybranych genéw ze

szlaku syntezy fenylopropanoidow

Metale cigzkie dziatajac jako czynniki stresu abiotycznego, powoduja uszkodzenia
oksydacyjne komorek roslinnych. Rosliny potrafia rozpozna¢ te sygnaty zagrozenia
i aktywowa¢ rozne reakcje obronne. Zwigkszona produkcja metabolitow wtornych jest
istotnym mechanizmem detoksykacji, ktory rozwinagt si¢ w roslinach w celu tagodzenia
szkodliwych  skutkow  powodowanych  przez  toksyczne metale.  Metabolizm
fenylopropanoidéw w roslinach jest waznym zréodlem wielu metabolitow wtornych
0 ogromnym znaczeniu rozwojowym i obronnym. Flawonoidy w szczego6lnosci odgrywaja
znaczacg role jako zwigzki sygnatowe, fitoaleksyny, $rodki chronigce przed
promieniowaniem UV, pigmenty itp. Liczne enzymy (PAL, CHS, CHI, CHR, IFR, IFS
i wiele innych) biorg udzial w tym rozgalezionym szlaku metabolicznym. Kluczowymi
enzymami biosyntezy fenylopropanoidéw sg amoniakoliaza fenyloalaninowa (PAL), syntaza
chalkonowa (CHS) i syntaza izoflawonowa (IFS). Enzymy te sa kodowane przez mate

rodziny wielogenowe.

Metale cigzkie sg czynnikami stresowymi dla roslin, moga zatem wplywaé na poziom
ekspresji genow szlaku syntezy fenylopropanoidow, dlatego dokonano analizy poziomu
ekspresji genow PAL, CHS i IFS w korzeniach tubinu waskolistnego zebranych z ro$lin
uprawianych w podlozach, ktére zawieraty rézne st¢zenia jonow Ccu?®, Ni¥*, Mn?, Cd**. Do
analizy poziomu ekspresji PAL wykorzystano specyficzng parg starterdw obejmujaca
wszystkich przedstawicieli tej rodziny wielogenowej, wystepujacych w tubinie waskolistnym
(3 geny PAL, Narozna, dane nieopublikowane). Dla pozostachych dwoch rodzin
wielogenowych (CHS i IFS) analiz¢ poziomu ekspresji wykonano dla poszczegolnych
przedstawicieli danej rodziny wielogenowej (CHS w tubinie waskolistnym jest kodowany
przez cztery geny (Narozna, 2014), natomiast IFS jest kodowany przez trzy geny (Narozna
i in., 2017).

Poziomy ekspresji rodziny genéw PAL w tubinie waskolistnym w obecnosci badanych
metali cigzkich, ulegaty obnizeniu w odniesieniu do proby kontrolnej, przy czym najwickszy
spadek poziomu ekspresji obserwowano w obecnosci obu stezen jonow miedzi (0,5 1 2 mM)

(Ryc. 47). Najwyzszy poziom ekspresji genu PAL dotyczyt jonow niklu o stezeniu 2 mM,
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jonow manganu w obu st¢zeniach (0,5 i 5 mM) oraz jonow kadmu o stezeniu 1 mM, jednak

wciaz byly nizsze od poziomu ekspresji w probie kontrolnej (Ryc. 47).

1,2
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06 1 m PAL
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Cu0,5 Cu2 Ni 0,5 Ni 2 Mn05 Mn 5 CdOl cd

Wzgledna znormalizowana ekspresja

Ryc. 47. Ekspresja genéw PAL w korzeniach lubinu waskolistnego. Rosliny uprawiano
w naczyniach Leonarda w bezazotowej pozywce, z dodatkiem jonow Cu®* i Ni**o stezeniu
0,5 mM i 2 mM, Mn?* 0 stezeniu 0,5 mM, 5 mM i Cd**o stezeniu 0,1 mM, 1 mM

Rodzina genéw CHS (CHS1, CHS2, CHS 3 i CHS4) wykazata rozne profile ekspresji, zalezne
od stgzenia jonow metali cigzkich. Znaczny spadek poziomu ekspresji trzech genéow CHS
(CHS 1, 3 i 4) w poréwnaniu z proba kontrolng obserwowano przy stezeniu 0,5 mM Cu®*
i obu stezen jonow niklu (0,5 i 2 mM). Poréwnywalnymi z probami kontrolnymi poziomami
ekspresji charakteryzowaly si¢ geny CHS 1, 3 i 4 w obecnos$ci jonéw miedzi o stgzeniu 2 mM,
5SmM manganu i 0,1 i 1 mM kadmu w przeciwienstwie do genu CHS 2, ktérego poziom
ekspresji wykazywat tendencje spadkowe przy tych stezeniach metali. Szczegolng uwage
zwraca podwyzszenie poziomu ekspresji wszystkich czterech genow CHS w obecnos$ci

nizszego stezenia jonéw manganu (0,5 mM) (Ryc. 48A).
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Ryc. 48. Ekspresja rodzin geméow CHS (A) i IFS (B) w Kkorzeniach lubinu
waskolistnego. Rosliny uprawiano w naczyniach Leonarda w bezazotowej pozywce,
z dodatkiem jonow Cu?* i Ni?* o stezeniu 0,5 mM i 2 mM, Mn** o stgzeniu 0,5 mM,
5mM i Cd*" o stezeniu 0,1 mM, 1 mM
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Zréznicowane poziomy ekspresji rodzin gendéw ze szlaku syntezy fenylopropanoidow
wskazuja na ztozono$¢ interakcji migdzy roslinami a $rodowiskiem, w ktéorym obecno$é¢
metali cigzkich moze modulowac ekspresje kluczowych genoéw tego szlaku, odgrywajacych
wazng role w obronie i adaptacji roslin. Wzmozona ekspersja genu CHS pod wptywem jonow
manganu oraz genu IFS indukowana obecnoscig jonow niklu koreluje z wynikami badan
opublikowanymi w literaturze. Badanie przeprowadzone przez zespot Pawlak-Sprady (2011)
wskazuje na wzmozong aktywacje szlaku fenylopropanoidow w roslinach bobowatych
narazonych na dziatanie metali ciezkich, co moze sugerowa¢ ogdélny mechanizm obronny
roslin wobec stresu wywolywanego przez metale cigzkie. Wyniki opisane przez Yadav
I wspotautorow (2019) sugeruja, ze stres wywotany metalami cigzkimi moze powodowaé
zarowno wzrost jak 1 spadek poziomu ekspresji gendéw zwigzanych z metabolizmem
wtornym, w tym gendw szlaku fenylopropanoidéw, w zalezno$ci od warunkéw i czynnika
stresogennego. Wyniki te potwierdzaja, Ze rosliny bobowate dysponuja zlozonymi
mechanizmami regulacji ekspresji genéw szlaku fenylopropanoidéw w odpowiedzi na stresy
abiotyczne, w tym stres wywotany obecnoscig metali cigzkich. Dodatkowo zréznicowana
odpowiedz ekspresji genow PAL, CHS, i IFS na obecno$¢ jonow metali cigzkich moze
odzwierciedla¢ ta zlozono$¢ w strategii adaptacyjnej roslin do specyficznych warunkow
srodowiskowych,  zapewniajacg  elastyczno$¢ w  regulacji  syntezy  zwigzkow

fenylopropanoidowych.

7. Podsumowanie i wnioskKi

Powszechnie wiadomo, Ze symbioza roslin bobowatych i mikrosymbiontéw z rodzaju
Rhizobium pozwala na zwigkszenie produktywnosci i odpornosci roslin bobowatych.
Skuteczno$¢ tego wzajemnego powigzania silnie zalezy od precyzyjnej regulacji ztozonych
interakcji miedzy rosling a rizobiami. Ich molekularny dialog stanowi ztozony, wieloetapowy
proces, ktorego kazdy etap ma kluczowe znaczenie dla ogdlnego powodzenia symbiozy,
a zrozumienie wplywu czynnikéw srodowiskowych zarowno na bakterie jak 1 rosliny a takze
na mechanizmy molekularne stojagce za tworzeniem 1 funkcjonowaniem uktadow
symbiotycznych, moze umozliwi¢ zwigkszenie wydajnosci upraw przy jednoczesnym

ograniczeniu uzycia syntetycznych nawozow oraz srodkow ochrony roslin.

Szczepy Bradyrhizobium (zaliczane do grona PGPR) wywieraja roznorodny, korzystny

wplyw na rosliny bobowate. Pobudzaja ich wzrost, a takze wydzielaja do Srodowiska
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glebowego wiele metabolitow wtornych takich jak siderofory czy EPS, co powoduje, ze
stanowig one ogromny potencjal nie tylko w kwestii zrownowazonego zwigkszania plonow
lecz takze w Dbioremediacji poprzez fitoekstrakcje i detoksykacje spektrum substancji

zanieczyszczajacych srodowisko (Nagrale i in., 2023).

W pracy tej podjeto badania, ktore pozwolity okresli¢ wptyw jonéw miedzi, niklu, manganu
oraz kadmu na obu partnerow uczestniczacych w symbiotycznym wigzaniu azotu
atmosferycznego: lubin waskolistny i bakterie z rodzaju Bradyrhizobium (B. japonicum
I B. canariense). Szczepy Bradyrhizobium nie zostaly wybrane przypadkowo. Podstawg ich
wyboru byto wystepowanie w $rodowisku naturalnym, poniewaz B. japonicum preferuje

gleby o lekko kwasnym pH, natomiast B. canariense jest odporne nawet na niskie pH gleby.
Wyniki badan mozna podsumowac nastepujaco:

1. Jony miedzi i niklu w stgzeniach powyzej 2 mM, kadmu w st¢zeniach powyzej
1mM oraz manganu w stezeniach powyzej 120 mM hamuja wzrost badanych szczepow
Bradyrhizobium. Wszystkie badane szczepy, cechuje wigksza odpornoscig na negatywny
wplyw jonow manganu w hodowlach na statych oraz ptynnych pozywkach TY. Jony kadmu

okazaty si¢ by¢ najbardziej toksyczne w stosunku do badanych szczepow Bradyrhizobium.

2. Proces biosyntezy IAA przez badane szczepy Bradyrhizobium jest stymulowany
przez jony miedzi, niklu i manganu i zalezy od ich srodowiskowego stezenia. Najsilniejszy
stymulujacy wptyw odnotowano dla szczepow UPP 242 i UPP 331 w obecnosci jonow Cu®
o0 stezeniu 0,5 mM. Stezenia ponizej 0,5 mM nie wywotywaty tak silnej reakcji, natomiast
stezenia wyzsze niz 0,5 mM powodowaly stopniowy spadek biosyntezy IAA. Obecnosé

jondéw kadmu powyzej stezenia 0,5 mM hamowata catkowicie biosynteze IAA.

3. Wazrost poziomu biosyntezy EPS, wydzielanych zewnatrzkomérkowo w obecno$ci
wszystkich badanych jonéw metali zalezy od ich stezen. Znaczny wzrost biosyntezy EPS
przez Bradyrhizobium indukuja jony Cu®* (0,5 mM i 1 mM), Ni ** (0,5 mM i 1 mM) oraz
Mn®* (0,125 mM i 5 mM). 3 mM stezenie jonow Cu?* i Ni**, 100 mM jondéw Mn?* oraz 1 mM
jonéw Cd*" obniza, lub nie wplywa na poziom biosyntezy EPS w poréwnaniu z proba
kontrolng. Takie dziatanie badanych jonéw miedzi, niklu manganu i kadmu na szczepy

Bradyrhizobium zostato potwierdzone przez analiz¢ ekspresji genu exoR i obrazowanie SEM.

4. Szczepy Bradyrhizobium (UPP 133, 213, 242, 331) syntetyzuja siderofory,

zarOwno w probach kontrolnych jak 1 pod wptywem jondéw badanych metali cigzkich. Poziom
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ich biosyntezy przez szczepy Bradyrhizobium canariense jest na wyzszym poziomie
W poréwnaniu ze szczepami B. japonicum. Jony Mn?* stymuluja wzrost biosyntezy
sideroforow dla szczepow UPP 133, UPP 213 oraz UPP 242, co dodatkowo potwierdzita

analiza ekspresji genu fegA jak i hodowle bakterii w obecnosci barwnika CAS.

5. Szczepy B. canariense charakteryzuje podwyzszona ekspresja genu treS (syntazy
trehalozy) w obecnosci wszystkich metali ci¢zkich, jednak efekt ten zalezny jest od czasu

ekspozycji na jony metali.

6. Wszystkie jony badanych metali ci¢zkich wywierajg nieznaczny wpltyw na poziom
ekspresji czynnika nodulacji NodA, z wyjatkiem jonéw Cu®* po 24h ekspozycji dla szczepu
UPP 213.

7. Zmiany w populacjach réznych grup mikroorganizméw zasiedlajacych probki gleby
traktowane jonami miedzi, niklu, manganu 1 kadmu sa zalezne od ich stgzenia i czasu

ekspozyciji.

8. Kietkowanie nasion 1 wzrost siewek tubinu waskolistnego zalezne sg od stezenia
jondéw miedzi, niklu, manganu i kadmu. Najmniejsze stezenia jonéw tych metali, szczeg6lnie
niklu 1 kadmu, pozytywnie wptywaja na kietkowanie nasion i wzrost siewek tubinu
waskolistnego, co moze by¢ zwigzane z efektem hormezy. Natomiast wyzsze stezenia hamuja

kietkowanie i wzrost siewek L. angustifolius.

9. Obecnosé w podlozu jondw Cu?* w stezeniu 0,5 mM oraz jonéw Mn?* w stezeniach
0,5 mM oraz 5 mM ma pozytywny wptyw na liczbe powstajacych brodawek na korzeniach

hubinu waskolistnego, w probach ze wszystkimi badanymi szczepami Bradyrhizobium.

10. Inokula szczepow Bradyrhizobium przygotowane w hodowlach zawierajacych
jony miedzi, niklu, manganu i kadmu wywierajag wptyw na obraz systeméw korzeniowych
tubinu waskolistnego. Szczeg6lnie widoczny efekt obserwowano dla inokulum wzrastajacego
w obecnosci jonow Cu®* o stezeniu 0,5 mM. Tak przygotowane inokulum powodowato
tworzenie przez rosliny bardziej rozbudowanych systeméw korzeniowych, co przektadato si¢
na ich wieksza mas¢. Moze to sugerowac, ze biosynteza metabolitow wtornych wywotana

obecnoscig miedzi ma pozytywny wptyw na wzrost roslin.

11. Poziomy ekspresji rodzin genéow PAL, CHS i IFS charakteryzuja roézne profile

ekspresji zalezne od stezenia jonéw metali cigzkich.
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Podsumowujac, przedstawione wyniki badan stanowig istotny wkiad w zrozumienie wplywu
wybranych metali cigzkich na obu partneréw uczestniczacych w symbiotycznym wigzaniu
azotu atmosferycznego: tubin waskolistny i mikrosymbionty z rodzaju Bradyrhizobium.
Otwierajg one réwniez nowe perspektywy dla przysztych badan naukowych, szczegolnie
w zakresie  dalszych  eksploracji mechanizméw  molekularnych  zaangazowanych
W odpowiedzi bakterii na stres wywolany przez metale cigzkie, a takze adaptacji roslin

bobowatych do takich warunkow.

Ponadto, lepsze zrozumienie tych interakcji moze mie¢ istotne implikacje dla praktyki
rolniczej 1 biotechnologii przyczyniajac si¢ do opracowania innowacyjnych rozwigzan
W dziedzinie rolnictwa i ochrony §rodowiska, ktore beda bardziej zrownowazone i przyjazne
dla ekosystemow glebowych oraz ludzkiego zdrowia. Dalsze badania moga przyczynié si¢ do
opracowania strategii poprawy wydajnosci upraw, poprzez selekcje lub inzynieri¢ genetyczng
roslin oraz mikroorganizmow, ktore wykazuja pozadane cechy. Dodatkowo, moze pozwolié
to na rozwdj metod bioremediacji gleb zanieczyszczonych metalami ciezkimi, poprzez
wykorzystanie specjalnie wyselekcjonowanych mikroorganizmow, zdolnych do usuwania

tych substancji, lub ograniczania ich toksycznosci wobec roslin.
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