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Streszczenie 

Sprawdzono wpływ metali ciężkich (cynk, kadm, miedź, ołów) oraz bakterii ryzosferowych  
na wzrost siewek Brassica napus L. Przeanalizowano trzy odmiany rzepaku: dwie jare – Belinda  
i Clipper oraz jedną ozimą – Kronos. Wykazano, że porównywane odmiany charakteryzowały się 
zróżnicowaną wrażliwością na obecność metali ciężkich w środowisku. Najbardziej wrażliwa na 
metale ciężkie była odmiana ozima Kronos, natomiast najmniej – odmiana Clipper. Wszystkie 
analizowane szczepy ryzobakterii: Bacillus sp., Bacteroidetes bacterium, Flavobacterium sp., 
Luteibactor rhizovicina, Pseudomonas fluorescens, Serratia entomophila i Variovorax sp. sty-
mulowały wzrost siewek, zwłaszcza korzeni, odmian jarych rzepaku, zaś hamowały w przypadku 
odmiany ozimej. Szczepy Bacteroidetes bacterium i Bacillus sp. najsilniej stymulowały wzrost 
siewek odmiany Kronos, a Flavobacterium sp. siewek odmiany Belinda w obecności miedzi, cynku  
i kadmu. Większość badanych bakterii ułatwiała rozwój siewek odmiany Clipper w środowisku 
zanieczyszczonym jonami cynku i ołowiu.  

Key words:  Brassica napus, rhizobacteria, heavy metals, plant growth  
Abstract 

We have examined the impact of heavy metals (zinc, cadmium, copper, lead) and rhizobacteria  
on the growth of seedlings of Brassica napus L. We analyzed three varieties of rape: two spring – 
Belinda and Clipper and one winter – Kronos. It was shown that the varieties possess different 
sensitivity to heavy metals in the environment. The most sensitive to heavy metals was Kronos winter 
variety, and the least – Clipper. All analyzed rhizobacteria strains: Bacillus sp, Bacteroidetes 
bacterium, Flavobacterium sp., Luteibactor rhizovicina, Pseudomonas fluorescens, Serratia 
entomophila and Variovorax sp. stimulated the growth of seedlings, especially their roots, of spring 
rape varieties, but inhibited in case of winter variety. Bacteroidetes bacterium and Bacillus sp. strains 
mostly stimulated the growth of winter cultivar, and Flavobacterium sp. of Belinda variety in the 
presence of copper, zinc and cadmium. Almost all studied bacteria promoted growth of Clipper 
seedlings in the environment polluted by zinc and lead.  
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Wstęp  

Metale ciężkie, takie jak: kadm, miedź, ołów i cynk, należą do czynników, 
które w większości przypadków wykazują niekorzystny wpływ na środowisko  
i organizmy żywe (Jing i in. 2007, Memon i Schröder 2009). Niektóre z nich,  
np. cynk i miedź są mikroelementami istotnymi dla prawidłowego rozwoju roślin. 
Nadmierna akumulacja metali ciężkich w organach roślin może przyczyniać się  
do zahamowania procesów fizjologicznych i biochemicznych, fotosyntezy oraz od-
dychania. Ponadto mogą prowadzić do degradacji głównych organelli komór-
kowych i w ostateczności powodować śmierć rośliny (Jing i in. 2007). Ze względu 
na fakt, że wzrasta uprzemysłowienie, a ekosystemy są eksponowane na szereg 
zanieczyszczeń, w tym metalami ciężkimi, poszukiwane są rośliny zdolne do ich 
akumulacji w biomasie, które mogą być wykorzystane np. w procesie fito-
remediacji (Koo i Cho 2009).  

Rzepak, Brassica napus L., należy do rodziny Brassicaceace i podobnie jak 
np. tobołek alpejski (Thlaspi caerulescens J. Presl & C. Presl.), gorczyca sarepska 
(Brassica juncea (L.) Czern.) i inne gatunki należące do tej rodziny zaliczany jest 
do hiperakumulatorów roślinnych (Sheng i Xia 2006, Mierek-Adamska i in. 2009). 
Rzepak ma zdolność do pobierania z gleby dużych ilości cynku, miedzi, ołowiu  
i kadmu. Roślina gromadzi te metale w nasionach i organach wegetatywnych 
(Szulc i in. 2010, Dąbrowska i in. 2011a). Marchiol i in. (2004) wykazali, że 
rzepak może również być wykorzystywany do oczyszczania gleb z kadmu, 
chromu, miedzi, niklu, ołowiu i cynku. Inne badania pokazały, że roślina ta równie 
dobrze usuwa z podłoża arsen (Nie i in. 2002).  

Bakterie promujące wzrost roślin, PGPR (Plant Growth-Promoting Rhizo-
bacteria) wpływają na rozwój rośliny poprzez syntezę fitohormonów lub obniżanie 
poziomu inhibitorów, co stymuluje kiełkowanie i wzrost roślin (np. rozwój liści  
i korzeni) oraz zwiększa tolerancję na zasolenie i suszę, ale także poprzez podwyż-
szanie biodostępności azotu, cynku czy fosforanów (Kandasamy i in. 2009). PGPR 
występują w ryzosferze oraz na powierzchni korzeni. Wykazano, że ponad 15% 
powierzchni korzeni może być pokryte mikrokoloniami różnych szczepów bakte-
ryjnych (van Loon 2007). Korzystny wpływ bakterii na wzrost roślin uprawnych: 
soi, pszenicy, jęczmienia i innych stwierdzono w przypadku: Pseudomonas, 
Azospirillum, Azotobacter, Klebsiella, Enterobacter, Alcaligenes, Arthrobacter, 
Burkholderia, Bacillus, Rhizobium i Serratia (Saharan i Nehra 2011).  

Szczepy bakteryjne, które posiadają odporność na metale ciężkie, mogą sty-
mulować wzrost roślin rosnących w środowiskach zanieczyszczonych (Khan i in. 
2009, Dąbrowska i in. 2011). Z kolei bakterie ryzosferowe, wykazujące zdolność  
do wydzielania kwasów organicznych, mogą przyczyniać się do wzrostu bio-
dostępności metali ciężkich w glebie (Koo i Cho 2009).  
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Celem prezentowanej pracy była: ocena wrażliwości siewek Brassica napus L. 
odmian jarych i ozimej na szkodliwe działanie metali ciężkich oraz selekcja 
szczepów bakteryjnych PGPR wspomagających wzrost i rozwój rzepaku rosnącego 
w obecności metali ciężkich: cynku, kadmu, miedzi i ołowiu.  

Materiał i metody  

Przygotowanie materiału badawczego  
W doświadczeniu wykorzystano szczepy bakteryjne: Bacillus sp., Bacte-

roidetes bacterium, Flavobacterium sp., Luteibactor rhizovicina, Pseudomonas 
fluorescens, Serratia entomophila i Variovorax sp. (tab. 1), które charakteryzowały 
się dużą tolerancją na metale ciężkie oraz wykazywały stymulujący wpływ na 
kiełkowanie i wzrost rzepaku w obecności soli kadmu (Dąbrowska i in. 2010, 
2011). Bakterie hodowano na pożywce stałej R2A (Difco) (18 g/l) w temperaturze 
25°C. Czas inkubacji szczepów bakteryjnych w termostacie (1–2 dni) zależał od 
ich indywidualnego tempa wzrostu. Następnie, przy zastosowaniu metody turbi-
dymetrycznej, z kolejnych szczepów przygotowywano zawiesiny bakteryjne o stę-
żeniu 5,0 × 107 ml-1.  
 

Tabela 1  
Opis szczepów bakteryjnych użytych w doświadczeniach — Description of bacterial 
strains used in the experiments  

Szczep — Strain Opis szczepów — Description of strains Referencje — References 
Bacillus sp. Szczep wyizolowano z ektomikoryzosfery Tomen-

tella sp. 
Hrynkiewicz i in. 2010 

Bacteroidetes 
bacterium  
Flavobacterium sp.  
L. rhizovicina  
S. entomophila 

Szczepy wyizolowane z ryzosfery wierzb (Salix 
viminalis) rosnących na obszarach silnie zdegra-
dowanych. Szczepy charakteryzują się wysoką 
aktywnością enzymatyczną oraz zdolnością do pro-
dukcji sideroforów. 

 

P. fluorescens  
Variovorax sp. 

Szczepy pozyskano z owocnika włośnianki brunat-
nej (Hebeloma mesopheum) lub ektomikoryzosfery 
Hebeloma sp. 

 

 
Nasiona B. napus L.: odmiana ozima Kronos, odmiany jare Belinda i Clipper 

(Agrobras, Polska) wysterylizowano w mieszaninie 96% alkoholu etylowego i 30% 
perhydrolu (1 : 1). Nasiona wstrząsano w mieszaninie przez 7 minut, a następnie 
dokonywano serii płukań w wodzie destylowanej.  
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Warunki wzrostu in vitro rzepaku  
Przygotowano roztwory soli metali ciężkich – CuSO4, CdSO4 i (CH3COO)2Pb 

o następujących stężeniach: 50, 100 i 250 µM oraz ZnSO4: 250, 500 i 1000 µM.  
W sterylnych płytkach Petriego, o średnicy 90 mm, umieszczano bibułę filtracyjną, 
którą nasączano 6 ml: wody (kontrola), roztworu soli metali ciężkich, zawiesiny 
bakteryjnej pozbawionej lub zawierającej jony metali ciężkich. Na płytki wykła-
dano 15 nasion rzepaku, inkubowano w ciemności, w temperaturze 25°C przez  
6 dni, a następnie mierzono długość korzeni i hypokotyli siewek rzepaku.  

Analiza statystyczna  
Wyniki pomiarów długości korzeni i hypokotyli 30 siewek trzech odmian 

rzepaku dla każdego wariantu doświadczalnego przeanalizowano z użyciem pro-
gramu Excel. Analizy istotności statystycznej wyników dokonano wykorzystując 
program Past (Hammer i in. 2001) i jednoczynnikową analizę wariancji (one-way 
ANOVA), za poziom istotności przyjmowano p ≤ 0,05, p ≤ 0,01, p ≤ 0,001.  

Wyniki  

Wpływ metali ciężkich na długość korzeni i hypokotyli siewek rzepaku  
Odmiany rzepaku wykazały zróżnicowaną wrażliwość na zanieczyszczenie 

środowiska metalami ciężkimi (tab. 2). Użyte stężenia jonów miedzi, cynku, kad-
mu i ołowiu hamowały wzrost siewek odmiany ozimej Kronos, zarówno ich 
korzeni, jak i hypokotyli. Negatywny wpływ badanych metali na korzenie odmian 
jarych odnotowano jedynie dla kadmu i 250 μM miedzi w przypadku odmiany 
Belinda oraz 250 μM miedzi i 250 μM kadmu dla odmiany Clipper. Pozostałe 
stężenia miedzi i kadmu oraz wszystkie użyte stężenia cynku i ołowiu stymulowały 
wydłużanie korzeni odmian jarych (tab. 2). Najsilniejszy ujemny wpływ na wzrost 
hypokotyli siewek odmiany Clipper zaobserwowano w obecności 250 μM kadmu  
i ołowiu, a w przypadku hypokotyli siewek odmiany Belinda w obecności każdego 
ze stężeń kadmu (tab. 2).  

Spośród badanych odmian najbardziej odporna na obecność metali ciężkich  
w podłożu była odmiana jara Clipper, a najbardziej wrażliwa odmiana ozima 
Kronos.  
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Wzrost rzepaku odmian ozimej i jarych  
w obecności bakterii ryzosferowych  

Sprawdzono wpływ bakterii Bacillus sp., Bacteroidetes bacterium, Flavo-
bacterium sp., L. rhizovicina, P. fluorescens, S. entomophila i Variovorax sp. na wzrost 
siewek rzepaku (tab. 2, 3).  

Tabela 3  
Trójczynnikowa analiza wariancji ANOVA3 przedstawiająca interakcję: (1) trzech odmian 
B. napus L. (Kronos, Belinda, Clipper), (2) inokulację nasion 7 różnymi szczepami bakterii 
(Pf – P. fluorescens, Lr – L. Rhizovicina, B sp. – Bacillus sp., F sp. – Flavobacterium sp., 
Bb – Bacteroidetes bacterium, Se – S. entomophila, V sp. – Variovorax sp. i K – wariant 
kontrolny, brak inokulacji), (3) obecność w podłożu metali ciężkich (Cu, Zn, Cd, Pb – każdy 
w trzech różnych stężeniach) na wzrost korzeni i hypokotyli — Three-way ANOVA3 analysis  
of variance showing the interaction: (1) Three varieties of B. napus L. (Kronos, Belinda, 
Clipper), (2) inoculation of seeds with seven different bacteria strains (Pf – P. fluorescens,  
Lr – L. Rhizovicina, B sp. – Bacillus sp., F sp. – Flavobacterium sp., Bb – Bacteroidetes 
bacterium, Se – S. entomophila, V sp. – Variovorax sp. and K – control, no inoculation),  
(3) the presence of heavy metals in the substrate (Cu, Zn, Cd, Pb – each at three different 
concentrations) on the growth of roots and hypocotyls  

Czynnik — Factor 
Korzenie —– Roots [mm] Hypokotyle — Hypocotyls [mm] 

MS Efekt F poziom p  
level p MS Efekt F poziom p  

level p 
(1) Odmiana — Variety 575,045 232,754 0,0000* 212,297 171,350 0,0000* 
(2) Inokulacja — Inoculation 120,698 48,853 0,0000* 25,0232* 20,197 0,0000* 
(3) Stężenia metali  

Concentrations of metals 1805,376 730,739 0,0000* 538,318 434,490 0,0000* 

(1) × (2) 84,881 34,356 0,0000* 28,405 22,926 0,0000* 
(1) × (3) 44,874 18,163 0,0000* 20,271 16,361 0,0000* 
(2) × (3)  24,501 9,917 0,0000* 7,431 5,997 0,0000* 

(1) × (2) × (3) 15,716 6,361 0,0000* 6,691 5,401 0,0000* 
Błąd — Error 2,471   1,239   

Test Newman-Keuls’a       

(1) Odmiana — Variety 
Kronos  2,360 b  Kronos  2,874 c  
Belinda  2,656 c  Belinda  2,367 a  
Clipper 1,778 a  Clipper 2,453 b  

(2) Inokulacja — Inoculation 

K 2,434 d  K 2,430 a  
Pf 2,249 c  Pf 2,772 c  
Lr 2,348 cd  Lr 2,457 ab  

B sp 2,087 b  B sp 2,758 c  
F sp 2,097 b  F sp 2,376 a  
Bb 2,583 e  Bb 2,668 c  
Se 1,628 a  Se 2,491 a  

V sp 2,689 e  V sp 2,564 b  
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Czynnik — Factor 
Korzenie —– Roots [mm] Hypokotyle — Hypocotyls [mm] 

MS Efekt F poziom p  
level p MS Efekt F poziom p  

level p 

(3) Stężenie metali  
Concentrations of metals 

Cu 50 1,749 c  Cu 50 3,144 e  
Cu 100 0,922 k  Cu 100 2,705 c  
Cu 250 0,447 b  Cu 250 1,526 b  
Zn 250 4,699 i  Zn 250 3,320 f  
Zn 500 3,938 g  Zn 500 3,094 e  
Zn 1000 2,417 d  Zn 1000 2,908 d  
Cd 50 1,608 c  Cd 50 2,644 c  
Cd 100 0,696 b  Cd 100 1,611 b  
Cd 250 0,116 a  Cd 250 0,557 a  
Pb 50 4,207 h  Pb 50 3,237 ef  
Pb 100 3,674 f  Pb 100 3,109 e  
Pb 250 2,701 e  Pb 250 2,920 d  

* p ≤ 0,05, MS – średni kwadrat, F – stosunek MS do MS błąd, n = 30.  
Istotne różnice testu Newman-Keuls’a oznaczono różnymi literami  
* p ≤ 0.05, MS – mean square, F – the ratio of MS to MS error, n = 30.  
Significant differences in Newman-Keuls test marked with different letters 
 

Wszystkie badane szczepy bakterii ryzosferowych stymulowały wydłużanie 
korzeni siewek obu odmian jarych, natomiast hamowały wzrost korzeni siewek 
odmiany ozimej (tab. 2).  

W badaniu wzrostu hypokotyli zaobserwowano stymulujący wpływ wszyst-
kich szczepów bakterii u odmiany jarej Clipper. Obecność bakterii Variovorax sp. 
stymulowała wzrost hypokotyli wszystkich badanych odmian rzepaku. W przypadku 
odmiany Kronos wydłużanie hypokotyli stymulował też szczep Flavobacterium 
sp., choć hamował ten sam proces u odmiany Belinda. Z kolei szczep S. ento-
mophila hamował rozwój hypokotyli obu wymienionych odmian. Wzrostowi 
hypokotyli u odmiany Kronos nie sprzyjały też bakterie Bacillus sp. (tab. 2).  

Badane mikroorganizmy glebowe najsilniej stymulowały wzrost siewek 
odmiany jarej Clipper, słabiej drugiej z odmian jarych Belinda, zaś dla odmiany 
ozimej Kronos były raczej inhibitorami wzrostu.  

Selekcja bakterii ryzosferowych promujących wzrost rzepaku 
rosnącego w obecności metali ciężkich  

Badane bakterie glebowe mogą zarówno stymulować, jak i hamować wzrost 
siewek rzepaku w środowisku zawierającym metale ciężkie.  

Bakterie P. fluorescens i Variovorax sp. na ogół nie wpływały na wzrost 
korzeni i hypokotyli siewek odmiany Kronos rosnących w zanieczyszczonym 
metalami środowisku, choć niekiedy obserwowano ich stymulujący efekt. Dodat-
kową inhibicję wzrostu, zwłaszcza korzeni siewek odmiany Kronos, spowodowaną 
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jonami metali często wywoływała inokulacja szczepami L. rhizovicina i S. ento-
mophila, rzadziej Flavobacterium sp. Najkorzystniejszy wpływ na wzrost siewek 
tej odmiany w obecności metali ciężkich miały bakterie Bacillus sp. i Bacteroidetes 
bacterium (rys. 1 i 2).  
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Rys. 1. Wyniki pomiarów długości korzeni siewek rzepaku odmiany Kronos rosnących  
w warunkach kontrolnych (Ctr), w obecności jonów Cd, Cu, Pb i Zn i/lub bakterii 
ryzosferowych. Szczepy bakterii są oznaczone pierwszymi literami nazw: Pf – P. fluorescens, 
Lr – L. rhizovicina, B sp. – Bacillus sp., F sp. – Flavobacterium sp., Bb – Bacteroidetes 
bacterium, Se – S. entomophila, V sp. – Variovorax sp.) — The length of seedlings roots of Kronos 
variety of oilseed rape growing under control conditions (Ctr), in the presence of Cd, Cu, Pb 
and Zn, and/or the rhizobacteria. Bacterial strains are denoted by first letters of their names  
 

W przypadku odmiany Belinda, mimo że obecność 50 μM miedzi lub inoku-
lacja którymkolwiek badanym szczepem bakterii stymulowała wzrost korzeni 
siewek, to jednoczesne występowanie tego stężenia miedzi i bakterii utrudniał ich 
wydłużanie. Podobny efekt zaobserwowano dla pojedynczego skumulowanego 
działania jonów ołowiu i bakterii (z wyjątkiem szczepu Variovorax sp.). Wyjąt-
kowe wydłużanie korzeni, przekraczające z kolei stymulujący efekt samych 
bakterii i samego metalu, obserwowano dla szczepów L. rhizovicina, Flavo-
bacterium sp. i Variovorax sp. przy 250 μM cynku oraz P. fluorescens i Flavo-
bacterium sp. przy 500 μM cynku. Bakterie, z wyjątkiem L. rhizovicina i Bacillus 
sp., zmniejszały toksyczność 50 μM kadmu na wzrost korzeni, ale przy wyższych  
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Rys. 2. Wyniki pomiarów długości hypokotyli siewek rzepaku odmiany Kronos rosnących 
w warunkach kontrolnych (Ctr), w obecności jonów Cd, Cu, Pb i Zn i/lub bakterii 
ryzosferowych. Szczepy bakterii są oznaczone pierwszymi literami nazw: Pf – P. fluorescens, 
Lr – L. rhizovicina, B sp. – Bacillus sp., F sp. – Flavobacterium sp., Bb – Bacteroidetes 
bacterium, Se – S. entomophila, V sp. – Variovorax sp.) — The length of seedlings hypocotyls 
of Kronos variety of oilseed rape growing under control conditions (Ctr), in the presence  
of Cd, Cu, Pb and Zn, and/or the rhizobacteria. Bacterial strains are denoted by first letters 
of their names  
 
stężeniach tego metalu raczej były dodatkowym stresorem (tab. 2, rys. 3). Wzrost 
hypokotyli siewek tej odmiany był stymulowany przez niemal wszystkie badane 
szczepy bakterii w obecności toksycznego kadmu i 50–100 μM miedzi, zaś hamo-
wany przez jednoczesną inokulację Flavobacterium sp. i obecność cynku. Szczep 
Variovorax sp., jedyny bakteryjny stymulator wzrostu hypokotyli siewek odmiany 
Belinda, chronił przed toksycznym działaniem 100 μM miedzi, 50 i 250 μM kadmu, 
ale kiedy indziej bywał dodatkowym inhibitorem tego wzrostu (tab. 2, rys. 4).  
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Rys. 3. Wyniki pomiarów długości korzeni siewek rzepaku odmiany Belinda rosnących  
w warunkach kontrolnych (Ctr), w obecności jonów Cd, Cu, Pb i Zn i/lub bakterii 
ryzosferowych. Szczepy bakterii są oznaczone pierwszymi literami nazw: Pf – P. fluorescens, 
Lr – L. rhizovicina, B sp. – Bacillus sp., F sp. – Flavobacterium sp., Bb – Bacteroidetes 
bacterium, Se – S. entomophila, V sp. – Variovorax sp.) — The length of seedlings roots  
of Belinda variety of oilseed rape growing under control conditions (Ctr), in the presence 
of Cd, Cu, Pb and Zn, and/or the rhizobacteria. Bacterial strains are denoted by first letters 
of their names  
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Rys. 4. Wyniki pomiarów długości hypokotyli siewek rzepaku odmiany Belinda rosnących 
w warunkach kontrolnych (Ctr), w obecności jonów Cd, Cu, Pb i Zn i/lub bakterii 
ryzosferowych. Szczepy bakterii są oznaczone pierwszymi literami nazw: Pf – P. fluorescens, 
Lr – L. rhizovicina, B sp. – Bacillus sp., F sp. – Flavobacterium sp., Bb – Bacteroidetes 
bacterium, Se – S. entomophila, V sp. – Variovorax sp.) — The length of seedlings 
hypocotyls of Belinda variety of oilseed rape growing under control conditions (Ctr), in the 
presence of Cd, Cu, Pb and Zn, and/or the rhizobacteria. Bacterial strains are denoted by 
first letters of their names  
 

Dla odmiany Clipper kiełkującej w środowisku zawierającym kadm i miedź, 
nawet w nietoksycznych stężeniach, obecność bakterii glebowych była na ogół 
stresorem hamującym wzrost siewek, a zwłaszcza wzrost korzenia. Wyjątkowo 
przy 50 μM miedzi szczepy L. rhizovicina, Bacteroidetes bacterium i Variovorax 
sp., a przy 100 μM miedzi B. bacterium stymulowały wydłużanie korzeni, ale dużo 
słabiej niż w środowisku wolnym od metali (tab. 2, rys. 5). Wzrost hypokotyli 
siewek tej odmiany inokulowanych wszystkimi bakteriami był silniejszy w obec-
ności 50 μM miedzi w porównaniu do siewek niezakażonych (tab. 2, rys. 6).  
W obecności cynku i ołowiu, metali, które nie były toksyczne dla siewek odmiany 
Clipper, bakterie w większości przypadków stymulowały ich wzrost, jedynie  
P. fluorescens w środowisku zawierającym 1000 μM cynku ograniczał wydłużanie 
korzeni (tab. 2, rys. 5 i 6).  
 



Grażyna Dąbrowska...  214 
**

*
**

*
**

*
**

*
**

*
**

*
**

*
**

*
**

*
**

*
**

*
**

*
**

** **
*

**
*

**
*

**
*

**
*

**
*

**
*

**
*

**
*

**
*

**
*

**
*

**
*

**
*

**
**

*
**

*
**

**
*

**
*

**
*

**
*

**
*

**
*

**
*

**
*

**
*

**
*

**
*

**
*

**
*

**
* **

*
**

*
**

*
**

*
**

**
*

**
*

**
*

**
*

**
*

**
*

**
*

**
*

**
*

**
*

**
*

**
*

**
*

**
**

*

*
**

*

**
*

** *
**

*

**
*

*

-2

0

2

4

6

8

10

12

14

16

Ctr Lr Fsp Se Ctr Lr Fsp Se Ctr Lr Fsp Se Ctr Lr Fsp Se Ctr Lr Fsp Se Ctr Lr Fsp Se Ctr Lr Fsp Se Ctr Lr Fsp Se Ctr Lr Fsp Se Ctr Lr Fsp Se Ctr Lr Fsp Se Ctr Lr Fsp Se Ctr Lr Fsp Se

 
Rys. 5. Wyniki pomiarów długości korzeni siewek rzepaku odmiany Clipper rosnących  
w warunkach kontrolnych (Ctr), w obecności jonów Cd, Cu, Pb i Zn i/lub bakterii 
ryzosferowych. Szczepy bakterii są oznaczone pierwszymi literami nazw: Pf – P. fluorescens, 
Lr – L. rhizovicina, B sp. – Bacillus sp., F sp. – Flavobacterium sp., Bb – Bacteroidetes 
bacterium, Se – S. entomophila, V sp. – Variovorax sp.) — The length of seedlings roots  
of Clipper variety of oilseed rape growing under control conditions (Ctr), in the presence 
of Cd, Cu, Pb and Zn, and/or the rhizobacteria. Bacterial strains are denoted by first letters 
of their names  
 

Najsilniejszy stymulujący wpływ bakterii na wzrost siewek w środowisku 
zawierającym miedź, cynk i ołów stwierdzono w przypadku odmiany jarej Clipper 
– dotyczyło to szczepów Bacteroidetes bacterium i L. rhizovicina oraz P. fluorescens 
i Variovorax sp. Wzrost korzeni siewek odmiany Belinda najsilniej stymulowały 
bakterie Flavobacterium sp. w obecności nietoksycznego cynku i toksycznych 
stężeń miedzi oraz Variovorax sp. wobec nietoksycznego cynku (tab. 2).  

Przeprowadzono trójczynnikową analizę wariancji ANOVA3 przedstawiającą 
interakcję: trzech odmian B. napus L. (Belinda, Clipper i Kronos), inokulację 
nasion siedmioma szczepami bakterii ryzosferowych i wariant kontrolny (brak 
inokulacji) oraz obecność w podłożu jonów metali ciężkich (miedź, kadm, ołów  
w stężeniach 50, 100, 250 μM; cynk – 250, 500, 1000 μM) na wzrost korzeni  
i hypokotyli siewek rzepaku. Stwierdzono, że szczepy Bacteroidetes bacterium  
i Variovorax sp. istotnie statystycznie wpływały na wydłużanie korzeni i hypokotyli 
wszystkich badanych odmian rzepaku. Ponadto bakterie P. fluorescens i Bacillus 
sp. stymulowały jedynie wzrost hypokotyli, a L. rhizovicina elongację korzeni. 
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Zarówno jony kadmu we wszystkich badanych stężeniach, jak i miedzi w naj-
wyższym stężeniu (250 μM) istotnie statystycznie hamowały wydłużanie korzeni  
i hypokotyli B. napus L. Obecność jonów cynku i ołowiu w zastosowanych 
stężeniach w najmniejszym stopniu hamowała wzrost organów siewek (tab. 3).  
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Rys. 6. Wyniki pomiarów długości hypokotyli siewek rzepaku odmiany Clipper rosnących 
w warunkach kontrolnych (Ctr), w obecności jonów Cd, Cu, Pb i Zn i/lub bakterii 
ryzosferowych. Szczepy bakterii są oznaczone pierwszymi literami nazw: Pf – P. fluorescens, 
Lr – L. rhizovicina, B sp. – Bacillus sp., F sp. – Flavobacterium sp., Bb – Bacteroidetes 
bacterium, Se – S. entomophila, V sp. – Variovorax sp.) — The length of seedlings hypocotyls 
of Clipper variety of oilseed rape growing under control conditions (Ctr), in the presence  
of Cd, Cu, Pb and Zn, and/or the rhizobacteria. Bacterial strains are denoted by first letters 
of their names  

Dyskusja  

Obecność metali ciężkich w glebie wywiera negatywny wpływ na wzrost  
i rozwój roślin uprawnych, a w efekcie na wysokość uzyskiwanych plonów (Khan  
i in. 2009). Przeprowadzone przez nas badania na siewkach odmiany ozimej i dwu 
odmian jarych rzepaku tylko częściowo potwierdzają te spostrzeżenia. Wrażliwość 
na obecność cynku, miedzi, kadmu i ołowiu wykazywała odmiana ozima Kronos, 
natomiast bardziej odporne na działanie powyższych czynników były odmiany jare 
Belinda i Clipper (tab. 2). Ponadto wykazano, że cynk i ołów, a także niektóre 
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stężenia jonów kadmu i miedzi stymulowały wzrost korzeni jarych odmian rzepaku. 
W większości zbadanych wariantów obecność w podłożu metali ciężkich w więk-
szym stopniu hamowała wzrost korzeni niż hypokotyli siewek. Zależność tę za-
obserwowano dla wszystkich badanych odmian rzepaku (tab. 2). Hamowaniu roz-
woju korzeni roślin sprzyja stres, wywołany np. obecnością jonów metali ciężkich. 
Wykazano, że w wyniku stresu spowodowanego obecnością metali ciężkich  
w podłożu, w roślinach wzrasta poziom etylenu, co powoduje zahamowanie roz-
woju korzeni (Zhuang i in. 2007, Gamalero i in. 2009). Nasze badania nie wyka-
zały znaczącego ujemnego wpływu jonów ołowiu i cynku na wzrost siewek 
badanych odmian jarych (tab. 2). Wierzbicka i Obidzińska (1998) analizując 
wpływ ołowiu na kiełkowanie Rumex thyrsiphlorus, także nie stwierdziły nega-
tywnego działania tych jonów na wzrost i rozwój badanych roślin.  

Hamowanie wzrostu siewek roślin przez wysokie stężenie metali ciężkich 
wynika z niedoboru białek związanych z jonami metali i syntezą etylenu,  
a niezbędnych dla metabolizmu komórek (Van Assche i Clijstres 2006, Saharan  
i Nehra 2011). Wzrost korzeni B. napus odmian ozimej i jarych był niemal 
całkowicie zahamowany w obecności najwyższych zastosowanych stężeń jonów 
miedzi i kadmu (tab. 2). Podobnych obserwacji dokonali Marchiol i in. (2004). 
Toksyczny wpływ kadmu jest związany z zaburzeniami przemian związków azo-
towych oraz obniżeniem przepuszczalności błon biologicznych i jego wpływem  
na strukturę DNA (Gruca-Królikowska i Wacławek 2006). Devi i Prasad (1998) 
zbadali wpływ miedzi na fizjologię rogatka sztywnego (Ceratophyllum demersum 
L.) i wykazali spadek ilości chlorofilu, najprawdopodobniej spowodowany przez 
peroksydację błon chloroplastów oraz zaburzenie transportu przez błony plazma-
tyczne wywołane nadmierną produkcją wolnych rodników.  

Kiełkowanie, wzrost i rozwój wielu gatunków roślin użytkowych mogą być 
promowane przez bakterie nazywane wówczas PGPR. W badaniach przeprowa-
dzonych na kiwi (Actinidia deliciosa) dowiedziono, że bakterie z rodziny Bacillus, 
Paenibacillus i Comamonas przyczyniały się do stymulacji formowania korzeni 
(Erturk i in. 2010). Gutierrez Manero i in. (2003) zidentyfikowali szczepy należące 
do Aureobacterium i Cellulomonas promujące wzrost i kiełkowanie nasion łubinu 
(Lupinus L.). Natomiast szczep P. fluorescens jest istotnym czynnikiem biolo-
gicznym wpływającym pozytywnie na powyższe procesy u ryżu (Oryza sativa L.) 
(Mishra i Sinha 2000). Siedem analizowanych przez nas szczepów bakterii 
wykazywało cechy PGPR, stymulując wzrost korzeni siewek rzepaku dla obu od-
mian jarych Belinda i Clipper, w przypadku tej ostatniej stymulowały one również 
wzrost hypokotyli. Dla odmiany Kronos obserwowano hamowanie rozwoju 
korzeni po inokulacji nasion analizowanymi szczepami (tab. 2, rys. 3, 5 i 6).  

Zdolność do wzrostu przy wysokich stężeniach metali ciężkich wykazują 
liczne drobnoustroje ryzosferowe, w tym bakterie PGPR. Mikroorganizmy wy-
korzystywane są do usuwania i redukcji zanieczyszczeń organicznych, a także 
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metali ciężkich (Mierek-Adamska i in. 2009). Poprzez produkcję specyficznych 
egzopolisacharydów mikroorganizmy są także w stanie wiązać metale takie jak 
ołów, kadm, kobalt, nikiel, miedź i cynk (Pérez 2008).  

Wzrost odmiany jarej rzepaku Clipper po zainokulowaniu nasion badanymi 
bakteriami PGPR był na ogół stymulowany w środowisku zawierającym cynk i 
ołów (najmniejszą skuteczność tego typu miały bakterie Bacillus sp.), ale często 
hamowany w obecności badanych stężeń miedzi i kadmu. To ostatnie zjawisko jest 
o tyle zaskakujące, że obecność samych bakterii bądź tylko jonów miedzi czy 
kadmu zwykle ułatwiała wzrost siewek tej odmiany (rys. 5 i 6). Także u odmiany 
Belinda obserwowano stymulowanie wzrostu korzeni siewek przez szczepy 
bakterii, ołów i 50 μM miedzi, ale tylko wówczas gdy pojedynczo występowały  
w środowisku, zaś jednoczesna aplikacja silnie go hamowała (rys. 3).  

Wszystkie szczepy stymulowały wydłużanie hypokotyli siewek odmiany 
Belinda w obecności 50–100 μM miedzi i kadmu, ale wzrost korzeni tylko przy 
50–100 μM kadmu (rys. 3 i 4). Rozwój korzeni siewek odmiany Belinda w śro-
dowisku zanieczyszczonym miedzią, cynkiem i kadmem najsilniej wspomagały 
bakterie Flavobacterium sp. (rys. 3). Zaś Bacteroidetes bacterium najsilniej stymu-
lował wzrost siewek Clipper w obecności jonów miedzi, cynku i ołowiu (rys. 5 i 6). 
Badane jare odmiany rzepaku różnią się wrażliwością na stymulujące działanie 
bakterii. W przypadku odmiany Clipper wszystkie bakterie nie tylko stymulują 
rozwój całych siewek (a nie tylko korzeni, jak miało to miejsce w przypadku 
odmiany Belinda), ale też silniej niwelują toksyczność metali, niekiedy nawet 
stymulując wzrost roślin w środowisku metali. Obecność bakterii Bacillus sp.  
i Bacteroidetes bacterium pomaga przetrwać siewkom odmiany Kronos w środo-
wisku zawierającym jony miedzi, cynku i kadmu (rys. 1 i 2).  

We wcześniejszych badaniach wykazaliśmy, że inokulacja nasion rzepaku 
ozimego odmiany Kronos bakteriami ryzosferowym, zwłaszcza Bacillus sp., Bacte-
roidetes bacterium, Flavobacterium sp. i S. entomophila, zwiększa ich energię 
kiełkowania w obecności jonów metali ciężkich w porównaniu z nasionami nieino-
kulowanymi (Dąbrowska i in. 2010). Wydaje się więc, że charakter oddziaływań 
bakterii glebowych może się zmieniać wraz ze stadium rozwojowym rośliny.  

Ochronne działanie bakterii PGPR przed szkodliwym działaniem metali cięż-
kich na rośliny wykazywano wielokrotnie. Wykazano, że Methylobacterium oryzae  
i Burkholderia sp. ograniczają toksyczny wpływ kadmu i niklu na wzrost pomidora 
(Madhaiyan i in. 2007). Szczepy Kluyvera ascorbata SUD 165 i mutant SUD 
165/26 stymulowały wzrost pomidora, rzepaku i kapusty sitowej w obecności 
hamujących stężeń jonów cynku (Gamalero i in. 2009). Doświadczenia prowa-
dzone na Azotobacter chroococcum HKN-h, B. megaterium HKP-1, B. mucilagi-
nosus HKK-1 i B. subtilis SJ-101 wykazały, że szczepy te chronią kapustę sitową 
przed toksycznym działaniem jonów cynku oraz stymulują jej wzrost w obecności 
tego metalu (Wu i in. 2006). Badania Wani i in. (2007) wykazały, że inokulacja 
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fasoli mung (Vigna radiata L. wilczek) bakteriami Pseudomonas aeruginosa 
wpływała na lepsze ukorzenianie i stymulowanie wzrostu oraz zmniejszoną aku-
mulację kadmu w biomasie. Sinha and Muherjee (2008) zaobserwowali poprawę 
wzrostu i redukcję pobierania kadmu u gorczycy i dyni rosnących w obecności 
Pseudomonas aeruginosa. Wzrost roślin i pobieranie składników odżywczych były 
stymulowane u jęczmienia szczepionego bakteriami Azospirillum lipoferum, 
Arthrobacter mysorens i Agrobacterium radiobacter, ale akumulacja kadmu  
i ołowiu była mniejsza (Belimov i in. 2004). Dell Amico i in. (2008) wykazali, że 
obecność bakterii Pseudomonas tolaasii i P. fluorescens wpływała na zwiększenie 
gromadzenia kadmu oraz stymulowała wzrost korzeni i pędów B. napus. Znaczne 
podwyższenie biomasy roślin oraz wzrost zawartości kadmu i ołowiu u kukurydzy 
i pomidora inokulowanych Burkholderia sp. stwierdzili Jiang i in. (2008). Stwier-
dzono zwiększenie wzrostu oraz zawartości kadmu i cynku u Sedum alfredii 
inokulowanego Burkholderia cepacia (Li i in. 2007).  

Podsumowanie  

Zastosowana metoda testowania szczepów bakteryjnych pozwala na skuteczną 
selekcję bakterii stymulujących wzrost rzepaku w glebach zanieczyszczonych 
metalami ciężkimi. Niezbędne są jeszcze badania polowe, które pozwolą potwier-
dzić wyniki badań laboratoryjnych w warunkach naturalnych. Ponieważ rzepak, 
jako roślina należąca do hyperakumulatorów, może być z dużym sukcesem 
stosowana w procesie fitoremediacji, to wyselekcjonowanie bakterii odpornych  
na stres metali ciężkich i jednocześnie o cechach PGPR względem tego gatunku, 
może zwiększyć wydajność tej technologii poprzez lepszą aklimatyzację roślin  
w niekorzystnych warunkach środowiskowych. Wyniki naszych badań wykazały, 
że każda z odmian rzepaku charakteryzuje się różną wrażliwością na obecność  
w podłożu metali ciężkich i bakterii PGPR. Stąd też niezbędne jest dopasowanie 
szczepów bakteryjnych, specyficznych dla każdego gatunku rośliny, a nawet od-
miany.  
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