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WSTĘP

Jednym z czynników warunkujących efektywną symbiozę rośliny motyl­
kowatej z odpowiednim dla niej gatunkiem Rhizobium jest wysoka liczebność 
komórek tej bakterii w glebie [18]. Na rozwój i aktywność mikroflory 
glebowej duży wpływ mogą mieć metale ciężkie, szczególnie te, których
ilość w glebie wzrasa w wyniku zanieczyszczenia nimi środowiska [8, 
10, 17].

Metalem stanowiącym potencjalne zagrożenie dla środowiska biologicz­
nego jest kadm [11]. Stosunkowo łatwa rozpuszczalność jego soli oraz 
tworzenie rozpuszczalnych połączeń ze związkami organicznymi jest przy­
czyną dużej ruchliwości tego pierwiastka w środowisku przyrodniczym 
[5].

Celem pracy było zbadanie wpływu kadmu na rozwój wybranych szcze­
pów Rhizobium, aktywność ich dehydrogenaz oraz na efektywność symbiozy 
z roślinami motylkowatymi.

MATERIAŁ I METODY BADAŃ

Do badań użyto szczepów Rhizobium meliloti (106, 108, Bp, Yon 8,
KW 24, Th 55, L 310) i Rhizobium trifolii (201, 209, 38 B, Cl 3, 
С 30, С 37, С 77) pochodzących z kolekcji szczepów Zakładu M ikro­
biologii IU N G  w Puławach. Kadm stosowano w formie CdCl2.

Wpływ kadmu na wzrost szczepów badano wysiewając ich 72-godzinne 
hodowle na płynną pożywkę „79” [1], którą następnie inkubowano przez 
24 godziny w termostacie (28°C) ze stałym wytrząsaniem. 1 ml tej hodowli 
wprowadzano do 14 ml płynnej pożywki „79”, zawierającej 0, 2, 4, 8 i 12
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ppm Cd i ponownie inkubowano w tych samych warunkach. Po 24 go­
dzinach inkubacji z każdej hodowli (3 powtórzenia) pobierano po 2 ml 
zawiesiny i oznaczano jej gęstość na spektrofotometrze przy długości fali 
480 Jim.

Wpływ kadmu na morfologię komórek badano w preparatach z 72- 
godźinnej hodowli Rhizobium na stałej pożywce Thorntona [7] zawierającej 
0, 2, 4, 8, 12 i .20 ppm Cd. Preparaty barwiono fuksyną zasadową 
i oglądano w mikroskopie świetlnym.

Wpływ kadmu na aktywność dehydrogenaz oznaczano zmodyfikowaną 
metodą Szmidta [20].

Wodny zmyw wzrostu Rhizobium z 72-godzinnej hodowli na stałej po­
żywce Thorntona [7] wytrząsano 2,5 godziny w temperaturze 25°C. 1 ml 
tak przygotowanej zawiesiny (po zmierzeniu jej gęstości na spektrofotomet­
rze przy długości fali 480 т/л) wprowadzano o próbek ze szlifem, za­
wierających 3,5 ml 1/15 molarnego buforu fosforanowego, 1 ml 0,1 M roz­
tworu mannitolu, 0,5 ml 1-procentowego wodnego roztworu TTC oraz 
1 ml wodnego roztworu chlorku kadmu, przygotowanego tak. by ostateczna 
koncentracja Cd 'w 7 ml hodowli wynosiła 1, 2, 4, 8, 12 ppm. Kontrole 
stanowiły serie bez dodatku Cd. Każda seria miała trzy powtórzenia. 
Po zakorkowaniu i silnym wytrząśnięciu hodowle inkubowano 24 godziny 
w temperaturze 25 C, po czym dodawano kwas octowy i toluen. K on­
centrację TTF w toluenie oznaczano na spektrofotometrze przy długości 
fali 490 m|i. Wyniki odczytywano z krzywej wzorcowej i przeliczano na 
jednostkę ekstynkcji wyjściowej hodowli Rhizobium.

Wpływ kadmu na wzrost roślin i aktywność ich symbiozy z Rhizobium 
badano w probówkach z 50 ml pożywki agarowej (K 2H P 0 4 — 0,5 g, M gS04 — 
0,2 g, NaCl — 0,1 g, C a3(P 0 4) 2 — 2,0 g, F eS 0 4 — 0,01 g, agar — 8 g [1], za­
wierającej 0, 1, 2, 4, 8 lub 12 ppm Cd. Do każdej probówki wysadzano 
po dwa nasiona koniczyny lub lucerny, uprzednio powierzchniowo wyjało­
wione, następnie podkiełkowane i zaszczepione odpowiednim szczepem. Każdą 
serię założono w trzech powtórzeniach. Po 6 tygodniach hodowli w tem­
peraturze ± 25°C oznaczano ciężar świeżej masy siewek i aktywność 
wiązania przez nie azotu metodą redukcji acetylenu [9], przy użyciu chro­
matografu gazowego Pay-Unicam 204.

WYNIKI BADAŃ I DYSKUSJA

Kadm okazał się silnym inhibitorem wzrostu badanych szczepów Rhi­
zobium, nie miał jednak większego wpływu na cechy morfologiczne ich 
komórek. Hamujące działanie kadmu na namnażanie się Rhizobium wzras­
tało wzaz ze wzrostem jego koncentracji w podłożu (ryc. 1).

Szczepy Rh. trifolii były na ogół znacznie wrażliwsze na Cd niż szczepy 
Rh. meliloti. Kadm w koncentracji 2 ppm hamował wzrost Rh. trifilii
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Rhizobium trifo/ii

Ryc. 1. Wpływ kadmu na rozwój szczepów Rhizobium i aktywność ich symbiozy z roślinami 
motylkowatymi (w procentach kontroli)

koncentracja Cd: /  - 1 ppm. 2 2 ppm, 3 4 ppm, 4 — 8 ppm, 5 — 12 ppm

Fig. 1. Cadmium effect on the urowili of Rhizobium strains (in per cent of the control)
( d  conccnn.iiion. / 1 ppm, 2 — 2 ppm, 3 — 4 ppm, 4 — 8 ppm, 5 — 12 ppm

od 72 do 84%, średnio о 80% w stosunku do wzrostu w serii bez Cd. 
W analogicznych hodowlach Rh. meliloti wzrost szczepów hamowany był 
od 19 do 67%, średnio o 47%. Koncentracja 4 ppm zmniejszała intensywność 
wzrostu szczepów Rh. trifolii średnio o 97%  a Rh. meliloti o 87%. 
Żadna z użytych w badaniach koncentracja kadmu nie okazała się jednak 
całkowicie trująca dla Rhizobium, co potwierdziło wyniki badań nad wpływem 
CdO na rozwój Rh. trifolii [10]. O interakcji pomiędzy koncentracją kadmu 
w podłożu a wzrostem i aktywnością mikroorganizmów donoszą również 
inni badacze [8].

Badane szczepy różniły się znacznie aktywnością dehydrogenaz (tab. 1). 
Reakcja tych enzymów na kadm zależała od właściwości szczepu (ryc. 2). 
U obu gatunków Rhizobium występowały szczepy, u których pod wpływem 
kadmu aktywność dehydrogenaz malała, jak też szczepy, u których Cd 
powodował wzrost ich aktywności. Reakcja na Cd nie była związana 
z aktywnością tych enzymów u poszczególnych szczepów. Nie stwierdzono
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R h izo b iu m  t r i fo / i i

Ryc. 2. Wpływ kadmu na aktywność dehydrogenaz
objaśnienia jak na ryc. 1

Fig. 2. Cadmium effect on the activity of dehydrogenases
explanations — see Fig. 1

również zależności między oddziaływaniem Cd na wzrost badanych szczepów 
a jego wpływem na aktywność wytwarzanych przez nie dehydrogenaz.

Stosując jako wskaźnik wpływu kadmu na aktywność drobnoustrojów 
pobieranie przez nie 0 2 i wydzielanie C 0 2, stwierdzono, że Cd w kon­
centracji 10 ppm (CdCl2) powodował redukcję pobierania tlenu o 41% 
i zmniejszał wydzielanie C 0 2 o 36% [6]. Natomiast 12,5 ppm Cd całko­
wicie hamowało aktywność w glebie takich procesów, jak wiązanie wolnego 
azotu, amonifikacja, nitryfikacja, denitryfikacja, proteoliza i hydroliza skrobi 
[15].

Oddziaływanie kadmu na wzrost i aktywność Rhizobium może być 
wynikiem przenikania jego jonów do komórek lub adsorpcji na ich po­
wierzchni. Ilość metalu dostającego się do komórki drobnoustroju zależy 
od przepuszczalności błony cytoplazmatycznej lub obecności w plazmidach 
czynnika odpornościowego [13]. Metal wnikając do komórki może łączyć 
się z białkiem i blokować aktywne grupy enzymów [2, 21]. We wnikaniu 
jonów metali do komórki Rhizobium, jak też w ich adsorpcji na jej 
powierzchni dużą rolę mogą odgrywać śluzy bakteryjne, których ilość 
i skład u poszczególnych szczepów mogą być różne. Różnice w reakcji
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Rhizobium na kadm mogą wynikać także z różnic w składzie ich metabolitów, 
które mogą tworzyć z metalem chelaty lub trwałe osady [3,14]. Ta swoista 
dezaktywacja metalu przez metabolity może mieć miejsce wewnątrz komórki 
bakteryjnej, jak też w jej podłożu.

Kadm oddziaływał również na wzrost roślin i efektywność ich symbiozy 
z Rhizobium. Reakcja roślin na kadm zależała od ich rodzaju i właś­
ciwości szczepu, którym były one zakażone oraz od koncentracji metalu

T ab ela  1

Aktywność dehydrogenaz szczepów Rhizobium hodowanych na 
podłożu bez Cd 

(/il H2 na jednostkę ekstynkcji hodowli)
Activity of dehydrogenases of Rhizobium strains cultivated on 

a nutrient medium without Cd 
(/A H2 per extinction unit of the culture)

Szczepy Rh. trifolii 
Rh. Trifolii strains

Szczepy Rh. meliloti 
Rh. meliloti strains

38 В — 2,41 KW 24 — 5,98
201 — 0.92 108 — 9,88
209 — 0,73 Bp — 2,39

С 3 7 — 1,20 Yon 8 — 0,98
С 77 — 2,55 106— 1,43
CL 3 — 0 ЗЮ— 1,67
С 30 — 0 Th 5 5 — 1,31

w podłożu (rye. 3). Kadm hamował rozwój zarówno części nadziemnych 
roślin, jak i ich systemu korzeniowego. Lucerna była na ogół znacznie 
odporniejsza na niskie koncentracje kadmu niż koniczyna. Na przykład 
w obecności 1 ppm Cd plon lucerny zmniejszał się w stosunku do plonu 
w serii bez kadmu średnio o około 10%, gdy tymczasem plon koniczyny 
o 31%. Wysokie dawki kadmu powodowały znacznie większy spadek plonu 
lucerny niż koniczyny. W większości przypadków plon obu roślin wyraźnie 
malał wraz ze wzrostem koncentracji kadmu w podłożu. Wyjątek stanowiła 
koniczyna zaszczepiona pasożytniczym szczepem CL 3. Hamowanie w obec­
ności kadmu rozwoju tego szczepu zmniejszało tym samym jego niekorzys­
tny wpływ na roślinę (ryc. 3).

Wraz ze wzrostem koncentracji kadmu w podłożu korzenie roślin sta­
wały się coraz krótsze i słabiej rozgałęzione, co mogło wynikać z nagro­
madzenia się w nich kadmu. Stwierdzono bowiem, że w korzeniach siewek 
soi, rosnącej na podłożu z 10 ppm Cd, jego ilość wahała się od 10 do 
50 ppm, gdy tymczasem w liściach znaleziono jedynie 2 do 25 ppm Cd 
[19]. Spadek plonu roślin i wzrost zawartości w nim Cd wraz ze wzrostem 
jego koncentracji w podłożu obserwowali także inni badacze [4, 12].
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Ryc. 3. Wpływ kadmu na plon roślin szczepionych Rhizobium

\ objaśnienia jak na ryc. 1

Fig. 3. Cadmium effect on the. yield of plants inoculated with Rhizobium
explanations — see Fig. 1

Jednocześnie z hamowaniem przez kadm rozwoju systemu korzeniowego 
wyraźnie zmniejszała się liczba wytwarzanych na korzeniach brodawek. 
Dawka kadmu całkowicie hamująca brodawkowanie była dużo niższa u ko­
niczyny niż u lucerny i zależała od właściwości szczepu użytego jako 
szczepionka. Hamowanie brodawkowania koniczyny w obecności kadmu ob­
serwowali także inni badacze [6, 10, 16]. Według J a k o v le v e j [10] za­
wiązywanie brodawek u koniczyny było procesem znacznie wrażliwszym 
na kadm, niż namnażanie się Rhizobium w podłożu tej rośliny.

Kadm wpływał silnie hamująco na wiązanie azotu przez siewki obu roślin 
(tab. 2). Aktywność nitrogenazy spadała gwałtownie wraz ze wzrostem kadmu 
w podłożu, przy czym spadek ten zależał od rodzaju i aktywności szczepu, 
którym zaszczepiono roślinę (tab. 2). W przypadku szczepów o małej efek­
tywności symbiotycznej już niewielkie dawki kadmu powodowały całkowity 
zanik aktywności nitrogenazy. Natomiast szczepy o dużej efektywności różniły 
się znacznie reakcją na kadm. Nie stwierdzono jednak wyraźnych zależności 
między oddziaływaniem kadmu na czyste hodowle Rhizobium a jego wpływem 
na symbiozę tych szczepów z roślinami. Powodem tego mogło być stosunkowo 
małe zróżnicowanie badanych szczepów pod względem ich wrażliwości na Cd. 
Stwierdzono bowiem, że hamujący wpływ Cd na wiązanie N 2 był znacznie 
mniejszy u roślin koniczyny szczepionych szczepem niewrażliwym, niż u roślin 
szczepionych szczepem wrażliwym na ten metal [12].
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T ab ela  2

Wpływ kadmu na aktywność nitrogenazy 6-cio tygodniowych siewek roślin
szczepionych Rhizobium 

Redukcja acetylenu: /miol C2H2/h ' 1 
Cadmium effect on the nitrogenase activity of 6-week old seedlings of plants 

inoculated with Rhizobium 
Acetylene reduction: /miol C2H 2/h 1

Szczepy
Strains

Koncentracja Cd w podłożu — Cd concentration in the 
nutrient medium 

ppm

0 1 2 4 8 12
Koniczyna -  Clover — Rhizobium trifolii

38 В 760 412 307 73 9 0
201 12 0 0 0 0 0
209 1265 255 130 40 17 6
С 37 1569 873 655 464 75 6
С 77 1506 528 302 107 12 0
CL 3 0 0 0 0 0 0
С 30 28 0 0 0 0 0

Lucerna - -  Alfalfa - -  Rhizobium meliloti
KW 24 891 660 499 355 144 śl.
108 1010 400 280 195 60 śl.
Bp 1054 293 6 Ś1. 0 0
Yon 8 40 72 74 14 Ś1. 0
106 35 11 4 0 0 0
310 106 17 6 Ś1. ślv 0
Th 55 — — — — — - —

śl. — traces

Zagadnienia dotyczące wpływu Cd na symbiozę roślin motylkowatych 
z Rhizobium wymagają dalszych badań uwzględniających oddziaływanie Cd 
na obydwa symbionty i ich interakcję.

LITERATURA

[1] A llen  O.N.: Experiments in soil Bacteriology. Ed. Burgess, Minneapolis 1958.
[2] B everid ge J., K ow al S.: Binding of metals to cell on envelopes of Escherichia coli 

K-12. Appl. Environ. Microbiol. 32. 1981.
[3] B rukner R.L., B o lt L.: Reduction of mercury to the elemental state by a yeast. 

App. Microb. 27, 1974.
[4] B o g g ess  S.F., W illa v ize  S., K oep p e D.: Differential response of soybean variëties 

to soil cadmium. Agr. Journ. 50, 1978, 5.
[5] C h aney  R.L., H orn ick  B.S.: Accumulation and effects of cadmium on crops. Proc. 

First Internat. Cadmium Confer. San Francisco, 31 January-2 February 1977, 125.
[6] C op p ela  S.: Effect of heavy metal on soil microorganisms. Proc. of a Workshop



108 A. Strzelec, J. Oroń

held et Stevenge, may 25—26. 1982, Environ-mental effects of organic and inorganic 
contaminants in Sevage Sludge, 1982, 233—243.

[7] Fred E.B., B aldw in  J.L., Me C oy E.: Root Nodule bacteria and leguminous plants. 
Univ. of Viscon. Madison 1982.

[8] G upta K.S., S tad e lm an n  F.X., H ani H., R udez A.: Interaction of Cd-jon concen­
trations and the growth and activities of microorganisms in the growth media. 
Toxicological and Environmental Chemistry 8, 1984, 173.

[9] H ardy R.W.F., H o lsten  R.D., Jack son  E.K., B urns R.C.: The acetylene-etylene 
assay for N 2-fixation laboratory and field evaluation. Plant Physiol. 43, 1968, 1185.

[10] J a k ov leva  Z.M.: The effect of metal oxides on symbiosis between Rhizobium and 
clover plants. Microbiol. 35, 1984, 2, 308.

[11] K a b a ta -P en d ia s  A., Pendias H.: Pierwiastki śladowe w środowisku biologicznym. 
Wyd. Geolog. Warszawa 1979.

[12] K ob u s J., K urek E.: The effect of inoculating trifolium incarnatum with sensitive 
and insensitive Rhizobium trifolii strains on N 2 fixation and Cd and Zn accumulation. 
Intern. Symp. of Plants Nutrition, 4, 387, Sofia 1984.

[13] K on d o  I., Ish ik aw a  T., N ak ak ah a  H.: Mercury and cadmium resistances mediated 
by the penicilinase plasmid in Staphylo со ccum aureus. J. Bact., 117, 1974.

[14] L ang W.: Chelating agents and blu-algae. Canad. J. Microb. 20, 1974.
[15] M a liszew sk a  W.: Influence de certain oligo-elements sur l’activité de quelques processus 

microbiologiques du sol. Rev. Ecol. Biol. Sol. 9, 1972, 3, 505.
[16] Me Ilveen  W.D., C o le  H.: Influence of heavy metals on nodulation of red clover. 

Phytopat. 64, 1974. 583.
[17] R other J.A. M ifbank  J.W., T h orn ton  I.: Seasonal fluctuations in nitrogen fixation 

(acetylene reduction) by free living bacteria in soils contaminated with cadmium, lead 
and zinc. Jour, of Soil Sc. 33, 1982, 101.

[18] Sparrow  S.D., Ham G.E.: Survival of Rhizobium phaseoli in six carrier materials. 
Agr. J. 75, 1983, 2, 181.

[19] S rick lan d  R.C., C haney W.R., L am oreaux R.J.: Organic matter influences phyto­
toxicity of cadmium to soybeans. Plant and Soil, 52, 1979, 3, 393.

[20] S zm idt E.F.: Diferenciacja sztamow kłubienkowych baktierii na osnowanii dannych 
po opriedielenii aktiwnosti biessubstratnych degidraz. Mikrobioł. 33, 1964, 384.

[21] T yler G.: Heavy metals in soils biology and biochemistry in Soil Biochem. V.5. 
Ed. Paul E.A. Land J.N., Marcel Dekler, Inc. New York, Basel 1981.

А. СТШЕЛЕЦ, Я. OPOHb

ВЛИЯНИЕ КАДМИЯ НА РАЗВИТИЕ ШТАММОВ RHIZOBIUM  И АКТИВНОСТЬ 
ИХ СИМБИОЗА С БОБОВЫМИ РАСТЕНИЯМИ

Отдел микробиологии Института агротехники, удобрения и почвоведения в Пулавах

Р езю м е

Исследовали влияние 0, 1, 2, 4, 8 и 12 ppm Cd (CdCl2) на развитие штаммов 
Rhizobium trifolii и Rh. meliloti, активность производимых ими дегидрогеназ и эффектив­
ность симбиоза с клевером и люцерной.

В жидкой питательной среде с 2 ppm Cd рост штаммов Rhizobium trifolii подвер­
гался задержанию на 72-84%, в среднем на 80%, а штаммов Rh. meliloti — на 19-67%, 
в среднем на 47"(), по отношению к контрольной серии (без кадмия), тогда как при
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наличии в питательной среде 4 ppm Cd задержание роста штаммов Rhizobium trifolii 
составляло в среднем 97%, a Rh. meliloti — 87%.

Исследуемые штаммы разнились активностью дегидрогеназ и реакцией этих энзимов 
на кадмий. Не была установлена зависимость между воздействием кадмия на рост 
Rhizobium u ею  влиянием на активность ле1 идрогенаэ.

Исследования активности нитрогеназы 6-недельных сеянцев клевера и люцерны пока­
зали, чю применяемые для их заражения штаммы Rhizobium очень четко разнились 
эффект'явностью связывания свободного азота в симбиозе с этими растениями. Кадмий 
оказывал очень неблагоприятное влияние на активность указанного процесса, а его 
действие зависело от свойств штамма и дозы кадмия. Уже 1 ppm Cd в питательной 
среде снижал активность нитрогеназы в среднем на 68%, а 2 ppm — на 31%. Не 
установлена зависимость между активностью связывания свободного азота исследуемыми 
симбиотическими системами и их реакцией на кадмий.

По мере повышения концентрации кадмия четко снижалось число связывающихся 
корневых клубеньков и урожай сеянцев клевера и люцерны.

A. STRZELEC, J. OROŃ

EFFECT OF CADMIUM ON THE DEVELOPMENT OF 
RHIZOBIUM  STRAINS AND THE ACTIVITY OF THEIR 

SYMBIOSIS WITH LEGUMINOUS PLANTS

Department of Microbiology, Institute of Soil Science and Cultivation of Plants at Puławy

Sum m ary

The effect of 0, 1, 2, 4, 8 and 12 ppm of Cd (CdCl2) on the development of
Rhizobium trifolii and Rh. meliloti strains, activity of dehydrogenases produced by them 
and efficiency of the symbiosis with clower and alfalfa was investigated.

In a liquid nutrient medium with 2 ppm of Cd, the growth of Rh. trifolii strains 
was inhibited by 72—84%, on the average by 80%, and of Rh.’ meliloti strains — by 
19—67%, on the average by 47%, in relation to the control series (no cadmium), whereas 
in a liquid nutrient medium with 4 ppm of Cd the growth inhibition of Rh. trifolii 
strains was, on the average, 97% and of Rh. meliloti strains — 87%.

The strains investigated differed with the activity of dehydrogenases and reaction of 
these enzymes to cadmium. N o relationship between the effect of cadmium on the 
Rhizobium growth and its effect on the activity of dehydrogenases has been proved.

Investigations on the activity of nitrogenase of 6-week old seedlings of clover and
alfalfa have proved that the Rhizobium strains used for their infection differed very
distinctly with the fixation efficiency of free nitrogen in symbiosis with these plants. 
Cadmium exerted a very unfavourable influence on the activity of this process, its activity 
depending on the properties of strain and the cadmium dose. The little dose, as 1 ppm 
of Cd in the nutrient medium reduced the nitrogenase activity, on the average, by 68% 
and 2 ppm — by 81%. No relationship between the fixation activity of free nitrogen by 
the symbiotic systems investigated and their reaction to cadmium has been proved.

The number of root nodules and the yield of çlover and alfalfa seedlings decreased 
distinctly with the increase of cadmium concentration.
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