promowanie wzrostu roslin, bakterie PGPR,
metale cigzkie, fitoremediacja,
dodatki doglebowe, osady sSciekowe

Anna NAPORA, Anna GROBELAK, Agnieszka PLACEK, Kamil NOWAK,
Matgorzata KACPRZAK*

WPLYW BAKTERII PGPR I DODATKOW DOGLEBOWYCH
NA PROMOWANIE WZROSTU ROSLIN

W niniejszej publikacji opisano wptyw skojarzonego oddziatywania bakterii promujacych wzrost ro-
$lin (PGPR) oraz dodatkéw doglebowych w postaci: wapna nawozowego, osadéw $ciekowych o ni-
skiej zawarto$ci metali cigzkich oraz stymulatora wzrostu (4-nitrofenolanu sodu) na promowanie
wzrostu kostrzewy czerwonej (Festuca rubra L.). Doswiadczenie Wykazato, ze wydajna stymulacje¢
wzrostu traw na terenach zanieczyszczonych metalami cigzkimi zapewnia kombinacja dodatkéw do-
glebowych zawierajaca osady $cickowe, ktore wptywaja na poprawe parametrow chemicznych, fi-
zycznych i biologicznych gleby. Laczne dziatanie wapna, osadéw $ciekowych, stymulatora wzrostu
oraz konsorcjum bakteryjnego okazato si¢ najskuteczniejsza kombinacja promujaca wzrost roélin na
terenach zdegradowanych.

1. WSTEP

W procesie fitoremediacji, wykorzystuje si¢ naturalne wiasciwosci roslin do magazy-
nowania metali cigzkich w tkankach [1, 2]. Przykladem takich ro$lin sg trawy z rodzaju
kostrzew, ktore sg wykorzystywane do stworzenia okrywy wegetatywnej na terenach po-
kopalnianych i hatdach. Rosliny te kumuluja metale glowne w tkankach podziemnych, co
ogranicza ryzyko spozycia metali przez zwierzeta. Trawy te wytwarzajg stosunkowo roz-
budowany system korzeniowy, ktory zabezpiecza glebe przed erozjg i wyptukiwaniem
metali z podtoza [3, 4].

Skazenie gleby metalami ciezkimi moze skuteczne ogranicza¢ proces rekultywacji
gruntow poprzez zmniejszenie zdolnosci roslin do wzrostu i tym samym uzyskanie mniej-
szej biomasy. W tym przypadku nalezy zastosowa¢ dodatkowa promocje wzrostu roslin.
Bakterie ryzosferowe (ang. PGPR - plant growth promoting rhizobacteria), zdolne sa do
namnazania nawet przy wysokich stezeniach metali cigzkich, moga bezposrednio ograni-
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cza¢ toksycznos¢ szkodliwych dla roslin jonéw poprzez ich wewnatrzkomorkowe wiaza-
nie. Ryzobakterie moga tez posrednio zwigksza¢ warto$¢ adaptacyjng roslin zasiedlajacych
tereny skazone poprzez stymulacje ich wzrostu i rozwoju [5, 6]. Stymulacja ta polega na:
syntezie zwigzkow wykorzystywanych przez ro$liny - fitohormonow, takich jak: auksyny,
gibereliny, cytokininy, kwas abscysynowy oraz inhibitorow syntezy etylenu (rhizobitoksy-
na, deaminaza 1-aminocyklopropano-1-karboksylowa). Bakterie PGPR mogg zwigkszaé
tez zdolnos¢ roslin do pobierania sktadnikow odzywczych, np. azotu (redukcja azotu pod
wplywem enzymatycznego kompleksu nitrogenezy), fosforu (wzrost rozpuszczalnosci
form nieorganicznych, mineralizacja form organicznych pierwiastka) i zelaza (siderofory)
oraz moga hamowac i zapobiega¢ rozwojowi chordb roslin przy udziale metabolitow bak-
terio- i grzybobojczych, w tym antybiotykow [3, 7].

Dobre rezultaty w zwigkszeniu biomasy ro$lin mozna tez uzyska¢ poprzez zastosowa-
nie odpowiednich dodatkow doglebowych takich jak osady $cickowe czy stymulatorow
wzrostu m.in. 4-nitrofenolan sodu [4, 8].

Osady przeznaczone do wykorzystania nieprzemystowego powinny spetnia¢ wymaga-
nia dotyczace ich stanu sanitarnego (zawarto$¢ czynnikow chorobotworczych: grzybow
1 bakterii, jaj pasozytéw i wirusdw) oraz chemicznego (m.in. zawartosci metali cigzkich ze
wzgledu na ich toksyczne oddziatywanie na organizmy zywe i mozliwos$ci bioakumulacji).
Z tego wzgledu najbardziej racjonalne wydaje si¢ wykorzystanie osadow $ciekowych po-
chodzacych z przemyshu spozywczego. W osadach tych zawartos¢ wymienionych substan-
¢ji i niepozadanych mikroorganizmow jest na ogot nizsza od normatywnych wynikow dla
osadow z innych zrodel. Bogate w azot, fosfor, mikroelementy oraz tatwo rozkladalna
substancje organiczng osady Sciekowe uwalniajg podczas procesu mineralizacji sktadniki
pokarmowe. Ponadto, osady $ciekowe, a doktadniej materia organiczna w nich zawarta,
wplywaja korzystnie zarowno na fizyczne, chemiczne, jak i mikrobiologiczne wlasciwosci
gleb[2, 9, 10].

Zwiazki fenolowe stanowig natomiast zréznicowang grupe wtornych metabolitow ro-
slinnych aktywowanych przez rézne stresy biotyczne i abiotyczne. Biorg one udzial w
wielu reakcjach obronnych, w tym: chelatowaniu metali oraz obronie przed niekorzystny-
mi warunkami pogodowymi. Mechanizmy te rownowazg negatywne oddzialywania $ro-
dowiska i pozwalaja utrzyma¢ produktywnosc¢ roslin nawet w warunkach stresowych.

Celem niniejszych badan byta ocena tacznego wptywu mikroorganizméw ryzosfero-
wych oraz dodatkow doglebowych w postaci: osadow $ciekowych oraz stymulatora wzro-
stu (4-nitrofenolan sodu) na optymalizacje wzrostu roslin w glebach skazonych metalami
ciezkimi.
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2. ZAKRES | METODYKA BADAN

Materiat ro$linny stanowily nasiona kostrzewy czerwonej (Festuca rubra L.) pocho-
dzace z Zaktadu Hodowlano-Produkcyjnego w Nieznanicach.

Jako podtoze wykorzystano silnie zanieczyszczong glebg pochodzaca z terenow przyle-
gtych do huty cynku w Miasteczku Slaskim, potozonej w centralnej czesci wojewodztwa
slaskiego, w powiecie tarnogorskim (tabela 1). Glebe przesiano przez sita o srednicy otwo-
réow 1 mm. Ze wzgledu na niskie pH do tak przygotowanego podtoza dodano wapna nawo-
zowego (0,8% procent wagowy). Zastosowano 4 kombinacje podtoza z dodatkami (tabela
2). Jako dodatek organiczny wprowadzono ustabilizowane tlenowo osady Sciekowe
z przemyshu spozywczego charakteryzujace si¢ niskg zawartoScig metali cigzkich (odpo-
wiednio: Cd - 0,49 mg/kg s.m; Pb -17,5 mg/kg s.m.; Zn - 193,6 mg/kg s.m.) [4, 11]. Jako
stymulator wzrostu zastosowano 0,6% wodny roztwor 4-nitrofenolanu sodu. Doswiadcze-
nie wazonowe prowadzono w doniczkach o wymiarach: §rednica 10 cm; wysokos$¢ 12 cm.
Dla kazdej kombinacji dodatkow wykonano trzy powtorzenia. Kontrolg stanowily rosliny
nie szczepione izolatami bakterii (tabela 3).

Tabela 1. Charakterystyka gleby pobranej z Miasteczka Slaskiego [12]

Sktad granulometryczny Piasek stabo gliniasty
pH Kwasne <3,94-4,46>
Srednia zawarto$¢ Zn 117,43 ppm
Srednia zawartos¢ Cd 2,93 ppm
Srednia zawarto$¢ Pb 176,64 ppm

Tabela 2. Rodzaj podtoza i dodatkow ( % m/m),
,,»*+”7 ro$liny szczepione konsorcjum bakteryjnym; .- kontrola bez bakterii)

Lp. Rodzaj podtoza Dodatek bakterii
P1 Gleba+ wapno nawozowe (0,8% m/m) + -

P2 Gleba + wapno nawozowe (0,8% m/m) . i
+ osady $ciekowe (0,8% m/m)

P3 Gleba + wapno nawozowe (0,8% m/m) . i
+ stymulator wzrostu (0,6% m/v)
Gleba+ wapno nawozowe (0,8% m/m)
P4 + osady $ciekowe (0,8% m/m) + -

+ stymulator wzrostu (0,6% m/v)

Materiat mikrobiologiczny stanowito 10 izolatow bakterii (tabela 3) wyizolowanych ze
srodowiska naturalnego terenu odziatywania huty cynku w Miasteczku Slgskim z korzeni
3 roslin:
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- kostrzewa czerwona (Festuca rubra L.) - ,,K”,

- mietlica pospolita (Agrostis capillaris L.) - ,M”,

- rzodkiewnik pospolity (Arabidopsis thaliana L. Heynh) - ,, R”.

Do konsorcjum wybrano izolaty, ktdre w testach biochemicznych wykazywaty wysoka
zdolno$¢ do promowania wzrostu roslin.

Zastosowano takze dwa szczepy pochodzace z kolekcji Instytutu Inzynierii Srodowi-
ska: Bacillus subtilis (11), Azospirillum brasiliense (12), wykazujace whasciwosci promo-
wania wzrostu roslin w warunkach stresowych.

Tabela 3. Charakterystyka izolatéw bakterii wybranych do inokulacji ro$lin

Roslina Barwienie . - .
Morfologia kolonii izolatu Pozgdana cecha
donorowa Grama
K1 - okragla, z0tta, matowa, wypukta przyswajanie fosforu
okragk kta, ml biat
K3 - agta, wypuida, fieczno biatd, aktywno$¢ deaminazy ACC
blyszczaca
okragta, mleczno biata, nieregularne L, .
M2 - ) aktywnos¢ proteolityczna
brzegi, blyszczaca
aktywnos¢ proteolityczna,
M6 - okragta, mleczno biata, blyszczaca produkcja hormonu
wzrostu (I1AA)
R3 - z0lta, okragla, blyszczaca aktywno$¢ deaminazy ACC
R10 okragla, nieregularne brzegi, zotta, produkcja hormonu
przezroczysta, blyszczaca wzrostu (I1AA)
L, produkcja hormonu
R12 + z6tta, okragla, blyszczaca
wzrostu (I1AA)
R14 jasnozotta, okragta, wypukta, blysz- | aktywno$¢ proteolityczna,
czaca przyswajanie fosforu
11 + matowa, biala, okragta aktywnos$¢ deaminazy ACC
12 - blyszczaca, pomaranczowa przyswajanie fosforu

Kolejny etap obejmowat immobilizacj¢ wybranych szczepéw w alginianie sodu. Do-
$wiadczenie obejmowato przygotowanie roztworu alginianu sodu o stgzeniach 2% miv
z dodatkiem pozywki LB (Luria Bertani) (0,8 g na 40 ml ddH,O) i roztworu chlorku wap-
nia o stezeniu 2,5% m/v. Odczynniki przygotowano poprzez rozpuszczenie w wodzie de-
jonizowanej.

Do tak otrzymanego roztworu alginianu sodu dodano pellet bakterii (bakterie namno-
zono W 10 ml ptynnej pozywki LB do wartosci OD 600 nm = 1, nastgpnie odwirowano
uzyskujac pellet) i mieszano do uzyskania jednorodnej zawiesiny. Tak uzyskana zawiesing
przeniesiono do cylindra i wkraplano do roztworu chlorku wapnia. Uzyskano ztoze w po-
staci kulek 1,5-3 mm. Po czasie 10 minut kondycjonowania odsaczono ztoze kulkowe na
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lejku Buchnera i przemyto woda destylowang [13]. Kolejnym etapem do$wiadczenia byto
rozprowadzenie zimmobilozowanych bakterii do wczesniej przygotowanej gleby. Stezenie
komérek bakterii obliczono dla OD 600 nm = 1,0 i wynosito ono 60-10"° do 10°? komérek
na doniczke [14]. Do gleby kontrolnej wprowadzono takze ztoze alginianu bez bakterii.
W kombinacjach P3 i P4 (tabela 2) ro$liny podlewano 0,6% wodnym roztworem stymula-
tora wzrostu, cyklicznie co 2 tygodnie w objetosci 10 ml na doniczke. Doswiadczenie byto
prowadzone w komorze fitotronowej w warunkach kontrolowanych, optymalnych dla
wzrostu i rozwoju traw (temperatura: 21 °C w dzien i 18 °C w nocy; wilgotnosci ok. 85%).
Wzrost roslin zakonczono po 3 miesigcach trwania do§wiadczenia. Po tym czasie okreslo-
no morfologie roslin i przeprowadzono analize uzyskanej biomasy wzgledem kontroli.
Nadziemng czgé¢ oddzielono od korzenia, a nastgpnie zwazono. Korzenie ro$lin zostaty
wyplukane pod biezacag woda w celu pozbycia sie resztek gleby, a nastepnie przeptukane
wodg dejonizowana. Po wysuszaniu w temperaturze 50 °C uzyskana biomasa zostata zwa-
Zona.

3. WYNIKI I WNIOSKI

Oceng wiasciwosci promowania wzrostu roslin na glebie z dodatkami (tabela 2) okre-
$lono na podstawie pomiaru biomasy roslin oraz wzrostu wydluzeniowego roslin szcze-
pionych konsorcjum, w porownaniu do proby kontrolnej (kontrola z roslinami bez bakte-
rii). Doswiadczenie Wykazato, ze zaszczepienie roslin konsorcjum bakteryjnym wplyneto
W znaczny sposob na mas¢ i wzrost wydtuzeniowy zarowno korzenia jak i pedu nadziem-
nego kostrzewy czerwonej (rys. 1-4). W doswiadczeniu przeprowadzonym przez Sheng
i in. (2008) [15] badano zdolnos¢ 2 izolatow bakterii (Pseudomonas fluorescens G10, Mi-
crobacterium sp. G16 (EN) do promowania wzrostu roslin (rzepaku ozimego). Izolaty te
odznaczaty si¢ zdolno$cig do produkcji ACC deaminazy, hormonu wzrostu IAA, oraz
produkcji sideroforow. Stwierdzono, iz po zaszczepieniu rzepaku ozimego (Brassica na-
pus), wybranymi szczepami bakterii P. fluorescens G10 oraz Microbacterium sp. G16
(EN) odnotowano dla roslin wzrost dlugosci i biomasy korzenia oraz dtugosci todygi. Za-
obserwowano wzrost biomasy czgsci nadziemnej i podziemnej o 59% [15]. W przypadku
wzrostu wydtuzeniowego todygi kostrzewy czerwonej (rys. 1) najlepsze rezultaty uzyska-
no dla kombinacji dodatkéw P4 (wapno nawozowe + osady sciekowe + 4-nitofenolanu
sodu), zarowno dla kombinacji z konsorcjum bakteryjnym jak i bez. W przypadku gleby
P2 (wapno nawozowe + osady Sciekowe) zaobserwowano znaczng roznice we wzroscie
lodygi po zaszczepieniu ro$lin konsorcjum bakteryjnym. Roznica ta moze $wiadczyé
0 tym, iz wraz z osadami $ciekowymi do gleby wprowadzono mikroorganizmy patoge-
niczne dla roslin. W literaturze przedmiotu [10] znaleZz¢ mozna doniesienia, iz aplikacja
osadow do gleby wplywa nie tylko na wzrost populacji bakterii, ale takze i grzybow. Ba-
dania prowadzone przez Nowaka i inni (2010) wykazaly, ze osady Sciekowe zwiekszajg
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w glebach populacje grzybow, takich jak: Mucor czy Fusarium, ktore sa mikroorgani-
zmami patogenicznymi dla roslin [10]. W przeprowadzonym doswiadczeniu, w sktad kon-
sorcjum bakteryjnego wchodzity bakterie o wiasciwosciach przeciwgrzybiczych. Prawdo-
podobnie bakterie PGPR w postaci konsorcjum hamowaty rozwoj grzybow, potencjalnych
patogenow roslin. Wyniki przeprowadzonych badan sg podobne do uzyskanych przez Cho
i inni (2007) i potwierdzaja, ze bakterie PGPR maja przeciwgrzybicze wiasciwosci [16],
a dodatek osadoéw $ciekowych wplywa pozytywnie na wzrost roslin [4].
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Rys. 1. Kostrzewa czerwona (Festuca rubra L.) — wzrost wydtuzeniowy todygi

W przypadku wzrostu wydtuzeniowego korzenia (rys. 2) najlepszy efekt zaobserwowa-
no dla kombinacji dodatkéw P2 (wapno nawozowe + osady Sciekowe) ze szczepieniem
roslin konsorcjum bakteryjnym. W sktad zastosowanego konsorcjum (tabela 3) wchodzity
bakterie odznaczajace si¢ wysoka aktywnoscig deaminazy ACC. Badania na psiance czar-
nej (Solanum nigrum L.) przeprowadzone przez Long’a i inni (2008) wykazaty, ze gdy
aktywnos$¢ bakteryjnej deaminazy ACC jest wigksza, to korzenie roslin sg dtuzsze. Drugim
zaobserwowanym faktem byt spadek poziomu etylenu wraz ze wzrostem aktywnos$ci dea-
minazy ACC [17]. Najmniejszy wzrost wydtuzeniowy zaobserwowano dla kombinacji
dodatkow P3 (wapno nawozowe + 4-nitrofenolan sodu), co moze $wiadczy¢ o tym iz
zwigzek ten ulegt flokulacji w zbyt niskim pH gleby [8].

Dla kostrzewy czerwonej najlepsze rezultaty dla przyrostu biomasy todygi (rys. 3) za-
obserwowano dla kombinacji dodatkow P2 (wapno nawozowe + osady $ciekowe) oraz P4
(wapno nawozowe + osady Sciekowe + 4-nitofenolan sodu). Badania prowadzone przez
innych autoréw [4] potwierdzily, Zze na plon uzyskanej biomasy w duzym stopniu miata
wplyw zasobnos$¢ gleby w sktadniki biogenne oraz poziom wilgotnosci. Ponadto badania
te wykazaty bardzo korzystny wptyw nawozenia osadami $ciekowymi na wzrost i funkcjo-
nowanie ro$lin w procesie fitoremediacji na terenach zanieczyszczonych metalami ci¢zki-
mi [4].
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Rys. 2. Kostrzewa czerwona (Festuca rubra L.) — wzrost wydtuzeniowy korzenia
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Na rys. 4 przedstawiono przyrost biomasy korzenia dla r6znych kombinacji dodatkoéw
glebowych ze szczepieniem ro$lin konsorcjum bakteryjnym i bez szczepienia.

Uzyskane wyniki potwierdzaja, iz najskuteczniejsza w promowaniu wzrostu roslin
okazata si¢ kombinacja dodatkow P4 (wapno nawozowe + osady $ciekowe + 4-nitofenolan
sodu) zardwno z wariantem szczepienia roslin bakteriami jak i bez bakterii. W tym przy-
padku dodatek osadow $ciekowych miat wpltyw na poprawe parametrow glebowych oraz
podwyzszenie pH gleby [4], co wplyngto na lepsze przyswajanie 4-nitrofenolanu sodu,
ktory nie ulegt flokulacji [8].

4. PODSUMOWANIE

Przeprowadzone badania potwierdzily, ze wykorzystane w do$§wiadczeniu konsorcjum
bakteryjne posiada zdolno$¢ do naturalnego promowania wzrostu roslin. Mozna przypusz-
czaé iz zastosowane konsorcjum bakteryjne wptywa na poprawe wzrostu roslin poprzez:

- wydzielanie enzymdw proteolitycznych,

- zwigkszenie przyswajania fosforu,

- zmniejszenie skutkow stresu roslin (deaminaza ACC rozktadajgca prekursor etylenu),

- produkcje hormonu wzrostu (IAA),

- wydzielanie substancji przeciwgrzybicznych [3].

Tereny zdegradowane na ogot sa pozbawione okrywy roslinnej, to wpltywa na ich po-
datno$¢ na erozj¢ i moze prowadzi¢ do przedostawania si¢ zanieczyszczen do kolejnych
elementow Srodowiska [18]. Dlatego wazne jest promowanie wzrostu roslin tak aby po-
wstata zwarta okrywa roslinna zabezpieczajaca grunty.

Dodatki glebowe w procesie wspomaganej fitoremediacji byty stosowane w celu zaini-
cjowania wzrostu roslin oraz poprawy stabilizacji metali [4]. Skuteczna w promowaniu
wzrostu kostrzewy czerwonej (Festuca rubra L.) okazaty si¢ kombinacje dodatkow zawie-
rajace osady Sciekowe: P2 i P4. Uzyskane wyniki potwierdzaja, iz bardzo racjonalne wyda-
je si¢ wykorzystanie osadow Sciekowych (o niskiej zawartosci metali cigzkich) do uzyz-
niania i rekultywacji gleb stabych biologicznie i zdegradowanych.

Autorki A. Napora oraz A. Placek otrzymaly stypendium w ramach projektu Dok-
toRIS — Program stypendialny na rzecz innowacyjnego Slgska wspotfinansowanego
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INFLUENCE OF PGPR BACTERIA AND SOIL ADDITIVES ON PLANT GROWTH PROMOTION

This publication describes the impact of combined impact of plant growth-promoting bacteria
(PGPR) and soil additives: lime, sewage sludge with a low content of heavy metals and organic plants
growth stimulator (4-nitrophenol sulfate), on the promotion of the growth of red fescue (Festuca rubra
L.). This study has shown that the effective promotion of the growth of grass on areas degraded by heavy
metals provides a combination of soil additives containing sewage sludge. The soil amendments improve
the chemical, physical and biological parameters of the soil.

Cumulative impact of the lime, sewage sludge, growth stimulator and a consortium of bacteria
proved the most effective combination of plant growth promotion on degraded areas.



