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Kdo  3-deoxy-D-manno-oct-2-ulosonic acid, 

 kwas 3-deoksy-D-manno-okt-2-ulozonowy 

Kdx  1-carboxy-2-keto-3-deoxy sugar, 1-karboksy-2-keto-3-deoksy cukier 

Km      kanamycin, kanamycyna 

LDE  Laser Doppler Electrophoresis, laserowa dopplerowska elektroforeza  

LMW  low molecular weight, forma niskocząsteczkowa 



` 

10 

 

LPS  lipopolysaccharide, lipopolisacharyd 

Man  mannose, mannoza 

MIC  minimum inhibitory concentration, minimalne stężenie powodujące 

inhibicję  

mRNA  messenger RNA, informacyjny RNA 

NF  Nod factor, czynnik Nod 

NFR  Nod factor receptor, receptor czynnika Nod  

NPS  neutral polysaccharide, polisacharyd neutralny, glukomannan 

Nx      nalidixic acid, kwas nalidyksowy 

OD  optical density, gęstość optyczna 

PAH  polycyclic aromatic hydrocarbons, policykliczne węglowodory 

aromatyczne 

PALS  Phase Analysis Light Scattering, analiza fazowa światła rozpraszanego 

PCB  polychlorinated bifenyl, polichlorowane bifenyle 

PGPR  plant growth promoting rhizobacteria, bakterie glebowe promujące 

wzrost roślin 

ppm parts per milion, liczba części na milion 

pSym  plazmid symbiotyczny 

Pyr  pyruvyl group, reszta pirogronianowa 

Rha  rhamnose, ramnoza 

Rif      rifampicin, ryfampicyna 

RNA  ribonucleic acid, kwas rybonukleinowy 

rpm  revolutions per minute, obroty na minutę 

SFE  surface free energy, swobodna energia powierzchniowa 

SOD  superoxide dismutase, dysmutazaponadtlenkowa 

Suc  succinyl group, reszta bursztynylowa 

Tris-HCl  tris(hydroxymethyl)aminomethane hydrochloride,  

chlorowodorek trishydroksometyloaminometanu 

VSS  volatile suspended solids, lotne zawiesiny 

ZIP  ZRT/IRT-like protein, transporter jonów dwuwartościowych  

ZRT  zinc-regulated transporter, transporter jonów cynku 

Zur  zinc uptake regulator, regulator wychwytu cynku 

  



` 

11 

 

1. Streszczenie 

Rośliny bobowate (Fabaceae) są organizmami odgrywającymi istotną rolę w życiu 

człowieka. Stanowią one bogate źródło białka, służą jako nawozy naturalne oraz 

polepszają żyzność gleb. W warunkach niedoboru azotu rośliny bobowate są zdolne do 

nawiązywania symbiozy z bakteriami glebowymi, które w procesie tzw. biologicznego 

wiązania azotu (ang. Biological Nitrogen Fixation, BNF), przekształcają wolny azot 

atmosferyczny w formy amonowe dostępne dla roślin. Do najważniejszej grupy 

mikroorganizmów zdolnej do przeprowadzania BNF należą bakterie z rodziny 

Rhizobiaceae, zwanymi powszechnie ryzobiami.  

Na symbiozę pomiędzy roślinami bobowatymi a ryzobiami wpływa wiele czynników 

środowiskowych, takich jak: temperatura, pH, zasolenie gleby, potencjał 

oksydoredukcyjny oraz jony metali ciężkich. Wśród tych czynników najgroźniejszym 

w kontekście zanieczyszczenia środowiska oraz zdrowia człowieka są metale ciężkie, 

których obecność w glebie spowodowana jest głównie stale postępującą industrializacją 

oraz urbanizacją. Akumulacja metali ciężkich w roślinach uprawnych prowadzi do 

zahamowania ich wzrostu oraz symbiozy z bakteriami wiążącymi azot. Na szczególną 

uwagę zasługuje tutaj cynk, który w stężeniach fizjologicznych pełni rolę mikroelementu 

i jest niezbędny do prawidłowego rozwoju oraz funkcjonowania, zarówno roślin, jak 

i ryzobiów. Natomiast jego stężenie przekraczające zapotrzebowanie organizmów na ten 

pierwiastek prowadzi do zaburzeń w procesach metabolicznych zachodzących 

w komórkach. W konsekwencji może dochodzić do ich śmierci. Aby przetrwać 

niekorzystne warunki oraz zachować zdolność do nawiązywania interakcji 

symbiotycznych z roślinami, ryzobia wykształciły szereg mechanizmów obronnych, 

z których do najważniejszych należy zdolność produkcji oraz sekrecji do otoczenia 

znacznej ilości polisacharydu (EPS). Polimer ten stanowi naturalną barierę chroniącą 

bakterie wolnożyjące przed niekorzystnymi warunkami panującymi w glebie, a także jest 

niezbędnym czynnikiem umożliwiającym nawiązanie symbiozy z gospodarzem roślinnym. 

Co więcej, właściwości EPS dają możliwość na wykorzystanie ryzobiów w różnych 

technikach remediacyjnych, takich jak bioremediacja, czy też jako organizmy 

wspomagające wzrost roślin (ang. plant growth promoting rhizobacteria, PGPR). 

Dotychczas nie przeprowadzono kompleksowych badań dotyczących wpływu jonów 

cynku na własności fenotypowe oraz symbiotyczne ryzobiów, a także niewiele jest 

informacji na temat roli, jaką może pełnić EPS w ochronie tych bakterii przed stresem 

wywołanym obecnością metali ciężkich w glebie. Dlatego też, przedmiotem badań 

opisanych w niniejszej rozprawie było ustalenie roli tego polimeru w adaptacji bakterii 
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Rhizobium leguminosarum bv. trifolii do stresu środowiskowego wywołanego obecnością 

jonów cynku oraz przeprowadzenie szczegółowej charakterystyki wpływu jonów Zn2+ na 

komórki ryzobiów i układ symbiotyczny ryzobia-rośliny bobowate, a także określenie 

wydajności biosorpcji tych jonów przez cząsteczki EPS. 

Przeprowadzone doświadczenia pozwoliły stwierdzić, że obecność jonów Zn2+ 

negatywnie wpływa na wiele procesów fizjologicznych oraz własności fenotypowych 

komórek ryzobiów, ale również stymuluje ich mechanizmy ochronne. Wykazano, że jony 

cynku hamują wzrost badanych mikroorganizmów oraz wpływają negatywnie na ich 

przeżywalność, jak również powodują obniżenie ruchliwości i wydajności oddychania 

komórek ryzobiów. Ustalono, że spośród testowanych bakterii, najbardziej odporne na 

szkodliwe działanie cynku okazały się być szczepy, które produkowały zwiększoną ilość 

EPS [Rt24.2(pBA1) i Rt24.2(pBR1)] w porównaniu do szczepu dzikiego (Rt24.2). 

Ponadto, zaobserwowano, że obecność jonów Zn2+ w środowisku wzrostu stymuluje 

bakterie do zwiększonej produkcji EPS i innych polisacharydów powierzchniowych, 

tworzenia większej ilości biofilmu, a także działa na wzrost aktywności enzymów 

komórkowych odpowiedzialnych za usuwanie wolnych rodników. Stwierdzono także, że 

wpływ czynnika stresowego na właściwości fizykochemiczne komórek bakterii, 

szczególnie na ich ruchliwość elektroforetyczną, zależy od ilości syntetyzowanego EPS, 

fazy wzrostu bakterii, liczby martwych komórek oraz stężenia jonów cynku i pH 

środowiska. Wyniki badań pokazały również, że obecność jonów Zn2+ istotnie obniża 

efektywność symbiozy szczepów ryzobiowych z koniczyną łąkową, działając negatywnie 

zarówno na mikrosymbionta, jak i gospodarza roślinnego. Zauważono, że szczepy 

nadprodukujące EPS charakteryzowały się dużo lepszą adhezją do korzeni koniczyny oraz 

efektywnością symbiozy. Analizy mające na celu określenie wydajności biosorpcji jonów 

cynku przez EPS wyizolowany ze szczepu Rt24.2 wykazały, że polimer ten posiada dobre 

właściwości sorpcyjne. 

Podsumowując, w niniejszej pracy wykazano, że EPS pełni kluczową rolę 

w adaptacji wolnożyjących bakterii R. leguminosarum bv. trifolii do warunków stresowych 

wywołanych obecnością jonów cynku, jak również podczas ich symbiozy z koniczyną 

łąkową. Nadprodukcja EPS zapewnia ryzobiom skuteczniejszą adaptację do warunków 

stresowych, a także zwiększa możliwość ich zastosowania w procesach remediacji. 

Co więcej, dobre właściwości sorpcyjne EPS dają możliwość zastosowania go 

w biotechnologii, jako polimeru wydajnie wiążącego jony Zn2+. 

 

Słowa kluczowe: symbioza ryzobia-rośliny bobowate, metale ciężkie, cynk, 

egzopolisacharyd 
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2. Abstract 

Legumes (Fabaceae) are organisms that play an important role in human life. They 

are a rich source of protein, serve as natural fertilizers and improve soil fertility. Under 

nitrogen deficiency, legumes are capable of establishing symbiosis with soil bacteria, 

which transform free atmospheric nitrogen into ammonium (forms available to plants) in 

the process of so-called Biological Nitrogen Fixation (BNF). The most important group of 

microorganisms capable of carrying out BNF are bacteria from the Rhizobiaceae family, 

commonly called rhizobia. 

The symbiosis between legumes and rhizobia is affected by many environmental 

factors, such as temperature, pH, soil salinity, oxidoreductive potential and heavy metal 

ions. The most dangerous among them, in the context of environmental pollution and 

human health, are heavy metals. Their presence in soil is mainly caused by constantly 

progressing industrialization and urbanization. The accumulation of heavy metals in crops 

leads to inhibition of their growth and symbiosis with nitrogen-fixing bacteria. The 

element that deserves special attention is zinc. On the one hand, in physiological 

concentrations it plays the role of a micronutrient and it is necessary for the proper 

development and functioning of both plants and rhizobia. On the other hand, its 

concentration exceeding the organism's demand leads to disorders in cellular metabolic 

processes, which may result in their death. To survive adverse conditions and preserve the 

ability to establish symbiotic interactions with plants, rhizobia has developed a number of 

defensive mechanisms. The most important among them is the ability to produce and 

release a significant amount of polysaccharide (EPS) to the environment. This polymer is a 

natural barrier that protects free-living bacteria against unfavorable soil conditions. It is 

also an essential factor enabling symbiosis with the plant host. Moreover, the properties of 

EPS create the opportunity to use rhizobia in various remediation techniques, such as 

bioremediation, or as plant growth promoting rhizobacteria (PGPR). 

Thus far, no comprehensive research has been conducted into the effects of zinc 

ions on the phenotypic and symbiotic properties of rhizobia. Not much is known about the 

contribution of EPS in protecting these bacteria from heavy metal stress. Therefore, the 

purpose of the experiments described in this dissertation was to determine the role of this 

polymer in the adaptation of the bacterium Rhizobium leguminosarum bv. trifolii to 

environmental stress caused by the presence of zinc ions. A detailed characterization of the 

effect of Zn2+ ions on rhizobia cells and the rhizobia-legumes symbiosis was conducted. 
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Additionally, the efficiency of biosorption of these ions by EPS molecules was determined. 

The conducted experiments showed that the presence of Zn2+ ions negatively affects many 

physiological processes and phenotypic properties of rhizobia cells, but also stimulates 

their protective mechanisms. Zinc ions have been shown to inhibit the growth of the 

studied microorganisms and negatively affect their survival rate, as well as reduce the 

mobility and efficiency of rhizobia cell respiration. Among the tested bacteria, the strains 

that produced an increased amount of EPS [Rt24.2 (pBA1) and Rt24.2 (pBR1)] proved to 

be the most resistant to the harmful effects of zinc compared to the wild strain (Rt24.2). In 

addition, it has been observed that the presence of Zn2+ ions in the growth environment 

stimulates bacteria to increase the production of EPS and other surface polysaccharides, 

form larger amounts of biofilm, and also increase activity of cellular enzymes responsible 

for the removal of free radicals. The presence of this stress factor causes a variety of 

changes in the physicochemical properties of the bacterial cell, especially in 

electrophoretic mobility, dependingly on the amount of EPS synthesized, the phase of 

bacterial growth, the number of dead cells as well as the concentration of zinc ions and the 

pH of environment. Additionally, Zn2+ ions reduce effectiveness of the symbiosis between 

rhizobial strains and clover, negatively affecting both microsymbiont and plant host. It was 

observed that strains overproducing EPS were characterized by much better adhesion to 

clover roots and the efficiency of symbiosis. The EPS isolated from the Rt24.2 strain 

showed good ability to sorb Zn2+ ions. 

Summarizing, EPS plays a key role in the adaptation of the free-living bacteria 

R. leguminosarum bv. trifolii to stress conditions caused by the presence of zinc ions, as 

well as during their symbiosis with clover. Overproduction of EPS by rhizobia increases 

the effectiveness of their adaptation to stress conditions, and also applicability in the 

remediation processes. Moreover, good sorption properties of EPS make it potentially 

useful in biotechnology. 

 

Key words: Rhizobium-legumes symbiosis, heavy metals, zinc, exopolysaccharide 
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3. Wstęp 

3.1. Wprowadzenie 

Problem zanieczyszczenia środowiska glebowego, ze względu na zagrożenie jakie 

stanowi dla zdrowia człowieka, skupia coraz większą uwagę naukowców na całym 

świecie. Nieustannie rozwijający się przemysł oraz wzmożone zabiegi urbanizacyjne są 

główną przyczyną uwalniania do środowiska naturalnego toksycznych odpadów 

chemicznych, pestycydów oraz związków metali ciężkich. Spośród nich, największy 

problem stanowią metale ciężkie, które są istotnym czynnikiem ograniczającym 

wykorzystanie gleb w produkcji rolniczej, a także, poprzez ich akumulację w roślinach, 

negatywnie wpływają na zdrowie człowieka. 

Metale ciężkie znacząco oddziałują również na bytujące w środowisku glebowym 

mikroorganizmy, działając negatywnie na ich wzrost, przeżywalność oraz 

bioróżnorodność. Wśród mikroorganizmów glebowych dużą grupę stanowią bakterie z 

rodziny Rhizobiaceae (np. rodzaje: Rhizobium, Mesorhizobium, Sinorhizobium i 

Bradyrhizobium), zwane ogólnie ryzobiami, których charakterystyczną cechą jest zdolność 

nawiązywania symbiozy z roślinami bobowatymi (Fabaceae). 

Ryzobia stanowią zróżnicowaną grupę bakterii Gram-ujemnych, które wykorzystując 

enzymatyczny kompleks nitrogenezy, są zdolne do redukcji azotu atmosferycznego do 

form amonowych przyswajalnych dla roślin (Ryc. 1) [Downie, 2010]. 
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Ryc. 1 Schemat działania kompleksu enzymatycznego nitrogenazy [opracowanie własne na 

podstawie publikacji Rees i Howard, 2000]. 

Proces ten, nazywany biologicznym wiązaniem azotu (Biological Nitrogen Fixation, 

BNF), jest bardzo wydajny. Szacuje się, że dostarcza on rocznie około 200 mln ton azotu 

do globalnego obiegu tego pierwiastka w przyrodzie [Zahran, 1999; Graham i Vance, 

2000; Santi i in., 2013]. Azot uzyskany na tej drodze stanowi prawie połowę związków 

azotowych wprowadzanych do środowiska. Jest to zatem alternatywa dla powszechnie 

używanych w rolnictwie mineralnych nawozów azotowych. Oddziaływania jakie zachodzą 

pomiędzy ryzobiami a ich gospodarzami roślinnymi są więc ważne, zarówno 

z ekonomicznego, jak i ekologicznego punktu widzenia. Dzięki zdolności do wiązania 

azotu ryzobia wspomagają wzrost roślin bobowatych, które są grupą roślin o dużym 

znaczeniu użytkowym (należą do nich np. groch, koniczyna, fasola, soja, soczewica, bób), 

a także przyczyniają się do wzbogacenia gleby w składniki odżywcze, co zwiększa jej 

żyzność oraz poprawia warunki bytowania organizmów w niej żyjących (Ryc. 2).  
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Ryc. 2 Obieg azotu w przyrodzie [schemat opracowany na podstawie publikacji Adamczyk 

i Godlewski, 2010]. 

 

Na nawiązanie efektywnej symbiozy pomiędzy ryzobiami a odpowiednim 

makrosymbiontem mają wpływ warunki panujące w glebie. Wolnożyjące mikroorganizmy 

(przed znalezieniem partnera symbiotycznego) są narażone na działanie różnych 

czynników biotycznych i abiotycznych, mogących ograniczać ich rozwój oraz 

przeżywalność [Zaidi i in., 2012]. Dlatego też, ryzobia w toku ewolucji wykształciły 

szereg mechanizmów adaptacyjnych umożliwiających im przystosowanie się do trudnych 

warunków środowiskowych. Dotychczasowe dane literaturowe sugerują, że kluczowym 

elementem biorącym udział w adaptacji ryzobiów do stresu środowiskowego jest 

egzopolisacharyd (EPS) – polimer produkowany przez te bakterie w dużej ilości 

i wydzielany na zewnątrz komórki. Heteropolimer ten tworzy warstwę, luźno związaną z 

powierzchnią komórki, która stanowi pierwszą linię obrony przed szkodliwymi 

czynnikami oraz substancjami hamującymi wzrost bakterii [Mandal i in., 2007]. 
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3.2. Metale ciężkie w glebie 

Zanieczyszczenie środowiska glebowego powodowane jest m.in. nadmiarem, 

nieumiejętnym stosowaniem lub/i źle dobranym składem nawozów i środków ochrony 

roślin ale także obecnością różnych odpadów chemicznych, zawierających związki metali 

ciężkich. Źródłem tych związków są przede wszystkim ścieki, wody kopalniane i nawozy 

[Dragović i in., 2008; Fergusson i Kim, 1991; Adelekan i Abegunde, 2011, Cortez i in., 

2010], a także naturalne procesy, takie jak erupcje wulkanów czy wietrzenie minerałów 

[Kimball i in., 2010]. 

Przyjmuje się, że metalami ciężkimi są te o gęstości wyższej niż 4,5 - 5 g cm-3 

[Holleman i Wiberg, 1985]. Ich toksyczność jest zróżnicowana i zależy w głównej mierze 

od rodzaju metalu, formy występowania oraz stężenia w jakim występują w środowisku. 

W pracy Ociepa-Kubickiej i Ociepa [2012] zaproponowano podział metali ciężkich na te 

o potencjalnie bardzo wysokim (np. Cd, Hg, Pb, Zn), wysokim (np. Mo, Mn, Fe, Se), 

średnim (np. Ni, Co, V, W) oraz niskim (np. Sr, Zr, Nb, Ta) zagrożeniu dla środowiska. 

Na szczególną uwagę zasługuje fakt, że wiele spośród jonów metali ciężkich pełni 

jednocześnie ważne funkcje w komórkach wszystkich organizmów żywych (Tab. 1). 

Do pierwiastków takich zaliczamy, między innymi: miedź, cynk, mangan czy żelazo, 

które w niskich stężeniach pełnią funkcję mikroelementów. Wchodzą one w skład wielu 

enzymów, biorą udział w stabilizacji struktury białek i ściany komórkowej, są kofaktorami 

reakcji chemicznych, a także uczestniczą w utrzymywaniu równowagi osmotycznej 

w komórce oraz zachodzących w niej reakcjach oksydoredukcyjnych [Kosolapov i in., 

2004]. Z drugiej strony, nawet te pierwiastki, jeżeli znajdą się w organizmie w stężeniach 

przekraczających biologiczne zapotrzebowanie komórek, mogą wywoływać zmiany 

niepożądane. Przykładem może być cynk, który u mikroorganizmów zaangażowany jest 

w podziały komórkowe, syntezę białek oraz metabolizm lipidów, cukrów i kwasów 

nukleinowych [Collins, 1981], natomiast w wyższych stężeniach ogranicza ich wzrost 

[Wani i Khan, 2011]. Większość metali ciężkich nie odgrywa jednak żadnej roli 

w prawidłowym funkcjonowaniu organizmów (np. kadm, ołów) a ich akumulacja 

w komórkach powoduje np. zmiany specyficzności enzymów, prowadzi do uszkodzeń 

DNA oraz śmierci komórki [Bruins i in., 1999]. 
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Tab. 1 Znaczenie biologiczne wybranych mikroelementów oraz skutki ich niedoboru u różnych 

organizmów żywych [opracowanie własne na podstawie prac: Farago, 1994; Zoroddu i in., 

2019]. 

Mikroelement Znaczenie biologiczne Skutki niedoboru 

Bor U roślin: 

 składnik ściany komórkowej roślin 

 udział w metabolizmie kwasów 

nukleinowych, biosyntezie ligniny oraz 

w regulacji gospodarki 

węglowodanowej 

U ludzi i zwierząt: 

 regulacja metabolizmu, wzrostu 

i rozwoju tkanki kostnej 

U roślin: 

 upośledzenie wzrostu 

 zaprzestanie wytwarzania nasion 

U ludzi i zwierząt: 

 osłabienie zdolności uczenia się  

 demineralizacja kości 

Chrom U ludzi i zwierząt: 

 udział w regulacji metabolizmu 

glukozy 

 wzmaganie działania insuliny 

 obniżenie poziomu cholesterolu 

U ludzi i zwierząt: 

 zaburzenia gospodarki lipidów i 

białek 

 hipercholesterolemia 

 możliwy rozwój cukrzycy 

Cynk U roślin: 

 regulacja równowagi kwasowo-

zasadowej 

 udział w metabolizmie azotowym 

 uczestnictwo w syntezie hormonów 

roślinnych (auksyny) 

U ludzi i zwierząt: 

 uczestnictwo w biosyntezie białek, 

węglowodanów i lipidów 

 składnik wielu enzymów (polimeraza 

RNA, dysmutaza ponadtlenkowa typu 

Cu/Zn, anhydraza węglanowa), udział 

w replikacji DNA oraz ekspresji genów 

U roślin:  

 zahamowanie wzrostu i rozwoju 

 chloroza i skarłowacenie liści 

 przedwczesne opadanie liści 

i kwiatów, skrócenie międzywęźli 

U ludzi i zwierząt: 

 zaburzenia biosyntezy białek 

i kwasów nukleinowych 

 niedokrwistość 

 

Kobalt U roślin: 

 jako składnik ureazy – udział 

w reakcjach enzymatycznych roślin 

bobowatych 

U ludzi i zwierząt: 

 składnik witaminy B12 (kobalaminy) 

 udział w biosyntezie hemoglobiny 

 

U roślin i bakterii: 

 zahamowanie rozwoju bakterii 

brodawkowych i procesu wiązania 

azotu przez rośliny bobowate 

U ludzi i zwierząt: 

 anemia i zaburzenia krzepnięcia 

krwi 

 zaburzenia biosyntezy białek 

i kwasów nukleinowych 

Mangan U roślin: 

 aktywator oraz składnik enzymów 

biorących udział w fotosyntezie oraz 

w metabolizmie azotowym 

U ludzi i zwierząt: 

 składnik dysmutazy ponadtlenkowej 

typu MnSOD 

 aktywator wielu hydrolaz i karboksylaz 

(np. arginazy) 

 zwiększenie asymilacji miedzi 

 udział w metabolizmie białek 

i węglowodanów 

U roślin: 

 łamliwość pędów oraz usychanie 

liści 

 chloroza 

U ludzi i zwierząt: 

 zaburzenia oddychania 

komórkowego 

 zahamowanie wzrostu 

 spowolnienie metabolizmu glukozy 
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Mikroelement Znaczenie biologiczne Skutki niedoboru 

Miedź U roślin: 

 składnik enzymów fotosyntetycznych 

 udział w biosyntezie chlorofilu 

U ludzi i zwierząt: 

 składnik i aktywator wielu enzymów 

(Cu/ZN SOD, oksydaza cytochromowa, 

ceruloplazmina) 

 udział w syntezie kolagenu, adrenaliny, 

melaniny 

 składnik hemocyjaniny 

U roślin: 

 chloroza 

 utrata turgoru 

U ludzi i zwierząt: 

 zaburzenia biosyntezy białek 

strukturalnych 

 zaburzenia oddychania 

komórkowego 

 anemia 

Molibden U roślin: 

 udział w biosyntezie witaminy C 

U ludzi i zwierząt: 

 składnik niektórych enzymów 

flawinowych (oksydazy ksantynowej, 

nitrogenezy, reduktazy azotanowej) 

 udział w metabolizmie zasad 

azotowych i detoksyfikacji 

ksenobiotyków 

U roślin: 

 Chloroza 

U ludzi i zwierząt: 

 zahamowanie wzrostu 

 zaburzenia metabolizmu zasad 

azotowych 

Nikiel U roślin, ludzi i zwierząt: 

 składnik ureazy, dysmutazy 

ponadtlenkowej typu NiSOD, 

glikozylazy 

U roślin: 

 ograniczony wzrost 

U ludzi i zwierząt: 

 zaburzenia metabolizmu azotu 

i żelaza 

Wanad U ludzi i zwierząt: 

 uczestnictwo w metabolizmie 

cholesterolu oraz węglowodanów 

 aktywator enzymów uczestniczących 

w biosyntezie ATP 

 stymuluje produkcję glutationu 

U ludzi i zwierząt: 

 zahamowanie wzrostu 

 hipercholesterolemia 

 rozwój cukrzycy i miażdżycy 

Żelazo U roślin: 

 składnik enzymów fotosyntetycznych 

oraz enzymów uczestniczących 

w wiązaniu azotu atmosferycznego 

 katalizator w biosyntezie chlorofilu 

U ludzi i zwierząt: 

 składnik enzymów oddechowych 

(cytochromów, peroksydaz, katalazy) 

 udział w biosyntezie hemoglobiny, 

mioglobiny oraz białek hemowych 

U roślin: 

 chloroza liści 

 zaburzenia fotosyntezy 

U ludzi i zwierząt: 

 anemia i hipoksja 

 ograniczenie wzrostu 

 zaburzenia wchłaniania witamin 

z grupy B 
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3.3. Charakterystyka cynku i jego rola w przyrodzie 

Cynk jest jednym z najczęściej zanieczyszczających środowisko glebowe metali 

ciężkich. Pod względem chemicznym jest to pierwiastek należący do metali przejściowych 

z grupy cynkowców. Charakteryzuje go niebieskawoszara barwa, heksagonalna struktura 

krystaliczna a także wysoka temperatura topnienia oraz wrzenia (Tt = 419,53 °C, 

Tw = 907 °C) [Weast, 1984]. Występuje powszechnie w skorupie ziemskiej, a jego 

zawartość w skałach wynosi 10-120 ppm. Najczęściej spotykaną formą tego pierwiastka 

jest siarczek cynku (ZnS) oraz węglan cynku (Na2CO3). Cynk tworzy minerały krzemowe, 

a w środowiskach hipergenicznych i glebowych tworzy jony kompleksowe. Najczęściej 

występuje w postaci dwuwartościowej (Zn2+), jednak ze względu na amfoteryczny 

charakter jego tlenków i wodorotlenków, spotykane są również formy anionowe: 

[Zn[(OH)4]
2- oraz ZnO2-. Wszystkie związki cynku posiadają wysoką rozpuszczalność, 

szczególnie w środowiskach kwaśnych, a uwalniane jony tworzą połączenia mineralne 

oraz organiczno-mineralne o dużej mobilności. Kation Zn2+ w glebie może być częściowo 

sorbowany na powierzchni minerałów ilastych, krzemianów i innych cząstek glebowych, 

posiadających ujemny ładunek elektryczny, oraz przez materię organiczną, szczególnie 

kwasy huminowe. Dodatkowe unieruchomienie cynku jest skutkiem wyższych zawartości 

siarczanów i fosforanów w roztworze glebowym. W określonych warunkach pH oraz 

wilgotności jony cynku uwalniane są do roztworu glebowego, a stąd łatwo pobierane przez 

rośliny [Kabata-Pendias, 2002; Ahmad i in., 2012]. Roztwór glebowy zapewnia też jonom 

Zn2+ bezpośredni kontakt z komórkami mikroorganizmów. 

Według norm podanych przez Instytut Uprawy, Nawożenia i Gleboznawstwa 

z 2012 r., prawidłowa zawartość cynku w glebie wynosi 300 mg kg-1 [Siebielec i in., 

2012]. Stopień zanieczyszczenia gleby cynkiem jest różny w zależności od regionu, 

dlatego możemy wyróżnić 6 poziomów klasyfikacji gleb ze względu na jego zawartość 

(pomiar na głębokości gleby 0 – 20 cm) [Siebielec i in., 2012]:  

0 – od 50 do 100 mg kg-1 – naturalny poziom zawartości cynku w glebie 

I  – 100 – 300 mg kg-1 – podwyższony poziom zawartości cynku w glebie 

II – 300 – 1000 mg kg-1 – niskie zanieczyszczenie cynkiem 

III – 1000 – 3000 mg kg-1 – średnie zanieczyszczenie cynkiem 

IV – 3000 – 8000 mg kg-1 – wysokie zanieczyszczenie cynkiem 

V  – powyżej 8000 mg kg-1 – bardzo wysokie zanieczyszczenie cynkiem 
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Cynk jest potrzebny do prawidłowego funkcjonowania wszystkich grup organizmów 

żywych, począwszy od bakterii, poprzez grzyby, rośliny, zwierzęta aż do człowieka, 

dlatego uznaje się go za jeden z najważniejszych mikroelementów. Jego funkcja 

biologiczna związana jest przede wszystkim z aktywnością katalityczną, gdyż wchodzi 

w skład centrów aktywnych ponad 200 enzymów uczestniczących w różnego rodzaju 

procesach komórkowych, w tym wielu przemianach metabolicznych. Ponadto, pierwiastek 

ten pełni funkcję strukturalną w białkach regulatorowych i oddziaływujących z DNA, 

będąc ważnym elementem tworzącym tzw. motyw „palca cynkowego” [Fuchs, 2003]. 

 

3.3.1. Znaczenie biologiczne cynku dla mikroorganizmów 

Każda komórka bakteryjna, aby prawidłowo funkcjonować oraz rozwijać się, 

potrzebuje odpowiedniego stężenia poszczególnych mikroelementów, w tym także cynku. 

Tak jak w przypadku innych organizmów żywych, cynk jest przede wszystkim 

składnikiem strukturalnym ogromnej ilości białek oraz centrów aktywnych wielu 

enzymów [Porcheron i in., 2013].  

Przykładem enzymów, w których cynk pełni funkcję strukturalną jest dysmutaza 

ponadtlenkowa (ang. superoxide dysmutase, SOD), katalizująca reakcję dysmutacji 

anionorodnika ponadtlenkowego, czy też anhydraza węglanowa (dehydrataza węglanowa). 

Pierwiastek ten stanowi też główny składnik domeny białkowej, nazywanej motywem 

„palca cynkowego”, która występuje przede wszystkim w białkach regulatorowych oraz 

czynnikach transkrypcyjnych. Struktura „palca cynkowego” jest złożona z kilku 

występujących po sobie reszt aminokwasowych, w tym histydyny, które tworząc określoną 

sekwencję, koordynują dwuwartościowe jony cynku. Dzięki temu domena białkowa ma 

określony kształt i orientację przestrzenną. Motywy te stabilizują również strukturę białka 

i odpowiadają za jego trwałość, często warunkując tym samym jego funkcję biologiczną 

w organizmie. Obecność tego motywu wykryto między innymi w globalnym białku 

regulatorowych RosR u symbiotycznej bakterii Rhizobium leguminosarum [Rachwał i in. 

2015]. Ponadto, cynk bierze udział w wielu procesach fizjologicznych i metabolicznych 

bakterii, takich jak biosynteza węglowodanów, białek oraz DNA. Stwierdzono, że 

niedobór tego metalu wpływa również na wirulencję patogenów bakteryjnych [Hantke, 

2005; Zaharik i Finlay, 2004]. 

U bakterii Gram-ujemnych zidentyfikowano co najmniej kilka białek 

uczestniczących w homeostazie cynku [Blencowe i Morby, 2003; Hantke, 2005]. 
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W warunkach znacznego niedoboru tego mikroelementu, zapotrzebowanie bakterii na ten 

metal jest zapewniane poprzez działanie systemu białek o wysokim powinowactwie do 

jonów Zn2+ (ang. high-affinity zinc uptake system) (Ryc. 3). System ten został 

scharakteryzowany między innymi u Escherichia coli oraz Brucella abortus [Patzer 

i Hantke, 1998, 2000]. Składniki tego systemu są kodowane przez geny znuABC i należą 

do rodziny transporterów typu ABC (ang. ATP-binding cassette). Produktami ekspresji 

tych genów są białka: ZnuA – białko peryplazmatyczne wiążące jony cynku, ZnuB –

integralne białko błonowe, które transportuje jony przez błonę cytoplazmatyczną oraz 

białko ZnuC o funkcji ATP-azy [Berducci i in., 2004; Chandra i in., 2007]. Dodatkowo, 

w wychwytywaniu jonów cynku ze środowiska bierze udział białko ZinT (wcześniej znane 

jako YodA) [Kershaw i in., 2007; Graham i in., 2009; Gabbianelli i in., 2011]. Białko ZinT 

pierwotnie zidentyfikowano jako białko peryplazmatyczne indukowane kadmem [Ferianc 

i in., 1998], jednakże późniejsze badania wykazały, że białko to wiąże jony cynku 

[Kershaw i in., 2007; Graham i in., 2009]. Interakcję ZinT z transporterem ZnuABC 

wykazano m.in. u Salmonella enterica [Petrarca i in., 2010]. Chociaż ZinT nie jest 

niezbędny podczas eksportu cynku ze środowiska, w którym pośredniczy system ZnuABC 

u S. enterica, to współpraca między ZinT oraz ZnuA zwiększa wydajność pobierania 

cynku w przypadku poważnego niedoboru tego metalu i może zwiększać przeżywalność 

komórek bakterii w zmiennych warunkach środowiskowych [Petrarca i in., 2010]. 

U E. meliloti również wykazano, że niedobór cynku indukuje ekspresję genów systemu 

Znu [Mauchline i in., 2006]. Co ciekawe, stwierdzono że u bakterii z rodzaju Salmonella 

białka ZnuABC są istotne dla ich wirulencji [Ammendola i in., 2007]. 

Ekspresja genów znuABC oraz zinT jest regulowana za pośrednictwem białka 

regulatorowego Zur i jest indukowana przez niedobór cynku. Białko Zur jest regulatorem 

transkrypcji w rodzinie Fur (regulator wychwytu żelaza, ang. ferric uptake regulator) 

i działa jako represor ekspresji genów znuABC i zinT. W warunkach nadmiaru cynku 

kompleks Zur-Zn2+ wiąże się z konserwatywną sekwencją bogatą w AT, znaną jako 

Zur-box [Panina i in., 2003], która znajduje się w regionie promotora genów 

wychwytujących cynk. Powoduje to zahamowanie ekspresji tych genów, co zapobiega 

nagromadzeniu się zbyt dużej ilości cynku w komórkach [Patzer i Hantke, 2000; Outten 

i O'Halloran, 2001]. Za usuwanie nadmiaru cynku z komórki odpowiada głównie białko 

ZntA o aktywności ATP-azy typu P1B, pozytywnie regulowane przez białko ZntR, a także 

niespecyficzne transportery, takie jak ZntB (rodzina CorA) oraz ZitB i YiiP (rodzina CDF) 

[Wang i in., 2012]. 
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Ryc. 3 Homeostaza cynku u S. enterica [opracowanie własne na podstawie publikacji Bhubhanil i in., 

2014]. 

W homeostazie cynku u bakterii uczestniczą również białka o niskim 

powinowactwie, takie jak białko ZupT [Grass i in., 2002]. Białko ZupT jest 

cytoplazmatycznym białkiem błonowym i należy do rodziny ZIP – transporterów jonów 

metali dwuwartościowych (ang. ZRT/IRT-like protein; ZRT – ang. zinc-regulated 

transporter; IRT – ang. iron-regulated transporter) [Guerinot, 2000]. Jednak ekspresja zupT 

u E. coli nie jest regulowana obecnością metalu lecz ulega konstytutywnej ekspresji [Grass 

i in., 2005]. 

Z drugiej strony, nadmiar tego pierwiastka jest toksyczny dla komórek bakterii. 

Wykazano, że nanocząstki ZnO hamują wzrost E. coli (stężenie powyżej 3,4 mM) oraz 

Staphylococcus aureus (powyżej 1 mM) [Reddy i in., 2007]. Przypuszcza się, że jony 

cynku obecne w wysokim stężeniu przyłączają się do grup sulfhydrylowych białek, co 

w efekcie prowadzi do ich inaktywacji. Jednocześnie metal ten wywołuje stres 

oksydacyjny i generuje powstawanie wolnych rodników i reaktywnych form tlenu, które 

prowadzą do uszkodzeń wielu składników komórkowych i w konsekwencji do śmierci 

komórek bakteryjnych [Zaidi i in., 2012]. Jony cynku wpływają negatywnie również na 

pobieranie innych mikroelementów przez bakterie. Doświadczenia przeprowadzone przez 

McDevitt i in. [2011] wykazały, że nadmiar tego pierwiastka w środowisku hodowli 

Streptococcus pneumoniae prowadzi do niedoborów jonów manganu, poprzez 

konkurencyjne wiązanie się jonów Zn2+ do białka PsaA będącego transporterem jonów 
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Mn2+. Zbyt niskie stężenie manganu w komórkach tych bakterii powodowało ich 

wolniejszy wzrost oraz większą wrażliwość na komórki układu immunologicznego 

gospodarza. 

 

3.3.2. Znaczenie biologiczne cynku u roślin 

Podobnie jak w przypadku mikroorganizmów, u roślin cynk jest istotnym 

pierwiastkiem śladowym, który zaangażowany jest w wiele procesów biologicznych 

zachodzących w tych organizmach. Cynk jest niezbędnym składnikiem wielu białek 

o funkcjach regulacyjnych i katalitycznych, tworząc strukturę wspomnianego wcześniej 

motywu „palca cynkowego”. Wchodzi on również w skład centrum aktywnego wielu 

katalizatorów białkowych, odpowiadających za syntezę, regulację i stabilizację kwasów 

nukleinowych u roślin (DNA i RNA). Jest ważnym elementem takich enzymów, jak 

oksydoreduktazy, transferazy czy hydrolazy. Ponadto, pierwiastek ten pełni ważną rolę w 

syntezie węglowodanów i chlorofilu oraz we wzroście korzeni roślin. Najczęściej 

występującymi formami tego metalu w glebie są związki cynku w postaci tlenków, 

siarczków oraz siarczanów, a do wnętrza rośliny dostają się jony Zn2+. Biodostępność 

cynku zależy od wielu czynników środowiskowych, takich jak: całkowite stężenie tego 

pierwiastka w glebie, zawartość substancji organicznych, rodzaj gleby i jej wartości pH, 

zasolenie, a także zawartość innych metali. Spośród wymienionych czynników najbardziej 

istotnym dla biodostępności cynku jest wartość pH gleby. Wyższa wartość pH wpływa 

negatywnie na efektywność pobierania tego pierwiastka przez rośliny. Jest to 

spowodowane spadkiem zawartości wymiennego cynku w glebie wraz ze wzrostem jej 

zasadowości. Przy wartości pH=6,0 dostępność tego pierwiastka jest bardzo niewielka, 

a dalszy wzrost pH powoduje znaczne zwiększenie powinowactwa cynku względem 

manganu i tlenków żelaza [Ahmad i in., 2012]. 

Wysokie stężenia jonów cynku w glebie (powyżej 300 μg g-1) są silnie toksyczne dla 

roślin [Yadav, 2010], chociaż efekt ich działania zależy od czynników wpływających na 

biodostępność, rodzaju rośliny oraz jej stadium rozwojowego. Widocznymi objawami 

nadmiaru Zn2+ jest chloroza młodych liści oraz pojawienie się na nich purpurowo-

czerwonego zabarwienia (z powodu niedoboru Fe, Mn oraz P). Cynk w nadmiarze jest 

przez rośliny lepiej przyswajalny niż inne metale, które w normalnych warunkach byłyby 

przez nie pobierane. Innym objawem toksyczności cynku u roślin jest występowanie 

miejsc nekrotycznych obecnych pomiędzy żyłkami w blaszce liściowej dojrzałych liści 
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[Yadav 2010]. Nadmiar cynku w komórkach może prowadzić również do powstawania 

wolnych rodników i reaktywnych form tlenu, i tym samym negatywnie wpływać na 

integralność błony komórkowej i jej funkcjonowanie. Toksyczność cynku, podobnie jak 

innych metali ciężkich, wpływa negatywnie na działanie systemów fotosyntetycznych 

u różnych gatunków roślin [Vassilev i in., 2011; Mirshekali i in., 2012; Ialelou i in., 2013]. 

W badaniach przeprowadzonych na fasoli (Phaseolus sp.) [Vassilev i in., 2011], sorgo 

(Sorghum bicolor L.) [Mirshekali i in., 2012] oraz dyni (Cucurbita pepo) [Ialelou i in., 

2013] wykazano, że wysokie stężenia Zn2+ obniżają zawartość barwników 

fotosyntetycznych, takich jak chlorofile a i b, poprzez zaburzenie procesu adsorpcji 

i translokacji żelaza i magnezu w chloroplastach. Podwyższone stężenie Zn2+ powoduje 

spadek fluorescencji chlorofilu skutkując represją aktywności fotosystemu II (PSII). 

Dodatkowo, wysoki poziom zawartości jonów cynku wywołuje efekty genotoksyczne 

w roślinach. Oladele i inni [2013] wykazali, że stężenie cynku w komórkach (100 mg L-1) 

powoduje zaburzenia podziałów komórkowych w stadium metafazy i przedwczesne 

rozchodzenie się chromosomów do komórek potomnych, co skutkuje powstawaniem 

komórek z nieprawidłową liczbą chromosomów. Ponadto, Truta i inni [2013] 

zaobserwowali, że poziom zaburzeń występujących podczas anafazy i telofazy 

w komórkach siewek jęczmienia był 2-3 razy wyższy w roślinach traktowanych jonami 

cynku o stężeniu 250-500 μM, niż w przypadku roślin kontrolnych. Z kolei zjawisko 

niedoboru cynku u roślin występuje najczęściej na glebach zasadowych, piaszczystych 

oraz bagnistych. Podwyższona zawartość fosforu i miedzi oraz obniżona zawartość azotu 

w glebie zmniejsza biodostępność cynku, tym samym zwiększając jego niedobór 

w organizmach roślinnych. Problem z przyswajaniem cynku przez rośliny może również 

występować w glebach silnie zanieczyszczonych arsenem. Podobnie jak w przypadku 

nadmiaru cynku, jego niedobór skutkuje wystąpieniem chlorozy na liściach oraz ich 

skarłowaceniem. U niektórych roślin mogą wystąpić również miejsca nekrotyczne 

w obrębie liści [Zhao i in., 2012]. 
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3.4. Charakterystyka ryzobiów 

Ryzobia są Gram-ujemnymi bakteriami glebowymi należącymi do α- oraz β- 

proteobakterii, które ze względu na swoje zróżnicowanie zostały sklasyfikowane w około 

100 gatunków zebranych w 13 rodzajów (Tab. 2) [Velázquez i in., 2010; Weir, 2016]. 

Tab. 2 Taksonomiczny podział bakterii z rodziny Rhizobiaceae oraz liczba gatunków w obrębie 

poszczególnych rodzajów [Velázquez i in., 2010; Weir, 2016]. 

Klasa 
Rodzaj 

Liczba gatunków 

należących do 

rodzaju 

Przykłady gatunków 

z danego rodzaju 

α- proteobakterie 

Rhizobium 49 

R. alamii, 

R. etli, 

R. fabae, 

R. leguminosarum, 

R. oryzae, 

R. phaseoli 

Mesorhizobium 31 

M. albiziae, 

M. ciceri, 

M. loti, 

M. mediterraneum, 

Ensifer 

(Sinorhizobium) 
17 

E. fredii, 

E. medicae, 

E. meliloti 

Bradyrhizobium 9 
B. elkanii,  

B. japonicum, 

Phyllobacterium 3 P. trifolii 

Microvirga 3 M.lupini 

Azorhizobium 2 A. caulinodans 

Ochrobactrum 2 O. lupini 

Methylobacterium 1 M. nodulans 

Devosia 1 D. neptuniae 

Shinella 1 S. kumerrowiae 

β- proteobakterie 
Burkholderia 7 

B. nodosa, 

B. tuberum 

Cupriavidus 1 C. taiwanesis 

 

Pod względem morfologicznym ryzobia są średniej wielkości pałeczkami (0,5 – 0,9 

µm szerokości i 1,2 – 3,0 µm długości), które nie są zdolne do wytwarzania endospor 

(Ryc. 4). Na podłożu agarowym tworzą one mlecznobiałe, śluzowate, okrągłe kolonie. Są 

to chemoautotrofy i aeroby, dla których optymalnymi warunkami wzrostu jest temperatura 

w zakresie 25-32 °C oraz wartości pH zawarte w przedziale od 6,0 do 8,0 [Somasegaran 

i Hoben, 1994; Tambalo i in., 2010]. Ryzobia w stanie wolnożyjącym są zdolne do ruchu 

dzięki obecności rzęsek. Mogą one posiadać jedną rzęskę ulokowaną na biegunie komórki 
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bądź od 2 do 6 rzęsek ułożonych perytrychalnie. Podczas symbiozy, na etapie zasiedlania 

brodawek korzeniowych, ta zdolność jest tracona [Tambalo i in., 2010]. 

 

 

Ryc. 4 Morfologia bakterii R. leguminosarum bv. trifolii; A) zdjęcie z mikroskopu transmisyjnego, B) 

zdjęcie kolonii na płytce z agarem [zdjęcia własne]. 

Ze względu na częste niedobory składników odżywczych i mineralnych oraz 

zmieniające się warunki bytowania, gleba stanowi bardzo wymagające środowisko do 

wzrostu bakterii. Jest ono zdominowane przez takie gatunki bakterii, jak te z rodziny 

Rhizobiaceae, które posiadają duże oraz złożone genomy. Genomy ryzobiów są 

wieloczęściowe, składające się z kolistego chromosomu stanowiącego rdzeń (ang. core 

genome) oraz od jednego do kilku plazmidów (ang. accessory genome), które mogą 

stanowić 30% - 50% całego genomu [López-Guerrero i in., 2012]. Plazmidy, czyli 

pozachromosomalne cząsteczki DNA zdolne do autonomicznej replikacji, charakteryzują 

się dużą heterogennością i zmiennością. Ich obecność w komórkach bakterii przyczynia się 

do istotnego zwiększenia metabolicznych zdolności ryzobiów, co umożliwia im lepsze 

przystosowanie do różnych warunków środowiskowych [Wielbo i in., 2010; Mazur i in., 

2013]. Geny odpowiedzialne za nawiązywanie symbiozy ryzobiów z roślinami 

bobowatymi są zazwyczaj ulokowane na jednym plazmidzie, nazywanym plazmidem 

symbiotycznym (pSym) (np. u bakterii z rodzaju Rhizobium) bądź na chromosomie 

w postaci tak zwanych wysp symbiotycznych (np. u bakterii z rodzaju Bradyrhizobium) 

[Marczak i in., 2017; Long, 1996; Masson-Boivin i in., 2009]. Oprócz plazmidu pSym, 

również inne części genomu ryzobiów mogą wpływać na wydajność symbiozy, poprzez 

kodowanie dodatkowych czynników, takich jak białka i polisacharydy powierzchniowe, 
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które wpływają na kompetycję bakterii oraz wiązanie azotu [Downie, 2010; Gibson i in., 

2008]. 

Symbioza pomiędzy ryzobiami a roślinami bobowatymi jest specyficznym procesem, 

który zależy w głównej mierze od wymiany cząsteczek sygnalnych, tworzących swoisty 

„dialog molekularny”, pomiędzy kompetentnymi mikrosymbiontami a ich gospodarzem 

roślinnym. W momencie niedoboru azotu, rośliny wydzielają do otaczającej je gleby 

flawonoidy, które poprzez interakcję z ryzobiowymi białkami regulatorowymi NodD, 

indukują ekspresję genów nodulacji (nod) [Cooper, 2004]. Enzymy będące produktami 

ekspresji tych genów są niezbędne do syntezy specyficznych lipochitooligosacharydów, 

nazywanych czynnikami Nod (ang. Nod factor, NF) [Janczarek i in., 2014; Jones i in., 

2007]. NF są kluczowym sygnałem rozpoznawanym przez roślinne receptory NFR 

(ang. Nod factor receptor, NFR) o dużym powinowactwie do czynników Nod. NFR są 

zlokalizowane w epidermie korzenia i po aktywacji czynnikami Nod wyzwalają kaskadę 

sygnałów, która powoduje w roślinie szereg reakcji prowadzących do utworzenia brodawki 

[Stasiak i in., 2016]. Ryzobia wnikają do korzenia makrosymbionta przez włośniki 

korzeniowe, w których dochodzi do utworzenia specyficznych struktur, zwanych nićmi 

infekcyjnymi. W powstałych brodawkach korzeniowych komórki ryzobiów różnicują się w 

tak zwane bakteroidy – formy bakterii zdolne do wiązania azotu atmosferycznego, które 

przeprowadzają jego redukcję do amoniaku, będącego źródłem azotu dla rośliny. 

Gospodarz roślinny dostarcza mikrosymbiontowi składniki odżywcze, które są źródłem 

węgla oraz energii, a także zapewnia niszę odpowiednią do podziałów i wzrostu [Janczarek 

i in., 2014] (Ryc. 5).  
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Ryc. 5 Schemat symbiozy pomiędzy ryzobiami a roślinami bobowatymi [opracowano na podstawie 

publikacji Stasiak i in., 2016; Singh i in., 2019]. 

3.5. Polisacharydy powierzchniowe produkowane przez ryzobia 

Charakterystyczną cechą ryzobiów, oprócz nawiązywania efektywnej symbiozy 

z roślinami bobowatymi, jest zdolność produkcji polisacharydów powierzchniowych. 

Obecność tych polimerów jest niezbędna tym bakteriom na różnych etapach interakcji 

symbiotycznych, wliczając w to rozpoznanie gospodarza roślinnego, adhezję do korzeni, 

formowanie nici infekcyjnej czy zasiedlanie brodawek korzeniowych. Ponadto, wiele 

polisacharydów pełni funkcję protekcyjną, chroniąc bakterie przed niekorzystnymi 

warunkami środowiskowymi, takimi jak susza, zasolenie czy obecność toksycznych 

substancji w glebie. Ryzobia produkują co najmniej siedem różnych polisacharydów 

powierzchniowych, do których zaliczane są: egzopolisacharyd (ang. exopolysaccharide, 

EPS), lipopolisacharyd (ang. lipopolysaccharide, LPS), polisacharyd kapsularny 

(ang. capsular polysaccharide, CPS), cykliczne β-glukany (ang. cyclic glucans, CG), 

glukomannan (ang. neutral polysaccharie, NPS), celuloza oraz polisacharyd żelujący 

(ang. gel-forming polysaccharide, GPS) [Janczarek i in., 2015] (Ryc. 6). 
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Ryc. 6 Schemat przedstawiający lokalizację polisacharydów w komórce bakterii R. leguminosarum 

[opracowano na podstawie publikacji Lepek i D’Antuono, 2005; Laus i in., 2006]. 

 

3.5.1. Egzopolisacharyd 

Ryzobiowe polisacharydy słabo związane z powierzchnią komórki i wydzielane 

w dużych ilościach do środowiska, noszą nazwę egzopolisacharydów (EPS). Są to 

specyficzne dla danego rodzaju bądź też gatunku bakterii heteropolimery, których 

powtarzające się podjednostki złożone są z powszechnie występujących monosacharydów, 

takich jak D-glukoza, D-mannoza, D-galaktoza, L-ramnoza, kwas D-glukuronowy i kwas 

D-galaktouronowy. Dodatkowo, główny rdzeń podjednostki EPS jest modyfikowany 

podstawnikami niecukrowymi, takimi jak reszty acetylowe, pirogronianowe, metylowe czy 

bursztynylowe, które determinują kwasowy charakter polimeru (Ryc. 7) [Downie 2010, 

Janczarek 2011, Skorupska i in., 2006]. 



` 

32 

 

 

Ryc. 7 Chemiczna struktura podjednostek EPS u różnych gatunków ryzobiów. A) R. leguminosarum 

bv. trifolii RBL5599, B) R. leguminosarum bv. viciae 248, C) EPS I E. meliloti Rm1021, D) EPS 

II E. meliloti Rm1021, E) R. tropici CIAT899, F) E. meliloti sp. NGR234, G) B. elkanii 

USDA76, H) B. japonicum USDA110; Skróty: Ac – acetyl, Gal- galaktoza, Glc – glukoza, 

GlcA – kwas glukuronowy, Man – mannoza, Pyr - pirogronian, Rha – ramnoza, Suc - 

bursztynian, [Janczarek, 2011; Marczak i in., 2017]. 

Większość EPS, których struktura chemiczna została dotychczas scharakteryzowana, 

składa się z ośmiocukrowych podjednostek złożonych z czterocukrowego szkieletu oraz 

czterocukrowego łańcucha bocznego (np. EPS R. leguminosarum, R. tropici, E. meliloti). 

Największe zróżnicowanie tych polimerów dotyczy przede wszystkim składu cukrowego, 

typu wiązań glikozydowych, stopnia polimeryzacji oraz rodzaju i rozmieszczenia reszt 
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niecukrowych. Co jest niezwykle ciekawe, wykazano że u R. leguminosarum wzorzec 

modyfikacji niewęglowodanowych może być różny w obrębie tego samego gatunku 

i zależy od fazy wzrostu bakterii i składu podłoża hodowlanego [McNeil i in., 1986; 

Philip-Hollingsworth i in., 1989; Canter-Cremers i in., 1991]. Co więcej, cząsteczki EPS 

u ryzobiów występują w dwóch formach: nisko- (ang. low molecular weight, LMW) oraz 

wysokocząsteczkowej (ang. high molecular weight, HMW). Frakcja HMW EPS zawiera 

polimery o masie molekularnej pomiędzy 106 a 107 Da, natomiast frakcja LMW EPS 

złożona jest z monomerów, dimerów oraz trimerów powtarzających się podjednostek i jest 

formą egzopolisacharydu biologicznie aktywną, funkcjonującą jako cząsteczka sygnalna 

podczas symbiozy, za co odpowiadają m.in. reszty niecukrowe zlokalizowane w obrębie 

łańcucha bocznego jednostki EPS [Fraysse i in., 2003; Ivashina i Ksenzenko, 2012; 

Ivashhina i in., 2010].  

Podczas symbiozy ryzobiów z roślinami bobowatymi, EPS odgrywa istotną rolę 

przede wszystkim w pierwszych etapach interakcji roślina – komórka bakteryjna, 

tj. adhezji, oraz wnikaniu do korzeni. Polisacharyd ten powoduje supresję reakcji obronnej 

gospodarza roślinnego umożliwiając mikrosymbiontom infekcję włośników korzeniowych, 

chroni je przed wolnymi rodnikami tlenowymi oraz stanowi istotny składnik nici 

infekcyjnej [D’Haeze i Holsters, 2004; Janczarek i in., 2010; Russo i in., 2006; Fujishige 

i in., 2006]. Wykazano również, że EPS oddziałuje z lektynami obecnymi na korzeniach 

rośliny, co wpływa na wiązanie się bakterii do ich powierzchni [Chen i in., 2006; 

Rodriguez-Navarro i in., 2007]. Ponadto, cząsteczki EPS są szczególnie istotne 

w przypadku symbiozy bakterii z roślinami tworzącymi brodawki typu 

niezdeterminowanego, jako składnik niezbędny do tworzenia nici infekcyjnej, uwalniania 

z niej bakterii oraz rozwoju bakteroidów [Skorupska i in., 2006; Ivashina i Ksenzenko, 

2012].  

EPS pełni także istotną rolę u bakterii wolnożyjących, gdyż tworzy najbardziej 

zewnętrzną warstwę otaczającą komórki. Stanowi on więc pierwszą linię obrony bakterii 

przed niekorzystnymi warunkami środowiskowymi. Jak opisano powyżej, EPS 

produkowany przez ryzobia jest bardzo zróżnicowany, zarówno pod względem składu, jak 

i struktury chemicznej. Wykazano, że szczepy bakteryjne o wysokim poziomie produkcji 

EPS są bardziej odporne na warunki kwasowe i zasolenie gleby niż szczepy wytwarzające 

mniej tego polisacharydu [Cunningham i Munns, 1984; Eaglesham i in., 1987; Xavier i in., 

1998; Xavier i in., 2007]. W przypadku stresu związanego z wysokim zasoleniem, EPS 

działa protekcyjnie otaczając komórki bakteryjne, zmniejszając tym samym kontakt 
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powierzchni komórki ze środowiskiem oraz zwiększając ich odporność na negatywne 

efekty osmotyczne [Elsheikh i Wood, 1990]. Zaobserwowano również, że szczepy 

B. elkanii BR 29 oraz SEMIA 587, które są mikrosymbiontami soi, produkują zwiększoną 

ilość EPS w warunkach wysokiej kwasowości w stosunku do hodowli prowadzonej w pH 

zbliżonym do obojętnego [Barberi i in., 2004; Miguel i Moreira, 2001]. Taką samą 

tendencję zaobserwowano w przypadku szczepu Bradyrhizobium sp. USDA 3187, 

w warunkach ograniczonego dostępu jonów Ca2+ oraz kwaśnym pH [Macció i in., 2002]. 

Ograniczenie niektórych składników odżywczych, takich jak wapń czy fosfor, również 

może prowadzić do zwiększonej produkcji EPS przez ryzobia. U bakterii Ensifer meliloti, 

która produkuje dwa rodzaje EPS, stężenie fosforanu w pożywce reguluje wytwarzanie 

jednego rodzaju EPS kosztem drugiego. W warunkach niskiego stężenia fosforanów 

przeważa produkcja EPS II, a kolonie tych bakterii mają wtedy bardziej śluzowatą 

morfologię, natomiast w warunkach optymalnych produkowany jest EPS I [Zhan i in., 

1991; Mendrygal i Gonzalez, 2000]. 

Ze względu na anionowy charakter EPS, polimery te mają zdolność silnego 

oddziaływania z kationami metali i odgrywają ważną rolę w wychwytywaniu 

i unieruchamianiu tych jonów w środowisku [De Philippis i Vincenzini, 1998]. Jednakże, 

pomimo zwiększonej produkcji EPS w odpowiedzi na metale ciężkie u innych gatunków 

bakterii, dotychczas przeprowadzono niewiele takich badań w kontekście ryzobiów 

[Santamaría i in., 2003]. Wykazano, że EPS wytwarzany przez szczepy Bradyrhizobium 

w obecności jonów Fe3+, Al3+ i Th4+ tworzy galaretowaty osad złożony z EPS związanego 

z tymi metalami [Corzo i in., 1994; Santamaría i in., 2003; Diaz -Marrero i in., 2004]. 

Wykazano także, że EPS Rhizobium etli również jest zdolny do adsorpcji jonów metali 

i szybko wiąże jony Mn2+ i Pb2+ [Foster i in., 2000]. Kompleksowanie jonów Cd2+ przez 

bakterię E. meliloti również może być wynikiem przyłączania tego jonu do jego 

zewnątrzkomórkowych polimerów. Ilość kadmu wiązanego przez EPS zwiększa się wraz 

ze wzrostem stężenia tego metalu w otoczeniu komórek bakteryjnych, co sugeruje 

potencjalne zastosowanie tego biopolimeru w bioremediacji [Slaveykova i in., 2010]. 
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3.5.2. Lipopolisacharyd 

Lipopolisacharyd (LPS) jest złożonym heteropolimerem, którego cząsteczki są 

zakotwiczone w zewnętrznej błonie otoczki bakteryjnej bakterii Gram-ujemnych. Polimer 

ten, podobnie jak EPS, również odgrywa istotną rolę w symbiozie, ale na późniejszych 

etapach (tj. różnicowanie bakterii w bakteroidy). Składa się on z trzech odrębnych 

regionów, do których zaliczany jest lipid A, polisacharydowa część stanowiąca rdzeń LPS 

oraz przyłączony do niego łańcuch O-swoisty, obecny jedynie u bakterii wytwarzających 

tzw. LPS „gładki” (Ryc. 8). Części tej brak w przypadku LPS „szorstkiego”, który 

charakteryzuje się niższą masą cząsteczkową niż LPS „gładki” [Becker i in., 2005; 

Muszyński i in., 2011]. Lipid A stanowi lipofilową część LPS, która dzięki 

oddziaływaniom hydrofobowym i elektrostatycznym kotwiczy makrocząsteczkę LPS 

w błonie zewnętrznej bakterii [Raetz i in., 2007]. Domena ta wykazuje pomiędzy różnymi 

gatunkami ryzobiów znaczne różnice w składzie cukrowym szkieletu oraz we wzorze 

acylacji [Que i in., 2000]. Obecność długołańcuchowych kwasów tłuszczowych 

w lipidzie A zwiększa stabilność błony bakteryjnej i hydrofobowość powierzchni komórek 

ryzobiów. Rdzeń oligosacharydowy jest połączony z lipidem A poprzez kwas 3-deoksy-D-

manno-okt-2-ulozonowy (Kdo), który może być traktowany jako marker obecności LPS. 

W przeciwieństwie do lipidu A, rdzeń oligosacharydowy nie ulega modyfikacjom podczas 

infekcji gospodarza roślinnego [Fraysse i in., 2003]. Ostatnią częścią LPS jest łańcuch 

O-swoisty, złożony z powtarzających się oligosacharydowych jednostek, których liczba 

nieznacznie różni się pomiędzy poszczególnymi gatunkami ryzobiów (np. 5 u R. etli i 3-4 

u R. leguminosarum bv. viciae) [Noel i in., 2000; Muszyński i in., 2011]. 
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Ryc. 8 Schemat struktury cząsteczki LPS R. etli CE3 oraz R. leguminosarum bv. viciae 3841 

[Forsberg i Carlson, 2008; Muszyński i in., 2011]. 

Lipopolisacharydy stanowią efektywnie działającą barierę, która chroni bakterie 

Gram-ujemne przed różnymi czynnikami środowiskowymi, lekami oraz toksycznymi 

substancjami posiadającymi charakter hydrofobowy [Raetz i Whitfield, 2002]. Wykazano 

również, że LPS posiadający łańcuch O-swoisty jest niezwykle istotny w procesie 

symbiozy, a szczepy bakteryjne posiadające mutacje skutkujące brakiem łańcucha 

O-swoistego są niezdolne do prawidłowego infekowania komórek gospodarza oraz 

wiązania azotu [Lerouge i Vanderleyden, 2012; Forsberg i in., 2003; Fraysse i in., 2005]. 

Udowodniono także, że kompletny LPS stabilizuje błonę zewnętrzną bakterii oraz 

powoduje supresję mechanizmów obronnych gospodarza roślinnego, dzięki czemu 

mikrosymbionty mogą bezpiecznie przemieszczać się i proliferować wewnątrz nici 

infekcyjnych [Fraysse i in., 2003]. Jest to szczególnie ważne w przypadku nici 

infekcyjnych o wąskim przekroju, które występują u roślin tworzących małe brodawki 
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korzeniowe. LPS pełni również ważną rolę podczas tworzenia symbiosomów oraz 

adaptacji do endosymbiotycznych warunków wewnątrz brodawek [Fraysse i in., 2003].  

3.5.3. Polisacharyd kapsularny 

Polisacharyd kapsularny (CPS), zwany inaczej antygenem K, jest polimerem ściśle 

związanym z zewnętrzną błoną bakteryjną, co odróżnia go od luźno związanego z otoczką 

EPS [Le Quere i in., 2006]. Ryzobiowe CPS są antygenami swoistymi dla danego szczepu, 

strukturalnie analogicznymi do grupy II antygenów K E. coli, które są liniowymi 

polisacharydami o charakterze kwasowym, mającymi proste (zwykle disacharydowe) 

powtarzające się podjednostki (Ryc. 9) [Kannenberg i in., 1998; Reuhs i in., 1993]. Wyniki 

badań dotyczące różnych szczepów ryzobiów sugerują, że istnieje wspólny motyw 

strukturalny obejmujący większość cząsteczek CPS, taki jak Kdo, będący również 

komponentem LPS, lub Kdx, czyli analog Kdo posiadający obojętną heksozę bądź kwas 

uronowy [Reuhs i in., 1998; Forsberg i Reuhs, 1997]. Istnieją również wyjątki od tego 

motywu, takie jak CPS posiadający w swojej strukturze wiązania glikozydowe oraz 

amidowe [Gil-Serrano i in., 1999]. Co ciekawe, badania dotyczące szczepów Rhizobium 

fredii pokazały, że możliwa jest korelacja pomiędzy strukturą CPS a swoistością zakresu 

gospodarza [Rodriguez- Carvajal i in., 2005].  

 

Ryc. 9 Struktura disacharydowej podjednostki CPS Rhizobium sp. NGR234 [Le Quéré i in., 2006]. 

Polisacharyd kapsularny u wolnożyjących ryzobiów zapewnia ochronę przed 

niekorzystnymi czynnikami stresowymi, substancjami obronnymi wydzielanymi przez 

rośliny, a także zwiększa odporność na działanie bakteriofagów. CPS jest zdolny także do 

wiązania jonów metali ciężkich, co potwierdzają badania nad Rhizobium alamii, gdzie 

wykazano, że obecność kadmu w środowisku wzrostu aktywuje produkcję tego polimeru 

[Schue i in., 2011]. Co więcej, antygeny te mogą działać jako cząsteczki sygnalne na 

wczesnych etapach symbiozy, takich jak rozpoznanie gospodarza roślinnego, infekcja oraz 
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brodawkowanie [Fraysse i in., 2003]. Wykazano, że w układzie symbiotycznym Medicago 

sativa (lucerna) – Ensifer meliloti, CPS może rekompensować brak EPS 

(bursztynyloglikan i galaktoglukan), pozwalając na efektywne wytwarzanie brodawek 

przez makrosymbionta [Fraysse i in., 2003; Le Quere i in., 2006; Downie, 2010]. 

3.5.4. Cykliczne β-glukany 

Cykliczne β-glukany (CG) są kolistymi oligomerami cukrowymi wydzielanymi 

przez komórki ryzobiów do przestrzeni peryplazmatycznej oraz w niewielkiej ilości do 

środowiska zewnętrznego bakterii. Ryzobiowe CG składają się zazwyczaj z 17-40 reszt 

glukozy połączonych wiązaniami glikozydowymi β-(1,2) lub β-(1,3) i β-(1,6) (np. 17-22 

u R. radiobacter i 17-28 u E. meliloti) podstawionymi dodatkowo anionowymi grupami 

niecukrowymi (np. bursztynylowymi, acetylowymi czy fosfocholinowymi) (Ryc. 10) 

[Schue i in., 2011; Lepek i D’Antuono, 2005; Qu i in., 2018; Venkatachalam i in., 2014].  

 

Ryc. 10 Struktura cyklicznych β-(1,3)- β-(1,6)-glukanów B. japonicum [Breedveld i Miller, 1994]. 

Poziom produkcji CG różni się znacząco pomiędzy szczepami ryzobiowymi i zależy 

w dużej mierze od fazy wzrostu bakterii oraz składu podłoża hodowlanego. Obecność 

cyklicznych β-glukanów jest niezbędna, aby zaszła efektywna symbioza, co zbadano 

u E. meliloti. Bakterie posiadające mutację w genie nvdB, odpowiedzialnym za biosyntezę 

CG, wywoływały przerwanie nici infekcyjnej i tworzenie przez makrosymbionta 
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pseudobrodawek [Dylan i in., 1990; Kucho i in., 2010]. Cykliczne β-glukany mogą 

również pełnić rolę supresora mechanizmów obronnych gospodarza [Bhagwat i in., 1999; 

Mithöfer i in., 1996; Mithöfer i in., 2002]. U Mesorhizobium loti, Agrobacterium 

tumefaciens oraz Brucella abortus zaobserwowano, że brak tego oligosacharydu 

w przestrzeni peryplazmatycznej powoduje mniejszą ruchliwość bakterii i większą 

wrażliwość na detergenty [D’Antuono i in., 2005; Briones i in., 2001]. Ponadto, CG pełni 

funkcję osmoprotekcyjną, jest zdolny do ochrony błony bakteryjnej przed niszczącym 

działaniem wapnia oraz zwiększa rozpuszczalność roślinnych flawonoidów, co znacznie 

poprawia efektywność symbiozy [Choma i Komaniecka, 2003; D'Antuono i in., 2005]. 

3.5.5. Glukomannan 

Jednym z pierwszych etapów infekcji roślin bobowatych przez kompatybilne 

mikrosymbionty jest adhezja komórek bakteryjnych do włośników korzeniowych. Jest to 

proces złożony, w którym zaangażowane są zarówno cząsteczki wydzielane przez roślinę, 

jak i składniki znajdujące się na powierzchni bakterii [Matthysse i Kijne, 1998; Downie, 

2010]. W procesie tym wyróżnia się dwa główne etapy. W pierwszym etapie 

zaangażowane są, w zależności od pH środowiska, ryzobiowe adhezyny (pH powyżej 7) 

bądź glukomannan oraz lektyny (pH poniżej 7) produkowane przez rośliny. W drugim 

etapie komórki bakteryjne przyczepiają się do włośników korzeniowych za pośrednictwem 

włókien celulozowych, aczkolwiek nie udowodniono, aby etap ten był niezbędny dla 

efektywnej infekcji korzeni [Laus i in., 2005]. 

Glukomannan, znany również jako polisacharyd neutralny (NPS), jest 

rozpuszczalnym w wodzie heteropolimerem, zawierającym w swojej strukturze głównie 

glukozę oraz mannozę (95%) z niewielką ilością galaktozy i ramnozy (5%) [Laus i in., 

2006]. Reszty cukrowe tego polimeru są połączone wiązaniami β-(1,4)-glikozydowymi 

i posiadają niewielką ilość rozgałęzień, gdzie występują wiązania β-(1,6)-glikozydowe 

[Katsuraya i in., 2003]. Jak wykazano dla R. leguminosarum, polisacharyd ten jest 

niezbędny do prawidłowej adhezji tej bakterii do włośników korzeniowych roślin Vicia 

sativa oraz Pisum sativum, w której biorą udział roślinne lektyny [Laus i in., 2006]. 

Ponadto, proces ten wymaga, aby wartość pH środowiska interakcji była niższa niż 7. 

Co jest szczególnie interesujące, u szczepów R. leguminosarum defektywnych w syntezie 

glukomannanu zaobserwowano, że posiadają one zdolność do przytwierdzania się oraz 

formowania normalnego biofilmu w warunkach in vitro, lecz niezdolne są do tworzenia go 

na włośnikach korzeniowych. Sugeruje to, że biofilm powstający na korzeniach różni się 
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od tego formowanego w warunkach in vitro na powierzchniach abiotycznych [Williams 

i in., 2008]. 

3.5.6. Celuloza 

Celuloza jest polisacharydem złożonym z kilkuset do kilku tysięcy reszt glukozy 

połączonych wiązaniami β-(1,4)-glikozydowymi (Ryc. 11) [Crawford, 1981]. 

 

Ryc. 11 Chemiczna struktura celulozy (https://www.wikiwand.com/en/Bacterial_cellulose). 

Włókna celulozowe produkowane przez ryzobia są zaangażowane w drugi etap 

adhezji bakterii do włośników korzeniowych gospodarza roślinnego oraz w formowanie na 

ich powierzchni biofilmu [Laus i in., 2005, 2006]. Pomimo tego, że włókna celulozowe nie 

są niezbędne do skutecznej infekcji roślin bobowatych przez ryzobia, to jednak bardzo 

ułatwiają ten proces, poprzez stymulację agregacji bakterii po przytwierdzeniu się ich do 

włośników korzeniowych oraz podczas tworzenia się biofilmu. Podobnie jak w przypadku 

glukomannanu, wykazano, że szczepy bakteryjne R. leguminosarum bv. viciae, 

defektywne w syntezie celulozy, nie są zdolne do tworzenia biofilmu na włośnikach 

korzeniowych, chociaż mają zdolność do tworzenia tej struktury w warunkach in vitro 

[Downie, 2010; Williams i in., 2008].  

3.5.7. Polisacharyd żelujący 

Polisacharyd żelujący (GPS) jest heteropolimerem złożonym z powtarzających się 

podjednostek zawierających galaktozę, mannozę i glukozę w stosunku molowym 4:1:1 

(Ryc. 12). Wykazano, że w hodowlach R. leguminosarum produkowany on jest w późnej 

fazie stacjonarnej, lecz nieznana jest jego funkcja w symbiozie [Laus i in., 2006]. 

Wykazano, że szczepy tej bakterii posiadające mutację w genie gelA, uczestniczącym 

w syntezie tego polimeru, prawidłowo przeprowadzały proces adhezji do korzeni roślin 

oraz tworzyły biofilm na włośnikach korzeniowych, co wskazuje, że GPS nie odgrywa 

istotnej roli w tym etapie symbiozy [Williams i in., 2008]. 
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Ryc. 12 Struktura podjednostki GPS R. leguminosarum; Skróty: Gal-galaktoza, 

Glc-glukoza; Man-mannoza [Laus i in., 2006]. 

 

3.6. Czynniki abiotycznego stresu środowiskowego i mechanizmy 

adaptacyjne ryzobiów 

Warunki środowiskowe, które panują w glebie, często prowadzą do ograniczenia 

wzrostu i prawidłowego funkcjonowania mikroorganizmów. Stres ten powodowany jest 

zarówno przez czynniki biotyczne, jak i abiotyczne. Wśród tych ostatnich można wyróżnić 

czynniki klimatyczne, takie jak: wysoka i niska temperatura, susza, niedobór wody oraz 

właściwości gleby (np. wartość pH, zasolenia czy stopień zanieczyszczeń szkodliwymi 

związkami). Do stresogennych czynników środowiskowych, które w znacznym stopniu 

oddziałują na ryzobia, należą przede wszystkim temperatura, zasolenie, susza, pH gleby 

oraz zawartość w niej metali ciężkich. Wywołują one u bakterii szereg zmian na poziomie 

molekularnym i fizjologicznym. Dodatkowo efekt działania różnych stresorów może mieć 

charakter addytywny. 

Według dotychczasowych badań ryzobia są najbardziej wrażliwe na niski poziom 

opadów atmosferycznych, skrajnie wysokie bądź niskie temperatury, duży stopień 

zakwaszenia, niedobór składników odżywczych oraz suszę. W odpowiedzi na ekspozycję 

na takie czynniki stresowe ryzobia wykształciły szereg mechanizmów adaptacyjnych, 

pozwalających przetrwać im w niekorzystnych warunkach. 
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3.6.1. Osmotyczność 

Woda jest jednym z najbardziej istotnych czynników środowiskowych, który 

wpływa na wzrost oraz przeżywalność mikroorganizmów, a także ma znaczenie dla 

prawidłowego rozwoju roślin [Potts, 1994; Kramer, 1995; Costa, 2011]. Jej zawartość 

w glebie pośrednio ma wpływ na osmotyczność środowiska. W przypadku bakterii zmiany 

ciśnienia osmotycznego objawiają się między innymi zmienionym turgorem komórek, 

deformacją błon, a także zmianą struktury białek błonowych [Poolman i in., 2002]. 

Szczepy ryzobiów różnią się zdolnością tolerancji stresu osmotycznego. U ryzobiów 

istnieją dwa główne mechanizmy odpowiedzialne za zainicjowanie przepływu wody przez 

błonę bakteryjną w warunkach niskiej zawartości wody. Pierwszym z nich jest prosta 

dyfuzja wody przez błonę, która zazwyczaj wystarcza aby wyrównać i zrównoważyć 

poziom jonów rozpuszczonych w cytoplazmie w warunkach niskiej osmotyczności. 

Drugim z nich jest obecność specyficznych kanałów wodnych, za pośrednictwem których 

bakterie osiągają znacznie szybszy przepływ wody, aniżeli w przypadku zwykłej dyfuzji 

[Bramer i Kramer, 2001].  

Ryzobia posiadają dodatkowy mechanizm adaptacji do warunków 

hypoosmotycznych, w którym istotną rolę pełnią peryplazmatyczne β-glukany stanowiące 

ważny składnik otoczki bakteryjnej [Komaniecka i Choma, 2008]. Akumulacja cząsteczek 

β-glukanów jest odwrotnie proporcjonalna do siły osmotycznej środowiska. W warunkach 

niskiej osmolarności ryzobia syntetyzują znaczne ilości tego oligosacharydu i kumulują go 

w peryplazmie. Glukany mogą stanowić od 5 do nawet 20 % całkowitej suchej masy 

bakterii. Ilość produkowanego CG zależy od gatunku bakterii, warunków hodowli oraz 

fazy wzrostu. Dodatkowo, makrocząsteczki te pełnią istotną rolę w symbiotycznej 

interakcji ryzobiów z ich gospodarzem roślinnym [Komaniecka i Choma, 2008]. 

3.6.2. Temperatura 

W suchych oraz bardzo suchych regionach tropikalnych temperatura gleby blisko 

powierzchni bywa bardzo wysoka i może wynosić nawet 60 °C, kiedy temperatura 

powietrza osiąga 40 °C. Temperatura gleby jednak szybko spada wraz z głębokością, 

osiągając umiarkowany poziom (około 35 °C) na głębokości 15 cm. Temperatura odgrywa 

istotną rolę w wymianie sygnałów molekularnych pomiędzy ryzobiami i ich gospodarzami 

roślinnymi, wpływając na efektywność procesu brodawkowania. Niska temperatura 

hamuje swoisty „dialog molekularny” pomiędzy symbiotycznymi partnerami, wpływając 
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na biosyntezę i wydzielanie do strefy korzeniowej cząsteczek sygnałowych oraz na poziom 

zasiedlenia brodawek przez bakterie [Abd-Alla, 2014]. Z kolei wysoka temperatura 

wpływa negatywnie na adhezję bakterii do korzeni roślin, tworzenie nici infekcyjnych oraz 

brodawek korzeniowych, a także na syntezę roślinnego białka leghemoglobiny i aktywność 

nitrogenezy [Hungria i Vargas, 2000]. Generalnie, optymalna temperatura wzrostu dla 

ryzobiów wynosi 25-30 °C. Wykazano, że jej podwyższenie do 40 °C powoduje znaczące 

obniżenie tempa wzrostu bakterii izolowanych z brodawek korzeniowych soi oraz jego 

całkowite zahamowanie w przypadku temperatury wynoszącej 45 °C [Chen i in., 2002]. 

Stres termiczny można podzielić na dwa rodzaje: szok cieplny oraz szok zimna. 

Odpowiedź na szok cieplny u ryzobiów jest podobna jak na zakwaszenie i skutkuje syntezą 

specyficznych białek, zwanych białkami szoku cieplnego (ang. heat shock proteins, HSP). 

Białka HSP przyczyniają się do zwiększenia tolerancji na wysoką temperaturę, ale nie 

powodują zmian temperatury wewnątrz komórek [Yura i in., 2000]. HSP są 

odpowiedzialne za prawidłowe fałdowanie i oligomeryzację białek, ich translokację 

wewnątrzkomórkową oraz degradację. Z kolei w przypadku szoku wywołanego niską 

temperaturą (ang. cold shock), zamiast denaturacji i nieprawidłowego fałdowania białek, 

następuje utrata przepuszczalności błony, płynności cytoplazmy oraz zmiany 

w drugorzędowej strukturze RNA i DNA [Phadtare i in., 2000]. Odpowiedź bakterii na ten 

stres jest natychmiastowa i umożliwia przystosowanie się bakterii do tych warunków wraz 

ze spadkiem temperatury. W przypadku bardzo niskiej temperatury następuje indukcja 

ekspresji genów i synteza białek CSP (ang. cold shock proteins). Te niskocząsteczkowe 

białka są zdolne do wiązania kwasów nukleinowych i stabilizowania struktur cząsteczek 

mRNA, umożliwiając ich translację w warunkach stresu wywołanego niską temperaturą. 

3.6.3. Wartość pH 

Jednym z najważniejszych czynników wpływających na symbiozę pomiędzy 

ryzobiami a roślinami bobowatymi jest wartość pH gleby. Skrajne wartości pH mają 

istotny wpływ na przeżywalność oraz podziały komórkowe ryzobiów, jak również na 

wzrost roślin. Ustalono, że optymalne pH dla wzrostu ryzobiów zawiera się w przedziale 

pomiędzy 6,0 a 7,0 [Hungria i Vargas, 2000]. Jednakże poszczególne szczepy tych bakterii 

różnią się między sobą pod względem tolerancji na zakwaszenie środowiska. Wykazano, 

że niektóre mutanty R. leguminosarum są zdolne do wzrostu w pH równym 4,5 [Chen i in., 

1993], bakteria E. meliloti namnaża się przy pH 5,5 [Foster, 2000], a S. fredii wykazuje 
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dobry wzrost w przedziale wartości pH 4,0 - 9,5. Natomiast w przypadku B. japonicum nie 

zaobserwowano wzrostu w skrajnym pH (4,0 oraz 8,0 – 10,0) [Fujihara i Yoneyama, 

1993]. 

Mechanizmy adaptacyjne ryzobiów do zakwaszenia środowiska są różne. Do 

mechanizmów tych zalicza się między innymi wypływ protonów (H+) z wnętrza komórki, 

zwiększenie zawartości jonów potasowych oraz glutaminianu w cytoplazmie, zmiany 

w składzie LPS oraz akumulację poliamidów [Priefer i in., 2001]. U R. leguminosarum 

zidentyfikowano co najmniej 20 genów, określanych jako „act genes”, które są specyficzne 

dla odpowiedzi bakterii na zakwaszenie [Kurchak i in., 2001]. Innym rodzajem odpowiedzi 

bakterii na nadmierne zakwaszenie środowiska jest synteza białek ASP (ang. acid shock 

proteins), które zwiększają tolerancję bakterii na ten czynnik stresowy, nie wpływając 

jednocześnie na wewnątrzkomórkowe pH [Kajić i in., 2016]. Ponadto wykazano, że część 

genów, takich jak: actA, actP, exoR, lpiA, actR, actS, czy phrR, pełni istotną rolę 

w przystosowaniu bakterii do wzrostu w niskim pH [Abd-Alla, 2014]. 

3.6.4. Zasolenie 

Zasolenie jest jednym z głównych czynników zagrażających uprawom roślin 

bobowatych, szczególnie na obszarach suchych i średnio suchych. Tym terminem określa 

się stężenie rozpuszczonych soli mineralnych, które obejmuje kationy i aniony zawarte 

w glebie oraz w wodzie. Na wartość zasolenia główny wpływ ma obecność jonów, takich 

jak: Na+, Ca2+, K+, Cl-, SO4
2-, HCO3

-, CO3
- oraz NO3

- [Aggarwal i in., 2013]. Przypuszcza 

się, że blisko 40% powierzchni uprawnej ziemi ma zbyt wysoką zawartość soli [Niste i in., 

2013]. Główną przyczyną tego stanu jest brak równowagi składników odżywczych 

w glebie, co znacznie ogranicza przeżywalność ryzobiów, produktywność roślin oraz 

proces efektywnej symbiozy [Mohammadi i in., 2012]. Wysoka zawartość soli 

mineralnych rozpuszczonych w glebie hamuje początkowe etapy symbiozy, wpływa 

niekorzystnie na proces brodawkowania oraz aktywność bakteryjnego enzymu 

odpowiedzialnego za redukcję azotu (nitrogenazy) [Aggarwal i in., 2013]. 

Wrażliwość na warunki stresowe związane z zasoleniem różni się u poszczególnych 

gatunków ryzobiów, ale zazwyczaj ich wzrost jest hamowany przy stężeniu NaCl równym 

100 mM. Do gatunków ryzobiów, które są bardziej odporne na wysokie zasolenie należą 

m.in. E meliloti, które tolerują stężenia NaCl w zakresie od 300 do nawet 700 mM oraz 

R. leguminosarum, u których zaobserwowano wzrost w obecności 350 mM NaCl [Zahran, 
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1999]. Wysokie stężenia soli wywołują u ryzobiów zmiany rozmiarów oraz morfologii 

komórek, a także modyfikacje w strukturze polisacharydów zewnątrzkomórkowych oraz 

lipopolisacharydów [Ventorino i in., 2012]. Ryzobia wykorzystują szereg mechanizmów 

adaptacyjnych umożliwiających im przetrwanie w takich warunkach. Zaliczyć tutaj można 

przede wszystkim akumulację niskocząsteczkowych związków organicznych, takich jak 

aminokwasy, cukry czy poliamidy, a także gromadzenie niektórych jonów (np. K+) 

[Zahran, 1999].  

3.6.5. Zawartość składników odżywczych 

Żyzność gleby ma również istotny wpływ na przeżywalność wolnożyjących 

ryzobiów w takim środowisku, jak też na proces symbiozy z roślinami bobowatymi. 

Odpowiednia zawartość składników odżywczych jest niezbędna do prawidłowego wzrostu, 

rozwoju i funkcjonowania obu partnerów symbiotycznych. Głównymi substancjami 

negatywnie wpływającymi na proces symbiozy są azotany. Zbyt duże stężenie tych 

związków może prowadzić do zahamowania procesu brodawkowania i wiązania wolnego 

azotu przez bakterie symbiotyczne. Obecność w glebie jonów NO3
- negatywnie wpływa na 

tworzenie nici infekcyjnych, rozwój brodawek oraz aktywność nitrogenazy [Luciński i in., 

2002]. Wykazano również, że dodatek jonów NO3
- (w stężeniu 5 - 16 mM ) do środowiska 

wzrostu siewek lucerny znacząco redukował adhezję komórek ryzobiowych do korzeni 

tych roślin [Zahran i in., 1999]. 

U niektórych gatunków ryzobiów obecność zbyt wysokiego stężenia azotanów 

podczas infekcji i brodawkowania prowadzi do indukcji wytwarzania hydrogenazy. Enzym 

ten obecny w błonie bakteryjnej jest charakterystyczny dla diazotrofów i może zwiększać 

tolerancję tych bakterii na obecność azotanów. Dodatkowo, hydrogenaza prowadzi do 

powstawania gradientu H+ w poprzek błony bakteroidów i tym samym pozwala na syntezę 

ATP [Luciński i in., 2002]. 
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3.6.6. Metale ciężkie 

Na przebieg symbiozy ryzobiów z roślinami bobowatymi, jak i na wolnożyjące 

ryzobia oprócz wartości pH mają również wpływ: potencjał oksydoredukcyjny, 

napowietrzenie gleby oraz zawartość w niej minerałów czy stopień utlenienia metali. 

Część z tych parametrów może wzmagać toksyczne działanie metali, prowadząc do 

zwiększenia ich szkodliwości wobec mikroorganizmów oraz upośledzania procesów 

zachodzących w glebie (Ryc. 13). 

 

 

Ryc. 13 Wpływ metali ciężkich na rośliny oraz symbiotyczne bakterie glebowe [schemat opracowany 

na podstawie publikacji Zaidi i in., 2012]. 

Wysokie stężenia jonów metali ciężkich, takich jak kadm (15 mg kg-1), miedź 

(250 mg kg-1), cynk (500 mg kg-1) i nikiel (50 mg kg-1) mają negatywny wpływ na rodzime 

populacje wielu gatunków ryzobiów, takich jak np. R. leguminosarum bv. trifolii [Giller 

i in., 1998]. W przypadku długotrwałej ekspozycji ryzobiów i innych bakterii glebowych 

na metale ciężkie, może zmieniać się skład gatunkowy i procentowe proporcje mikrobiomu 

glebowego, jak również może obniżać się zdolność infekowania gospodarza roślinnego 

przez bakterie symbiotyczne oraz efektywność wiązania azotu cząsteczkowego [Purchase 

i in., 1997]. Tego typu zależności zaobserwowano w przypadku bakterii należących do 

gatunku R. leguminosarum bv. trifolii izolowanych z gleb nawożonych osadem 

ściekowym. Chociaż bakterie te indukowały powstawanie brodawek na korzeniach 

koniczyny białej (Trifolium repens), to przeprowadzały redukcję azotu z dużo niższą 
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efektywnością [Ibekwe i in., 1995]. W glebach zanieczyszczonych metalami ciężkimi 

produktywność roślin bobowatych wynikająca z ich symbiozy z ryzobiami zależy przede 

wszystkim od liczebności przeżywających oraz prawidłowo funkcjonujących w takich 

warunkach bakterii. 

Niesprzyjające warunki środowiskowe spowodowane obecnością metali ciężkich 

w glebie, przyczyniły się do wykształcenia przez mikroorganizmy w toku ewolucji szeregu 

mechanizmów adaptacyjnych, pozwalających na ich przeżycie (Ryc. 14). Do 

mechanizmów tych zalicza się przede wszystkim wytrącanie metali w postaci 

nierozpuszczalnych soli [Blake i in., 1993], usuwanie toksycznych metali z komórki 

poprzez specyficzny system pomp jonowych (ang. efflux system) [Nies, 1992] i syntezę 

związków o właściwościach chelatujących [Ow, 1993]. Bardzo ważne są również 

specyficzne białka i enzymy wewnątrzkomórkowe, zewnątrzkomórkowe polisacharydy 

(EPS i LPS), a także białka tiolowe oraz antyoksydanty, które mają istotny udział 

w ochronie komórek przed negatywnym działaniem metali ciężkich. Spośród 

wymienionych mechanizmów najbardziej efektywne i najczęściej spotykane u bakterii 

należących do rodzaju Rhizobium wydają się być: produkcja zewnątrzkomórkowych 

polisacharydów, usuwanie metali ciężkich za pomocą systemów transportu metali na 

zewnątrz komórki oraz obecność genów nadających oporność na metale ciężkie. 
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Ryc. 14 Mechanizmy warunkujące tolerancję metali ciężkich przez mikroorganizmy [schemat 

opracowany na podstawie publikacji Zaidi i in., 2012]. 

 

3.6.6.1. Synteza polisacharydów zewnątrzkomórkowych jako 

mechanizm obronny bakterii 

Jak już pisano poprzednio, charakterystyczną cechą ryzobiów jest zdolność produkcji EPS, 

który jest wydzielany w dużych ilościach do środowiska. Struktura chemiczna tego 

polimeru umożliwia niespecyficzne wiązanie różnych jonów metali, co zapobiega lub 

ogranicza ich wnikanie do wnętrza komórki [Downie, 2010]. Ponadto, ryzobia zawierają w 

błonie zewnętrznej LPS, który wpływa istotnie na stabilność błony bakteryjnej. Zarówno 

LPS, jak i EPS mogą wiązać większość metali ciężkich, stanowiąc pierwszą ochronną 

barierę bakterii przeciwko niekorzystnym warunkom środowiska (Ryc. 15).  
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Ryc. 15 Schemat mechanizmu wiązania metali przez EPS [opracowano na podstawie Mohite i in., 

2017]. 

Jednakże zdolność absorpcyjna powyższych polisacharydów jest niewystarczająca 

dla pełnej ochrony mikroorganizmów przed tymi metalami. W przypadku bardzo 

wysokiego stężenia metali toksycznych w środowisku, ilość miejsc w strukturze tych 

polisacharydów, do których przyłączać się mogą jony metali, ulega wysyceniu, 

umożliwiając tym samym ich wnikanie do wnętrza komórek [Pereira i in., 2006]. 

3.6.6.2. Systemy aktywnego transportu metali 

System efflux to najbardziej efektywny sposób usuwania metali z cytoplazmy poza 

komórkę. Występowanie tego mechanizmu potwierdzono między innymi u bakterii 

Escherichia coli oraz Staphylococcus aureus [Bruins i in., 1999]. Pompy jonowe, będące 

integralną częścią tego systemu, mogą być zależne od energii zakumulowanej w ATP, 

bądź mogą działać na zasadzie wymiany jonów na drodze gradientu chemiosmotycznego. 

Błonowe ATPazy typu P czerpią energię z hydrolizy ATP [Nies, 2003], natomiast 

działanie kanałów jonowych zbudowanych z transporterów należących do rodziny białek 

CDF (ang. cation diffusion facilitator) lub CBA opiera się na chemiosmotycznym 

antyporcie z jonami wodoru (Ryc. 16).  
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Ryc. 16 Rodzaje pomp zaangażowanych w transport jonów metali z cytoplazmy komórki bakterii 

[schemat opracowany na podstawie Bruins i in., 1999]. 

ATPazy typu P oraz transportery CDF transportują jony metali jedynie do przestrzeni 

peryplazmatycznej komórek, natomiast pompy CBA transportują jony na zewnątrz 

komórki i, w przeciwieństwie do dwóch pierwszych pomp, są charakterystyczne jedynie 

dla bakterii Gram-dodatnich [Nies, 2003]. Systemy efflux charakteryzują się wysoką 

specyficznością w stosunku do transportowanych metali. Do metali ciężkich aktywnie 

wydzielanych poza komórkę za pomocą tego mechanizmu należą: kadm, miedź, arsen oraz 

ołów. 

3.6.6.3. Geny oporności na metale ciężkie 

Wiele mechanizmów oporności na stres wywołany metalami ciężkimi 

wykształconych u bakterii, w głównej mierze opiera się na obecności plazmidów 

zawierających geny oporności na pierwiastki toksyczne [Silver i Walderhaug, 1992]. 

Ekspresja genów zaangażowanych w odpowiedź mikroorganizmów na obecność metali 

ciężkich w środowisku jest indukowana, kiedy stężenie ich jonów wzrośnie do poziomu 

toksycznego [Singh i in., 2001]. Odkryto, że geny actA, odpowiedzialne za tolerancję 

bakterii na niskie pH środowiska, są w przypadku E. meliloti niezbędne do wykształcenia 

oporności na miedź oraz cynk [Tiwari i in., 1996]. Mutacje w genach actA, actR i actS, 

których ekspresja zachodzi w warunkach kwaśnego pH środowiska, powodują zwiększenie 

wrażliwości tych bakterii na miedź oraz cynk [Reeve i in., 2002]. 

Niektóre mikroorganizmy są zdolne do wykorzystania zarówno utlenionych, jak 

i zredukowanych form jonów niektórych metali ciężkich na potrzeby swojego 

metabolizmu. Przykładem jest dysymilacyjna redukcja arsenu na piątym stopniu utlenienia 
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(As(V)) do arsenu na trzecim stopniu utlenienia (As(III)) przez Sulfurospirillum 

arsenophilum. Bakterie te w środowisku beztlenowym wykorzystują As(V) jako 

alternatywny w stosunku do tlenu akceptor elektronów [Oremland i Stolz, 2003]. 

Natomiast szczep NT-26 należący do rodzaju Rhizobium może przeżyć w warunkach 

głodowych dzięki chemoautotroficznemu utlenianiu związków As(III). Bakterie są oporne 

na toksyczne działanie arsenu dzięki operonowi ars [Oremland i Stolz, 2003]. Mandal 

i wsp. [2008] scharakteryzowali geny oporności na arsen (arsC) w niektórych gatunkach 

ryzobiów, natomiast Sa-Pereira i wsp. [2007] zidentyfikowali gen arsA u innej 

symbiotycznej bakterii, M. loti.  

Dodatkowo, geny oporności mogą się znajdować na chromosomach lub być 

zlokalizowane na mobilnych elementach genetycznych – transpozonach. Ruchome 

elementy genetyczne biorą udział w przekazywaniu genów pomiędzy bakteriami tego 

samego lub różnych gatunków bakterii w procesie tzw. horyzontalnego transferu genów. 

Proces ten sprzyja bioróżnorodności mikroorganizmów, ale też rozprzestrzenianiu się 

genów determinujących oporność, a tym samym zwiększaniu liczebności populacji bakterii 

opornych na metale ciężkie. 

3.6.6.4. Inne mechanizmy obronne bakterii przed metalami ciężkimi 

W komórkach niektórych ryzobiów (np. R. leguminosarum) wykryto 

wewnątrzkomórkowe węglowodany, które w sposób istotny zwiększały ich oporność na 

kadm, miedź, cynk oraz nikiel. Ponadto, w odpowiedzi na stres oksydacyjny wywołany 

przez metale obserwowano zwiększoną produkcję białek tiolowych [Balestrasse i in., 

2001]. Tiole wiążą jony metali ciężkich tworząc kompleksy, co powoduje eliminację 

potencjału oksydoredukcyjnego tych jonów i tym samym zapobiega uszkodzeniom 

komórki. Wykazano, że związki tiolowe są skutecznym sposobem detoksyfikacji takich 

metali ciężkich, jak: kadm, złoto, rtęć oraz ołów [Singh i in., 2001]. Przykładem takiego 

mechanizmu obronnego u R. leguminosarum jest chelatowanie jonów kadmu przez 

glutation [Lima i in., 2006]. 
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3.7. Biotechnologiczne zastosowanie ryzobiów oraz EPS w ochronie 

środowiska i bioremediacji 

Istotną cechą mikroorganizmów jest ich zdolność do przekształcania niektórych 

naturalnych oraz syntetycznych związków chemicznych w pochodne związki, które 

następnie mogą być wykorzystane przez nie do wzrostu lub jako źródło energii. Do 

organizmów tych należą między innymi ryzobia. Wyniki ostatnich badań pokazują, że 

bakterie te są zdolne do usuwania ze środowiska różnego typu zanieczyszczeń 

organicznych, takich jak: aromatyczne i liniowe węglowodory, związki chlorowcowe, 

związki fenolowe, czy pestycydy [Teng i in., 2015]. Kaiya i in. [2012] wykazali, że 

bakterie należące do rodzaju Rhizobium stanowią najliczniejszą grupę mikroorganizmów 

degradujących dibenzofuran z obszarów skażonych, jednak ani enzymy, ani szlaki 

zaangażowane w neutralizację tych związków nie zostały dotychczas dokładnie poznane. 

Oprócz związków organicznych ryzobia posiadają również potencjał remediacyjny wobec 

metali ciężkich i metaloidów [Hao i in., 2014]. Bakterie te mogą redukować toksyczne 

działanie tych związków poprzez ich adsorpcję i akumulację na drodze enzymatycznej, 

a także poprzez wiązanie do zewnątrzkomórkowego polisacharydu (EPS), którego 

produkcja na wysokim poziomie jest cechą charakterystyczną ryzobiów. Na uwagę 

zasługuje również fakt, że obecność tych bakterii symbiotycznych w glebie pozytywnie 

wpływa na zdolności remediacyjne roślin bobowatych. Ryzobia wpływają na zwiększenie 

biomasy tych roślin, poprawiają żyzność gleb, zwiększają biodostępność zanieczyszczeń 

oraz ich pobieranie i transport do rośliny oraz wspomagają je w stabilizacji metali [Fester 

i in., 2014]. Tym samym symbiotyczne oddziaływanie pomiędzy ryzobiami a roślinami 

bobowatymi przyczynia się do efektywniejszego usuwania toksycznych związków z gleby 

[Glick, 2010]. 

3.7.1. Degradacja związków organicznych przez ryzobia 

Wiele bakterii należących do rodzajów: Rhizobium, Ensifer, Bradyrhizobium 

i Agrobacterium, posiada zdolność wykorzystywania bądź wzrostu w obecności różnych 

związków organicznych, takich jak: policykliczne węglowodory aromatyczne (ang. 

polycyclic aromatic hydrocarbons, PAH), polichlorowane bifenyle (ang. polychlorinated 

bifenyl, PCB) czy aromatyczne związki heterocykliczne (np. pirydyna) [Keum i in., 2006; 

Poonthrigpun i in., 2006; Tu i in., 2011]. Hussein i in. [1974] po raz pierwszy wyizolowali 

22 szczepy Rhizobium zdolne do degradowania związków fenolowych (katechol, kwas 
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protokatechowy, kwas p-hydroksybenzoesowy i kwas salicylowy). Spośród tych szczepów 

Rhizobium phaesoli 405 przeprowadzał dysymilację p-hydroksybenzoesanu do kwasu 

salicylowego, a następnie do kwasu gentyzynowego. Policykliczne węglowodory 

aromatyczne klasyfikowane są jako substancje wysoce szkodliwe, posiadające silne 

właściwości genotoksyczne, mutagenne i kancerogenne. Zawierają one w swojej 

cząsteczce dwa lub więcej skondensowanych pierścieni benzenowych w różnych 

konfiguracjach strukturalnych [Poonthrigpun i in., 2006]. Ahmad i in. [1997] wyizolowali 

i scharakteryzowali różne szczepy E. meliloti w glebach zanieczyszczonych PAH. 

Wykazali również, że wśród badanej populacji występowały zróżnicowane fenotypowo 

i genetycznie szczepy bakteryjne, które efektywnie przeprowadzały proces wiązania azotu 

atmosferycznego. Do popularnych policyklicznych węglowodorów aromatycznych 

powszechnie występujących w skażonych glebach należą acenaftylen oraz fenantren. 

Poonthrigpun i in. [2006] wykazali, że szczep Rhizobium sp.CU-A1 w ciągu trzech dni był 

w stanie rozłożyć acenaftylen, którego stężenie w podłożu wynosiło 600 mg L-1. 

Dodatkowo wykazano, że fenantren jest wykorzystywany przez Sinorhizobium sp. C4 jako 

jedyne źródło węgla w 16-etapowym szlaku metabolicznym [Keum i in., 2006]. 

Polichlorowane bifenyle są również klasyfikowane jako trwałe, silnie toksyczne 

i rakotwórcze związki, które w środowisku ulegają bardzo powolnemu rozkładowi. 

Wykazano, że szczep S. meliloti ACCC17519 jest zdolny do rozkładu PCB [Tu i in., 

2009]. Przypuszcza się, że ryzobia wykształciły systemy enzymatyczne, umożliwiające 

rozkład takich związków organicznych, ponieważ bakterie te były często wystawiane na 

ich działanie. Co więcej, geny zaangażowane w rozkład tych substancji są szeroko 

rozpowszechnione w genomach tych bakterii i charakteryzują się wysoką 

konserwatywnością. 

3.7.2. Remediacja metali ciężkich 

Metale ciężkie oraz metaloidy są w wysokich stężeniach toksyczne dla organizmów 

żywych. Do najczęściej występujących metali ciężkich w zanieczyszczonych 

środowiskach należą: kadm, chrom, miedź, cynk, ołów oraz nikiel. Chociaż część z tych 

pierwiastków w niewielkich ilościach jest niezbędna dla prawidłowego funkcjonowania, 

zarówno roślin, jak i mikroorganizmów, to ich nadmierna akumulacja prowadzi do 

zaburzeń metabolizmu, procesów komórkowych, uszkodzenia DNA i w konsekwencji do 

śmierci komórek. Niekorzystne warunki środowiskowe spowodowane obecnością tych 

pierwiastków doprowadziły do rozwoju populacji mikroorganizmów charakteryzujących 
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się wysoką tolerancją na metale, a także zdolnością do ich hiperakumulacji [Pereira i in., 

2006]. Zwiększona oporność bakterii na takie metale jak: arsen, kadm, cynk, miedź czy 

ołów, zwróciła uwagę naukowców na ich potencjalne zastosowanie w bioremediacji (Ryc. 

17).  

 

Ryc. 17 Mechanizmy biodegradacji uczestniczące w usuwaniu metali ciężkich z wykorzystaniem 

układu symbiotycznego rośliny bobowate-ryzobia [opracowano na podstawie Teng i in., 

2015]. 

Smith i Giller [1992] po raz pierwszy wyizolowali szczepy R. leguminosarum 

cechujące się wysoką tolerancją na metale w środowisku (kadm, cynk oraz miedź). Co 

więcej, stwierdzono, że na obszarach o wysokim stopniu tego rodzaju zanieczyszczeń, 

spośród szczepów ryzobiowych, najczęściej występują szczepy Rhizobium sp. oraz 

Bradyrhizobium sp. [Sriprang i in., 2002]. Badania prowadzone na Rhizobium tropici 

wykazały, że bakteria ta jest zdolna do remediacji kadmu ze środowiska wzrostu. Jak 

podają w swojej pracy Gupta i Diwan [2017], wydajność bioremediacji dla tego szczepu 

wynosi aż 80% dla jonów Cd2+, których początkowe stężenie w środowisku wzrostu 

wynosiło 10 ppm. 

  



` 

55 

 

3.7.3. Udział ryzobiów w fitoremediacji 

Znaczna część mikroorganizmów zasiedlających ryzosferę, które są zasocjowane 

z systemem korzeniowym roślin, pozytywnie wpływa na wzrost roślin, stąd określane są 

mianem bakterii promujących wzrost roślin (ang. plant growth promoting rhizobacteria, 

PGPR) [Glick, 2010; Fester i in., 2014]. Do mikroorganizmów tych należą również 

ryzobia, które dzięki swojej zdolności nawiązywania symbiozy z roślinami bobowatymi 

wpływają pozytywnie na ich biomasę oraz zwiększają ich zdolność pobierania, 

gromadzenia oraz usuwania toksycznych związków i metali ciężkich [Abhilash i in., 2012; 

Carrasco i in., 2005]. Proces ten jest możliwy głównie dzięki produkowanym przez 

glebowe bakterie niskocząsteczkowym kwasom organicznym (kwas szczawiowy, kwas 

cytrynowy, kwas 2-ketglutarowy), które w zależności od formy metalu oraz pH gleby 

mogą wpływać na ich wiązanie i desorpcję. Nie bez znaczenia są również produkowane 

przez bakterie siderofory, niskocząsteczkowe związki organiczne o właściwościach 

chelatujących jony metali, które charakteryzują się małą selektywnością i stosunkowo 

wysokim powinowactwem do pierwiastków, takich jak: żelazo, glin, kadm, miedź, ołów 

czy cynk. Siderofory, które zwiążą jony metali ciężkich mogą być następnie w prosty 

sposób pobierane, zarówno przez bakterie, jak i rośliny, zwiększając tym samym 

akumulację tych związków w tkankach roślinnych. Wykazano, że szczep Rhizobium sp. 

dzięki produkcji sideroforów zwiększa biodostępność jonów cynku oraz niklu roślinom 

bobowatym [Wani i in., 2007]. Ponadto siderofory uwalniane przez PGPR, w tym ryzobia 

[Wani i in., 2008; Ahemad i Khan, 2011a, 2011b] w ryzosferze służą jako źródło żelaza 

dla roślin [Burd i in., 2000], a zatem uzupełniają pulę żelaza w glebie, która jest 

wykorzystywana przez rośliny. Dodatkowo, ryzobia posiadają zdolność akumulowania 

szkodliwych substancji wewnątrz brodawek korzeniowych [Sun i in., 2011]. Wykazano, że 

gromadzenie policyklicznych bifenyli w lucernie było wyższe w brodawkach 

korzeniowych niż w innych częściach rośliny. W przeprowadzonym doświadczeniu 

wazonowym Li i in. [2013] pokazali, że bakterie E. meliloti w symbiozie z lucerną były 

efektywne w usuwaniu związków PCB. 

  



` 

56 

 

3.7.4. Zastosowanie biotechnologiczne egzopolisacharydów syntetyzowanych 

przez ryzobia 

Ryzobia są organizmami zdolnymi do produkcji ogromnej ilości 

zewnątrzkomórkowych polisacharydów (EPS). Wzrost zainteresowania naturalnymi 

polimerami spowodował, że w ostatnich latach nastąpił znaczny postęp w odkrywaniu oraz 

izolacji nowych EPS bakteryjnych, w tym ryzobiowych, posiadających innowacyjne 

zastosowanie w przemyśle [Nicolaus i in., 2010]. Dotychczas poznane i opisane EPS 

znalazły zastosowanie w różnych gałęziach przemysłu, takich jak: spożywczy, 

farmaceutyczny czy kosmetyczny. Przykładem takich polimerów może być 

bursztynoglikan EPS I E. meliloti, celuloza R. leguminosarum bv. viciae czy kurdlan 

R. trifolii [Sharma i in., 2015; Castellane i in., 2015; Ribeiro i Burkert, 2016; Ahmed i in., 

2017]. Modelowym organizmem produkującym bursztynoglikan jest szczep E. meliloti 

RM 1201. Polimer ten znalazł zastosowanie w przemyśle spożywczym jako czynnik 

żelujący, a także ze względu na swój kwasowy charakter używany jest do produkcji 

środków czystości o niskiej wartości pH. Znalazł również zastosowanie w procesie 

wydobycia ropy naftowej [Sworn i Kerdvaid, 2012]. Kolejnym przykładem zastosowania 

EPS jest kurdlan produkowany m.in. przez Rhizobium trifolii [Turkiewicz i Czub, 1997] 

(Ryc. 18).  

 

Ryc. 18 Struktura chemiczna kurdlanu [Schmid i in., 2015]. 

Kurdlan znalazł wiele zastosowań przede wszystkim w przemyśle spożywczym jako 

czynnik żelujący przy produkcji wyrobów cukierniczych, deserów oraz zup. Ponadto, 

polisacharyd ten może być stosowany jako matryca do immobilizacji enzymów, 

a w połączeniu z azydotymidyną (AZT) wykazuje obiecującą, wysoką aktywność 

antyretrowirusową (lek przeciw AIDS) [Patel i Prajapati, 2013]. Natomiast ze względu na 

swoją biokompatybilność oraz nietoksyczność, bakteryjna celuloza znalazła szerokie 

zastosowanie w medycynie. Powszechnie używana jest do produkcji opatrunków, a także 
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stosowana jest jako tymczasowa sztuczna skóra przy gojeniu ran chirurgicznych oraz 

poparzeń, jako rusztowanie w inżynierii tkankowej, zamiennik tkanek miękkich oraz 

składnik sztucznych naczyń krwionośnych czy też jako substancja wypełniająca do 

produkcji tabletek i kapsułek (przemysł farmaceutyczny) [Chawla i in., 2009]. Ponadto, 

celuloza ma szereg zastosowań w innych gałęziach przemysłu, jak na przykład 

w przemyśle papierniczym do produkcji papieru o bardzo wysokiej wytrzymałości oraz 

papieru elektronicznego, w przemyśle spożywczym do produkcji żywności dietetycznej 

oraz deserów, a także jako adsorbent w technikach separacyjnych (chromatografia 

cienkowarstwowa i kolumnowa), składnik organicznych diod elektroluminescencyjnych 

czy jako membrany akustyczne w wysokiej klasy słuchawkach [Patel i Prajapati, 2013]. 

Co ciekawe, wiele ryzobiowych egozpolisacharydów ma udokumentowane 

właściwości flokulacyjne [Castellane i in., 2017; Alvarez i in., 2017]. Alvarez i wsp. 

[2017] badali bioemulsyfikatory produkowane przez Ensifer adhaerens JHT oraz ich 

potencjał w przemyśle spożywczym, jako dodatek emulsyfikujący do oliwy oraz oleju 

rzepakowego, sojowego, kukurydzianego oraz palmowego. Natomiast Castellane i in. 

[2017] poprzez przeprowadzone doświadczenia wykazali, że EPS produkowany przez 

szczep Rhizobium tropici SEMIA 4080 oraz może mieć potencjalne zastosowanie jako 

bioemulgator w degradacji węglowodorów.  

Obecnie bardzo duży problem w gospodarce rolnej stanowią zanieczyszczenia 

dostające się do środowiska glebowego. Ze względu na szybko rozwijający się przemysł 

oraz stale postępującą urbanizację, do gleby dostaje się duża ilość toksycznych substancji, 

w tym jonów metali ciężkich. Zbyt wysokie stężenia tych pierwiastków negatywnie 

wpływają na rośliny oraz mikroorganizmy ryzosfery, zaburzając ich prawidłowy rozwój 

oraz przebieg procesów metabolicznych zachodzących w komórkach. Dotychczas nie 

przeprowadzono kompleksowych badań dotyczących wpływu metali ciężkich na własności 

fenotypowe ryzobiów oraz przebieg ich symbiozy z roślinami bobowatymi. Pomimo 

prowadzonych badań, niewiele jest informacji na temat roli jaką może pełnić EPS 

w ochronie ryzobiów przed stresem wywołanym obecnością tych metali w glebie oraz jego 

potencjalnym zastosowaniu w przemyśle. Istnieje zatem potrzeba przeprowadzenia 

dalszych badań, które pozwolą na szczegółową charakterystykę wpływu metali ciężkich na 

same komórki ryzobiów, na układ symbiotyczny ryzobia-rośliny bobowate, a także na 

sprawdzenie wydajności wiązania metali przez cząsteczki EPS.  
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4. Hipoteza i cel pracy 

Wzrost urbanizacji oraz rozwój przemysłu spowodowały zwiększenie obecności 

toksycznych związków, w tym jonów metali ciężkich, w środowisku glebowym. Jest to 

stale pogłębiający się problem, który dotyczy wielu obszarów rolnych na całym świecie. 

Spowodowało to potrzebę poszukiwania przez naukowców skutecznych oraz 

nieingerujących w środowisko naturalnych metod usuwania toksycznych odpadów z gleby. 

Obecnie coraz większą popularność zdobywają metody bioremediacyjne, wykorzystujące 

potencjał mikroorganizmów w oczyszczaniu gleby. Do organizmów takich zaliczamy 

m. in. bakterie z rodzaju Rhizobium, które charakteryzują się zdolnością do nawiązywania 

symbiozy z roślinami bobowatymi (Fabaceae), a także syntezą ogromnej ilości, 

wydzielanego na zewnątrz komórki, polisacharydu (EPS). Polimer ten stanowi naturalną 

barierę ochronną bakterii, chroniąc je przed niekorzystnymi warunkami panującymi 

w glebie. Dotychczas nie przeprowadzono kompleksowych badań dotyczących wpływu 

jonów metali ciężkich, w tym jonów cynku, na własności fenotypowe oraz zdolności 

symbiotyczne ryzobiów. Aspekt ten jest niezwykle istotny dla bardziej efektywnego 

wykorzystania tych bakterii w remediacji.  

Rola egzopolisacharydu w adaptacji Rhizobium leguminosarum bv. trifolii do 

warunków stresowych wywołanych obecnością jonów cynku 

W związku z powyższym, celem tej pracy było ustalenie roli EPS w adaptacji 

bakterii Rhizobium leguminosarum bv. trifolii do stresu środowiskowego wywołanego 

obecnością jonów cynku. Cel rozprawy doktorskiej został realizowany przez następujące 

cele szczegółowe: 

1. określenie wpływu jonów Zn2+ na własności fenotypowe szczepów 

R. leguminosarum bv. trifolii różniących się poziomem syntezy EPS; 

2. określenie właściwości powierzchniowych komórek szczepów R. leguminosarum 

bv. trifolii poddanych działaniu jonów Zn2+; 

3. określenie wpływu jonów Zn2+ na własności symbiotyczne szczepów 

R. leguminosarum bv. trifolii z koniczyną łąkową (Trifolium pratense) jako 

gospodarzem roślinnym; 

4. określenie wydajności wiązania jonów Zn2+ przez EPS wyizolowany ze szczepu 

dzikiego R. leguminosarum bv. trifolii. 
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5. Materiały i metody 

5.1. Materiały 

5.1.1. Szczepy bakteryjne 

Szczepy bakteryjne Rhizobium leguminosarum bv. trifolii użyte w tej pracy oraz ich 

charakterystykę i morfologię zamieszczono w Tabeli 3. 

Tab. 3 Szczepy bakteryjne użyte w badaniach 

Szczepy Morfologia Charakterystyka Literatura 

Rt24.2 

 

Szczep dziki Rhizobium 

leguminosarum bv. trifolii, RifR, 

NxR 

Janczarek 

i Skorupska, 

2007 

Rt5819(pssA) 

 

Pochodna szczepu Rt24.2 

zawierająca transpozon mini-Tn5 

zlokalizowany pomiędzy 363 a 364 

nukleotydem genu pssA; szczep ten 

nie produkuje EPS; RifR, KmR 

Janczarek i in., 

2009 

Rt2472(rosR) 

 

Pochodna szczepu Rt24.2 

zawierająca transpozon mini-Tn5 

zlokalizowany pomiędzy 151 a 152 

nukleotydem genu rosR;szczep ten 

produkuje 3-krotnie mniej EPS od 

szczepu dzikiego; RifR, KmR 

Janczarek i in., 

2009 

Rt24.2(pBA1) 

 

Pochodna szczepu Rt24.2 

zawierająca dodatkowe kopie genu 

pssA na plazmidzie pBBR1MCS-2; 

szczep ten produkuje zwiększoną 

ilość EPS (~150%) w porównaniu 

do szczepu dzikiego; RifR, KmR 

Janczarek i in., 

2009 

Rt24.2(pBR1) 

 

Pochodna szczepu Rt24.2 

zawierająca dodatkowe kopie genu 

rosR na plazmidzie pBBR1MCS-2; 

szczep ten produkuje zwiększoną 

ilość EPS (~150%) w porównaniu 

do szczepu dzikiego; RifR, KmR 

Janczarek i in., 

2009 

Km – kanamycyna, Rif – ryfampicyna, Nx- kwas nalidyksowy 
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5.1.2. Odczynniki 

5.1.2.1. Odczynniki do oznaczania przeżywalności komórek 

bakteryjnych 

 zestaw LIVE/DEAD BacLight™ (Life Technologies, Molecular Probes, Eugene, 

OR, USA).  

Zestaw ten zawiera dwa barwniki fluorescencyjne: SYTO9 o stężeniu 3,34 mM oraz 

jodek propidyny o stężeniu 20 mM. Barwniki te zmieszano w proporcji 1:1, 

a następnie rozcieńczono 10-krotnie w dimetylosulfotlenku (DMSO (Sigma-

Aldrich)). 

 wodny roztwór 0,9% NaCl (POCh) 

5.1.2.2. Odczynniki do izolacji oraz oznaczenia stężenia polisacharydów  

 95% etanol (POCh) 

 2M NaOH (POCh) 

 1N NaOH (POCh) 

 95% kwas octowy (POCh) 

 75% kwas siarkowy (POCh) 

 1% indol w 95% etanolu (Sigma-Aldrich) 

 wzorcowe roztwory glukozy (Sigma-Aldrich) o stężeniach: 0; 5; 10; 20; 40; 60; 80; 

100; 200; 400; 600; 800 i 1000 (μg ml-1) 

5.1.2.3. Odczynniki do oznaczenia ilości tworzonego biofilmu oraz 

wizualizacji jego struktury 

 0,9% NaCl (POCh) 

 0,1 % fiolet krystaliczny w 95% etanolu (POCh) 

 95% etanol (POCh) 

 zestaw LIVE/DEAD BacLight™ (Life Technologies, Molecular Probes, Eugene, 

OR, USA) 
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5.1.2.4. Odczynniki do izolacji białek wewnątrzkomórkowych oraz 

peryplazmatycznych 

 50 mM bufor Tris-HCl (pH 8,0) (POCh) 

 lizozym (12 mg ml-1) (Thermo Scientific) 

 Bufor hiperosmotyczny zawierający: 

o 20% Sacharoza (w/v) (Sigma-Aldrich) 

o 3 mM Tris-HCl (pH 8,0) (POCh) 

o 1 mM EDTA (POCh) 

5.1.2.5. Odczynniki do oznaczenia aktywności katalazy oraz dysmutazy 

ponadtlenkowej 

 50 mM bufor Tris-HCl (pH 8,5) z dodatkiem 1 mM EDTA (POCh) 

 5 mM pirogalol w 10 mM HCl (POCh) 

 Bufor Mc Ilvaine’a (pH 5,2) 

Bufor ten zawiera roztwory A i B zmieszane w proporcji: 46,4 ml (roztwór A) 

i 53,6 ml (roztwór B). 

o Roztwór A: 2,1 g kwasu cytrynowego rozpuszczono w 100 ml wody 

dejonizowanej (POCh) 

o Roztwór B: 3,562 g Na2HPO4 rozpuszczono w 100 ml wody dejonizowanej 

(POCh) 

 30 mM H2O2 (otrzymano przez rozcieńczenie 30% H2O2 w 0,1M buforze Mc 

Ilvaine’a) 

5.1.2.6. Odczynniki do oznaczenia hydrofobowości komórek 

bakteryjnych 

 Bufor PUM: 

o K2HPO4 × H2O  2,2% (w/v)  (POCh) 

o KH2PO4  0,73% (w/v) (POCh) 

o mocznik   0,18% (w/v) (Sigma-Aldrich) 

o MgSO4 × 7H2O  0,02% (w/v) (POCh) 

o H2O destylowana  (dopełniono do 1l) 

 Dodekan (Sigma-Aldrich) 
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5.1.2.7. Odczynniki do oznaczenia właściwości fizykochemicznych 

komórek bakteryjnych 

 1 M HCl (POCh) 

 0,1 M NaOH (POCh) 

 Formamid (Sigma-Aldrich) 

 Dijodometan (Sigma-Aldrich) 

5.1.2.8. Odczynniki do doświadczeń roślinnych 

 0,1% HgCl2 (Merck) 

 70% etanol (POCh) 

 0,05% Tween-20 (Sigma-Aldrich) 

 

5.1.3. Podłoża do hodowli bakterii oraz roślin 

Skład pożywek i podłoży do hodowli szczepów R. leguminosarum bv. trifolii oraz do 

badania kiełkowania i hodowli koniczyny łąkowej podano w Tabeli 4. W zależności od 

prowadzonego eksperymentu skład ten modyfikowano przez dodatek odpowiedniej ilości 

ZnSO4 lub/i zmianę pH. 
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Tab. 4 Skład pożywek i podłoży zastosowanych do hodowli bakterii oraz koniczyny łąkowej 

Podłoża do hodowli szczepów R. leguminosarum bv. trifolii Podłoża do hydroponicznej hodowli koniczyny łąkowej 

79CA* TY Podłoże do hodowli roślin 

(wg. Fåhræus’a)** 

Podłoże do kiełkowania 

nasion** 

Roztwór mikroelementów 

Składnik Zawartość 

(% w/v) 

Składnik Zawartość 

(% w/v) 

Składnik Zawartość 

(% w/v) 

Składnik Zawartość 

(% w/v) 

Składnik Zawartość 

(% w/v) 

ekstrakt 

drożdżowy 

0,1 ekstrakt 

drożdżowy 

0,3 CaCl2 0,01 NH4H2PO4 0,0115 H3BO3 0,286 

glicerol 1*** trypton 0,5 MgSO4x7H2O 0,012 KNO3 0,06 MnCl2x4H2O 0,203 

hydrolizat 

kazeiny 

0,1 CaCl2x2H2O 0,1 KH2PO4 0,01 Ca(NO3)x4H2O 0,095 ZnSO4x7 H2O 0,022 

K2HPO4 0,05   Na2HPO4x2H2O 0,015 MgSO4x7H2O 0,012 CuSO4x5H2O 0,008 

NaCl 0,01   FeC6H5O7 0,0005 KH2PO4 0,01 Na2MoO4x2H2O 0,014 

glicerofosforan 

wapnia 

0,01   Roztwór 

mikroelementów 

0,1*** Na2HPO4x2H2O 0,015   

MgSO4x7H2O 0,02     FeC6H5O7 0,0005   

      Roztwór 

mikroelementów 

0,1***   

pH (20 °C) 7,4 pH (20 °C) 7,2 pH (20 °C) 7,0 pH (20 °C) 7,0   

* Stałe podłoże zawierało 1% (w/v) agaru (Difco) ** Stałe podłoże zawierało 0,8% (w/v) agaru *** % (v/v) Do przygotowania podłoży wykorzystano wodę 

destylowaną. Pożywki i podłoża 79CA i TY do hodowli szczepów Rt24.2(pBA1) i Rt24.2(pBR1) zawierały kanamycynę (w końcowych stężeniach 20 μg/ml – 

hodowle płynne oraz 40 μg/ml – hodowle stałe) (roztwór wyjściowy zawierał 20 mg kanamycyny w 1 ml jałowej wody) 
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5.2. Metody 

5.2.1. Hodowla szczepów Rhizobium leguminosarum bv. trifolii 

Szczepy R. leguminosarum bv. trifolii hodowano na podłożach pełnych 79CA 

[Vincent, 1970] oraz TY [Beringer, 1974], które są bogate w składniki odżywcze. 

W przypadku szczepów Rt24.2(pBA1) oraz Rt24.2(pBR1) podłoża zawierały dodatkowo 

kanamycynę o stężeniu 20 μg/ml (hodowle na pożywce) oraz 40 μg/ml (hodowle na 

podłożu stałym). 

W celu określenia wpływu jonów cynku na kinetykę wzrostu badanych szczepów, 

bakterie hodowano w 5 ml 79CA w obecności różnych stężeń ZnSO4 (0; 0,05;0,1; 0,5; 1 

oraz 5 mM) przez 4 dni w temperaturze 28 °C w warunkach wytrząsania (160 rpm). Co 24 

godz. wykonywano pomiary gęstości optycznej hodowli (OD600) oraz odbierano po 100 μl 

w celu określenia miana bakterii w hodowli (ang. colony forming unit per ml; CFU/ml) 

z wykorzystaniem techniki seryjnych rozcieńczeń hodowli, wysiewu na płytki zawierające 

podłoże 79CA oraz liczenie pojawiających się kolonii. Eksperyment przeprowadzono 

dwukrotnie w trzech powtórzeniach biologicznych dla każdego szczepu i badanego 

stężenia jonów cynku. 

5.2.2. Określenie przeżywalności komórek Rhizobium leguminosarum bv. 

trifolii 

Proporcje żywych i martwych komórek szczepów R. leguminosarum bv. trifolii 

określano dla bakterii hodowanych przez 24 godz. w 28 °C w warunkach wytrząsania 

(160 rpm) w pożywce 79CA o różnym stężeniu ZnSO4 (0; 0,01; 0,05; 0,1; 0,5; 1; 5 oraz 10 

mM). W tym celu hodowle odwirowywano (10 min, 10000 rpm), a osad bakteryjny 

dwukrotnie przemywano 0,9% NaCl i zawieszano w 100 μl wody dejonizowanej. W celu 

wizualizacji żywych oraz martwych komórek zawiesina bakterii była barwiona mieszaniną 

dwóch barwników fluorescencyjnych: SYTO-9 (komórki żywe – kolor zielony) oraz 

jodkiem propidyny (komórki martwe - kolor czerwony) (20 min, bez dostępu światła) 

(zestaw LIVE/DEAD BacLight™ (Life Technologies, Molecular Probes, Eugene, OR, 

USA)). Komórki były następnie obserwowane z zastosowaniem mikroskopu konfokalnego 

Axiowert 200M z głowicą skanującą LSM5 Pascal (Carl Zeiss, Jena, Niemcy). Dla 

każdego preparatu wykonano po 10 zdjęć dla długości fali 470 nm (fluorescencja zielona) 

oraz 546 nm (fluorescencja czerwona). Doświadczenie wykonano trzykrotnie w trzech 

powtórzeniach biologicznych dla każdego szczepu oraz testowanego wariantu. 
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5.2.3. Oznaczenie ilości tworzonego biofilmu 

Do określenia wpływu jonów cynku na tworzenie biofilmu przez szczepy 

R. leguminosarum bv. trifolii zastosowano metodę opisaną przez Rinaudi i González 

[2009]. W tym celu dwudniowe hodowle bakteryjne rosnące w warunkach kontrolnych 

(w 79CA bez dodatku jonów cynku) oraz w obecności 0,1 mM, 0,5 mM i 1 mM ZnSO4 

rozcieńczono do wartości OD600=0,4, naniesiono po 100 μl do 96-dołkowych, 

polistyrenowych płytek titracyjnych i inkubowano przez 4 dni w 28 °C w warunkach 

stacjonarnych (po 10 dołków na każdy szczep oraz testowane stężenie metalu). Po tym 

czasie mierzono gęstość optyczną hodowli (OD600). Hodowle z dołków delikatnie usuwano 

i pozostały na dnie biofilm 3-krotnie przepłukiwano 0,9% roztworem NaCl. Następnie 

biofilm barwiono 0,1% roztworem fioletu krystalicznego w 95% etanolu przez 15 minut, 

a po tym czasie płukano 3-krotnie wodą dejonizowaną. Wybarwiony biofilm rozpuszczano 

w 95% etanolu i mierzono OD560 próbek na czytniku płytek (Biochrom Asys UVM340, 

Biochrom, UK). Eksperyment przeprowadzono 3-krotnie w 5 powtórzeniach 

biologicznych dla każdego szczepu i wariantu. 

5.2.4. Określenie struktury biofilmów z zastosowaniem mikroskopii 

konfokalnej 

Strukturę przestrzenną biofilmów tworzonych przez badane szczepy na powierzchni 

dołków płytek polistyrenowych określono z wykorzystaniem zestawu LIVE/DEAD 

BacLight™ (Life Technologies, Molecular Probes, Eugene, OR, USA) według metody 

opisanej w pracy Janczarek i wsp. [2015]. 48-godz. hodowle w 79CA bez oraz 

z dodatkiem 1 mM ZnSO4 x H2O rozcieńczono do wartości OD600=0,2 i naniesiono po 0,5 

ml do 48-dołkowej, polistyrenowej płytki titracyjnej. Płytkę inkubowano przez 4 dni w 28 

°C. Po tym czasie hodowle delikatnie usuwano, a biofilm przepłukiwano 3-krotnie 0,9% 

NaCl i barwiono barwnikami fluorescencyjnymi przez 20 minut. Wybarwione biofilmy 

obserwowano przy użyciu mikroskopu konfokalnego Olympus SV1000 (Carl Zeiss, Jena, 

Niemcy). Doświadczenie przeprowadzono 2-krotnie w trzech powtórzeniach 

biologicznych dla każdego szczepu i wariantu, po 3 dołki na każde powtórzenie. 

Dodatkowo z każdego dołka wykonano po 10 zdjęć, na podstawie których obliczono 

następujące parametry biofilmów: procent pokrycia powierzchni dna dołka przez biofilm, 

grubość biofilmu oraz stosunek liczby żywych do martwych komórek bakterii. 
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5.2.5. Izolacja polisacharydów rizobiowych 

5.2.5.1. Izolacja egzopolisacharydu (EPS) 

5.2.5.1.1. Izolacja frakcji wysokocząsteczkowej EPS 

W celu izolacji frakcji wysokocząsteczkowej (ang. high-molecular-weight, HMW) 

EPS, szczepy R. leguminosarum bv. trifolii hodowano w 79CA o różnym stężeniu 

ZnSO4 x H2O (0; 0,1; 0,5 oraz 1 mM) przez 72 godz. w 28 °C (160 rpm). Po tym czasie 

odebrano z hodowli po 100 μl w celu obliczenia miana bakterii (CFU/ml), a pozostałą 

objętość hodowli odwirowano (15 min, 14000 rpm). HMW EPS obecny w supernatancie 

strącono zimnym 95% etanolem, w stosunku objętościowym 3:1 (etanol : supernatant) 

(24 godz. w temperaturze 4 °C). Następnie EPS osadzono przez wirowanie (20 min, 14000 

rpm) i rozpuszczono w wodzie dejonizowanej [Janczarek i in., 2009]. Doświadczenie 

wykonano dwukrotnie w 4 powtórzeniach biologicznych dla każdego szczepu i badanego 

wariantu. 

5.2.5.1.2. Izolacja frakcji niskocząsteczkowej EPS 

Ilość niskocząsteczkowej frakcji (ang. low-molecular-weight, LMW) EPS 

produkowanego przez badane szczepy hodowane w 79CA (warunki kontrolne) oraz 

w obecności 1 mM jonów cynku określono według metody Venkatachalam i wsp. [2014]. 

W tym celu, supernatant uzyskany po wirowaniu 72-godz. hodowli bakteryjnych 

i pozbawiony frakcji HMW EPS (poprzez wytrącenie 95% etanolem w proporcji 3:1), 

strącono następnie zimnym 95% etanolem w stosunku objętościowym 10:1 i inkubowano 

przez 24 godz. w 4 °C. Wytrącona frakcja LMW EPS została odwirowana (40 min, 14000 

rpm, 4 °C) i rozpuszczona w wodzie dejonizowanej. Doświadczenie wykonano dwukrotnie 

w 4 powtórzeniach biologicznych dla każdego szczepu i badanego wariantu. 

5.2.5.2. Izolacja polisacharydu żelującego (GPS) 

Do izolacji polisacharydu żelującego (GPS), polisacharydu kapsularnego (CPS) oraz 

cyklicznych β-glukanów (CG) posłużyły 3-dniowe hodowle badanych szczepów 

w pożywce 79CA bez oraz z dodatkiem 1 mM ZnSO4. 

W celu ekstrakcji GPS z powierzchni komórek, osad bakterii uzyskany ze 100 ml 

hodowli (20 min, 4 °C, 8000 rpm) zawieszono w 20 ml wody dejonizowanej, dodano 20 

ml 2M NaOH, a następnie mieszano przez 2 godz. w temperaturze pokojowej. Po tym 
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czasie zawiesiny odwirowano aby usunąć komórki bakterii (20 min, 4 °C, 8000 rpm), 

a klarowny supernatant zakwaszono 5 ml 99,5% kwasu octowego w celu wytrącenia GPS. 

Polisacharyd wytrącano przez noc w 4 °C, a następnie wirowano (40 min, 8000 rpm, 4 °C), 

suszono i rozpuszczano w wodzie dejonizowanej [Zevenhuizen i van Neerven, 1983]. 

5.2.5.3. Izolacja polisacharydu kapsularnego (CPS) 

Osad bakterii uzyskany po wirowaniu 100 ml hodowli zawieszono w 40 ml 1N 

NaOH i mieszano przez 2 godz. w temp. pokojowej, a następnie wirowano (20 min, 8000 

rpm, 4 °C). Polisacharyd obecny w uzyskanym supernatancie wytrącano 95% etanolem 

(w stosunku objętościowym 1:1) przez noc w 4 °C, a następnie ponownie wirowano (40 

min, 8000 rpm, 4 °C), suszono i rozpuszczono w wodzie dejonizowanej [Breedveld i in., 

1993]. 

5.2.5.4. Izolacja cyklicznych β-glukanów 

W celu izolacji cyklicznych β-glukanów, osad uzyskany ze 100 ml hodowli bakterii 

zawieszono w 20 ml wody dejonizowanej, mieszano z dodatkiem 20 ml 1 N NaOH przez 2 

godz. w temp. pokojowej i wirowano (20 min, 8000 rpm, 4 °C), a do uzyskanego 

supernatantu dodano 1 objętość zimnego 95% etanolu. Następnie mieszaninę ponownie 

wirowano, a w supernatancie zawierającym 50% alkoholu oznaczono stężenie glukozy 

[Breedveld i in., 1993]. 

5.2.6. Oznaczenie ilości polisacharydów produkowanych przez szczepy 

R. leguminosarum bv. trifolii 

Ilość poszczególnych polisacharydów produkowanych przez badane szczepy 

wyrażono jako ekwiwalent glukozy, wykorzystując metodę opisaną przez Loewus 

[Loewus, 1952]. Do 20 μl wodnych roztworów badanych próbek dodawano 0,5 ml 75% 

kwasu siarkowego oraz 20 μl 1% indolu rozpuszczonego w 95% etanolu. Mieszaninę 

inkubowano przez 15 minut w 100 °C, a następnie odczytywano absorbancję przy długości 

fali λ=470 nm wobec próby kontrolnej zawierającej wodę zamiast próby. Stężenie cukrów 

odczytywano z krzywej wzorcowej wykonanej dla szeregu stężeń glukozy. 
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5.2.7. Określenie zdolności migracji szczepów R. leguminosarum bv. trifolii 

Zdolność migracji bakterii określono wykorzystując metodę opisaną przez Rachwał 

i wsp. [2015]. Dla badanych szczepów wykonano testy płytkowe na podłożu 79CA 

o różnym stopniu zestalenia oraz różnym stężeniu jonów cynku (w zakresie od 0 do 1 mM 

ZnSO4 x H2O). W celu określenia ruchliwości bakterii, 5 μl zawiesin bakteryjnych 

o OD600=0,4 wkłuwano w płytki 79CA zawierające 0,3% agaru (ang. swimming motility) 

oraz nakraplano na powierzchnię podłoża zawierającego 0,7% agaru (ang. swarming 

motility). Płytki inkubowano w 25 °C przez 4 dni i po tym czasie obserwowano różnice 

w migracji komórek, mierząc średnicę obszaru zajmowanego przez bakterie. 

Doświadczenie przeprowadzono 3-krotnie w trzech powtórzeniach biologicznych dla 

każdego szczepu oraz stężenia jonów cynku. 

5.2.8. Oznaczenie zdolności szczepów R. leguminosarumbv. trifolii do 

autoagregacji 

Badane szczepy R.leguminosarum bv. trifolii hodowano przez 24 godz. (160 rpm, 28 

°C) w 5 ml pożywki 79CA o różnym stężeniu ZnSO4 (od 0 do 5 mM). Po tym czasie, 

hodowle odstawiano na kolejne 24 godz. (temp. pokojowa, warunki statyczne), a następnie 

pobierano 0,3 ml z górnej fazy każdej zawiesiny bakteryjnej i mierzono jej gęstość 

optyczną przy długości fali 600 nm (A2). Pozostałą objętość zawiesiny energicznie 

mieszano, pobierano 0,3 ml roztworu i ponownie mierzono jej gęstość optyczną (A1). 

Zdolność komórek do autoagregacji obliczano według poniższego wzoru, na podstawie 

wartości OD600 pobieranych próbek i przedstawiano jako % komórek ulegających 

autoagregacji [Sorroche i in., 2012]: 

% 𝑎𝑢𝑡𝑜𝑎𝑔𝑟𝑒𝑔𝑎𝑐𝑗𝑖 = 100 × [1 −
𝐴2

𝐴1
] 

5.2.9. Pomiar oddychania komórkowego szczepów R. leguminosarum bv. 

trifolii 

Zawiesiny bakteryjne badanych szczepów o OD600= 1,0 przygotowane w pożywce 

79CA o pH=7,4 niezawierającej ekstraktu drożdżowego oraz hydrolizatu kazeiny, 

inkubowano przez 2 godz. bez oraz w obecności 1 mM oraz 10 mM ZnSO4 (160 rpm, 28 

°C). Następnie hodowle dodawano do kolbek miarowych zawierających dobrze 

napowietrzoną, tak samo zmodyfikowaną pożywkę 79CA w stosunku 1:2 (hodowla 
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bakterii : podłoże) i szczelnie zatykano korkami ligninowymi, całkowicie ograniczając 

dostęp powietrza. Pomiar spadku stężenia tlenu w hodowlach bakteryjnych mierzono za 

pomocą elektrody tlenowej (VisiFerm DO Arc 225, Hamilton Robotics, Bonaduz, GR, 

Szwajcaria) podłączonej do bioreaktora (Jupiter 2.0 Multi, Solaris) w czasie t=0 (A0) oraz 

przez następne 20 minut, odczytując wyniki co 2 minuty (A1). Doświadczenie prowadzono 

w stałej temperaturze 28 °C oraz w warunkach ciągłego mieszania (200 rpm). Procent 

zużycia tlenu przez bakterie obliczono według wzoru: 

𝑧𝑢ż𝑦𝑐𝑖𝑒 𝑂2 =
𝐴1

𝐴0
× 100% 

5.2.10. Otrzymywanie frakcji białek cytoplazmatycznych 

i peryplazmatycznych R. leguminosarum bv. trifolii 

W celu oznaczenia aktywności dysmutazy ponadtlenkowej oraz katalazy we frakcji 

białek cytoplazmatycznych i peryplazmatycznych, badane szczepy R. leguminosarum bv. 

trifolii hodowano przez 2 dni w 100 ml 79CA bez dodatku oraz w obecności 1 mM ZnSO4. 

Po tym czasie hodowle wirowano (45 minut, 8000 rpm, 4 °C), a uzyskany osad bakteryjny 

użyto do izolacji wymienionych frakcji białkowych. 

5.2.10.1. Izolacja białek cytoplazmatycznych 

W celu izolacji frakcji białek cytoplazmatycznych, osad bakteryjny uzyskany po 

wirowaniu przemyto 0,9% roztworem NaCl, zawieszono w 2 ml 50 mM buforu Tris-HCl 

(pH 8,0), dodano 20 μl lizozymu (12 mg ml-1) i inkubowano przez 30 minut w 37 °C. Tak 

przygotowane preparaty poddano homogenizacji z użyciem prasy (Thermo Electron 

Corporation, USA), a uzyskane lizaty wirowano (30 min, 10000 rpm, 4 °C) [Krehenbrink 

i Downie, 2011]. W klarownych supernatantach zmierzono stężenie białka metodą 

Bradford [Bradford, 1976] oraz aktywność enzymatyczną dysmutazy ponadtlenkowej 

i katalazy. 

5.2.10.2. Izolacja białek peryplazmatycznych 

W celu uzyskania frakcji białek peryplazmatycznych, osad bakteryjny uzyskany po 

wirowaniu przemyto 0,9% roztworem NaCl i zawieszono w 10 ml buforu 

hiperosmotycznego. Następnie zawiesinę bakterii inkubowano przez 15 minut w 28 °C 

i ponownie odwirowano (15 min, 8000 rpm, temp. pokojowa). Osad bakterii zawieszono 

w 10 ml lodowatej wody dejonizowanej i inkubowano w lodzie kolejne 15 minut. 
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W supernatancie uzyskanym po osadzeniu bakterii (30 min, 8000 rpm, 4 °C) oznaczono 

stężenie białka metodą Bradford oraz aktywność enzymatyczną dysmutazy 

ponadtlenkowej [Krehenbrink i Downie, 2011]. 

5.2.11. Oznaczenie stężenia białka metodą Bradford 

Do probówek typu Eppendorf zawierających 160 μl roztworów badanych preparatów 

białkowych dodano 40 μl odczynnika Bio-Rad Protein Assay (Bio-Rad, USA). Próbki 

mieszano i inkubowano przez 15 minut w temperaturze pokojowej. Stężenie białka 

w próbkach określono poprzez pomiar spektrofotometryczny przy długości fali λ=595 nm 

wobec próby kontrolnej zawierającej wodę dejonizowaną zamiast roztworu białka 

(Biochrom Asys UVM340, Biochrom, UK). Stężenie białka w próbie odczytywano na 

podstawie krzywej wzorcowej wykonanej dla albuminy surowicy bydlęcej [Bradford, 

1976]. 

5.2.12. Oznaczenie aktywności dysmutazy ponadtlenkowej 

Mieszaninę reakcyjną zawierającą 700 μl 50 mM buforu Tris-HCl (pH 8,5) i 50 μl 

próby badanej inkubowano przez 5 minut w temperaturze 30 °C. Reakcję rozpoczynano 

poprzez dodanie 50 μl 5 mM pirogalolu rozpuszczonego w 10 mM HCl. Mierzono przyrost 

absorbancji przy długości fali λ=320 nm wobec próby odczynnikowej, zawierającej wodę 

dejonizowaną zamiast próby badanej (Cary Win 300 Bio, Varian, USA). Jako jednostkę 

aktywności przyjęto procent zahamowania samoutlenienia pirogalolu wyrażony 

stosunkiem przyrostu absorbancji próby badanej i kontrolnej: 

𝐴𝑘𝑡𝑦𝑤𝑛𝑜ść 𝑆𝑂𝐷 =  

ΔEA − EB

EA
× 100%

50%
× 𝑉𝑀𝑅 ×

1

𝑉𝑃
× 𝐷 

gdzie: 

ΔEA – przyrost absorbancji (przy długości fali λ = 320 nm) w próbie kontrolnej w czasie 

60 s wywołany samoutlenieniem pirogalolu 

 ΔEB – przyrost absorbancji (przy długości fali λ = 320 nm) w próbie badanej w czasie 60 s  

VMR – objętość mieszaniny reakcyjnej [ml] 

VP – objętość próby badanej [ml] 

D – rozcieńczenie próby badanej 
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Aktywność specyficzną SOD wyrażono w jednostkach aktywności SOD na mg białka 

zawartego w próbie badanej [U/ mg białka] [Marklund, 1974]. 

5.2.13. Oznaczenie aktywności katalazy 

Aktywność katalazy oznaczano spektrofotometrycznie monitorując rozkład 

nadtlenku wodoru w obecności enzymu zawartego w próbie badanej [Aebi, 1984]. W tym 

celu, do 750 μl przygotowanego substratu (30 mM H2O2 w 0,1 M buforze Mc Ilvaine’a) 

dodano 7,5 μl próby badanej. Wymieszaną próbkę umieszczano w komorze 

spektrofotometru i mierzono spadek absorbancji w czasie 30 s przy długości fali λ=240 nm 

wobec próby odczynnikowej (Cary Win 300 Bio, Varian, USA). Aktywność katalazy 

obliczono ze wzoru: 

𝐴𝑘𝑡𝑦𝑤𝑛𝑜ść 𝐶𝐴𝑇 =  
(𝛥𝐴𝑃 − 𝛥𝐴𝐾) × 𝑉𝑀𝑅 × 103

𝜀 × 𝑉𝑃
 

gdzie: 

ΔAP - spadek absorbancji w próbie badanej w czasie 30 s (przy długości fali λ = 240 nm) 

ΔAK - spadek absorbancji w próbie kontrolnej w czasie 30 s (przy długości fali λ = 240 

nm) 

VMR – objętość mieszaniny reakcyjnej [ml] 

VP – objętość próby badanej [ml] 

ε – molowy współczynnik absorbcji dla katalazy równy 39,40 dm3 mol-1 cm-1 

Aktywność specyficzną CAT wyrażono jako [U/ mg białka]. 
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5.2.14. Badanie właściwości fizykochemicznych komórek szczepów 

R. leguminosarum bv. trifolii 

5.2.14.1. Oznaczenie ruchliwości elektroforetycznej komórek bakterii 

z wykorzystaniem laserowej elektroforezy dopplerowskiej  

Pomiar ruchliwości elektroforetycznej (ang. electrophoretic mobility, EM) komórek 

szczepów R. leguminosarum bv. trifolii stanowił jeden z etapów badań dotyczących 

wpływu jonów cynku na fizyko-chemiczne właściwości powierzchniowe komórek 

bakteryjnych. Do przeprowadzenia tego eksperymentu wybrano podłoże TY ze względu na 

niską zawartość składników mineralnych, mogących wchodzić w interakcję 

z zewnątrzkomórkowymi polimerowymi składnikami otoczki bakterii. Podłoże to 

filtrowano (Whatman Anodisc Membrane Filter, średnica porów 0,02 μm) w celu 

usunięcia zanieczyszczeń stałych, których obecność w zawiesinie mogłaby wpłynąć na 

wynik pomiaru. Analizy wykonano dla: 

• 24-godz. hodowli bakteryjnych inkubowanych w pożywce TY o różnym stężeniu 

ZnSO4 (0; 1; 10; 50; 200 mM) 

• hodowli prowadzonych przez różny okres czasu (24, 48 oraz 96 godz.) w pożywce 

TY niezawierającej jonów cynku oraz zawierającej 1 mM ZnSO4 

• 24-godz. hodowli bakteryjnych w pożywce TY zawierającej ZnSO4 o stężeniu 

odpowiednio: 0 mM i 1 mM oraz pH w zakresie od 3 do 7. 

Eksperyment przeprowadzono 3-krotnie w trzech powtórzeniach biologicznych dla 

każdego szczepu oraz wariantu. Przygotowanie próbek oraz wykonanie pomiarów 

realizowano w oparciu o wcześniej opracowaną metodykę [Cieśla i in., 2011]. W tym celu 

gęstość optyczną wszystkich zawiesin bakteryjnych doprowadzono do wartości OD600=0,4 

stosując podłoże TY o składzie odpowiednim dla danego wariantu doświadczenia. 

Pomiary wykonano za pomocą urządzenia Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments 

Ltd., Malvern, UK), wykorzystującego metodę laserowej dopplerowskiej elektroforezy 

(ang. Laser Doppler Electrophoresis, LDE) w połączeniu z analizą fazową światła 

rozpraszanego (ang. Phase Analysis Light Scattering, PALS). Źródłem światła o długości 

fali 633 nm był laser helowo-neonowy. Wiązka światła przechodzącego rozproszonego 

pod kątem 17° po nałożeniu z wiązką referencyjną trafiała na detektor urządzenia, 

a następnie sygnał podlegał obróbce cyfrowej za pomocą procesora i trafiał do komputera, 

gdzie był analizowany przez oprogramowanie (Zetasizer Nano Series User Manual, 2004). 

Pomiary ruchliwości elektroforetycznej bakterii wykonywano w temperaturze 20 °C. 
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5.2.14.2. Określenie charakteru kwasowo-zasadowego komórek szczepów 

R. leguminosarum bv. trifolii 

W celu określenia wpływu jonów cynku na udział specyficznych grup funkcyjnych 

obecnych na powierzchni komórek w generowaniu powierzchniowego ładunku 

elektrycznego wykonano miareczkowanie potencjometryczne, stosując wcześniej 

opracowaną metodykę [Cieśla i in., 2016]. W doświadczeniu tym użyto 100 ml 24-godz. 

hodowli bakteryjnych w TY (stężenie ZnSO4 równe 0 mM i 1 mM) o OD600 = 0,4. Za 

pomocą 1 M HCl doprowadzono pH zawiesin bakteryjnych do wartości 3, a następnie 

miareczkowano w zakresie wartości pH od 3 do 7, przy użyciu 0,1 M NaOH. W tym 

samym zakresie pH przeprowadzono miareczkowanie podłoża. Analizy wykonywano 

w temperaturze 20 °C z zastosowaniem stacji miareczkującej Titralab TIM 965 

(Radiometer Analytical SAS, Lyon, Francja). 

Korzystając z dostępnych w literaturze równań [Nederlof i in., 1993; Józefaciuk 

i Szatanik-Kloc, 2004; Cieśla i in., 2016] obliczono wartości funkcji rozkładu pozornych 

stałych dysocjacji powierzchniowych grup funkcyjnych (f (pKapp)) oraz średnią pozorną 

stałą dysocjacji (pKapp,av), przy czym pojęcie „stała dysocjacji” odnoszono tu do stałej 

dysocjacji (Kapp) wyrażonej w formie zlogarytmowanej (pKapp=-log(Kapp)). 

Funkcja rozkładu pozornych stałych dysocjacji [f (pKapp)] przyjmuje wartości od 0 

do 1. Jej przebieg odzwierciedla udział grup funkcyjnych, charakteryzowanych przez 

poszczególne wartości pKapp, w generowaniu całkowitego ładunku elektrycznego 

powierzchni komórek. 

Do oceny ogólnego charakteru kwasowego powierzchni komórek bakteryjnych 

posłużono się wartością średniej pozornej stałej dysocjacji (pKapp,av), obliczoną na 

podstawie wzoru: 

𝑝𝐾𝑎𝑝𝑝,𝑎𝑣 =  ∑ 𝑝𝐾𝑎𝑝𝑝𝑖
𝑓(𝑝𝐾𝑎𝑝𝑝𝑖

)

𝑛

𝑖=1

 

gdzie: pKappi - pozorna stała dysocjacji grup funkcyjnych i, f(pKappi) - wartość funkcji 

rozkładu pozornych stałych dysocjacji uzyskana dla grup funkcyjnych i. 

Niskie wartości pKapp są charakterystyczne dla mocnych kwasów. Zatem im nisza 

jest wartość pKapp,av, tym bardziej kwasowy charakter przejawiają otoczki komórek 

bakteryjnych. 
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5.2.14.3. Pomiar kątów zwilżania oraz wyznaczenie swobodnej energii 

powierzchniowej  

Hydrofobowe/hydrofilowe właściwości powierzchniowe komórek badanych 

szczepów określono wykorzystując metodę osadzonej kropli (ang. sessile drop technique) 

oraz wcześniej opracowaną metodykę [Cieśla i in., 2016]. Jednodniowe hodowle 

bakteryjne w TY (stężenie ZnSO4 równe 0 mM i 1 mM) rozcieńczono do wartości 

OD600=0,4, a następnie z wykorzystaniem podciśnienia naniesiono na membrany 

celulozowe o średnicy porów 0,45 μm (Whatman, GE Helathcare UK Ltd., Little Chalfont, 

UK). Membrany mocowano za pomocą taśmy dwustronnej na szkiełkach 

mikroskopowych, suszono 40 minut w komorze laminarnej w temperaturze pokojowej 

i mierzono kąty zwilżania dla trzech cieczy: wody, formamidu oraz dijodometanu 

[Busscher i in., 1984]. Pomiary wykonano 3-krotnie w trzech powtórzeniach biologicznych 

dla każdego szczepu i wariantu, w stałej temperaturze 20 °C z zastosowaniem mikroskopu 

DSA100 wyposażonego w goniometr oraz kamerę CCD (KRÜSS GmbH, Hamburg, 

Niemcy). Do wyznaczenia swobodnej energii powierzchniowej (ang. surface free energy, 

SFE) wykorzystano metodę opisaną przez van Ossa i wsp. (1987).  

5.2.15. Oznaczenie hydrofobowości komórek szczepów R. leguminosarum bv. 

trifolii  

W celu określenia hydrofobowości powierzchni komórek badanych szczepów 

zastosowano metodę opracowaną przez Neu i Poralla [1990]. W tym celu wykorzystano 

24-godz. hodowle w 79CA zawierające różne stężenia ZnSO4 (0 – 50 mM). Osady bakterii 

uzyskane przez wirowanie (12 min, 10000 rpm) zawieszano w buforze PUM, 

doprowadzano ich gęstość optyczną do wartości ∼ 1,0, mierzonej przy długości fali λ = 

405 nm (OD1) (Biochrom Asys UVM340, Biochrom, UK). Następnie do 600 μl zawiesin 

bakteryjnych dodawano 300 μl dodekanu, mieszaninę intensywnie wytrząsano przez 

2 minuty i odstawiano na 15 minut w celu rozdzielenia się fazy wodnej oraz organicznej. 

Po tym czasie mierzono OD405 fazy wodnej (ODa) i obliczano stopień hydrofobowości 

komórek ze wzoru: 

ℎ𝑦𝑑𝑟𝑜𝑓𝑜𝑏𝑜𝑤𝑜ść (%) = 100 − 100 ×
𝑂𝐷𝑎

𝑂𝐷1
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5.2.16. Określenie wydajności wiązania jonów Zn2+ przez EPS wyizolowany 

z hodowli szczepu Rt24.2 

W celu określenia wydajności wiązania jonów Zn2+ przez EPS wyizolowany ze 

szczepu Rt24.2 metodą opisaną w podrozdziale 2.5.1. uzyskany polisacharyd oczyszczono 

poprzez 2-krotne strącanie etanolem, wirowanie oraz dializę w wodzie (24 h), a następnie 

w roztworze HCl (pH 4) (24 h) w celu eliminacji jonów zaadsorbowanych z pożywki 

79CA. W otrzymanym preparacie oznaczono stężenie białka metodą Bradford [Bradford, 

1976], a następnie poddano go liofilizacji. Czysty preparat EPS o stężeniu 1 mg ml-1 

dodawano do wodnych roztworów ZnCl2, a następnie dializowano w warunkach 

wytrząsania (24h, 100 rpm, temp. pokojowa). Po tym czasie uzyskane dializaty 

zakwaszono 20% HCl i oznaczono stężenie jonów Zn2+ metodą absorpcyjnej spektrometrii 

atomowej (ASA). Doświadczenie przeprowadzono w 2 powtórzeniach biologicznych dla 

szeregu stężeń ZnCl2 (0; 0,01; 0,05; 0,1; 0,25; 0,5; 0,75; 1; 1,25; 1,5; 1,75; 2; 5; 10; 15; 20 

oraz 50 mM).  

Proces adsorpcji jonów Zn2+ na powierzchni EPS został opisany za pomocą równania 

Langmuira. Izoterma adsorpcji Langmuira opisuje zależność ilości zaadsorbowanej 

substancji od stężenia adsorbatu przy ustalonej temperaturze i zakłada, że adsorbat może 

tworzyć na powierzchni adsorbentu monowarstwę cząsteczek, które oddziałują 

z miejscami adsorpcyjnymi, ale nie wchodzą w interakcje ze sobą. W teorii tej zakłada się 

również, że cząsteczki adsorbatu nie mogą tworzyć na powierzchni adsorbentu 

wielowarstwy oraz energia adsorpcji jest stała, czyli powierzchnia adsorbentu jest 

energetycznie jednorodna. W stanie równowagi termodynamicznej szybkość adsorpcji jest 

równa szybkości desorpcji. Izoterma adsorpcji Langmuira opisana jest następującym 

równaniem (Vijayaraghavan i in., 2006):  

𝑞 =
𝑞𝑚𝑎𝑥  × 𝐾 × 𝑐

1 + 𝐾 × 𝑐
 

gdzie  c – stężenie równowagowe adsorbatu w roztworze [mg (dm3)-1], 

 q – stężenie adsorbatu w fazie stałej bioadsorbentu [mg g-1], 

 qmax – maksymalne stężenie adsorbatu w fazie stałej bioadsorbentu 

(pojemność monowarstwy) [mg g-1], 

 K – stała równowagi reakcji [dm3 g-1]. 
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Do wyznaczenia adsorpcji jonów cynku na EPS i wyliczenia pojemności 

monowarstwy (qmax), posłużyło zlinearyzowane równanie adsorpcji Langmuira: 

𝑐

𝑞
=  

𝑐

𝑞𝑚𝑎𝑥
+ 

1

𝑞𝑚𝑎𝑥 ×  𝐾
  

5.2.17. Doświadczenia roślinne  

5.2.17.1. Jałowienie nasion koniczyny łąkowej (Trifolium pratense) 

Nasiona koniczyny łąkowej (Trifolium pratense, odmiana Dajana) płukano 3-krotnie 

w wodzie jałowej dejonizowanej, a następnie inkubowano przez 1 min w 0,1% HgCl2. Po 

tym czasie nasiona ponownie płukano 3-krotnie w wodzie jałowej, inkubowano przez 

1 min w 70% etanolu, a następnie płukano 3-krotnie w wodzie jałowej i wykorzystywano 

do dalszych analiz. 

5.2.17.2. Określenie wpływu jonów cynku na kiełkowanie koniczyny 

łąkowej  

Przeprowadzono eksperyment mający na celu zbadanie wpływu jonów cynku na 

kiełkowanie nasion koniczyny łąkowej. Nasiona wykładano na płytki Petriego (30 nasion 

na płytkę), zawierające płynne bądź stałe podłoże do kiełkowania nasion (Tab. 4) 

wzbogacone o ZnSO4 (w zakresie stężeń od 0 do 1mM), zachowując jałowe warunki. 

Płytki inkubowano przez 7 dni w 24 °C, a po tym czasie liczono ilość wykiełkowanych 

nasion oraz mierzono długość łodygi i korzenia kiełków. Eksperyment przeprowadzono 

2-krotnie w trzech powtórzeniach biologicznych. 

5.2.17.3. Adhezja komórek R. leguminosarum bv. trifolii do korzeni 

koniczyny 

Wpływ jonów cynku na adhezję bakterii do korzeni koniczyny określono 

wykorzystując metodę opisaną przez Fujishige i wsp. [2006]. Trzydniowe kiełki koniczyny 

inkubowano w pożywce Fåhræus’a bez oraz z dodatkiem 0,1 mM ZnSO4. Inkubację 

prowadzono w jałowych warunkach przez 24 godz. w 24 °C. Po tym czasie kiełki 

przemywano nową porcją pożywki Fåhræus’a. Równocześnie przygotowano zawiesiny 

bakteryjne badanych szczepów. W tym celu bakterie hodowano przez 24 godz. w pożywce 

79CA niezawierającej jonów Zn2+ (warunki kontrolne) oraz zawierającej 0,1 mM Zn2+. 

Następnie hodowle wirowano (7 min, 8000 rpm), a uzyskany osad przemywano pożywką 
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Fåhræus’a w celu usunięcia nadmiaru jonów metalu. Osad bakteryjny zawieszono 

w pożywce Fåhræus’a i rozcieńczono do wartości OD600= 0,1. 

Doświadczenie przeprowadzono w 4 wariantach. Pierwszy wariant (I) stanowiła 

kontrola doświadczenia, w której zarówno kiełki, jak i bakterie nie były poddane działaniu 

jonów Zn2+. W drugim wariancie (II) sprawdzono zdolność adhezji bakterii hodowanych 

w obecności jonów Zn2+ do korzeni roślin kontrolnych. W trzecim wariancie (III) 

określono zdolność adhezji bakterii nie poddanych działaniu tych jonów do korzeni 

koniczyny inkubowanych wcześniej w pożywce zawierającej jony Zn2+. W ostatnim 

wariancie (IV) zbadano adhezję bakterii do korzeni, gdzie zarówno szczepy, jak też ich 

gospodarz były inkubowane uprzednio w obecności tych jonów. 

Kiełki koniczyny inkubowano w 500 μl odpowiednich zawiesin bakteryjnych 

w warunkach stacjonarnych przez 24 godz. w 24 °C. Po tym czasie odcinano jałowo 

korzenie roślin, płukano je przez 1 godz. w 0,05% Tween-20 (100 rpm) w celu usunięcia 

bakterii niezwiązanych z korzeniem, a następnie usuwano płyn i ważono. Każdy korzeń 

homogenizowano w 300 μl jałowej wody dejonizowanej, a następnie wysiewano metodą 

seryjnych rozcieńczeń na płytki zawierające 79CA. Kolonie bakteryjne zliczano po 4 

dniach inkubacji w 28 °C. Eksperyment przeprowadzono w dwóch powtórzeniach, 

wykorzystując 5 kiełków koniczyny na każdy szczep oraz wariant.  

5.2.17.4. Testy probówkowe 

Właściwości symbiotyczne badanych szczepów określono z użyciem koniczyny 

łąkowej (Trifolium pratense, odmiana Dajana) jako gospodarza roślinnego. Nasiona 

koniczyny po powierzchniowej sterylizacji wykładano na płytki z podłożem Fåhræus’a 

[Vincent, 1970], po wykiełkowaniu przenoszono do szklanych probówek zawierających 

podłoże Fåhræus’a z różnym stężeniem ZnSO4 (0; 0,01; 0,025; 0,05; 0,1 i 1mM). Po 4 

dniach, dodawano zawiesiny bakterii o OD600= 0,2 przygotowane w wodzie jałowej (100 

μl na roślinę) i rośliny hodowano przez 5 tygodni w warunkach szklarniowych przy 

naturalnym świetle wspomaganym oświetleniem sztucznym (14 godz. w 24 °C – dzień i 10 

godz. w 18 °C – noc). Co 7 dni liczono ilość brodawek pojawiających się na korzeniach 

koniczyny, a po 5 tygodniach ważono część nadziemną oraz podziemną roślin. 

Eksperyment wykonano w trzech powtórzeniach biologicznych, wykorzystując 30 roślin 

dla każdego badanego szczepu oraz wariantu.  
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5.2.18. Analizy statystyczne 

Otrzymane wartości liczbowe określające własności komórek szczepów Rt24.2, 

Rt2472, Rt5819, Rt24.2(pBA1) oraz Rt24.2(pBR1) porównywano z użyciem programu 

Statistica 12.5 (StatSoft). Do analizy istotności statystycznej wykorzystano jedno- oraz 

wieloczynnikową analizę wariancji.  
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6. Wyniki 

6.1. Określenie wpływu jonów Zn2+ na własności fenotypowe szczepów 

Rhizobium leguminosarum bv. trifolii różniących się poziomem 

syntezy EPS 

Bakterie z rodziny Rhizobiaceae należą do powszechnie bytujących w glebie 

mikroorganizmów i często są narażone na działanie różnego rodzaju czynników 

środowiskowych, m. in. na obecność metali ciężkich. W pracy tej przeprowadzono szereg 

eksperymentów mających na celu określenie wrażliwości szczepów R. leguminosarum bv. 

trifolii różniących się ilością produkowanego EPS, na obecność jonów cynku w podłożu. 

Ustalono wpływ jonów tego metalu na różne własności fenotypowe badanych szczepów. 

6.1.1. Wpływ jonów Zn2+ na przeżywalność i wzrost Rhizobium 

leguminosarum bv. trifolii 

W pierwszej części doświadczenia zbadano wpływ jonów Zn2+ na przeżywalność 

badanych szczepów R. leguminosarum bv. trifolii. Analizę wykonano dla 24-godz. 

bakteryjnych hodowli inkubowanych przy różnym stężeniu ZnSO4 (zakres stężeń: 0 – 10 

mM). Aby określić procentowy udział bakterii żywych i martwych w hodowlach, 

odpowiednio przygotowane bakterie barwiono zestawem barwników fluorescencyjnych 

(SYTO-9 dla wizualizacji bakterii żywych oraz jodek propidyny dla uwidocznienia 

bakterii martwych) i obserwowano przy użyciu mikroskopu konfokalnego (Ryc. 19). 

Wykazano, że w warunkach braku jonów cynku wszystkie szczepy R. leguminosarum bv. 

trifolii charakteryzują się wysoką przeżywalnością (94,69% - 99,02% żywych bakterii) 

(Tab. 5). Stwierdzono również, że niskie stężenia ZnSO4 (0,01 – 0,1 mM) nie powodowały 

znaczącego obniżenia żywotności komórek badanych szczepów, z wyjątkiem Rt5819. 

Jednakże, zwiększenie stężenia ZnSO4 powyżej 1 mM skutkowało zmniejszeniem się 

liczby komórek żywych w hodowlach tych szczepów. Różnice w przeżywalności bakterii 

przy różnych stężeniach jonów Zn2+ dla poszczególnych szczepów były istotne 

statystycznie. Mutanty defektywne w syntezie EPS (Rt2472 oraz Rt5819) wykazały się 

największą wrażliwością na obecność cynku. 
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Ryc. 19 Wizualizacja komórek szczepów R. leguminosarum bv. trifolii hodowanych przez 24 godz. 

w warunkach kontrolnych oraz w obecności 1 mM ZnSO4, wykonana z zastosowaniem 

mikroskopii konfokalnej (zielony kolor – komórki żywe, czerwony kolor – komórki martwe). 
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Tab. 5 Wpływ jonów Zn2+ na przeżywalność szczepów R. leguminosarum bv. trifolii. Różnice istotne 

statystycznie pomiędzy stężeniami ZnSO4 dla każdego badanego szczepu zostały oznaczone 

różnymi literami (α=0,05; ANOVA jednoczynnikowa; test Tukey’a). 

ZnSO4 

(mM) 

Szczepy R. leguminosarum bv. trifolii (% żywych komórek) 

Rt24.2 Rt5819 Rt2472 Rt24.2(pBA1) Rt24.2(pBR1) 

0 99,02 ± 0,19A 94,69 ± 1,48A 95,54 ± 0,42AB 98,17 ± 0,13AB 98,62 ± 0,22A 

0,01 98,86 ± 0,12A 93,46 ± 1,16AB 98,41 ± 0,35A 98,78 ± 0,12A 98,48 ± 0,41A 

0,05 98,45 ± 0,74AB 92,60 ± 1,72AB 98,02 ± 0,45A 95,45 ± 1,13BC 98,68 ± 0,29A 

0,10 98,15 ± 0,58AB 87,66 ± 1,01CD 96,53 ± 0,76A 97,65 ± 0,78AB 98,68 ± 0,17A 

0,50 97,27 ± 1,05ABC 89,72 ± 1,45BC 90,61 ± 1,25BC 95,68 ± 1,15BC 96,61 ± 0,64B 

1,0 95,44 ± 0,44C 88,91 ± 0,55BC 87,95 ± 1,27C 93,33 ± 1,12CD 95,92 ± 0,39B 

5,0 96,46 ± 0,93BC 87,80 ± 3,07C 86,59 ± 0,82C 94,69 ± 0,94C 96,39 ± 0,39B 

10,0 92,06 ± 1,25D 83,10 ± 1,36D 74,60 ± 4,85D 91,16 ± 1,55D 92,79 ± 1,19C 

 

W dalszym etapie badań określono wpływ jonów cynku na kinetykę wzrostu 

szczepów R. leguminosarum bv. trifolii. Doświadczenia te przeprowadzono w czasie 96 

godzin (h) dla szerokiego spektrum stężeń ZnSO4 (0; 0,05; 0,1; 0,5; 1 oraz 5 mM). 

Kinetykę wzrostu tych szczepów wyznaczono na podstawie dwóch parametrów: gęstości 

optycznej hodowli (OD600) oraz miana bakterii (CFU/ml), aby określić czy EPS 

produkowany przez te bakterie ma wpływ na wartości OD600 ich hodowli (Ryc. 20). 
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Ryc. 20 Wpływ jonów Zn2+ na wzrost szczepów R. leguminosarum bv. trifolii: szczepu dzikiego 

Rt24.2 oraz jego pochodnych różniących się ilością produkowanego EPS, określony na 

podstawie pomiarów gęstości optycznej hodowli (OD600) (panel A) oraz ich wartości CFU/ml 

(panel B). 
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Pomiary gęstości optycznej hodowli wykazały, że w warunkach kontrolnych 

(bakterie nie poddane ekspozycji na jony cynku) wszystkie szczepy charakteryzowały się 

dość podobnym tempem wzrostu i osiągały fazę stacjonarną po 48-72 godz., a maksymalne 

wartości OD600 hodowli (~1,0) po 72 godz. (Ryc. 20, panel A). W przypadku dwóch 

szczepów Rt2472 i Rt5819, zawierających odpowiednio mutacje w genach rosR i pssA, 

zaobserwowano nieco wolniejszy wzrost i niższe wartości OD600 w porównaniu do 

szczepu dzikiego Rt24.2 i dwóch szczepów Rt24.2(pBA1) i Rt24.2(pBR1) produkujących 

zwiększone ilości EPS w porównaniu do szczepu Rt24.2. Podobne wyniki w warunkach 

kontrolnych uzyskano dla badanych szczepów stosując parametr CFU/ml, który jest 

niezależny od obecności EPS w hodowli (Ryc. 20, panel B). Zaobserwowano intensywne 

namnażanie się szczepów w warunkach kontrolnych i osiągnięcie przez nie fazy 

stacjonarnej wzrostu po 48 godz. Również i w tym doświadczeniu uzyskano nieco niższe 

wartości CFU/ml dla hodowli mutantów Rt2472 i Rt5819 w porównaniu do szczepu 

dzikiego Rt24.2 i szczepów nadprodukujących EPS [Rt24.2(pBA1) i Rt24.2(pBR1)]. 

Ponadto wykazano dla 72-godz. hodowli szczepów produkujących EPS, że wzrost gęstości 

optycznej tych hodowli w porównaniu do 48-godz. hodowli wynika przede wszystkim 

z produkcji i sekrecji tego polimeru do pożywki, a nie z namnażania się bakterii.  

Na podstawie pomiarów OD600 hodowli wykazano, że obecność jonów Zn2+ 

powodowała nieznaczne obniżenie tempa wzrostu badanych szczepów przy stężeniu 0,05 

mM, a stopniowy wzrost stężenia metalu powodował spowolnienie wzrostu bakterii, 

doprowadzając do jego całkowitego zahamowania przy wartości 1 mM. Na podstawie tego 

doświadczenia wykazano również, że szczep Rt5819 nieprodukujący EPS jest najbardziej 

wrażliwym szczepem na obecność jonów cynku w podłożu ze wszystkich badanych 

szczepów. 

Podobne zależności pomiędzy szczepami oraz stosowanym stężeniem jonów Zn2+ 

zaobserwowano przy użyciu parametru CFU/ml. W oparciu o analizy wartości CFU/ml 

stwierdzono, że obecność jonów tego metalu w stężeniach 0,05 i 0,1 mM powodowała 

obniżenie tempa wzrostu badanych szczepów, a zahamowanie wzrostu wszystkich 

szczepów zaobserwowano dla wartości 0,5 mM (Ryc. 20, panel B). Uzyskano niższe 

wartości CFU/ml dla hodowli Rt5819 i Rt2472, zaś wyższe wartości CFU/ml dla szczepów 

Rt24.2(pBA1) i Rt24.2(pBR1), w stosunku do parametru CFU/ml szczepu kontrolnego 

Rt24.2. Na tej podstawie wykazano, że mutanty defektywne w syntezie EPS 

charakteryzują się niższą tolerancją na jony Zn2+ w porównaniu do szczepu dzikiego 
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Rt24.2, natomiast szczepy nadprodukujące EPS wykazują wyższą tolerancję na ten 

czynnik stresowy w porównaniu do szczepu Rt24.2. 

Liniowe korelacje pomiędzy wartościami OD600 i CFU/ml udało się otrzymać tylko 

dla niskich stężeń jonów cynku (0 - 0,1 mM) w pierwszych dwóch dobach eksperymentu. 

Po 72-godz. wartość OD600 hodowli zwiększała się u wszystkich badanych bakterii, 

z wyjątkiem szczepu Rt5819, co było wyraźnie związane z produkcją EPS. Natomiast 

w tych samych hodowlach parametr CFU/ml nie zmieniał się znacząco w porównaniu do 

wartości osiąganych dla 48-godz. hodowli. Z kolei po 96-godz. inkubacji wartości CFU/ml 

wyraźnie obniżały się, natomiast gęstość tych hodowli pozostawała bez zmian. Wyniki te 

wskazują, że do precyzyjnego ustalenia wrażliwości szczepów R. leguminosarum bv. 

trifolii na obecność cynku w środowisku wzrostu, niezbędne jest określenie zarówno 

gęstości optycznej hodowli, która jest ściśle związana z ilością produkowanego EPS, jak 

i miana żywych bakterii (CFU/ml), który jest lepszym wskaźnikiem toksyczności 

badanego czynnika stresowego. 

Podsumowując, przeprowadzone doświadczenia wykazały, że szczepy Rt24.2(pBA1) 

oraz Rt24.2(pBR1), wytwarzające znaczne ilości EPS, charakteryzują się zwiększoną 

przeżywalnością, szybszym tempem wzrostu i wyższymi parametrami CFU/ml hodowli 

w porównaniu do szczepów defektywnych w syntezie EPS: Rt2472 i Rt5819. Uzyskane 

wyniki sugerują, że wrażliwość testowanych szczepów R. leguminosarum bv. trifolii na 

obecność ZnSO4 w środowisku wzrostu jest w znacznym stopniu zależna od ilości 

syntetyzowanego EPS [Kopycińska i in., 2018]. 

6.1.2. Wpływ jonów Zn2+ na poziom syntezy EPS przez R. leguminosarum bv. 

trifolii 

Dotychczasowe dane literaturowe wskazują, że EPS odgrywa ważną rolę w adaptacji 

różnych bakterii do stresu środowiskowego. W związku z tym postanowiono zbadać w jaki 

sposób obecność jonów cynku wpływa na syntezę tego polimeru u R. leguminosarum bv. 

trifolii. We wcześniejszych pracach naszego zespołu wykazano, że badane szczepy różnią 

się znacząco ilością wytwarzanego EPS i można je pod tym względem uszeregować od 

najmniej produkującego do najwięcej produkującego w następujący sposób: 

Rt5819 < Rt2472 < Rt24.2 < Rt24.2(pBR1) < Rt24.2(pBA1) [Janczarek i in., 2009]. Celem 

kolejnych badań było ustalenie wpływu jonów cynku na wytwarzanie EPS przez 

wymienione szczepy R. leguminosarum bv. trifoli. W pierwszym etapie badań sprawdzono 
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wpływ różnych stężeń ZnSO4 (0,1 mM; 0,5 mM oraz 1 mM) na poziom syntezy 

wysokocząsteczkowej frakcji (ang. high molecular weight, HMW) EPS (Ryc. 21). Na 

podstawie uzyskanych wyników wybrano następnie jedno stężenie cynku do określenia 

ilości syntetyzowanej frakcji niskocząsteczkowej (ang. low molecular weight, LMW) EPS. 

 

Ryc. 21 Wpływ jonów Zn2+ na poziom syntezy frakcji wysokocząsteczkowej egzopolisacharydu 

(HMW EPS) przez szczepy R. leguminosarum bv. trifolii. Istotne statystycznie różnice 

pomiędzy badanymi szczepami oraz zastosowanymi stężeniami ZnSO4 oznaczono różnymi 

literami (α=0,05, ANOVA dwuczynnikowa, test Tukey’a). 

Wykazano, że obecność jonów cynku pozytywnie wpływa na syntezę HMW EPS 

przez badane szczepy, z wyjątkiem szczepu Rt5819 (Ryc. 21). Zaobserwowano, że już 

najniższe zastosowane stężenie ZnSO4 (0,1 mM) powoduje zwiększenie syntezy EPS 

u szczepów R. leguminosarum bv. trifoli zdolnych do wytwarzania tego polimeru, a także 

że jego ilość rośnie wraz ze wzrostem stężenia jonów metalu. W przypadku szczepu 

dzikiego Rt24.2, jak i szczepów Rt24.2(pBR1) oraz Rt24.2(pBA1), zaobserwowano około 

5-krotny wzrost ilości produkowanego EPS w obecności 1 mM ZnSO4 w stosunku do 

warunków kontrolnych. 
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Na podstawie wyników powyższych analiz, w dalszych badaniach zastosowano 

stężenie 1 mM dla porównania wpływu jonów Zn2+ na produkcję wysokocząsteczkowych 

i niskocząsteczkowych frakcji EPS wytwarzanych przez szczepy R. leguminosarum bv. 

trifoli (Ryc. 22).  

 

Ryc. 22 Wpływ jonów Zn2+ na produkcję HMW oraz LMW EPS przez szczepy R. legumnosarum bv. 

trifolii. Istotne statystycznie różnice pomiędzy badanymi szczepami oraz zastosowanymi 

stężeniami ZnSO4 oznaczono różnymi literami (α=0,05, ANOVA dwuczynnikowa, test 

Tukey’a). 

W warunkach kontrolnych badane szczepy (z wyjątkiem Rt5819) wytwarzają obie 

frakcje EPS i proporcja HMW:LMW wynosi zależnie od szczepu od 6,3:1 dla Rt2472 do 

9,6:1 dla Rt24.2(pBR1). Zaobserwowano, że w obecności 1 mM jonów Zn2+, szczepy 

zdolne do syntezy tego polimeru (Rt24.2, Rt2472, Rt24.2(pAB1) i Rt24.2(pBR1)) 

wytwarzają zwiększoną ilość zarówno frakcji HMW, jak i LMW EPS oraz że te bakterie, 

z wyjątkiem szczepu Rt2472, wytwarzają około 10-krotnie więcej frakcji HMW niż LMW 

EPS (kolejno dla wymienionych szczepów wartości te wynoszą: 8,5; 5,5; 9 oraz 10). 

Wyjątkiem jest szczep Rt5819 niewytwarzający żadnej z frakcji EPS. Podsumowując, 
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uzyskane wyniki wskazują, że jony cynku wpływają na zwiększenie syntezy EPS 

u R. leguminosarum bv. trifoli, natomiast nie wpływają na proporcje syntetyzowanych 

frakcji HMW i LMW tego polimeru, które są bardzo podobne w warunkach kontrolnych 

i stresowych [Kopycińska i in., 2018]. 

6.1.3. Wpływ jonów Zn2+ na poziom syntezy innych polisacharydów (GPS, 

CPS oraz CG) przez szczepy R. leguminosarum bv. trifolii 

Wcześniejsze doświadczenia wykazały, że jony Zn2+ powodują wzrost syntezy EPS 

przez testowane szczepy bakteryjne (z wyjątkiem mutanta Rt5819), dlatego postanowiono 

sprawdzić czy ten czynnik stresowy ma również wpływ na wytwarzanie innych 

polisacharydów powierzchniowych, takich jak: polisacharyd żelujący (GPS), polisacharyd 

kapsularny (CPS) oraz zlokalizowane w przestrzeni peryplazmatycznej cykliczne 

β-glukany (CG). Przeprowadzono analizy, w których wykorzystano 3-dniowe hodowle 

bakteryjne niezawierające (warunki kontrolne) oraz zawierające 1 mM ZnSO4. Wykazano, 

że mutant Rt2472 wytwarza w warunkach kontrolnych znacznie większą ilość GPS, CPS 

oraz CG w porównaniu do pozostałych badanych szczepów (Ryc. 23 A-C). Ustalono, że 

szczep ten syntetyzuje 10-krotnie więcej GPS, 7-krotnie więcej CPS oraz 2-krotnie więcej 

CG w stosunku do szczepu dzikiego Rt24.2. Natomiast szczepy Rt24.2(pBA1) 

i Rt24.2(pBR1) wytwarzały zbliżone ilości tych polisacharydów w porównaniu do szczepu 

Rt24.2. 
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Ryc. 23 Wpływ jonów Zn2+ na syntezę GPS (A), CPS (B) oraz cyklicznych β-glukanów (C) przez 

szczepy R. leguminosarum bv. trifolii. Istotne statystycznie różnice pomiędzy badanymi 

szczepami oraz zastosowanymi stężeniami ZnSO4 oznaczono różnymi literami (α=0,05, 

ANOVA dwuczynnikowa, test Tukey’a). 
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Wykazano również, że szczep Rt5819 syntetyzuje w warunkach kontrolnych jedynie 

niewielkie ilości GPS (0,37 µg/108 CFU), CPS (1,56 µg/108 CFU) oraz obniżone ilości CG 

(0,32 µg/108 CFU) w porównaniu do szczepu Rt24.2. Zaobserwowano, że obecność jonów 

Zn2+ wpływa pozytywnie na produkcję analizowanych polisacharydów u wszystkich 

badanych szczepów, a efekt ten był najbardziej widoczny w przypadku szczepu Rt2472. 

Porównując ilości poszczególnych polisacharydów syntetyzowanych przez badane szczepy 

R. leguminosarum bv. trifolii w warunkach braku oraz obecności jonów cynku, należy 

podkreślić, że spośród nich największą ilość stanowi EPS, który jest najbardziej 

zewnętrzną warstwą ochronną tych bakterii (wyjątek stanowi szczep Rt2472). Ustalono, że 

stosunek ilości EPS do sumarycznej ilości pozostałych polisacharydów syntetyzowanych 

w warunkach stresowych (GPS, CPS, CG) dla poszczególnych szczepów (z wyjątkiem 

szczepu Rt5819, który nie produkuje EPS) wynosił: Rt24.2 – 1:0,35; Rt2472 – 1:2,44; 

Rt24.2(pBA1) – 1:0,19; Rt24.2(pBR1) – 1:0,19). 

6.1.4. Wpływ jonów Zn2+ na wytwarzanie biofilmu przez szczepy 

R. leguminosarum bv. trifolii 

Kolejnym etapem badań było określenie wpływu jonów Zn2+ na ilość oraz strukturę 

biofilmu tworzonego przez szczepy R. leguminosarum bv. trifolii. W celu określenia ilości 

biofilmu wytwarzanego przez badane szczepy w warunkach stresowych, zastosowano 

stężenia cynku identyczne jak w przypadku analiz HMW EPS (tj. 0,1 mM; 0,5 mM 

i 1 mM). Doświadczenie wykonano na polistyrenowych płytkach titracyjnych, oznaczając 

metodą kolorymetryczną ilość biofilmu powstałego po 4 dniach inkubacji hodowli 

bakteryjnych. Wykazano, że ilość produkowanego biofilmu jest skorelowana z ilością 

tworzonego EPS. Pod tym względem badane szczepy można również uszeregować 

w następujący sposób: Rt5819 < Rt2472 < Rt24.2 < Rt24.2(pBR1) < Rt24.2(pBA1). 

Tendencję taką zaobserwowano zarówno dla bakterii hodowanych w warunkach 

kontrolnych, jak i w obecności jonów Zn2+ (Ryc. 24).  
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Ryc. 24 Wpływ jonów Zn2+ na ilość biofilmu tworzonego przez szczepy R. leguminosarum bv. trifolii. 

Istotne statystycznie różnice pomiędzy badanymi szczepami oraz zastosowanymi stężeniami 

ZnSO4 oznaczono różnymi literami (α=0,05, ANOVA dwuczynnikowa, test Tukey’a). 

Dodatkowo wykazano, że wzrastające stężenie jonów tego metalu powoduje 

zwiększenie ilości tworzonego biofilmu. Obecność 1 mM ZnSO4 skutkowała około 

6-krotnym wzrostem ilości produkowanego biofilmu w przypadku szczepów Rt24.2, 

Rt2472, Rt24.2(pBA1) i Rt24.2(pBR1) w porównaniu do warunków kontrolnych (dla 

szczepu Rt24.2 – 6,82 razy więcej tworzonego biofilmu; dla szczepu Rt2472 – 5,60 razy 

więcej; dla szczepu Rt24.2(pBA1) – 6,51 razy więcej; dla szczepu Rt24.2(pBR1) – 6,73 

razy więcej). Co ciekawe, nieznaczny pozytywny wpływ cynku na tworzenie biofilmu 

zaobserwowano również w przypadku szczepu Rt5819, co sugeruje udział w tym procesie, 

oprócz EPS, innych składników bakteryjnych (np. białek zewnątrzkomórkowych). 

W celu zobrazowania struktury biofilmów tworzonych przez badane szczepy 

w warunkach kontrolnych oraz pod wpływem czynnika stresowego (1 mM ZnSO4), 

biofilmy utworzone na polistyrenowych płytkach titracyjnych były barwione barwnikami 

fluorescencyjnymi (SYTO9 i jodkiem propidyny) i oglądane z zastosowaniem mikroskopu 

konfokalnego. Zaobserwowano, że w warunkach kontrolnych (bez jonów cynku) szczepy 

Rt24.2, Rt24.2(pBA1) oraz Rt24.2(pBR1) tworzyły tzw. „dojrzały” biofilm, posiadający 
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wysoko zorganizowaną strukturę przestrzenną z kanałami wodnymi oraz gęsto 

upakowanymi licznymi komórkami bakteryjnymi (Ryc. 25).  

 

Ryc. 25 Struktura biofilmu tworzonego przez szczepy R. leguminosarum bv. trifolii w warunkach 

kontrolnych oraz w obecności jonów Zn2+. 

W przypadku szczepów defektywnych w syntezie EPS (Rt5819 i Rt2472) 

zaobserwowano, że nie tworzyły one typowego „dojrzałego” biofilmu, a do powierzchni 

płytki zaadsorbowane były jedynie pojedyncze komórki bakteryjne. Wykazano również, że 

obecność jonów cynku stymulowała szczepy produkujące EPS do tworzenia grubszego 

i gęściej upakowanego biofilmu w porównaniu do warunków kontrolnych. Stwierdzono 

także, że obecność ZnSO4 wpływała na inne parametry charakteryzujące biofilm –

zwiększała procent pokrycia powierzchni dołka na płytce titracyjnej oraz negatywnie 

wpływała na stosunek komórek żywych do martwych (Tab. 6) [Kopycińska i in., 2018]. 
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Tab. 6 Wpływ jonów Zn2+ na parametry charakteryzujące biofilm tworzony przez szczepy R. leguminosarum bv. trifolii. Istotne statystycznie różnice pomiędzy 

badanymi szczepami oraz zastosowanymi stężeniami ZnSO4 oznaczono różnymi literami (α=0,05, ANOVA dwuczynnikowa, test Tukey’a). 

Szczep 

 

Stosunek liczby komórek żywych do 

martwych w biofilmie 

Pokrycie powierzchni dołka 

przez biofilm (%) 
Grubość biofilmu (µm) 

0 1 mM ZnSO4 0 1 mM ZnSO4 0 1 mM ZnSO4 

Rt24.2 22,81 ± 3,2A 6,27 ± 0,9C 94,7 ± 3,9A 100 ± 0,0A 33,34±3,47D 42,70±5,66AD 

Rt5819 2,31 ± 0,4D 1,84 ± 0,3D 24,59 ± 4,3D 32,97 ± 4,1C 3,19±0,35B 3,75±1,03B 

Rt2472 4,58 ± 0,7C 2,49 ± 0,5D 39,62 ± 4,9D 56,12 ± 6,2B 14,56±0,53C 17,76±1,14C 

Rt24.2(pBA1) 26,51 ± 4,2A 11,10 ± 2,2B 100 ± 0,0A 100 ± 0,0A 48,10±5,10A 80,31±3,94E 

Rt24.2(pBR1) 24,05 ± 3,8A 12,11 ± 1,8B 98,29 ± 1,8A 100 ± 0,0A 49,65±2,18A 79,23±8,18E 
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6.1.5. Wpływ jonów Zn2+ na agregację komórek R. leguminosarum bv. trifolii 

W kolejnym doświadczeniu określono zdolność agregacji komórek badanych 

szczepów w 24-godz. hodowlach w podłożach o różnym stężeniu ZnSO4 (0,01 – 5 mM). 

Zaobserwowano, że komórki szczepu Rt2472 w warunkach kontrolnych w większym 

stopniu ulegają agregacji w stosunku do pozostałych testowanych szczepów. Ponadto, 

wykazano że ekspozycja bakterii na czynnik stresowy w postaci jonów cynku powoduje 

zwiększenie agregacji komórek wszystkich testowanych szczepów (Ryc. 26, Tab. 7). 

 

Ryc. 26 Agregacja komórek szczepów R. leguminosarum bv. trifolii w warunkach kontrolnych oraz 

w obecności jonów Zn2+. 

Tab. 7 Porównanie wpływu jonów Zn2+ na autoagregację szczepów R. leguminosarum bv. trifolii. 

Istotne statystycznie różnice pomiędzy badanymi szczepami oraz zastosowanymi stężeniami ZnSO4 

oznaczono różnymi literami (α=0,05, ANOVA jednoczynnikowa, test Tukey’a). 

Stężenie 

ZnSO4 (mM) 

Stopień autoagregacji komórek (%) 

Rt24.2 Rt5819 Rt2472 Rt24.2(pBA1) Rt24.2(pBR1) 

0 18,02±1,26A 45,74±3,20A 50,00±3,50A 20,08±1,41A 25,47±1,78A 

0,01 34,43±2,41B 49,18±3,44A 56,70±3,97A 23,67±1,66A 29,43±2,06A 

0,05 47,10±3,30C 66,13±4,63B 56,50±3,96A 25,22±1,77A 30,91±2,16A 

0,1 48,45±3,39C 68,70±4,81B 58,66±4,11A 27,20±1,90A 38,42±2,69A 

0,5 65,23±4,57D 75,50±5,28B 71,78±5,02B 61,51±4,31B 62,99±4,41B 

1 69,29±4,85D 72,99±5,11B 75,02±5,25B 70,74±4,95B 65,68±4,60BC 

5 72,21±5,05D 72,84±5,10B 75,32±5,27B 82,45±5,77C 74,95±5,25C 
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6.1.6. Wpływ jonów Zn2+ na ruchliwość komórek R. leguminosarum bv. trifolii 

W następnym doświadczeniu wykonano oznaczenia mające na celu określenie 

zdolności migracji komórek szczepów R. leguminosarum bv. trifolii. Parametr ten 

określono dla wszystkich bakterii na podłożu stałym, zawierającym 0,7% agaru oraz 

półpłynnym, zawierającym 0,3% agaru (Ryc. 27). 

Zdolność migracji jest istotną cechą fizjologii komórek bakteryjnych. Wyróżnia się 

dwa typy ruchliwości. Pierwszy z nich tzw. „swimming motility”, który charakteryzuje 

bakterie poruszające się w środowiskach płynnych, w odpowiedzi na różne czynniki 

chemotaktyczne oraz bodźce zewnętrzne. Ten typ poruszania się umożliwiają bakteriom 

różne mechanizmy i struktury motoryczne, tj. wici, rzęski czy pilusy typu IV [Merz i in., 

2000]. Drugim typem migracji bakterii jest tzw. „swarming motility”, który jest 

zjawiskiem zbiorowym angażującym całą populację bakterii w kolonii. Ruchliwość tego 

typu jest szybką (2-10 µm/s) i skoordynowaną translokacją populacji bakterii na 

powierzchniach stałych oraz półstałych i jest przykładem wielokomórkowości bakterii 

i zjawiska quorum-sensing [Breaken i in., 2008]. Migracja tego typu jest procesem 

wymagającym wysokiego zużycia energii i syntezy licznych wici [Harshey, 2003; 

Verstraeten i in., 2008].  

Zaobserwowano, że jony cynku negatywnie wpływają na migrację komórek, 

zarówno w podłożu stałym, jak i półpłynnym. Szczepy Rt24.2, Rt24.2(pBA1) 

i Rt24.2(pBR1) wykazywały wysoką i podobną ruchliwość, podczas gdy szczepy Rt2472 

oraz Rt5819 charakteryzowały się obniżoną zdolnością do migracji (Tab. 8). Co więcej, 

całkowite zahamowanie migracji komórek następowało przy stężeniu 0,1 mM ZnSO4 

w przypadku szczepów produkujących EPS oraz przy stężeniu 0,05 mM dla mutantów 

Rt2472 i Rt5819, wskazując na ich wysoką wrażliwość na ten metal [Kopycińska i in., 

2018]. 
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Ryc. 27 Wpływ jonów Zn2+ na ruchliwość szczepów R. leguminosarum bv. trifolii w podłożu 79CA zawierającym 0,7% oraz 0,3% agaru. 
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Tab. 8 Wpływ jonów Zn2+ na ruchliwość szczepów R. leguminosarum bv. trifolii na półpłynnym oraz stałym podłożu 79CA. Istotne statystycznie różnice pomiędzy 

badanymi szczepami oraz zastosowanymi stężeniami ZnSO4 oznaczono różnymi literami (α=0,05, ANOVA trójczynnikowa, test Tukey’a). 

Szczep Rt24.2 Rt5819 Rt2472 Rt24.2(pBA1) Rt24.2(pBR1) 

ZnSO4 (mM) 0,3% 79CA 0,7% 79CA 0,3% 79CA 0,7% 79CA 0,3% 79CA 0,7% 79CA 0,3% 79CA 0,7% 79CA 0,3% 79CA 0,7% 79CA 

0 14,5 ± 0,5B 9,0 ± 0,5H 6,5 ± 0,5IJ 7,0 ± 0,0I 7,0 ± 0,0I 6,0 ± 0,5JK 16,0 ± 0,5A 12,0 ± 0,5DE 16,5 ± 0,5A 11 ± 0,5DE 

0,01 12,5 ± 0,5CD 7,0 ± 0,5I 5,0 ± 0,5L 7,0 ± 0,5I 7,0 ± 0,5I 5,0 ± 0,0L 13,0 ± 1,0C 11,0 ± 0,0FG 11,5 ± 0,5EF 10,5 ± 0,5G 

0,05 4,0 ± 0,0M 5,0 ± 0,5L 0 ± 0N 0 ± 0N 0 ± 0N 0 ± 0N 5,5 ± 0,5KL 6,0 ± 0,0JK 6,0 ± 0,5JK 5,0 ± 0,0M 

0,1 0 ± 0N 0 ± 0N 0 ± 0N 0 ± 0N 0 ± 0N 0 ± 0N 0 ± 0N 0 ± 0N 0 ± 0N 0 ± 0N 

0,5 0 ± 0N 0 ± 0N 0 ± 0N 0 ± 0N 0 ± 0N 0 ± 0N 0 ± 0N 0 ± 0N 0 ± 0N 0 ± 0N 

1 0 ± 0N 0 ± 0N 0 ± 0N 0 ± 0N 0 ± 0N 0 ± 0N 0 ± 0N 0 ± 0N 0 ± 0N 0 ± 0N 
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6.1.7. Wpływ jonów Zn2+ na wydajność oddychania komórkowego szczepów 

R. leguminosarum bv. trifolii 

W celu zbadania wpływu jonów cynku na oddychanie komórkowe testowanych 

szczepów ryzobiowych przeprowadzono oznaczenia zużycia tlenu przez zawiesiny bakterii 

poddanych 2-godz. ekspozycji na dwa stężenia ZnSO4 (1 mM oraz 10 mM). Po tym czasie 

za pomocą elektrody tlenowej mierzono spadek stężenia tlenu w próbce przez 20 minut 

i porównywano zużycie tlenu przez bakterie poddane czynnikowi stresowemu w stosunku 

do bakterii inkubowanych w warunkach kontrolnych. Analizy te wykazały, że obecność 

jonów cynku znacznie zaburza proces oddychania komórkowego bakterii (Ryc. 28). Efekt 

ten był szczególnie widoczny dla stężenia 10 mM ZnSO4, Spośród testowanych szczepów, 

szczepy Rt2472 oraz Rt5819 okazały się być najbardziej wrażliwe na działanie jonów 

Zn2+. W przypadku tych bakterii zużycie tlenu było istotnie zahamowane już przy stężeniu 

1 mM ZnSO4. 
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Ryc. 28 Wpływ jonów Zn2+ na proces oddychania komórkowego szczepów R. leguminosarum bv. 

trifolii (A-E). 

  



` 

99 

 

6.1.8. Oznaczanie aktywności dysmutazy ponadtlenkowej (SOD) oraz 

katalazy (CAT)  

W następnym etapie badań przeprowadzono doświadczenia mające na celu 

porównanie aktywności enzymów, biorących udział w mechanizmach antyoksydacyjnych 

u bakterii hodowanych bez dodatku oraz z dodatkiem 1 mM ZnSO4. W tym celu 

zmierzono aktywność enzymatyczną katalazy (CAT) i dysmutazy ponadtlenkowej (SOD) 

we frakcji białek wewnątrzkomórkowych oraz dodatkowo zmierzono aktywność 

enzymatyczną SOD we frakcji białek peryplazmatycznych, uzyskanych z 48-godz. 

hodowli bakteryjnych. Ustalono, że w warunkach kontrolnych najniższą aktywność SOD 

we frakcji wewnątrzkomórkowej posiadał mutant w genie rosR (Rt2472), natomiast we 

frakcji peryplazmatycznej szczep ten charakteryzował się wyższą aktywnością SOD od 

pozostałych szczepów [R24.2, Rt24.2(pBA1) oraz Rt24.2(pBR1)]. Analizy wykazały 

także, że zarówno aktywność SOD we frakcjach wewnątrzkomórkowej 

i peryplazmatycznej, jak i aktywność CAT we frakcji białek wewnątrzkomórkowych 

izolowanych ze szczepów, wzrastała po dodaniu jonów cynku do środowiska wzrostu 

(Ryc. 29A-C). Wyjątek stanowiły mutanty Rt5819 i Rt2472 dla SOD we frakcji 

peryplazmatycznej (Ryc. 29B) oraz Rt5819 dla CAT (Ryc. 29C).  
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Ryc. 29 Wpływ jonów Zn2+ na aktywność SOD wewnątrzkomórkowej (A), peryplazmatycznej (B) 

oraz CAT wewnątrzkomórkowej (C) szczepów R. leguminosarum bv. trifolii. Istotne 

statystycznie różnice pomiędzy badanymi szczepami oraz zastosowanymi stężeniami ZnSO4 

oznaczono różnymi literami (α=0,05, ANOVA dwuczynnikowa, test Tukey’a). 
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6.2. Charakterystyka właściwości powierzchniowych komórek 

R. leguminosarum bv. trifolii poddanych działaniu jonów cynku 

6.2.1. Wpływ jonów Zn2+ na charakter kwasowo-zasadowy powierzchni 

komórek badanych szczepów R. leguminosarum bv. trifolii 

Wcześniejsze badania naszego zespołu potwierdziły, że EPS produkowany przez 

badane szczepy R. leguminosarum bv. trifolii ma charakter kwasowy [Cieśla i in., 2016]. 

Celem obecnej pracy było określenie wpływu obecności jonów Zn2+ w podłożu na 

właściwości kwasowo-zasadowe otoczki komórek bakteryjnych. 

Przeprowadzono miareczkowanie potencjometryczne 24-godz. hodowli bakteryjnych 

inkubowanych w podłożu o różnej zawartości ZnSO4 (0 mM i 1 mM). Uzyskane wyniki 

pozwoliły na otrzymanie funkcji rozkładu pozornych stałych dysocjacji (f(pKapp)) 

powierzchniowych grup funkcyjnych, które przedstawiono na Ryc. 30. 

W przypadku szczepów produkujących EPS (Rt24.2, Rt24.2(pBA1) i Rt24.2(pBR1)) 

oraz szczepu Rt2472 obecność jonów cynku w podłożu skutkowała wzrostem udziału grup 

funkcyjnych o pKapp=4,0 w generowaniu powierzchniowego ładunku elektrycznego. 

Towarzyszył temu spadek udziału grup o pKapp=4,5 oraz pKapp=3,5 (tylko dla szczepu 

dzikiego oraz Rt2472). W przypadku szczepu Rt24.2 zaobserwowano jednocześnie wzrost 

udziału grup funkcyjnych charakteryzujących się wartościami pKapp zawartymi 

w przedziale 6,0 – 6,5. Dla komórek szczepu Rt5819, który nie syntezuje EPS, dodatek 

Zn2+ do podłoża spowodował zmniejszenie udziału grup o pKapp=4,5 oraz wzrost udziału 

grup o pKapp=3,5 w generowaniu elektrycznego ładunku powierzchniowego. 
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Ryc. 30 Wpływ jonów Zn2+ na funkcje rozkładu pozornych stałych dysocjacji powierzchniowych 

grup funkcyjnych f(pKapp), biorących udział w tworzeniu ładunku powierzchniowego 

komórek szczepów R. leguminosarum bv. trifolii (A-E). 

  



` 

103 

 

Wszystkie badane szczepy zarówno w warunkach kontrolnych, jak i w obecności 

jonów Zn2+ wykazywały silnie kwasowy charakter powierzchni komórek. Obecność jonów 

cynku nieznacznie zmieniała wartości pKapp,ave i tylko dla szczepu dzikiego spowodowała 

statystycznie istotne osłabienie charakteru kwasowego (wzrost pKapp,ave), natomiast dla 

mutanta Rt5819 – jego wzrost (czyli zmniejszenie pKapp,ave) (Ryc. 31). 

 

Ryc. 31 Wpływ jonów Zn2+ na wartości średnich pozornych stałych dysocjacji (pKapp,ave) 

powierzchniowych grup funkcyjnych, biorących udział w tworzeniu ładunku 

powierzchniowego komórek szczepów R. leguminosarum bv. trifolii. Istotne statystycznie 

różnice pomiędzy stężeniami ZnSO4 dla każdego badanego szczepu zostały oznaczone 

różnymi literami (α=0,05; ANOVA jednoczynnikowa; test Tukey’a). 

 

6.2.2. Wpływ jonów Zn2+ na ruchliwość elektroforetyczną komórek bakterii 

R. leguminosarum bv. trifolii  

Ruchliwość elektroforetyczna (ang. electrophoretic mobility, EM) jest parametrem 

charakteryzującym ruch cząstki, posiadającej powierzchniowy ładunek elektryczny, w polu 

elektrycznym. EM wyrażona w m2V-1s-1 odpowiada temu, że w polu elektrycznym 

o natężeniu V m-1 cząstka porusza się z szybkością m s-1. Ze względu na lepszą formę 

prezentacji liczb znaczących, na wykresach przedstawionych w niniejszej pracy użyto 

jednostki µmcmV-1s-1. Ruchliwość elektroforetyczna jest wprost proporcjonalna do 

ładunku powierzchniowego cząstek, a jej znak jest tożsamy ze znakiem ładunku, zaś 

odwrotnie proporcjonalna do ich wielkości. Na ruchliwość elektroforetyczną komórek 

bakterii mają wpływ różne czynniki, takie jak skład podłoża hodowlanego, faza wzrostu 

bakterii czy ilość produkowanego EPS [Cieśla i in., 2016].  
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Kolejnym etapem badań było sprawdzenie wpływu jonów Zn2+ na EM bakterii 

R. leguminosarum bv. trifolii. Analizy wykonano w różnych wariantach, w których 

sprawdzono: 1) wpływ stężenia ZnSO4 na EM komórek bakterii, 2) wpływ wybranego 

stężenia jonów cynku (1 mM ZnSO4) na EM komórek bakterii znajdujących się w różnej 

fazie wzrostu oraz 3) wpływ 1 mM ZnSO4 na EM komórek bakterii hodowanych 

w podłożach o różnych wartościach pH.  

6.2.2.1. Wpływ stężenia ZnSO4 na ruchliwość elektroforetyczną 

komórek bakterii R. leguminosarum bv. trifolii 

W celu zbadania wpływu jonów Zn2+ na EM komórek bakterii R. leguminosarum bv. 

trifolii oraz wybrania stężenia jonów cynku do dalszych analiz, doświadczenie wykonano 

stosując szereg stężeń ZnSO4 (0; 1; 10; 50 mM). Na Ryc. 32. przedstawiono wpływ 

stężenia Zn2+ na EM komórek badanych szczepów. 

 

Ryc. 32 Wpływ różnych stężeń jonów Zn2+ na ruchliwość elektroforetyczną komórek bakterii 

R. leguminosarum bv. trifolii. Istotne statystycznie różnice pomiędzy stężeniami ZnSO4 dla 

każdego badanego szczepu zostały oznaczone różnymi literami (α=0,05; ANOVA 

jednoczynnikowa; test Tukey’a). 

Zaobserwowano, że wszystkie badane szczepy bakteryjne charakteryzowały się 

ujemnymi wartościami EM, co związane jest z ich ujemnym ładunkiem powierzchniowym. 

Najniższe wartości bezwzględne EM wśród bakterii zawieszonych w czystym podłożu 

odnotowano dla szczepu Rt5819 (0,83±0,02 µmcmV-1s-1). Wartości bezwzględne EM 

komórek szczepu Rt2472 (1,25±0,10 µmcmV-1s-1) w warunkach kontrolnych były 
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nieznacznie niższe od wartości EM komórek bakterii szczepu dzikiego Rt24.2 (1,38±0,03 

µmcmV-1s-1) i znacznie wyższe niż komórek bakterii szczepu Rt5819. Najwyższą 

wartością bezwzględną EM charakteryzował się szczep Rt24.2(pBR1) (1,65±0,03 

µmcmV-1s-1). Wyniki uzyskane dla poszczególnych szczepów bakterii w czystym podłożu 

były zgodne z wcześniej publikowanymi [Cieśla i in., 2016], potwierdzając, że komórki 

bakterii syntezujących większe ilości EPS charakteryzują się wyższymi wartościami 

bezwzględnymi EM.  

Wzrost stężenia jonów Zn2+ prowadził do zmniejszenia wartości bezwzględnej EM 

komórek bakteryjnych wszystkich szczepów bakterii. W obecności 50 mM ZnSO4, 

wartości bezwzględne EM były najniższe i wynosiły dla poszczególnych bakterii 

odpowiednio: Rt24.2 – 0,63±0,06 µmcmV-1s-1, Rt5819 – 0,43±0,02 µmcmV-1s-1, Rt2472 – 

0,54±0,03 µmcmV-1s-1, Rt24.2(pBA1) – 0,51±0,02 µmcmV-1s-1 oraz Rt24.2(pBR1) – 

0,62±0,03 µmcmV-1s-1.  

Zmniejszenie wartości bezwzględnej EM komórek bakterii wynikało z neutralizacji 

ujemnego ładunku elektrycznego powierzchni komórek przez kationy Zn2+, ale również ze 

zwiększenia się liczby martwych komórek w populacji bakteryjnej w związku ze wzrostem 

toksyczności jonów cynku. Jak pokazano na Ryc. 33, w przypadku wszystkich szczepów 

bakterii (OD600=0,4) poddanych wpływowi różnego stężenia jonów cynku, wartości EM 

korelowały z przeżywalnością komórek (współczynniki determinacji wynosiły od 0,8735 

dla szczepu Rt24.2(pBA1) do 0.9713 dla szczepu Rt24.2(pBR1)). Im przeżywalność 

komórek była niższa, tym niższe były wartości bezwzględne EM. Ruchliwość 

elektroforetyczna może być zatem wskaźnikiem toksyczności jonów cynku. 
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Ryc. 33 Zależność EM komórek bakterii R. leguminosarum bv. trifolii od ich przeżywalności.  

 

6.2.2.2. Wpływ jonów Zn2+ i fazy wzrostu bakterii na ruchliwość 

elektroforetyczną komórek szczepów R. leguminosarum bv. trifolii 

Ze względu na to, że stężenie jonów cynku wynoszące 1 mM działało stymulująco 

na produkcję EPS (Rozdz. 4.1.2.) oraz rzutowało na wartości EM komórek bakteryjnych 

(Rozdz. 4.2.2.2), zastosowano je w kolejnych doświadczeniach. Zbadano wpływ fazy 

wzrostu bakterii w podłożu czystym oraz zawierającym jony Zn2+ na wartości EM. Wyniki 

przedstawiono na Ryc. 34.  
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Ryc. 34 Wpływ fazy wzrostu bakterii na ruchliwość elektroforetyczną komórek R. leguminosarum 

bv. trifolii w warunkach kontrolnych oraz w obecności 1 mM ZnSO4 (A-E). Dla każdego 

szczepu statystycznie istotne różnice między uzyskanymi wynikami zaznaczono różnymi 

literami (α=0,05, ANOVA dwuczynnikowa, test Tukeya). 

Zaobserwowano, że w warunkach kontrolnych po 24-godz. hodowli najwyższymi 

wartościami bezwzględnymi EM charakteryzowały się szczepy nadprodukujące EPS: 

Rt24.2(pBA1) oraz Rt24.2(pBR1) (wartość bezwzględna EM dla tych szczepów wynosiła 

odpowiednio: 2,00±0,06 µmcmV-1s-1 oraz 1,90±0,04 µmcmV-1s-1). Najniższą wartość 

bezwzględną EM wykazywał szczep defektywny w syntezie EPS – Rt5819 (0,69±0,02 

µmcmV-1s-1). Zaobserwowano również, że w przypadku szczepów produkujących EPS: 

Rt24.2, Rt2472, Rt24.2(pBA1) oraz Rt24.2(pBR1) dłuższy czas hodowli wpływał 

negatywnie na wartości bezwzględne EM, co potwierdzałoby, że na spadek ruchliwości 
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elektroforetycznej ma wpływ również liczba martwych komórek w populacji. Badania 

wykazały również, że dla mutantów defektywnych w syntezie EPS jony cynku 

powodowały obniżenie wartości bezwzględnych EM we wszystkich badanych wariantach 

czasu. Natomiast dla szczepów Rt24.2 oraz Rt24.2(pBA1) jony cynku powodowały wzrost 

wartości EM zarówno po 48-godz., jak i po 96-godz. hodowli. 

6.2.2.3. Wpływ jonów Zn2+ oraz wartości pH podłoża hodowlanego na 

ruchliwość elektroforetyczną komórek szczepów R. leguminosarum 

bv. trifolii 

W następnym eksperymencie badano EM komórek bakterii szczepów R. 

leguminosarum bv. trifolii hodowanych w podłożach o różnych wartościach pH (3,0-7,0) 

oraz stężeniach jonów cynku, wynoszących 0 mM i 1 mM. Wyniki przedstawiono na Ryc. 

35. 

Zarówno w warunkach kontrolnych, jak i w obecności jonów Zn2+, dla wszystkich 

badanych szczepów zaobserwowano wzrost wartości bezwzględnej EM ze wzrostem pH 

podłoża. Przy pH podłoża wynoszącym 3,0 najniższą wartość bezwzględną EM otrzymano 

dla szczepu Rt5819 (0,48±0,01 µmcmV-1S-1), zaś najwyższą dla szczepu Rt24.2(pBR1) 

(1,17±0,03 µmcmV-1S-1). Zaobserwowano również, że szczep Rt5819 we wszystkich 

badanych wariantach pH charakteryzował się najniższymi wartościami bezwzględnymi 

EM. W przypadku szczepów Rt24.2, Rt24.2(pBA1), Rt24.2(pBR1) oraz Rt2472 i podłoży 

o pH=3,0 i 4,0 nie odnotowano istotnego wpływu jonów Zn2+ na wartość EM. Dla 

szczepów Rt24.2, Rt24.2(pBR1), Rt24.2(pBA1) oraz Rt5819 hodowanych w podłożach 

o pH 7,0, wartości bezwzględne EM były wyższe w warunkach stresowych niż 

kontrolnych. Dla szczepu Rt2472 zaobserwowano, że wartość bezwzględna EM była 

niższa w obecności jonów cynku, niż w warunkach kontrolnych, przy pH podłoża 

mieszczącym się w zakresie 5,0-7,0, co może być związane z dużą zdolnością tego 

mutanta do tworzenia agregatów. 
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Ryc. 35 Wpływ wartości pH podłoża hodowlanego na ruchliwość elektroforetyczną komórek R. leguminosarum bv. trifolii w warunkach kontrolnych oraz w 

obecności 1 mM ZnSO4 (A-E). Dla każdego szczepu statystycznie istotne różnice między uzyskanymi wynikami zaznaczono różnymi literami (α=0,05, 

ANOVA dwuczynnikowa, test Tukey’a). 
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6.2.3. Wpływ jonów Zn2+ na hydrofobowość komórek R. leguminosarum bv. 

trifolii 

W celu ustalenia czy jony cynku wpływają na własności powierzchniowe komórek 

R. leguminosarum, określono hydrofobowość komórek badanych szczepów, poddanych 

24-godz. ekspozycji na szereg stężeń ZnSO4 (zastosowane stężenia: 0; 0,1; 0,5; 1; 10 mM). 

Wykazano, że hydrofobowość powierzchni komórek różni się pomiędzy szczepami oraz 

między zastosowanymi stężeniami cynku (Tab. 9). 

Tab. 9 Wpływ jonów Zn2+ na hydrofobowość komórek szczepów R. leguminosarum bv. trifolii. 

Różnice istotne statystycznie pomiędzy badanymi szczepami oraz zastosowanymi stężeniami ZnSO4 

oznaczono różnymi literami (α=0,05, ANOVA dwuczynnikowa, test Tukey’a). 

ZnSO4 

(mM) 

Hydrofobowość komórek szczepów R. leguminosarum bv. trifolii (%) 

Rt24.2 Rt5819 Rt2472 Rt24.2(pBA1) Rt24.2(pBR1) 

0 10,08±0,8ABC 3,59±0,89A 26,96±3,59EFG 7,83±0,64ABC 7,22±1,3ABC 

0,1 11,66±0,33ABC 5,95±1,82AB 29,15±5,39FG 11,31±0,56ABC 9,29±1,5ABC 

0,5 12,34±1,19ABC 6,21±0,29AB 30,43±1,51FG 11,64±0,33ABC 10,08±4,12ABC 

1 12,16±1,9ABC 10,50±0,6ABC 32,65±1,8FG 13,26±1,5ABCD 15,70±1,6BCD 

10 23,75±2,6DEF 10,77±2,5ABC 36,55±3,9G 15,02±1,2BCD 17,21±3,7CDE 

Spośród szczepów testowanych w warunkach kontrolnych największą 

hydrofobowość komórek wykazywał szczep Rt2472 (27,95%±3,53), natomiast 

najmniejszą szczep Rt5819 (4,21%±1,49). Co więcej, wykazano że wzrost stężenia jonów 

cynku skutkował zwiększeniem hydrofobowości komórek wszystkich badanych bakterii. 

Jony cynku obecne w podłożu miały zatem wpływ na własności powierzchniowe komórek 

ryzobiów [Kopycińska i in., 2018]. 

6.2.4. Wpływ jonów Zn2+ na zwilżalność oraz powierzchniową energię 

swobodną komórek szczepów R. leguminosarum bv. trifolii 

Zwilżalność powierzchni komórek bakterii szczepów R. leguminosarum bv. trifolii 

przez ciecze o charakterze polarnym (woda i formamid) i apolarnym (dijodometan) 

oceniano w oparciu o wyniki pomiarów kąta zwilżania (θ, ang. contact angle, CA). Jest to 

kąt pomiędzy powierzchną ciała stałego a styczną do powierzchni kropli poprowadzoną 

z punktu, w którym stykają się trzy fazy: ciało stałe-ciecz-powietrze [Barnat-Hunek, 2016]. 

Jeżeli wartość kąta zwilżania jest mniejsza niż 90°, to powierzchnia jest dobrze zwilżana 

przez daną ciecz. Powierzchnia dobrze zwilżana przez wodę (θ <90°) wykazuje charakter 
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hydrofilowy, natomiast gdy θ >90°, charakter powierzchni jest hydrofobowy. Na wartość 

CA mogą wpływać różne czynniki, m. in.: jednorodność powierzchni pod kątem 

fizycznym i chemicznym, chropowatość, zanieczyszczenia powierzchni, a także rodzaj 

oraz wielkość kropli pomiarowej. CA można stosować w celu określenia różnych 

parametrów charakteryzujących powierzchnię, takich jak swobodna energia 

powierzchniowa czy własności adhezyjne.  

Wyniki pomiarów kąta zwilżania powierzchni, utworzonej przez osadzoną na 

celulozowym filtrze i wysuszoną (temperatura 20 °C) warstwę komórek bakterii, 

przedstawiono w Tabeli 10. Stosowano ciecze o różnej polarności. Eksperyment wykonano 

dla bakterii hodowanych w czystym podłożu oraz zawierającym 1 mM ZnSO4.  

Tab. 10 Wpływ jonów Zn2+ na wartości kątów zwilżania powierzchni komórek bakterii różnych 

szczepów R. leguminosarum bv. trifolii, uzyskane dla wody (θw), dijodometanu (θd) oraz 

formamidu (θf). 

Szczep R. 

leguminosarum 

bv. trifolii 

ZnSO4 

[mM] 

CA [°] 

θw θd θf 

Rt24.2 
0 66,5 ± 0,9 44,1 ± 1,3 59,0 ± 0,8 

1 47,9 ± 0,1 43,4 ± 0,9 56,5 ± 0,5 

Rt5819 
0 46,1 ±1,1 50,8 ± 1,0 53,6 ± 2,6 

1 57,9 ± 0,9 44,7 ± 1,3 52,1 ± 0,6 

Rt2472 
0 76,3 ± 2,0 49,9 ± 1,0 57,1 ± 0,9 

1 80,4 ± 0,8 50,0 ± 0,4 60,0 ± 1,0 

Rt24.2(pBA1) 
0 66,2 ± 0,9 42,9 ± 1,3 64,1 ± 1,0 

1 53,6 ± 0,4 46,6 ± 0,4 49,2 ± 0,7 

Rt24.2(pBR1) 
0 75,2 ± 1,1 45,5 ± 1,5 54,8 ± 0,9 

1 76,8 ± 0,9 42,6 ± 0,6 59,0 ± 0,5 

Wszystkie zastosowane ciecze zwilżały powierzchnie tworzone przez komórki 

bakteryjne badanych szczepów R. leguminosarum bv. trifolii (θ<90°). Wskazuje to na 

złożony charakter hydrofilowo/hydrofobowy tych powierzchni. Mniejsze wartości kątów 

zwilżania uzyskano stosując ciecz apolarną (dijodometan) niż ciecze polarne (woda 

i formamid). Przy zastosowaniu wody jako cieczy zwilżającej, udało się zaobserwować 

(szczególnie dla bakterii hodowanych w warunkach kontrolnych), że szczepy produkujące 

EPS: Rt24.2, Rt2472, Rt24(pBA1) oraz Rt24.2(pBR1) charakteryzowały się wysokimi 

wartościami CA, natomiast mutant Rt5819, nieprodukujący EPS, wykazywał ok. 1,5 razy 
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mniejszy kąt zwilżania niż pozostałe szczepy. Zatem w badanych warunkach (wysuszona 

warstwa komórek) powierzchnia komórek szczepu Rt5819 była najbardziej hydrofilowa 

spośród badanych. Najwyższymi wartościami kąta zwilżania wodą (czyli najmniejszą 

hydrofilowością) charakteryzowała się powierzchnia komórek bakterii szczepu Rt2472. 

Otrzymane wyniki korespondowały z wcześniej publikowanymi dla badanych szczepów 

[Cieśla i in., 2016]. Obecność jonów Zn2+ nie miała jednoznacznego wpływu na wartości 

CA. W przypadku zwilżania wodą zaobserwowano nieznaczny wzrost wartości CA 

względem warunków kontrolnych dla szczepów Rt5819 i Rt2472 oraz zmniejszenie 

wartości CA dla szczepów Rt24.2 i Rt24.2(pBR1). W przypadku formamidu, czyli drugiej 

cieczy o charakterze polarnym, odnotowano zwiększenie wartości CA dla szczepów 

Rt2472 i Rt24.2(pBR1) oraz zmniejszenie CA dla szczepów Rt24.2 i Rt24.2(pBA1). 

Obecność jonów Zn2+ skutkowała znaczącym zmniejszeniem wartości kąta zwilżania 

powierzchni cieczą polarną jedynie w przypadku bakterii szczepu Rt5819 oraz wzrostem 

wartości CA dla bakterii szczepu Rt2472. 

Otrzymane wartości kątów zwilżania zostały użyte do obliczenia całkowitej 

swobodnej energii powierzchniowej (SFE) oraz jej składowych: polarnej (oddziaływania 

kwasowo-zasadowe) oraz apolarnej (oddziaływania dalekiego zasięgu) (Tab. 11). 

Tab. 11 Wpływ jonów Zn2+ na wartości swobodnej energii powierzchniowej oraz jej składowych dla 

szczepów R. leguminosarum bv. trifolii.  

Szczep R. leguminosarum 

bv. trifolii 

ZnSO4 

[mM] 

Swobodna energia powierzchniowa i jej 

składowe (mJ m-2) 

AB LW SFE całkowita 

Rt24.2 
0 8,2 ± 1,0 38,9 ± 0,7 47,1 ± 1,7 

1 9,5 ± 0,6 39,3 ± 0,5 48,8 ± 1,1 

Rt5819 
0 14,5 ± 3,1 35,1 ± 0,6 49,6 ± 3,7 

1 12,3 ± 1,0 38,6 ± 0,7 50,8 ± 1,7 

Rt2472 
0 6,2 ± 1,7 35,6 ± 0,6 41,8 ± 2,2 

1 4,4 ± 0,8 35,6 ± 0,2 40,0 ± 1,0 

Rt24.2(pBA1) 
0 5,6 ± 1,0 39,6 ± 0,7 45,2 ± 1,7 

1 14,7 ± 0,8 37,5 ± 0,2 52,2 ± 1,0 

Rt24.2(pBR1) 
0 6,0 ± 1,1 38,1 ± 0,8 44,1 ± 1,9 

1 5,1 ± 0,7 39,8 ± 0,4 44,9 ± 1,0 
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Swobodna energia powierzchniowa (ang. surface free energy, SFE) uważana jest za 

kluczowy parametr opisujący zjawiska powierzchniowe, ponieważ jest miarą siły 

przyciągania pomiędzy cząsteczkami, które znajdują się w warstwie powierzchniowej, 

a stykającą się z nimi substancją [Barnat-Hunek, 2016].  

Badane szczepy bakteryjne nie różniły się znacząco pod względem wartości 

całkowitej swobodnej energii powierzchniowej. W przypadku bakterii hodowanych 

w warunkach kontrolnych, najniższymi wartościami SFE charakteryzował się szczep 

Rt2472, natomiast najwyższymi szczep Rt5819. Dominujący wkład do SFE miała 

składowa LW. Jej wartości dla wszystkich badanych szczepów były podobne [od 

35,1 mJ m-2 dla szczepu Rt5819 do 39,6 mJ m-2 dla szczepu Rt24.2(pBA1)]. Większe 

zróżnicowanie pomiędzy szczepami zaobserwowano w przypadku składowej AB 

obliczanej dla warunków kontrolnych, gdzie najwyższe wartości uzyskano dla szczepu 

Rt5819. Obecność jonów Zn2+ miała znaczący wpływ na wartości SFE tylko w przypadku 

szczepu Rt24.2(pBA1), prowadząc do ich wzrostu. Dla tego szczepu odnotowano także 

wzrost wartości składowej AB.  
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6.3. Wpływ jonów Zn2+ na symbiozę R. leguminosarum bv. trifolii 

z koniczyną łąkową (Trifolium pratense) 

6.3.1. Wpływ jonów cynku na kiełkowanie koniczyny łąkowej (Trifolium 

pratense) 

Wstępnym etapem wszystkich wykonywanych doświadczeń roślinnych było 

określenie wpływu różnych stężeń jonów cynku na kiełkowanie nasion koniczyny łąkowej 

(Trifolim pratense) i wybranie odpowiedniego zakresu stężeń do dalszych analiz. W tym 

celu zbadano wpływ ZnSO4 w zakresie stężeń od 0 do 1 mM na kiełkowanie nasion 

koniczyny w płynnym oraz stałym podłożu do kiełkowania nasion. Na podstawie 

uzyskanych wyników określono siłę kiełkowania nasion (% nasion wykiełkowanych), 

a także sprawdzono wpływ jonów cynku na długość łodyg oraz korzeni 7-dniowych 

kiełków (Tab. 12, Ryc. 36).  

Tab. 12 Wpływ jonów Zn2+ na kiełkowanie nasion koniczyny łąkowej (Trifolium pratense). W tabeli 

porównano średnie długości korzeni i łodyg oraz siłę kiełkowania nasion w płynnym oraz na stałym 

podłożu do kiełkowania nasion. Istotne statystycznie różnice mierzonych parametrów pomiędzy 

stężeniami ZnSO4 oznaczono różnymi literami (α=0,05; ANOVA jednoczynnikowa; test Tukey’a). 

ZnSO4 

(mM) 

Podłoże do kiełkowania nasion 

Stałe Płynne 

Łodyga 

(mm) 

Korzeń 

(mm) 

Siła 

kiełkowania 

(%) 

Łodyga 

(mm) 

Korzeń 

(mm) 

Siła 

kiełkowania 

(%) 

0 31,45±0,94A 17,95±1,15A 91,11 37,00±1,83A 16,06±2,17A 83,33 

0,05 25,54±1,23B 14,53±1,79AB 83,33 35,21±0,79AB 14,10±1,40AB 83,33 

0,1 25,08±1,23B 14,29±0,32ABC 83,33 34,44±1,23AB 13,86±0,61AB 81,11 

02 21,89±1,97BC 14,02±1,97ABC 78,89 32,85±1,63ABC 13,59±2,29AB 74,44 

0,3 21,75±1,24BC 13,89±1,53ABC 76,67 32,87±1,85ABC 11,61±2,18ABC 71,11 

0,4 20,77±2,65BC 13,52±1,91ABC 76,67 32,69±1,19ABC 11,35±1,03ABC 65,56 

0,5 19,57±2,06CD 12,27±2,13BC 75,56 30,26±2,97BCD 10,19±1,31BC 62,22 

0,6 16,71±0,99CDE 11,30±0,3BC 74,44 29,95±0,59BCD 9,62±1,92BC 62,22 

0,7 14,91±1,43DEF 10,32±0,3BCDE 68,89 27,92±2,58CD 9,32±1,05BC 53,33 

0,8 12,48±2,10EF 9,85±0,98CDE 68,89 27,70±1,80CD 8,71±1,87BC 47,78 

0,9 10,95±1,28FG 9,03±1,30DE 67,78 26,97±2,87CD 7,66±1,07C 42,22 

1,0 5,90±1,55G 6,81±0,79E 62,22 26,28±1,94D 7,56±2,49C 25,00 
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Przeprowadzone analizy wykazały, że cynk miał istotny wpływ na kiełkowanie 

nasion koniczyny i przy najwyższym zastosowanym stężeniu (1 mM) powodował 

obniżenie efektywności ich kiełkowania do około 60% w przypadku podłoża stałego oraz 

25% dla podłoża płynnego (Tab. 12). Ponadto zaobserwowano, że w obu rodzajach 

podłoży, wzrastające stężenie ZnSO4 negatywnie wpływało na długość, zarówno łodyg, 

jak i korzeni 7-dniowych kiełków. Doświadczenie prowadzone w podłożu stałym 

wykazało, że obecność jonów cynku w stężeniu 1 mM powodowała około 5-krotne 

skrócenie długości łodyg oraz 3-krotne skrócenie długości korzeni kiełków w porównaniu 

do kiełków hodowanych w warunkach kontrolnych. Na podstawie otrzymanych wyników, 

do badań wpływu jonów Zn2+ na adhezję bakterii R. leguminosarum bv. trifolii do korzeni 

koniczyny łąkowej wybrano stężenie 0,1 mM, natomiast do analiz wpływu tego jonu na 

symbiozę badanych szczepów bakteryjnych z koniczyną stężenia 0; 0,01; 0,025; 0,05; 0,1 

i 1mM ZnSO4. 

 

Ryc. 36 Wpływ jonów Zn2+ na kiełkowanie nasion koniczyny łąkowej (Trifolium pratense). 
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6.3.2. Wpływ jonów Zn2+ na adhezję komórek R. leguminosarum bv. trifolii do 

korzeni koniczyny łąkowej 

We wcześniejszych badaniach naszego zespołu ustalono, że szczepy Rt24.2, 

Rt24.2(pBA1) oraz Rt24.2(pBR1) efektywnie adsorbują się na korzeniach koniczyny, 

podczas gdy zdolność adhezji mutantów defektywnych w syntezie EPS (Rt5819 oraz 

Rt2472) jest znacząco obniżona [Janczarek i in., 2015]. Na podstawie uzyskanych 

wyników dotyczących wpływu jonów Zn2+ na efektywność kiełkowania nasion koniczyny 

i wzrostu młodych kiełków, do tego doświadczenia wybrano 0,1 mM stężenie jonów 

cynku. Aby ocenić, który z partnerów symbiotycznych jest bardziej wrażliwy na działanie 

tego metalu, bakterie oraz kiełki koniczyny były niezależnie traktowane jonami Zn2+, 

a następnie odpowiednio przygotowane i wykorzystane w eksperymencie. Wpływ jonów 

cynku na adhezję bakterii do korzeni koniczyny zbadano w 4 wariantach. Pierwszy z nich 

stanowiła kontrola doświadczenia, w której zarówno kiełki, jak i bakterie nie były poddane 

działaniu jonów Zn2+. W drugim oraz w trzecim wariancie sprawdzono adhezję bakterii 

uprzednio traktowanych cynkiem do korzeni roślin kontrolnych (wariant 2) oraz bakterii 

kontrolnych do korzeni koniczyny poddanej wcześniej ekspozycji na cynk (wariant 3). 

W ostatnim wariancie (4) zbadano efektywność adhezji bakterii do korzeni roślin, gdzie 

zarówno mikrosymbiont, jak też jego gospodarz, były wcześniej traktowane jonami Zn2+. 

Badania wykazały, że obecność cynku wpływa negatywnie na adhezję komórek 

wszystkich badanych szczepów R. leguminosarum bv. trifolii do korzeni koniczyny. 

Największy spadek adhezji komórek tych szczepów w porównaniu do warunków 

kontrolnych zaobserwowano w przypadku wariantu 4. Wykazano, że ~23-krotnie mniej 

komórek szczepów Rt24.2(pBA1) oraz Rt24.2(pBR1) było na powierzchni korzeni 

koniczyny w obecności jonów Zn2+ w stosunku do warunków kontrolnych (Ryc. 37). 

W przypadku mutantów defektywnych w syntezie EPS (Rt5819 oraz Rt2472), których 

zdolności adhezyjne są relatywnie niskie, obecność tego czynnika stresowego powodowała 

dodatkową redukcję ich efektywności adhezji do korzeni koniczyny. Porównanie wyników 

otrzymanych dla wariantu 2 oraz 3 wykazało, że adhezja wszystkich badanych szczepów 

do korzeni gospodarza roślinnego była niższa, kiedy traktowane ZnSO4 były kiełki 

koniczyny, a nie bakterie (wariant 3), co sugeruje że spośród partnerów symbiotycznych 

makrosymbiont jest bardziej wrażliwy na działanie jonów tego metalu [Kopycińska i in., 

2018]. 
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Ryc. 37 Wpływ jonów Zn2+ na adhezję komórek R. leguminosarum bv. trifolii do korzeni koniczyny; 

B(K) – bakterie kontrolne (nie poddane działaniu jonów Zn2+), B(Zn) – bakterie inkubowane 

w obecności 0,1 mM jonów Zn2+, K(K) – kiełki koniczyny kontrolne, K(Zn) – kiełki koniczyny 

inkubowane w obecności 0,1 mM jonów Zn2+. Istotne statystycznie różnice pomiędzy 

badanymi szczepami oraz zastosowanymi wariantami oznaczono różnymi literami (α=0,05, 

ANOVA dwuczynnikowa, test Tukeya). 
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6.3.3. Wpływ jonów Zn2+ na symbiozę R. leguminosarum bv. trifolii z 

koniczyną łąkową (Trifolium pratense) 

W celu określenia wpływu obecności jonów Zn2+ na efektywność nawiązywania 

symbiozy pomiędzy badanymi szczepami R. leguminosarum bv. trifolii a koniczyną 

łąkową, przeprowadzono doświadczenia, w których kiełki koniczyny były umieszczone 

w probówkach z podłożem roślinnym Fåhræus bez źródła azotu, przy różnym stężeniu 

ZnSO4 (0; 0,01; 0,025; 0,05; 0,1; 1mM). Kiełki inokulowano zawiesinami bakteryjnymi 

badanych szczepów i hodowano przez 5 tygodni w warunkach szklarniowych. W trakcie 

trwania eksperymentu co 7 dni określano liczbę pojawiających się brodawek 

korzeniowych. Ustalono takie parametry jak: efektywność infekcji korzeni gospodarza 

przez bakterie R, leguminosarum bv. trifolii, kinetykę brodawkowania, a także masę części 

nadziemnej oraz korzeni roślin. 

Badania wykazały, że w warunkach kontrolnych szczepy Rt24.2, Rt24.2(pBA1) oraz 

Rt24.2(pBR1) bardzo efektywnie zakażały koniczynę oraz stymulowały rośliny do 

wykształcania brodawek korzeniowych. Jednocześnie zaobserwowano niską wydajność 

nawiązywania symbiozy pomiędzy koniczyną a szczepami Rt5819 i Rt2472, co miało 

swoje odzwierciedlenie w niewielkiej liczbie zakażonych roślin oraz tworzonych 

brodawek, które były nieefektywne w wiązaniu azotu atmosferycznego (brodawki małe, 

zdeformowane i białe, co wskazywało na brak leghemoglobiny) (Ryc. 38 A i B; Ryc. 40).  

Ustalono, że niskie stężenia jonów Zn2+ (0,01 oraz 0,025 mM) nie wpływały 

znacząco na efektywność infekcji korzeni gospodarza oraz tworzenie brodawek 

korzeniowych w przypadku wszystkich testowanych szczepów. Natomiast wyższe stężenia 

metalu (0,05 oraz 0,1 mM) wpływały negatywnie na proces symbiozy. W obecności 0,1 

mM ZnSO4 zaobserwowano, że tylko 50% roślin inokulowanych szczepami Rt24.2, 

Rt24.2(pBA1) oraz Rt24.2(pBR1) tworzyło brodawki korzeniowe. Stwierdzono również, 

że tylko 20% roślin inokulowanych mutantami defektywnymi w syntezie EPS wykształciło 

brodawki. Dodatkowo wykazano, że w obecności wyższych stężeń ZnSO4 na korzeniach 

koniczyny powstawało znacząco mniej brodawek w przypadku wszystkich badanych 

szczepów w porównaniu do warunków kontrolnych. Natomiast stężenie 1 mM ZnSO4 

powodowało całkowite zahamowanie procesu nawiązywania symbiozy pomiędzy 

badanymi szczepami R. leguminosarum bv. trifolii a koniczyną [Kopycińska i in., 2018]. 
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Ryc. 38 Wpływ jonów Zn2+ na efektywność infekcji korzeni koniczyny łąkowej (Trifolium pratense) 

i indukowania na nich brodawek przez bakterie R. leguminosarum bv. trifolii. 
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Obecność jonów Zn2+ wpływała również na wygląd zakażonych roślin koniczyny. 

Rośliny rosnące w warunkach stresowych były mniejsze, miały żółte liście, a świeża masa 

łodyg oraz korzeni była znacząco niższa niż roślin hodowanych w warunkach kontrolnych 

(Ryc. 39). Wraz ze wzrostem stosowanych stężeń jonów Zn2+ zaobserwowano spadek 

masy roślin, jednakże efekt ten był mniej widoczny w przypadku koniczyny inokulowanej 

szczepami Rt24.2(pBA1) oraz Rt24.2(pBR1) w porównaniu do roślin inokulowanych 

mutantami Rt2472 i Rt5819. Różnice w wyglądzie roślin były również widoczne 

w warunkach kontrolnych. W tym przypadku rośliny zakażone szczepami produkującymi 

zwiększoną ilość EPS były bardziej zielone, wyższe, z wieloma prawidłowo 

wykształconymi brodawkami (tj. dużymi o różowym kolorze, świadczącym o obecności 

leghemoglobiny), co wskazywało na ich efektywność w wiązaniu azotu.
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Ryc. 39 Wpływ jonów Zn2+ na świeżą masę łodyg oraz korzeni roślin koniczyny inokulowanych szczepami R. leguminosarum bv. trifolii. Średnią masę łodyg 

i korzeni podano dla 5-tygodniowych roślin koniczyny (po 30 roślin na dany wariant). Istotne statystycznie różnice pomiędzy stężeniami ZnSO4 dla 

mierzonych parametrów oznaczono różnymi literami (α=0,05; ANOVA jednoczynnikowa; test Tukeya). 
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Podsumowując, z przeprowadzonych analiz wynika, że obecność jonów cynku 

negatywnie wpływa na symbiotyczne interakcje zachodzące pomiędzy bakteriami 

R. leguminosarum bv. trifolii a koniczyną, a także że szczepy Rt24.2(pBA1) oraz 

Rt24.2(pBR1), produkujące zwiększone ilości EPS, lepiej adaptują się do warunków 

stresowych w porównaniu do mutantów defektywnych w syntezie tego polisacharydu 

(Rt5819 i Rt2472) [Kopycińska i in., 2018]. 

 

Ryc. 40 Pokrój 5-tygodniowych roślin koniczyny łąkowej inokulowanych szczepami 

R. leguminosarum bv. trifolii, hodowanych w warunkach kontrolnych. 
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6.4. Charakterystyka procesu sorpcji jonów Zn2+ przez EPS 

wyizolowany z hodowli szczepu Rt24. R. leguminosarum bv. trifolii 

W celu określenia właściwości sorpcyjnych EPS produkowanego przez bakterie 

R. leguminosarum bv. trifolii w stosunku do jonów cynku, wykonano dwuetapowe 

doświadczenie, obejmujące uzyskanie czystego preparatu EPS syntetyzowanego przez 

szczep Rt24.2, a następnie wyznaczenie izotermy adsorpcji jonów Zn2+. Zaadsorbowaną 

ilość jonów cynku określano stosując absorpcyjną spektrometrię atomową (ASA). Pomiary 

wykonano dla szeregu stężeń ZnCl2: 0 ; 0,01; 0,05; 0,1; 0,25; 0,5; 0,75; 1; 1,25; 1,5; 1,75; 

2; 5; 10; 15; 20 oraz 50 mM. 

Na podstawie uzyskanych wyników wyznaczono zależność stężenia jonów cynku 

zaadsorbowanych przez EPS od stężenia równowagowego jonów cynku w roztworze 

(Ryc. 41). 

 

Ryc. 41 Wykres zależności stężenia jonów Zn2+ zaadsorbowanych przez EPS wyizolowany ze szczepu 

Rt24.2 R. leguminosarum bv. trifolii (q) od stężenia równowagowego w roztworze(c). 

Korzystając ze zlinearyzowanego równania izotermy adsorpcji Langmuira 

wyznaczono zależność ilorazu stężenia równowagowego Zn2+ (c) i stężenia adsorbatu 
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w fazie stałej adsorbentu (q) od stężenia równowagowego jonów cynku (c) (Ryc. 42). Była 

ona opisana równaniem: 

𝒚 = 𝟎, 𝟎𝟐𝟏𝟖𝒙 + 𝟎, 𝟗𝟕𝟑𝟓 

 

 

Ryc. 42 Wykres zależności ilorazu stężenia równowagowego Zn2+ (c) i stężenia jonów Zn2+ 

zaadsorbowanych na powierzchni EPS (q) od stężenia równowagowego jonów cynku 

w roztworze (c). 

Pojemność monowarstwy (qmax) obliczona w oparciu o to równanie wynosiła 45,7 

mg Zn2+ na 1 g EPS (tj. 0.67 mM Zn2+ na 1 g EPS), natomiast stała równowagi procesu 

sorpcji była równa 0,0225 dm3/g. Wysoka pojemność monowarstwy EPS wyizolowanego 

z bakterii R. legumnosarum bv. trifolii stwarza możliwość potencjalnego zastosowania 

tego polimeru w bioremediacji metali ciężkich. 
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7.  Dyskusja 

Symbioza roślin bobowatych (Fabaceae) z bakteriami symbiotycznymi z rodziny 

Rhizobiaceae jest istotnym dla rolnictwa procesem, zachodzącym w przyrodzie, ze 

względu na dużą wartość użytkową roślin biorących w nim udział. Rośliny te stanowią 

bardzo bogate w białko źródło pożywienia (np. groch, fasola), pasz dla zwierząt (np. 

koniczyna, lucerna), służą jako tzw. zielone nawozy, a także znajdują zastosowanie 

w przemyśle, będąc źródłem naturalnych gum, garbników oraz drewna (np. robinia, 

akacja) [Vessey, 2003; Hinsinger i in., 2009]. Symbioza roślin bobowatych z bakteriami 

glebowymi, zwanymi ogólnie ryzobiami, pozwala im na wzrost w warunkach niedoboru 

azotu. Ryzobia to Gram-ujemne pałeczki, które mogą występować w przyrodzie w dwóch 

formach: wolnożyjącej saprofitycznej lub w symbiotycznej, zasiedlającej specjalne 

struktury, zwane brodawkami korzeniowymi, wytworzone przez korzenie gospodarza 

roślinnego. Wewnątrz brodawek ryzobia przeprowadzają proces redukcji azotu 

atmosferycznego do amoniaku, który jest dalej przekształcanyw formę amonową, łatwo 

dostępną dla roślin [Oldroyd i in., 2011; Janczarek i in., 2014]. Bardzo ważnym 

czynnikiem biorącym udział w nawiązywaniu efektywnej symbiozy jest egzopolisacharyd 

(EPS), produkowany przez bakterie w dużych ilościach i wydzielany na zewnątrz komórki. 

W procesie symbiozy ten heteropolimer pełni rolę cząsteczki sygnalnej oraz uczestniczy 

w adhezji bakterii do korzeni roślin, tworzeniu nici infekcyjnych oraz zasiedlaniu 

brodawek korzeniowych [Broughton i in., 2003; Janczarek, 2011]. Ponadto, EPS chroni 

bakterie przed niekorzystnymi warunkami środowiska, takimi jak susza czy zasolenie. 

Obecnie bardzo duży problem w gospodarce rolnej stanowią zanieczyszczenia 

dostające się do środowiska glebowego. Ze względu na szybko rozwijający się przemysł 

oraz stale postępującą urbanizację, do gleby dostaje się duża ilość toksycznych substancji, 

w tym jonów metali ciężkich. Zbyt wysokie stężenia metali ciężkich negatywnie wpływają 

na rośliny oraz mikroorganizmy ryzosfery, zaburzając ich prawidłowy rozwój oraz 

przebieg procesów metabolicznych zachodzących w komórkach. Dotychczas nie 

przeprowadzono kompleksowych badań dotyczących wpływu metali ciężkich na własności 

fenotypowe ryzobiów oraz przebieg ich symbiozy z roślinami bobowatymi. Dodatkowo, na 

szczególną uwagę zasługuje rola, jaką może pełnić EPS w ochronie ryzobiów przed 

stresem wywołanym obecnością jonów tych metali w glebie oraz jego potencjalne 

zastosowanie w bioremediacji. 
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Pierwszym etapem badań przeprowadzonych w ramach niniejszej rozprawy było 

określenie wpływu jonów cynku na własności fenotypowe szczepów R. leguminosarum bv. 

trifoliiróżniących się poziomem syntezy EPS. Wcześniej wykazano [Cieśla i in., 2016], że 

najlepszym podłożem do optymalnego wzrostu badanych bakterii i syntezy EPS jest 

podłoże 79CA. Jest ono bogate w łatwo dostępne oraz przyswajalne dla bakterii związki 

węgla oraz azotu, co sprzyja intensywnym podziałom komórkowym oraz produkcji EPS 

przez ryzobia. Na podstawie wyników kolejnych badań [Kopycińska i in., 2018] 

stwierdzono, że obecność w środowisku wzrostu jonów Zn2+ negatywnie wpływała na 

wzrost szczepów R. leguminosarum bv. trifolii. Dwa szczepy, u których synteza EPS była 

znacząco zredukowana (Rt2472), a nawet całkowicie zablokowana (Rt5819), 

charakteryzowały się gorszym wzrostem niż szczep dziki Rt24.2, zarówno w warunkach 

kontrolnych, jak i w obecności ZnSO4. Co więcej, ich wrażliwość na jony cynku również 

była istotnie wyższa w porównaniu do pozostałych szczepów. Natomiast szczepy 

Rt24.2(pBA1) oraz Rt24.2(pBR1), u których ilość produkowanego EPS była wyższa niż 

w przypadku szczepu Rt24.2 (~150%), cechowały się lepszym wzrostem zarówno 

w obecności, jak i przy braku jonów cynku w pożywce (Ryc. 20). Dodatkowo, określenie 

przeżywalności badanych szczepów w warunkach stresowych wykazało, że 

mikroorganizmy te, pomimo zahamowania wzrostu i podziałów komórkowych 

w stężeniach ZnSO4 tak niskich jak 0,5 mM, są w stanie przetrwać w obecności wyższych 

stężeń jonów cynku (Tab. 5). Otrzymane wyniki sugerują, że odporność szczepów 

R. leguminosarum bv. trifolii jest w znacznym stopniu zależy od ilości syntetyzowanego 

EPS. Podobne zależności dotyczące hamowania wzrostu bakterii, w tym ryzobiów, 

otrzymali inni autorzy [Smith, 1997; Chaudri i in., 2000; Khan i Scullion, 2002; Broos 

i in., 2004; Macdonald i in., 2011]. Jak podają McGrath i wsp. [1995], stężenie jonów 

cynku w glebie wynoszące 200 mg kg-1 powodowało około 1000-krotny spadek 

liczebności bakterii R. leguminosarum bv. trifolii. Według Lakzian i in., [2002] liczebność 

komórek R. leguminosarum bv. viciae w glebie niezanieczyszczonej jonami cynku 

wynosiła 105 komórek na 1 g gleby i wyraźnie spadała (ze 102 do 7 komórek bakterii na 

1 g gleby) wraz ze zwiększeniem się zawartości Zn2+ (z 50 do 400 mg kg-1). Co ciekawe, 

Chaudri i wsp. [2008] nie zaobserwowali znaczącego, negatywnego wpływu jonów cynku 

na liczebność populacji ryzobiów nawet po 11 latach bytowania tych bakterii w glebie 

silnie zanieczyszczonej tym pierwiastkiem. Ponadto, Delorme i in. [2003] na podstawie 

prowadzonych badań ustalili, że cynk działa pozytywnie na wzrost bioróżnorodności 

mikroorganizmów w glebie. Izolaty bakteryjne uzyskane z gleby zanieczyszczonej Zn2+ 
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były bardziej zróżnicowane pod względem fenotypowym oraz bardziej tolerancyjne na 

obecność jonów cynku (MIC = 93 µM, ang. minimum inhibitory concentration, MIC) niż 

bakterie wyizolowane z gleby kontrolnej (MIC = 42 µM). Rozbieżności wyników 

prezentowanych przez różnych autorów pokazują, że ocena wpływu jonów cynku, a także 

innych metali ciężkich, na ryzobia jest niezwykle trudna, a toksyczność tego metalu zależy 

od wielu czynników środowiskowych, takich jak stężenie i biodostępność metalu a także 

wartość pH, temperatura czy wilgotność środowiska wzrostu. 

Ryzobia są organizmami zdolnymi do syntezy i sekrecji poza komórkę dużej ilości 

EPS. Jest to polimer o charakterze kwasowym, który tworzy najbardziej zewnętrzną 

warstwę otaczającą komórkę [Ivashina i Ksenzenko, 2012; Margaret-Oliver i in., 2012; 

Janczarek i in., 2015; Lopez-Baena i in., 2016]. Z tego względu stanowi on pierwszą 

barierą chroniącą ryzobia, która uczestniczy w sekwestracji jonów metali ciężkich, aby nie 

dostały się do wnętrza komórki. Wydajność procesu wiązania jonów metali przez EPS jest 

ograniczona ilością dostępnych miejsc wiążących w cząsteczce polimeru, dlatego też przy 

zbyt wysokich stężeniach pierwiastków toksycznych następuje wysycenie EPS, a nadmiar 

jonów metali dostaje się do wnętrza komórki [Pereira i in., 2006]. Dlatego też w niniejszej 

pracy postanowiono zbadać wpływ jonów cynku na produkcję EPS, z podziałem na frakcję 

LMW oraz HMW, przez szczepy R. leguminosarum bv. trifolii, a także określić 

maksymalną ilość jonów Zn2+, jaka może być zaadsorbowana przez EPS wyizolowany ze 

szczepu dzikiego Rt24.2. Na podstawie uzyskanych wyników stwierdzono, że obecność 

jonów cynku w środowisku wzrostu wpływa na zwiększenie syntezy EPS, zarówno formy 

HMW, jak i LMW (Ryc. 21), ale nie wpływa istotnie na proporcje między nimi (Ryc. 22). 

Otrzymane wyniki są zgodne z danymi podawanymi przez innych autorów. Foster i wsp. 

[2000] pokazali, że zarówno komórki, jak i EPS R.etli M4 (bakterii blisko spokrewnionej 

z analizowanym w tej pracy szczepem Rt24.2) są w stanie wiązać duże ilości różnych 

jonów metali ciężkich, w tym jonów cynku. Zarówno komórki R. etli M4, jak i EPS 

wiązały odpowiednio 20% i 12% jonów Zn2+, których stężenie w środowisku wzrostu 

wynosiło 50 µg ml-1. Również Redmile-Gordon i Chen [2017] potwierdzili, że obecność 

cynku w glebie stymuluje produkcję EPS przez mikroorganizmy. Wykazali oni, że 

całkowita frakcja EPS produkowana przez mikroorganizmy glebowe zwiększyła się 4,5-

krotnie w obecności jonów Zn2+ (300 µg Zn2+ na 1 g gleby) w porównaniu do warunków 

kontrolnych. W badaniach nad wpływem jonów cynku na produkcję EPS przez Bacillus 

vallismortis, Ding i in. [2018] wykazali, że ilość produkowanego EPS zwiększała się (z 50 
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do 100 mg EPS na g VSS, ang. volatile suspended solids) w obecności jonów Zn2+ (0 - 12 

mg L-1). 

Metale ciężkie są powszechnie stosowane w różnych procesach przemysłowych 

(m.in. galwanizacja, spawanie elektroniczne, górnictwo), podczas których są uwalniane do 

środowiska [Gadd, 2004]. Ze względu na to, że nawet śladowe ilości metali ciężkich mogą 

powodować poważne szkody w środowisku wodnym czy lądowym, istnieje kilka metod 

usuwania tych pierwiastków, w tym procesy strącania, metody elektrochemiczne, układy 

membranowe czy żywice chelatujące [Fleming i Trevors, 1989; Ratte, 2009; Volesky, 

2007]. Alternatywą dla konwencjonalnych metod, które są często drogie, nieefektywne 

i niebezpieczne, jest biosorpcja metali ciężkich oparta na zdolnościach sorpcyjnych 

materiałów biologicznych [Gadd, 2009; Park i in., 2007; Vieira i Volesky, 2010]. Wśród 

licznych biosorbentów, bakteryjne EPS są skuteczne i z powodzeniem stosowane do 

usuwania metali ciężkich ze środowiska [Comte i in., 2006; Loaec i in., 1998; Loaec i in., 

1997; Moppert i in., 2009]. Zalety bakteryjnych EPS, w porównaniu do polimerów 

produkowanych przez rośliny czy glony są związane z ich właściwościami chemicznymi 

i fizycznymi, z obecnością w ich strukturze licznych jonizowanych grup funkcyjnych (np. 

karboksylowych, octanowych, hydroksylowych, aminowych, fosforanowych), które 

stanowią potencjalne miejsca sekwestracji metali [Liu i Fang, 2002; Guezennec, 2002]. 

Interakcje pomiędzy kationem metalu a powierzchniowymi grupami funkcyjnymi opierają 

się na fizycznej sorpcji, wymianie jonowej, kompleksowaniu i/lub wytrącaniu. 

Skuteczność biosorpcji zależy od wielu czynników zewnętrznych, takich jak pH roztworu 

i stężenie metalu [Gadd i White, 1989]. Jak ustalono dla EPS szczepów Rt24.2 oraz 

S. meliloti 1021, wartość pH środowiska wzrostu znacznie wpływa na liczbę 

zdysocjowanych grup karboksylowych w tych polimerach. Największa ilość grup COO- 

występuje w przedziale wartości pH od 4 do 7 [Szewczuk-Karpisz i in., 2014; Cieśla i in., 

2016]. Wpływa to na wysoką zdolność wiązania metali przez EPS. W niniejszej pracy 

zbadano zdolność sorpcji jonów cynku przez EPS wyizolowany ze szczepu Rt24.2 

R. leguminosarum bv. trifolii. Na podstawie uzyskanych wyników obliczono, że 

pojemność monowarstwy (qmax), czyli maksymalna ilość jonów Zn2+ jaka może być 

zaadsorbowana przez 1 g EPS wynosi 45,72 mg Zn2+ (0,67 mM Zn2+ na 1 g EPS)(Ryc. 

42). Jak podają źródła literaturowe EPS jest polimerem pełniącym w głównej mierze 

funkcję ochronną, zarówno u ryzobiów, jak i u innych mikroorganizmów zdolnych do 

produkcji tego polisacharydu [Cunningham i Munns, 1984; Eaglesham i in., 1987; Xavier 

i in., 1998; Xavier i in., 2007; Elsheikh i Wood, 1990; De Philippis i Vincenzini, 1998; 
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Corzo i in., 1994; Santamaría i in., 2003; Diaz -Marrero i in., 2004; Foster i in., 2000]. 

Biosorpcja metali ciężkich zachodzi poprzez interakcję ujemnie naładowanych cząsteczek 

EPS z posiadającymi ładunek dodatni jonami metali [Gupta i Diwan, 2016]. Bardzo 

dobrymi właściwościami sorpcyjnymi charakteryzują się EPS izolowane z bakterii 

morskich. Zawierają one duże ilości kwasów uronowych, nadających ich 

makrocząsteczkom silnie anionowy charakter [Gupta i Diwan, 2016]. Jak wykazali 

Bhaskar i in. [2006], EPS uzyskany z Marinobacter sp. posiadał bardzo dobre zdolności do 

wiązania jonów Cu2+ i Pb2+. Ponadto w środowisku o pH obojętnym jony miedzi były 

silniej sorbowane przez EPS niż jony ołowiu. Iyer i wsp. [2004, 2005] wykazali, że EPS 

produkowany przez Enterobacter cloaceae wydajnie cheltował jony kadmu oraz miedzi. 

Stwierdzili, że EPS E. cloaceae wiązał 65% oraz 20% odpowiednio jonów Cd2+ i Cu2+, 

których początkowe stężenie wynosiło 100 ppm. Wykazano natomiast, że EPS tej bakterii 

w niewielkim stopniu adsorbował jony kobaltu (wydajność 8%) [Iver i in., 2005]. Ponadto 

zaobserwowano, że E. cloaceae, dzięki obecności EPS, charakteryzował się zwiększoną 

tolerancją oraz pobieraniem chromu ze środowiska. EPS oraz komórki E. cloaceae 

wspólnie sekwestrowały 75% jonów chromu przy początkowym stężeniu tego metalu 

wynoszącym 100 ppm. Co więcej, w doświadczeniu tym wykazano, że wyizolowany EPS 

miał większą zdolność wiązania jonów Cr6+ w porównaniu do komórek bakterii [Iver i in., 

2004]. Jak wykazali Morillo-Pérez i in. [2008] maksymalna biosorpcja jonów Zn2+ przez 

EPS Paenibacillus jamilae wynosiła 15,73 mg Zn2+ na 1 g EPS. Jak ustalono dla szczepu 

Rhizobium radiobacter F2 [Wang i in., 2013], EPS wydajnie wiązał jony ołowiu oraz 

cynku. Autorzy wykazali, że optymalne wartości pH biosorpcji dla tego polimeru wynosiły 

5,0 dla Pb(II) oraz 6,0 dla Zn(II), zaś pojemność monowarstwy (qmax) w tych warunkach 

była równa 461,56 mg g-1 oraz 169,58 mg g-1 odpowiednio dla jonów Pb2+ i Zn2+. Można 

więc zauważyć, że bakteryjne zewnątrzkomórkowe polisacharydy wykazują różną 

zdolność do wiązania jonów metali ciężkich, zależnie od rodzaju bakterii, struktury 

polimeru, rodzaju jonu metalu oraz warunków przebiegu procesu biosorpcji. W niniejszej 

rozprawie ustalono, że EPS uzyskany ze szczepu Rt24.2 R. leguminosarum bv. trifolii 

posiadał dobre właściwości sorpcyjne w stosunku do jonów cynku i może być potencjalnie 

stosowany w remediacji, jako polimer wiążący jony Zn2+ z gleby. 

R. leguminosarum bv. trifolii oprócz EPS syntetyzuje również inne polisacharydy 

powierzchniowe, w tym polisacharydy będące składnikami błony zewnętrznej (LPS), 

polimery ściśle związane z komórką bakteryjną (CPS, GPS, NPS), a także cząsteczki 

cukrowe znajdujące się w przestrzeni peryplazmatycznej (CG) [Zevenhuizen i van 
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Neerven, 1983; Choma i Komaniecka, 2011; Laus i in., 2006; Venkatachalam i in., 2013; 

Russo i in., 2015]. Pełnią one ważną rolę podczas symbiozy ryzobiów z gospodarzem 

roślinnym, ale również wykazują funkcję ochronną, jak np. LPS czy cykliczne β-glukany. 

Jednakże, jak podaje Williams i wsp. [2008], ilość syntetyzowanych polisacharydów 

powierzchniowych stanowi jedynie około 60% ilości EPS. W pewnych warunkach wzrostu 

również CG są wydzielane przez ryzobia do środowiska [Geiger i in., 1991; 

Venkatachalam i in., 2013], lecz ich ilość jest niewielka w stosunku do ilości EPS. 

W niniejszej rozprawie określono wpływ obecności jonów Zn2+ na produkcję wybranych 

polisacharydów ryzobiowych: CPS, GPS oraz CG. Zaobserwowano, że jony cynku 

pozytywnie wpływały na produkcję analizowanych polimerów (Ryc. 23), których ilość 

stanowiła jednak jedynie niewielki procent syntetyzowanego w tych samych warunkach 

EPS (dla szczepów Rt24.2, Rt24.2(pBA1) oraz Rt24.2(pBR1) polisacharydy te nie 

przekraczają 35% ilości EPS). Wyjątek stanowił szczep Rt2472, który produkował 

znacząco więcej GPS oraz CPS w stosunku do szczepu dzikiego, co wynikało z mutacji 

w genie rosR. Jak wcześniej wykazano [Rachwał i in., 2015], białko RosR reguluje 

ekspresję genów związanych z syntezą oraz sekrecją polisacharydów powierzchniowych. 

Podobne wyniki uzyskano dla szczepu HH103 E. fredii z mutacją w genie mucR. 

W przypadku tej bakterii mutacja skutkowała znaczącym wzrostem produkcji CG oraz 

spadkiem syntezy EPS [Acosta-Jurado i in., 2016]. Niewiele jest informacji na temat 

wpływu jonów metali ciężkich na produkcję CPS, GPS oraz CG u bakterii. Scott i wsp. 

[1986] wykazali, że CPS produkowany przez Pseudomonas putida lepiej adsorbował ze 

środowiska kadm (wydajność sorpcji w zakresie stężenia Cd2+: 0,5 - 1,5 mg L-1 - 100%, 

2,5 mg L-1 - 98% oraz 100 mg L-1 - 29%) niż P. cruciviae, nie tworzący CPS (0,5 - 2,5 mg 

L-1 – 86 - 79% oraz 100 mg L-1 - 19%). Zdolność sorpcji metali przez CPS wynika przede 

wszystkim z podobieństwa strukturalnego między tym polimerem a EPS. Jak wykazano 

dla R. leguminosarum, CPS jest polisacharydem posiadającym bardzo podobną lub nawet 

identyczną strukturę do EPS [Skorupska i in., 2006; Król i in., 2007; Ghosh i Maiti, 2016]. 

W niniejszej rozprawie dowiedziono, że jony cynku mają pozytywny wpływ na syntezę 

CPS, GPS oraz CG u R. leguminosarum bv. trifolii, jednakże sumaryczna ilość tych 

polimerów jest niewielka, co potwierdza, że EPS (a dokładniej frakcja HMW EPS) 

odgrywa dominującą rolę w ochronie R. leguminosarum bv. trifolii w warunkach stresu 

cynkowego. 

Mikroorganizmy są zdolne w określonych warunkach do tworzenia biofilmu, czyli 

specjalnej struktury chroniącej je przed stresem środowiskowym [Flemming i Wingender, 
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2001; Singh i in., 2006; Ahimou i in., 2007]. EPS stanowi jeden z kluczowych elementów 

tworzących strukturę przestrzenną macierzy biofilmu [Rinaudi i Giordano, 2010; Bogino 

i in., 2013]. Bierze on udział w początkowych etapach tworzenia biofilmu, w przyłączaniu 

się komórek do różnych powierzchni biotycznych oraz abiotycznych, a także chroni 

bakterie przed szkodliwymi czynnikami zewnętrznymi oraz odwodnieniem. Powstawanie 

biofilmu w środowisku naturalnym oraz przemysłowym pozwala mikroorganizmom 

rozwinąć odporność na bakteriofagi, chemiczne biocydy, antybiotyki czy odpowiedź 

immunologiczną gospodarza [Costerton i in., 1999; Vu i in., 2009]. Z tego względu 

postanowiono sprawdzić w jaki sposób obecność jonów cynku w środowisku wzrostu 

bakterii wpływa na tworzenie biofilmu przez R. leguminosarum bv. trifoli. Uzyskane 

wyniki zostały opublikowane [Kopycińska i in., 2018]. Przeprowadzone badania 

wykazały, że jony Zn2+ powodują u badanych szczepów bakteryjnych wzrost ilości 

tworzonego biofilmu, nawet u szczepów posiadających mutację w genach związanych z 

syntezą EPS (Rt2472 oraz Rt5189)(Ryc. 24). Dowodzi to, że pomimo, iż EPS stanowi 

kluczowy element macierzy biofilmu, również inne składniki komórkowe są 

zaangażowane w proces tworzenia tej struktury. Szczep Rt5819, który nie syntetyzuje EPS 

tworzył płaski, poprzerywany, nieregularny biofilm o niewielkiej powierzchni. Podobne 

wyniki uzyskano dla mutanta pssA R. leguminosarum bv. viciae. Bakteria ta nie była 

zdolna do tworzenia mikrokoloni oraz bardziej złożonej struktury biofilmu [Russo i in., 

2006; Williams i in., 2008]. Natomiast biofilm tworzony przez szczepy produkujące EPS 

w warunkach stresowych był grubszy, posiadał wysoko zorganizowaną strukturę i 

pokrywał większą powierzchnię podłoża, na którym się formował (Ryc. 25, Tab. 6). W 

innych doświadczeniach realizowanych w ramach niniejszej rozprawy wykazano, że jony 

Zn2+ pozytywnie wpływają na produkcję EPS u R. leguminosarum bv. trifolii co mogło 

rzutować na ilość tworzonego biofilmu. Podobne doniesienia podali Amya-Gomez i wsp. 

[2015]. Wykazali oni, że wysokie stężenie żelaza hamuje ruchliwość komórek E. melilitu 

1021, ale sprzyja rozwojowi biofilmu na powierzchniach abiotycznych. Inni autorzy 

pokazali, że jony Cd2+ pozytywnie wpływały na tworzenie biofilmu przez bakterię 

symbiotyczną R. alamii [Schue i in., 2011]. Giovanella i wsp. [2017] potwierdzili 

zwiększone tworzenie biofilmu przez Pseudomonas sp. w obecności jonów rtęci, 

a Harrison i wsp. [2004] dowiedli, że wzrost stężenia jonów Cd2+ pozytywnie koreluje 

z ilością tworzonego biofilmu u R. alamii YAS34. Badania te pokazują, że metale mogą 

wpływać na różne etapy tworzenia i rozwoju biofilmu, na przyczepność komórek do 

powierzchni abiotycznych i biotycznych, a także powodować zmiany strukturalne 
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w macierzy biofilmu [Koechler i in., 2015]. Wyniki badań przeprowadzonych w niniejszej 

pracy potwierdzają więc, że komórki bakteryjne eksponowane na działanie metali ciężkich 

na ogół reagują indukcją procesów adhezji, a w konsekwencji tworzeniem biofilmu, zaś 

główną rolę w tym procesie odrywa EPS. 

Skład i struktura składników budujących otoczki komórkowe ryzobiów (np. EPS), 

mogą wpływać na właściwości fizykochemiczne ich powierzchni, które odgrywają istotną 

rolę w różnych procesach fizjologicznych, takich jak: wzrost i podziały komórek, adhezja 

do powierzchni biotycznych oraz abiotycznych, a także agregacja i ruchliwość komórek 

[Mozes i in., 1988; Cieśla i in., 2016]. Wzrost tworzenia biofilmu oraz produkcji EPS 

u R. leguminosarum bv. trifolii w odpowiedzi na obecność w środowisku wzrostu jonów 

cynku sugerował, że metal ten może również powodować zmiany w stopniu agregacji 

komórek ryzobiów. Istnieją dwa typy agregacji: autoagregacja, określana jako adhezja tego 

samego gatunku bakterii oraz koagregacja, czyli adhezja co najmniej dwóch różnych 

gatunków bakterii [Ramalingam i in., 2013]. Koagregacja jest wysoce specyficznym 

procesem adhezji, zachodzącym poprzez interakcję adhezyn znajdujących się na jednej 

komórce a komplementarnym receptorem na drugiej. Natomiast oddziaływania 

autoagregacyjne są silniejsze niż w przypadku koagregacji i zależą przede wszystkim od 

właściwości fizykochemicznych komórek i ich hydrofobowości. Wraz ze wzrostem 

hydrofobowości rosną zdolności agregacyjne oraz adhezyjne komórek, co umożliwia 

bakteriom przyleganie do abiotycznych i biotycznych powierzchni, prowadzące do 

powstawania biofilmu [Basson i in., 2008; Ramalingam, 2013; Pal i Paul, 2008; 

Prabhakaran, 2016]. Badania prezentowane w niniejszej rozprawie, dotyczące wpływu 

jonów Zn2+ na stopień agregacji komórek R. leguminosarum bv. trifolii ujawniły, że metal 

ten zwiększa autoagregację komórek wszystkich badanych szczepów. Podobne wyniki 

były uzyskane dla Xylella fastidosa przy zastosowaniu nieinhibitorujących stężeń manganu 

i cynku [Navarrete i in., 2014; Conibe i in., 2013]. W niniejszej rozprawie wykazano, że 

spośród badanych szczepów komórki szczepu Rt2472 w największym stopniu ulegają 

agregacji. Wynika to z faktu, że białko RosR, w którego genie mutację posiada szczep 

Rt2472, wpływa na poziom syntezy oraz sekrecję białek podobnych do kadheryn oraz 

białek autoagragacji (RapA1), które są zaangażowane w adhezję [Rachwał i in., 2015]. 

Odpowiedź ryzobiów na stres cynkowy, który skutkuje powstawaniem biofilmu, musi 

powodować również zwiększenie agregacji komórek oraz zwiększenie produkcji EPS. 

Potwierdzają to badania przeprowadzone w niniejszej dysertacji. Szczepy Rt24.2(pBA1) 

oraz Rt24.2(pBR1) nadprodukujące EPS, charakteryzowały się w warunkach stresowych 
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zwiększoną syntezą EPS i wyższym stopniem autoagregacji, co miało odzwierciedlenie w 

ilości tworzonego biofilmu. 

Jak wcześniej wspomniano, komponenty otoczki komórkowej bakterii wpływają na 

różne procesy fizjologiczne, m.in. na ruchliwość bakterii. Cecha ta odgrywa ważną rolę 

w kolonizacji nowych środowisk przez mikroorganizmy. Wyróżnia się dwa główne typy 

ruchliwości, tzw. „swimming” oraz „swarming”. Ruchliwość typu „swimming” 

charakteryzuje poruszanie się bakterii w środowiskach płynnych w odpowiedzi na różnego 

rodzaju bodźce zewnętrzne. Migracja typu „swarming” jest zupełnie odmiennym 

sposobem poruszania się bakterii, angażującym całą populację kolonii bakteryjnej. 

Komórki wegetatywne rozpoczynają proces różnicowania w komórki wielojądrowe, 

o wydłużonym kształcie (ang. swarm cells) z licznymi flagellami, a ich szybkiemu 

przemieszczaniu się na krawędzi kolonii towarzyszy wzrost komórek w obrębie kolonii, co 

powoduje szybką kolonizację dostępnego obszaru. Ten typ migracji nie jest ani reakcją 

głodową populacji bakteryjnej, ani obowiązkowym etapem rozwoju, ale skoordynowaną 

i odwracalną zmianą zachowania w odpowiedzi na czynniki środowiskowe [Senesi i in., 

2010]. Taka zbiorowa aktywność populacji ma kilka zalet w stosunku do aktywności 

pojedynczych komórek: pozwala bakteriom na migrację w kierunku składników 

odżywczych [Wei i in., 2011], umożliwia oddalenie się od repelentów [Macfarlane, i in., 

2001], pozwala chronić się przed działaniem antybiotyków [Overhage i in., 2008; Butler 

i in., 2010] oraz uniknąć konkurencji pomiędzy komórkami [Taylor i Buckling, 2010], 

a także bardziej efektywnie zaangażować się w procesy „współpracy”, takie jak tworzenie 

biofilmu [Blair i in., 2008] oraz kolonizacja roślin [Ghelardi i in., 2007]. Zjawisko migracji 

typu „swarming” stwierdzono u wielu rodzajów bakterii, w tym Aeromonas, Azospirillum, 

Bacillus, Proteus, Pseudomonas [Daniels i in., 2004] oraz u gatunków ryzobiowych takich 

jak: Ensifer meliloti [Soto i in., 2002; Nogales i in., 2010, 2012], Rhizobium etli [Daniels 

i in., 2002; Braeken i in., 2008] oraz R. leguminosarum [Tambalo i in., 2010]. Wyniki 

uzyskane w niniejszej rozprawie pokazały, że szybszą migracją, zarówno w podłożu 

stałym (migracja typu „swarming”) jak i półpłynnym (migracja typu „swimming”), 

charakteryzowały się szczepy produkujące EPS. Ponadto, zaobserwowano, że obecność 

jonów cynku negatywnie wpływała na ruchliwość R. leguminosarum bv. trifolii. Obecność 

oraz ilość EPS na powierzchni komórek miała istotny wpływ na poruszanie się ryzobiów, 

co wcześniej wykazano w pracy Rachwał i wsp. [2015]. Autorzy wykazali, że mutacja 

w genie rosR powoduje zaburzenia w tworzeniu oraz funkcjonowaniu rzęsek, a także 

niestabilność aparatu w błonie zewnętrznej szczepu, posiadającego mutację w tym genie. 
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Tłumaczy to zaburzenia migracji szczepu Rt2472 w porównaniu do szczepów 

produkujących EPS. Negatywny wpływ jonów metali ciężkich (w tym jonów Zn2+) na 

ruchliwość bakterii, została potwierdzona również u bakterii Pseudomonas veronii 2E oraz 

Delftia acidovorans AR [Barrionuevo i Vullo, 2012]. Wykazano, że jony Cd2+ (0,1-0,2 

mM), Zn2+ (powyżej 1 mM) oraz Cr4+ (0,1-0,5 mM) istotnie obniżają lub nawet hamują 

migrację typu „swarming” szczepu P. veronii 2E. Dla szczepu D. acidovorans AR 

ustalono negatywny wpływ jonów Cu2+ (powyżej 0,1 mM), Cd2+ (powyżej 0,01 mM) oraz 

Zn2+ (0,2 – 1 mM) zarówno na ruchliwość typu „swimming”, jak i „swarming” 

[Barrionuevo i Vullo, 2012]. W niniejszej rozprawie wykazano również, że najwyższą 

tolerancją na jony cynku, a także wynikającym z tego słabszym wpływem jonów cynku na 

ruchliwość bakterii, wykazywały się szczepy Rt24.2(pBA1) i Rt24.2(pBR1). Wyniki te 

potwierdzają zatem ochronną rolę EPS w przypadku ekspozycji ryzobiów na stres 

cynkowy. 

Obecność metali ciężkich w środowisku oraz ich napływ i gromadzenie się 

w komórkach organizmów żywych, powoduje generowanie wolnych rodników 

i powstawanie stresu oksydacyjnego. Prowadzi to do zaburzeń równowagi pomiędzy 

działaniem reaktywnych form tlenu, a mechanizmami, które je usuwają. Cynk jest 

pierwiastkiem niezbędnym do prawidłowego funkcjonowania komórek żywych, lecz w 

większych stężeniach jest dla nich toksyczny. Z tego względu kolejnym etapem badań 

przeprowadzonych w ramach niniejszej pracy było określenie wpływu jonów cynku na 

procesy oddechowe komórek ryzobiów, a także na aktywność dwóch enzymów, 

zaangażowanych w usuwanie wolnych rodników: dysmutazy ponadtlenkowej oraz 

katalazy. Ustalono, że niefizjologiczne stężenia jonów Zn2+ powodują wyraźne 

zahamowanie zużycia tlenu przez wszystkie badane szczepy ryzobiowe. Najwyższą 

tolerancją na jony cynku charakteryzowały się szczepy Rt24.2(pBA1) i Rt24.2(pBR1), co 

wiązało się z produkcją przez nie zwiększonej ilości EPS. Negatywny wpływ jonów metali 

ciężkich (tj. Cd, Zn, Cu, Ni) na procesy oddechowe mikroorganizmów potwierdzili już 

w 1967 r. Sadler i Trudinger [Sadler i Trudinger, 1967] podczas badań nad Pseudomonas 

sp., a także inni autorzy [Shi i Ma, 2017; Liu i in., 2009; Rajapaksha i in., 2004]. Shi i Ma 

[2017] wykazali negatywny wpływ stresu kadmowego na intensywność oddychania 

mikroorganizmów w próbkach gleby, co potwierdziły również informacje podane przez 

Liu i in. [2009]. Wykazano również, że dodatek jonów Zn2+ (128 mmol kg-1) do próbek 

gleby powodował spadek aktywności oddechowej mikroorganizmów o 30% [Rajapaksha 

i in., 2004]. Obecność metali ciężkich w środowisku i generowany przez nie stres 
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oksydacyjny istotnie wpływają na aktywność specyficznych enzymów komórkowych 

bakterii, odpowiedzialnych za dezaktywację wolnych rodników tlenowych. W niniejszej 

pracy zmierzono aktywność katalazy (CAT) oraz dysmutazy ponadtlenkowej (SOD) we 

frakcjach białek wewnątrzkomórkowych szczepów R. leguminosarum bv. trifolii 

w obecności 1 mM ZnSO4 i porównywano z wynikami otrzymanymi w warunkach 

optymalnych do wzrostu bakterii. Krehenbrink i in., [2011] wykazali obecność SOD 

również w peryplazmie szczepu R. leguminosarum bv. viciae 3841, dlatego też w pracy tej 

zbadano dodatkowo aktywność SOD we frakcji peryplazmatycznej białek. Ustalono, że 

obecność cynku powoduje wzrost aktywności zarówno SOD we frakcjach 

wewnątrzkomórkowej i peryplazmatycznej, jak i aktywności CAT we frakcji białek 

wewnątrzkomórkowych (Ryc. 29). Wyjątek stanowiły mutanty Rt5819 i Rt2472, dla SOD 

we frakcji peryplazmatycznej oraz Rt5819 dla CAT. Sugeruje to, że szczepy produkujące 

EPS charakteryzują się prawidłową reakcją obronną i pod wpływem stresu cynkowego 

zaczynają syntezę enzymów chroniących przed wolnymi rodnikami. Jak zostało wykazane 

przez Janczarek i wsp. [2009, 2010], mutacje w genach rosR oraz pssA wywołują efekt 

plejotropowy, powodujący m. in. zaburzenia w integralności błony komórkowej bakterii, 

które skutkowały niekontrolowanym wyciekiem białek z wnętrza komórki, co wraz 

z obecnością jonów cynku w środowisku może tłumaczyć niższą aktywność SOD i CAT 

u mutantów Rt2472 oraz Rt5819. Ponadto, w badaniach nad tymi samymi ryzobiami 

Jaszek i in. [2014] wykazali, że dodatek H2O2 oraz menandionu do środowiska powoduje 

wzrost aktywności CAT szczepu Rt24.2 oraz spadek aktywności tego enzymu 

w przypadku szczepu Rt5819, a także wzrost aktywności SOD we frakcji 

wewnątrzkomórkowej białek dla wszystkich badanych ryzobiów. Jednakże, jak podają Shi 

i Ma [2017] a także Gao i wsp. [2012], aktywność CAT w próbkach gleby maleje wraz ze 

zwiększającym się stężeniem jonów Cd2+. Natomiast de Silva i wsp. [2012] nie wykazali 

istotnego wpływu chromu, srebra oraz rtęci na aktywność CAT u bakterii izolowanych 

z zanieczyszczonych gleb (tj. Pseudomonas sp., Bacillus sp.). Z kolei Behera i in. [2014] 

wykazali pozytywny wpływ CdCl2 na aktywność SOD oraz negatywny na aktywność CAT 

u Bacillus cereus, co sugeruje, że wpływ metali ciężkich na aktywność tych enzymów jest 

w dużym stopniu zależny od biodostępności tych metali dla organizmów oraz różnych 

czynników, takich jak rodzaj metalu ciężkiego czy występowanie innych mechanizmów 

obronnych. 

Kolejnym etapem niniejszej pracy była charakterystyka własności 

powierzchniowych komórek R. leguminosarum bv. trifolii. Został określony wpływ jonów 
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cynku na takie właściwości powierzchniowe, jak charakter kwasowo-zasadowy 

i hydrofilowo/hydrofobowy otoczek komórkowych oraz ruchliwość elektroforetyczna 

(EM) komórek ryzobiów w różnych warunkach hodowli. Na podstawie uzyskanych 

wyników stwierdzono, że istnieje silny związek pomiędzy produkcją EPS przez szczepy 

R. leguminosarum bv. trifolii w różnych warunkach hodowli (zależność od wartości pH 

podłoża, czasu hodowli oraz stężenia jonów cynku), a właściwościami fizykochemicznymi 

powierzchni komórek bakteryjnych. Znak oraz wielkość EM komórek bakterii są często 

wykorzystywane jako wskaźniki ładunku elektrycznego powierzchni komórek [Wilson i 

in., 2001].W przeprowadzonych eksperymentach wszystkie analizowane szczepy posiadały 

ujemne wartości EM. Było to spowodowane dominacją zdysocjowanych kwasowych grup 

funkcyjnych (np. karboksylowych, fosforylowych lub grup sulfhydrylowych 

węglowodanów i białek) na powierzchni komórek [Rutter i Vincent, 1984; Wilson i in., 

2001; Cieśla i in., 2016]. W przypadku bakterii R. leguminosarum bv. trifolii, źródłem 

ujemnego ładunku elektrycznego powierzchni komórek są reszty fosforylowe oraz 

karboskylowe kwasu 3-deoksy-D-manno-oktulozonowego (Kdo), będącego składnikiem 

LPS w zewnętrznej błonie bakteryjnej [Bushby, 1990; Wilson i in., 2001; Cieśla i in., 

2016]. We wcześniejszych badaniach [Cieśla i in., 2016] wykazano, że poszczególne 

powierzchniowe grupy funkcyjne komórek R. leguminosarum bv. trifolii mają różny wkład 

w generowanie ładunku elektrycznego powierzchni, zależnie od składu podłoża oraz 

szczepu bakteryjnego (a tym samym budowy otoczki komórkowej). W przypadku hodowli 

w podłożu TY bez dodatku jonów Zn2+, ładunek powierzchniowy był generowany głównie 

przez grupy silnie kwasowe (Kapp <4,0) [Poortinga i in., 2002]. Wyniki badań 

zaprezentowane w tej rozprawie pokazały, że wszystkie analizowane szczepy, zarówno w 

warunkach kontrolnych, jak i w obecności jonów Zn2+ charakteryzowały się silnie 

kwasowym charakterem powierzchni komórek. Wykazano, że obecność jonów cynku dla 

większości szczepów powodowała wzrost udziału grup funkcyjnych o charakterze 

kwasowym (pKapp=4,0), z wyjątkiem szczepu Rt24.2, u którego widoczny był udział grup 

o pKapp=6,5 (Ryc. 30). Nie tylko EPS, ale inne polisacharydy (tj. GPS czy glukomannan) 

syntetyzowane przez ryzobia mogą modyfikować ich ładunek powierzchniowy, 

a w konsekwencji zmniejszać lub zwiększać oddziaływanie elektrostatyczne z różnymi 

powierzchniami. Otrzymane wyniki potwierdziły jednak, że obecność EPS na powierzchni 

komórek ryzobiów ma istotny wpływ na wartość EM komórek bakterii. Wartość 

bezwzględna EM rosła ze wzrostem syntetyzowanego przez ryzobia polimeru. Mutant w 

genie rosR (Rt2472), dla którego synteza EPS jest ok. 3-krotnie niższa niż dla szczepu 
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dzikiego (Rt24.2), charakteryzował się niższymi wartościami bezwzględnymi EM niż 

szczep Rt24.2, ale wyższymi niż mutant Rt5819. Było to potwierdzeniem obserwacji 

poczynionych przez innych autorów dla R. leguminosarum [Janczarek i in., 2015; Cieśla i 

in., 2016] oraz Synechocystis [Planchon i in., 2013].  

Jednakże, odnotowano, że wartość bezwzględna EM komórek badanych szczepów 

ryzobiowych malała wraz ze wzrostem stężenia jonów Zn2+ obecnych w pożywce 

(Ryc. 32), co nie było wcześniej prezentowane. Z jednej strony efekt ten był 

najprawdopodobniej związany z neutralizacją ujemnego ładunku powierzchniowego 

komórek bakterii, z drugiej strony z toksycznym działaniem cynku, prowadzącym do 

zwiększenia się ilości komórek martwych w badanej puli bakteryjnej, co było widoczne na 

Ryc. 33. W kolejnym wariancie doświadczenia badano wpływ wieku hodowli, zarówno 

w warunkach kontrolnych, jak i w obecności 1 mM ZnSO4, na wartości EM komórek 

R. leguminosarum bv. trifolii. Stwierdzono, że niezależnie od wieku hodowli obecność 

jonów cynku skutkowała zmniejszeniem się wartości bezwzględnych EM u mutantów 

defektywnych w syntezie EPS, co mogło wynikać z toksycznego działania jonów Zn2+ 

(brak ochronnego EPS) i wzrostu liczby komórek martwych [Cieśla i in., 2016]. W 

przypadku szczepów Rt24.2 oraz Rt24.2(pBA1) jony cynku powodowały wzrost wartości 

bezwzględnej EM dla 48-godz. i 96-godz. hodowli. Wzrost wartości pH podłoża od 3,0 do 

7,0, powodował wzrost wartości bezwzględnych EM u wszystkich badanych szczepów, 

związany ze wzrostem ilości zdysocjowanych powierzchniowych grup funkcyjnych. W 

obecności jonów Zn2+ w ośrodku o pH 7,0 szczepy produkujące znaczne ilości EPS 

[Rt24.2, Rt24.2(pBA1) i Rt24.2(pBR1)] charakteryzowały się znacząco wyższymi 

wartościami bezwzględnymi EM niż w warunkach kontrolnych. Było to prawdopodobnie 

związane z większą ilością EPS, syntetyzowaną w tych warunkach. Właściwości 

fizykochemiczne powierzchni komórek ryzobiów, a także skład ich otoczki, stanowią 

ważny elemente w procesie ich adhezji do powierzchni abiotycznych oraz biotycznych, 

takich jak korzenie roślin. Proces ten jest kluczowym elementem w przebiegu symbiozy. 

Obecność substancji polimerowych na zewnątrz komórek ma również wpływ na ich 

właściwości hydrofobowe i hydrofilowe [Postma i in., 1991; Van Loosdrecht i in., 1989, 

1990a, 1990b]. W niniejszej pracy wykazano, że badane szczepy R. leguminosarum bv. 

trifoliiróżnią się od siebie stopniem hydrofobowości w zależności od ilości 

syntetyzowanego EPS. Ponadto, obecność jonów cynku zwiększa hydrofobowość 

badanych komórek, która rośnie wraz ze wzrostem stężenia metalu (Tab. 9). Do oceny 

stopnia hydrofobowości komórek R. leguminoasrum wykorzystano również pomiary 
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kątów zwilżania. Zastosowanie w tym celu cieczy o różnej polarności pokazało złożony 

charakter hydrofilowo/hydrofobowy powierzchni komórek. Była ona zwilżalna zarówno 

przez ciecze polarne (formamid i woda), jak i apolarny dijodometan. Dało się 

zaobserwować, że im więcej EPS było syntetyzowane przez dany szczep, tym mniej 

hydrofilowy charakter wykazywała powierzchnia pokryta jego komórkami w stanie 

powietrznie suchym. Niezależnie od składu podłoża wartości swobodnej energii 

powierzchniowej komórek bakterii były zdominowane przez wkład pochodzący od 

składowej LW, która rzutuje na ich zdolności adhezyjne [Cieśla i in., 2016]. Właściwości 

powierzchniowe komórek są determinowane przez złożony skład otoczki komórkowej oraz 

macierz zewnątrzkomórkową złożoną z polisacharydów (40-95%), białek (1-60%) oraz 

lipidów (1-10%) [More i in., 2014 ; Hori i Matsumoto, 2010]. Hydrofobowość powierzchni 

komórek ryzobiów jest niezwykle istotna w procesach adhezyjnych do powierzchni 

biotycznych, co ma bardzo duży wpływ na pierwsze etapy nawiązywania symbiozy 

ryzobiów z roślinami bobowatymi [Chen i in., 2006; Rodriguez-Navarro i in., 2007; 

D’Haeze i Holsters, 2004; Janczarek i in., 2010; Russo i in., 2006; Fujishige i in., 2006].  

Kolejnym etapem niniejszej pracy było zbadanie wpływu jonów cynku na 

właściwości symbiotyczne szczepów R. leguminosarum bv. trifolii, różniących się 

poziomem syntezy EPS, z koniczyną łąkową. Większość z tych wyników została 

opublikowana w pracy Kopycińska i in., [2018]. Na wstępie sprawdzono wpływ różnych 

stężeń jonów cynku na kiełkowanie nasion koniczyny (Trifolium pratense). 

Zaobserwowano, że stężenie jonów cynku wyższe niż 0,6 mM miało negatywny wpływ na 

długość łodyg oraz korzeni 7-dniowych kiełków koniczyny. Taki sam efekt uzyskali 

Stravinskiene i Racaite [2014] dla koniczyny białej. Zaobserwowali oni, że stężenie jonów 

cynku wyższe niż 0,1 mM powodowało znaczne zahamowanie wzrostu zarówno korzeni, 

jak i łodyg kiełków koniczyny białej (Trifolium repens) [Stravinskiene i Racaite, 2014]. 

Wysokie stężenia jonów Zn2+ zakłócają procesy metaboliczne roślin i powodują 

zaburzania w prawidłowym wzroście korzeni i łodyg [Yadav, 2010; Vassilev i in., 2011; 

Mirshekali i in., 2012; Ialelou i in., 2013; Oladele i in., 2013; Tsonev i Lidon, 2012; Truta 

i in., 2013, Rout i Das, 2003]. Jak wykazali Bekiaroglou i Karataglis [2002], obecność 

w pożywce jonów Zn2+ o stężeniu 6 µM powodowała skrócenie długości korzenia Mentha 

spicata L. o prawie połowę w porównaniu do roślin hodowanych w warunkach 

kontrolnych. Wyniki uzyskane w kolejnych doświadczeniach w ramach tej rozprawy, 

mających na celu zbadanie wpływu jonów cynku na adhezję R. leguminosarum bv. trifolii 

do korzeni koniczyny łąkowej, ujawniły, że metal ten ma znaczny wpływ na obu 
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partnerów symbiotycznych, przy czym koniczyna jest bardziej wrażliwa na ten czynnik 

stresowy aniżeli mikrosymbiont. Sugeruje to, że obecność EPS jest zarówno kluczowym 

elementem biorącym udział w ochronie ryzobiów przed szkodliwym działaniem jonów 

Zn2+, jak i niezbędnym składnikiem biorącym udział w adhezji tych mikroorganizmów do 

korzeni gospodarza roślinnego. Na podstawie porównania efektywności adhezji bakterii 

w warunkach kontrolnych do warunków stresowych, stwierdzono, że cynk negatywnie 

działa na ten proces, co może być związane również ze zmianą hydrofobowości 

powierzchni komórek ryzobiów, słabszymi oddziaływaniami z powierzchnią biotyczną 

i w efekcie gorszym przyczepianiem się do korzeni roślin [Janczarek i in., 2015; Cieśla 

i in., 2016]. Ponadto, jak wykazano w pracy Janczarek i wsp. [2010], mutacje w genach 

rosR oraz pssA skutkują drastycznym obniżeniem efektywności przyczepiania się komórek 

ryzobiów do powierzchni korzeni. W porównaniu do szczepu Rt24.2, komórki szczepu 

Rt2472 sporadycznie ulegały adhezji do korzeni i w konsekwencji rzadko inicjowały 

tworzenie nici infekcyjnej przez roślinę [Janczarek i in., 2010]. Podobne doniesienia 

dotyczące mutanta w genie pssA pokazali Williams i in., [2008]. W ostatnim etapie pracy 

wykazano, że obecność jonów cynku negatywnie wpływa na nawiązywanie efektywnej 

symbiozy badanych ryzobiów z koniczyną oraz na tworzenie brodawek korzeniowych. 

Stężenie ZnSO4 wynoszące 1 mM całkowicie hamuje ten proces, co wskazuje, że jest ono 

toksyczne dla obu partnerów symbiotycznych [Broos i in., 2004; Weisany i in., 2013; 

Emamverdian i in., 2015]. Stwierdzono jednak, że przy stężeniach cynku niższych niż 

1 mM, symbiotyczne zdolności szczepów nadprodukujących EPS [Rt24.2(pbA1) 

i Rt24.2(pBR1)] są lepsze od szczepu dzikiego Rt24.2. Szczepy te z większą wydajnością 

zakażały koniczynę łąkową, tworzyły na ich korzeniach większą liczbę brodawek, 

a rośliny inokulowane tymi szczepami posiadały większą masę, zarówno łodyg, jak 

i korzeni. Wyniki te potwierdziły zatem, że EPS odgrywa bardzo ważną rolę w adaptacji 

tych bakterii do stresu cynkowego. 

Współistnienie roślin i bakterii gwarantuje ich przetrwanie, a złożone interakcje 

występujące między nimi odgrywają istotną rolę w ich adaptacji do stresu środowiskowego 

wywołanego obecnością metali ciężkich [Ma i in., 2016]. Oprócz obecności 

polisacharydów na powierzchni komórek ryzobiów skutecznymi strategiami zwiększania 

tolerancji bakteryjnej na obecność metali ciężkich są transfer genów, obecność specjalnych 

pomp umożliwiających usuwanie toksycznych pierwiastków na zewnątrz komórki czy też 

synteza związków o właściwościach chelatujących [Blake i in., 1993; Nies, 1992; Ow i in., 

1993]. 
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Podsumowując niniejszą pracę należy podkreślić, że obecność jonów cynku 

w środowisku wzrostu szczepów R. leguminosarum bv. trifolii negatywnie wpływa na 

różne procesy fizjologiczne tych bakterii, takie jak wzrost czy przeżywalność, a także na 

ich ruchliwość, zdolność do przyczepiania się do korzeni makrosymbionta i nawiązywanie 

efektywnej symbiozy z gospodarzem roślinnym. Stres cynkowy stymuluje jednak te 

organizmy do produkcji większej ilości polisacharydów powierzchniowych, tworzenia 

większej ilości biofilmu o grubszej, bardziej złożonej strukturze oraz wzmożoną 

aktywnością enzymów komórkowych odpowiedzialnych za dezaktywację wolnych 

rodników tlenowych. Produkowany przez bakterie EPS znacząco wpływa na 

fizykochemiczne właściwości powierzchniowe komórek. Szczepy Rt24.2(pBA1) oraz 

Rt24.2(pBR1) nadprodukujące EPS lepiej adaptują się do negatywnych warunków 

środowiskowych w porównaniu do szczepu dzikiego Rt24.2 czy też mutantów Rt5819 

i Rt2472 defektywnych w syntezie tego polimeru, co pozwala wysnuć wniosek, że 

polisacharyd ten pełni bardzo ważną funkcję w ochronie wolnożyjących ryzobiów przed 

szkodliwym działaniem metali ciężkich oraz zwiększa skuteczność nawiązywania 

symbiozy z gospodarzem roślinnym. Zintensyfikowana synteza EPS przez bakterie 

w warunkach stresu wywołanego obecnością jonów cynku poszerza ich możliwości 

aplikacyjne w technikach remediacyjnych. Polisacharyd ten charakteryzuje się dobrymi 

właściwościami sorpcyjnymi, co stwarza szanse na zastosowanie go w biotechnologii, jako 

polimeru wysokowydajnie wiążącego jony Zn2+. 
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8. Podsumowanie i wnioski 

Bakterie z rodzaju Rhizobium stanowią grupę mikroorganizmów o potencjalnym 

zastosowaniu biotechnologicznym. Ich zdolność do nawiązywania symbiozy z roślinami 

bobowatymi, a także zdolność produkcji oraz wydzielania do środowiska glebowego 

ogromnej ilości EPS, daje naukowcom możliwość wykorzystania tych bakterii w różnych 

technikach remediacyjnych (np. bioremediacji czy jako PGPR (ang. plant growth 

promoting rhizobacteria)). Usuwanie toksycznych odpadów oraz związków metali ciężkich 

z gleby, których stężenie wciąż rośnie w tym środowisku wraz z postępem urbanizacji oraz 

rozwojem przemysłu, stanowi ważny i aktualny temat badań. Cynk w niskich stężeniach 

jest istotnym mikroelementem niezbędnym do wzrostu wielu organizmów, w tym bakterii. 

Jednakże, jego wyższe stężenia są dla organizmów toksyczne. 

Dlatego w tej pracy podjęto próbę ustalenia wpływu jonów cynku na własności 

fenotypowe oraz symbiotyczne bakterii R. leguminosarum bv. trifolii. Ponadto, określono 

wydajność sorpcji jonów Zn2+ przez EPS wyizolowany z tej bakterii, co pozwoliło na 

kompleksowe opisanie zmian właściwości powierzchniowych komórek tych bakterii 

w warunkach stresowych. Przeprowadzone badania pozwoliły również ustalić jaką rolę 

odgrywa EPS w adaptacji R. leguminosarum bv. trifolii do warunków stresowych 

wywołanych obecnością jonów cynku, a także określić jego potencjał biotechnologiczny 

w technikach remediacyjnych, zarówno czystego preparatu EPS, jak i szczepów 

charakteryzujących się zwiększoną produkcją tego polimeru (w stanie wolnożyjącym oraz 

w symbiozie z koniczyną). Wyniki uzyskane w ramach tej pracy pozwoliły na 

sformułowanie następujących wniosków: 

1. jony Zn2+ w stężeniach powyżej 1 mM hamują wzrost komórek szczepów 

R. leguminosarum bv. trifolii, ale nie wpływają istotnie na ich przeżywalność. Spośród 

badanych szczepów, Rt24.2(pBA1) oraz Rt24.2(pBR1), produkujące zwiększone ilości 

EPS, charakteryzują się zwiększoną przeżywalnością, szybszym tempem wzrostu 

i wyższymi parametrami CFU/ml hodowli w porównaniu do szczepów defektywnych 

w syntezie EPS: Rt2472 i Rt5819; 

2. jony Zn2+ stymulują proces syntezy EPS oraz tworzenie biofilmu w warunkach 

ex planta. Szczepy o zwiększonej produkcji EPS (Rt24.2(pBA1) i Rt24.2(pBR1)) 

wykazują wyższą przeżywalność, wzmożoną syntezę EPS i tworzenie biofilmu 

w obecności jonów Zn2+ w porównaniu do szczepów defektywnych w syntezie tego 

polimeru; 
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3. obecność jonów cynku w środowisku wzrostu testowanych szczepów 

R. leguminosarum bv. trifolii powoduje wzrost produkcji innych polisacharydów 

powierzchniowych (GPS, CPS, CG), zwiększenie agregacji oraz zmniejszenie ruchliwości 

komórek, natomiast wpływa negatywnie na wydajność oddychania komórkowego oraz 

wzrost aktywności dysmutazy ponadtlenkowej oraz katalazy; 

4. obecność EPS wpływa na własności powierzchniowe komórek ryzobiów 

(kwasowy charakter powierzchni komórek oraz jej ujemny ładunek elektryczny; 

5. wpływ jonów Zn2+ na wartości ruchliwości elektroforetycznej komórek zależy od 

ilości syntezowanego EPS, fazy wzrostu bakterii i liczby żywych komórek w populacji 

oraz od zastosowanego stężenia jonów cynku i pH środowiska. Neutralizacja ujemnego 

ładunku powierzchniowego przez jony Zn2+, występująca u 24-h hodowli szczepów 

syntezujących EPS powoduje obniżenie ruchliwości elektroforetycznej. W przypadku 

starszych hodowli wzmożona produkcja EPS w warunkach stresowych prowadzi do 

zwiększenia ruchliwości elektroforetycznej względem kontroli. Efekt ten nie wystepuje u 

szczepów defektywnych w syntezie tego polimeru. Wzrost stężenia jonów cynku skutkuje 

zmniejszeniem ruchliwości elektroforetycznej komórek wszystkich badanych szczepów, 

skorelowanym ze zmniejszeniem się liczby żywych komórek w populacji, a zatem również 

ze wzrostem toksyczności Zn2+;  

6. jony Zn2+ powodują wzrost hydrofobowości komórek szczepów R. leguminosarum 

bv. trifolii; mutant Rt2472 charakteryzuje się najwyższą hydrofobowością spośród 

badanych szczepów; 

7. obecność jonów cynku ma nieznaczny wpływ na wartości swobodnej energii 

powierzchniowej komórek, jedynie w przypadku szczepu (Rt24.2(pBA1), 

nadprodukującego EPS, powoduje wzrost jej wartości; 

8. jony Zn2+ negatywnie wpływają na kiełkowanie nasion i wzrost kiełków 

koniczyny łąkowej (Trifolium pratense). 

9. jony Zn2+ istotnie obniżają efektywność symbiozy R. leguminosarum bv. trifolii 

z koniczyną; szczepy nadprodukujące EPS charakteryzowały się znacznie lepszą 

wydajnością adhezji komórek do korzeni koniczyny i efektywnością symbiozy w 

warunkach stresu (liczba infekowanych roślin, tworzonych brodawek i produktywność 

roślin); 

10. EPS wyizolowany ze szczepu dzikiego Rt24.2 charakteryzuje się wysoką 

wydajnością wiązania jonów Zn2+ (pojemność monowarstwy dla tego polimeru w stosunku 

do jonów cynku wynosi prawie 46 mg Zn2+ na 1 g EPS). 
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Podsumowując, przeprowadzone analizy wykazują, że EPS pełni ważną rolę 

w ochronie przed toksycznym działaniem jonów cynku zarówno wolnożyjących bakterii 

R. leguminosarum bv. trifolii, jak również podczas interakcji tych bakterii z gospodarzem 

roślinnym. Nadprodukcja EPS zapewnia bakteriom skuteczniejszą adaptację do warunków 

stresowych, a także zwiększa ich możliwości wykorzystania w technikach remediacyjnych. 

Ponadto, wysoka wydajność wiązania jonów Zn2+ przez EPS wyizolowany z tych bakterii, 

daje możliwość zastosowania go w biotechnologii, jako polimeru o zdolnościach 

sorpcyjnych. 
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