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WSTEP

Jednym z czynnikow warunkujgcych efektywng symbioze rosliny motyl-
kowatej z odpowiednim dla niej gatunkiem Rhizobium jest wysoka liczebno$é
komorek tej bakterii w glebie [18]. Na rozwdéj i aktywno$¢ mikroflory
glebowej duzy wplyw mogg mieé¢ metale ciezkie, szczegdlnie te, ktdérych
ilos¢ w glebie wzrasa w wyniku zanieczyszczenia nimi S$rodowiska [8,
10, 17].

Metalem stanowigcym potencjalne zagrozenie dla $rodowiska biologicz-
nego jest kadm [11]. Stosunkowo tatwa rozpuszczalno$¢ jego soli oraz
tworzenie rozpuszczalnych polgczeh ze zwigzkami organicznymi jest przy-
czyng duzej ruchliwosci tego pierwiastka w S$rodowisku przyrodniczym
[5].

Celem pracy bylo zbadanie wpltywu kadmu na rozw6j wybranych szcze-
poéw Rhizobium, aktywnos$¢ ich dehydrogenaz oraz na efektywnos¢ symbiozy
z ro$linami motylkowatymi.

MATERIAL | METODY BADAN

Do badan uzyto szczepdw Rhizobium meliloti (106, 108, Bp, Yon 8,
KW 24, Th 55, L 310) i Rhizobium trifolii (201, 209, 38 B, CI 3
C 30, C 37, C 77) pochodzacych z kolekcji szczepéw Zaktadu Mikro-
biologii IUNG w Putawach. Kadm stosowano w formie CdCI2.

Wptyw kadmu na wzrost szczepéw badano wysiewajac ich 72-godzinne
hodowle na ptynng pozywke ,79” [1], ktdra nastepnie inkubowano przez
24 godziny w termostacie (28°C) ze statym wytrzasaniem. 1 ml tej hodowli
wprowadzano do 14 ml plynnej pozywki ,,79”, zawierajacej 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 kazdej hodowli (3 powtorzenia) pobierano po 2 ml
zawiesiny i oznaczano jej gestos¢ na spektrofotometrze przy dtugosci fali
480 Jim.

Wplyw kadmu na morfologie komdrek badano w preparatach z 72-
godzinnej hodowli Rhizobium na statej pozywce Thorntona [7] zawierajgcej
0, 2, 4 8, 12 i 20ppm Cd. Preparaty barwiono fuksyng zasadowa
i ogladano w mikroskopie S$wietlnym.

Wplyw kadmu na aktywno$¢ dehydrogenaz oznaczano zmodyfikowang
metoda Szmidta [20].

Wodny zmyw wzrostu Rhizobium z 72-godzinnej hodowli na statej po-
zywce Thorntona [7] wytrzasano 2,5 godziny w temperaturze 25°C. 1 mi
tak przygotowanej zawiesiny (po zmierzeniu jej gestosci na spektrofotomet-
rze przy diugosci fali 480 T/n) wprowadzano o probek ze szlifem, za-
wierajagcych 3,5 ml 1/15 molarnego buforu fosforanowego, 1ml 0,1 M roz-
tworu mannitolu, 05 ml 1-procentowego wodnego roztworu TTC oraz
1 ml wodnego roztworu chlorku kadmu, przygotowanego tak. by ostateczna
koncentracja Cd 'w 7 ml hodowli wynosita 1, 2, 4, 8, 12 ppm. Kontrole
stanowity serie bez dodatku Cd. Kazda seria miata trzy powtérzenia.
Po zakorkowaniu i silnym wytrzasnieciu hodowle inkubowano 24 godziny
w temperaturze 25 C, po czym dodawano kwas octowy i toluen. Kon-
centracje TTF w toluenie oznaczano na spektrofotometrze przy dtugosci
fali 490 miji. Wyniki odczytywano z krzywej wzorcowej i przeliczano na
jednostke ekstynkcji wyjsciowej hodowli Rhizobium.

Wplyw kadmu na wzrost roélin i aktywno$¢ ich symbiozy z Rhizobium
badano w probowkach z 50 ml pozywki agarowej (K2HP04— 0,5 g, MgS04—
0,29, NaCl— 0,1 g, Ca3(P042— 2,09, FeS04— 0,01 g, agar — 89 [1], za-
wierajacej 0, 1, 2, 4, 8 lub 12 ppm Cd. Do kazdej probowki wysadzano
po dwa nasiona koniczyny lub lucerny, uprzednio powierzchniowo wyjato-
wione, nastepnie podkietkowane i zaszczepione odpowiednim szczepem. Kazda
serie zatozono w trzech powtoérzeniach. Po 6 tygodniach hodowli w tem-
peraturze +25°C oznaczano ciezar Swiezej masy siewek i aktywnosc
wigzania przez nie azotu metoda redukcji acetylenu [9], przy uzyciu chro-
matografu gazowego Pay-Unicam 204.

WYNIKI BADAN | DYSKUSJA

Kadm okazat sie silnym inhibitorem wzrostu badanych szczepéw Rhi-
zobium, nie miat jednak wiekszego wptywu na cechy morfologiczne ich
komorek. Hamujgce dziatanie kadmu na namnazanie sie Rhizobium wzras-
tato wzaz ze wzrostem jego koncentracji w podiozu (ryc. 1).

Szczepy Rh. trifolii byty na ogdt znacznie wrazliwsze na Cd niz szczepy
Rh. meliloti. Kadm w koncentracji 2 ppm hamowat wzrost Rh. trifilii
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Rhizobium trifo/ii

Ryc. 1 Wplyw kadmu na rozwdj szczepéw Rhizobium i aktywnos$¢ ich symbiozy z ro$linami
motylkowatymi (w procentach kontroli)

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

od 72 do 84%, $rednio o 80% w stosunku do wzrostu w serii bez Cd.
W analogicznych hodowlach Rh. meliloti wzrost szczepéw hamowany byt
od 19 do 67%, $rednio o 47%. Koncentracja 4 ppm zmniejszata intensywnos$é
wzrostu szczepéw Rh. trifolii $rednio o 97% a Rh. meliloti o 87%.
Zadna z uzytych w badaniach koncentracja kadmu nie okazata sie jednak
catkowicie trujgca dla Rhizobium, co potwierdzito wyniki badan nad wpltywem
CdO na rozwdj Rh. trifolii [10]. O interakcji pomiedzy koncentracjg kadmu
w podtozu a wzrostem i aktywnos$cia mikroorganizméw donoszg réwniez
inni badacze [8].

Badane szczepy roznity sie znacznie aktywnos$cig dehydrogenaz (tab. 1).
Reakcja tych enzymdéw na kadm zalezata od wilasciwosci szczepu (ryc. 2).
U obu gatunkéw Rhizobium wystepowaty szczepy, u ktorych pod wpltywem
kadmu aktywno$¢ dehydrogenaz malata, jak tez szczepy, u ktérych Cd
powodowal wzrost ich aktywnosci. Reakcja na Cd nie byla zwigzana
z aktywnos$cig tych enzymoéw u poszczegélnych szczepdw. Nie stwierdzono
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Rhizobium trifo/ii

Ryc. 2. Wplyw kadmu na aktywno$¢ dehydrogenaz

objasnienia jak na ryc. 1

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

rowniez zalezno$ci miedzy oddziatywaniem Cd na wzrost badanych szczepow
a jego wplywem na aktywnos$¢ wytwarzanych przez nie dehydrogenaz.

Stosujgc jako wskaznik wptywu kadmu na aktywnos$¢ drobnoustrojow
pobieranie przez nie 0 2 i wydzielanie C 02 stwierdzono, ze Cd w kon-
centracji 10 ppm (CdCl2) powodowal redukcje pobierania tlenu o 41%
i zmniejszat wydzielanie C02 o 36% [6]. Natomiast 12,5 ppm Cd catko-
wicie hamowato aktywno$¢ w glebie takich proceséw, jak wigzanie wolnego
azotu, amonifikacja, nitryfikacja, denitryfikacja, proteoliza i hydroliza skrobi
[15].

Oddziatywanie kadmu na wzrost i aktywno$¢ Rhizobium moze by¢
wynikiem przenikania jego jonéw do komoérek lub adsorpcji na ich po-
wierzchni. 1lo$¢ metalu dostajacego sie do komorki drobnoustroju zalezy
od przepuszczalnosci btony cytoplazmatycznej lub obecnosci w plazmidach
czynnika odpornosciowego [13]. Metal wnikajac do komérki moze taczy¢
sie z biatkiem i blokowaé¢ aktywne grupy enzymoéw [2, 21]. We wnikaniu
jonéw metali do komorki Rhizobium, jak tez w ich adsorpcji na jej
powierzchni duza role moga odgrywa¢ S$luzy bakteryjne, ktorych ilos$¢
i sklad u poszczegdlnych szczepow moga by¢ rézne. ROznice w reakcji
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Rhizobium na kadm moga wynikac takze z roznic w skiadzie ich metabolitow,
ktére moga tworzy¢ z metalem chelaty lub trwale osady [3,14]. Ta swoista
dezaktywacja metalu przez metabolity moze mie¢ miejsce wewnatrz komorki
bakteryjnej, jak tez w jej podtozu.

Kadm oddziatywat rowniez na wzrost roslin i efektywno$é ich symbiozy
z Rhizobium. Reakcja ro$lin na kadm zalezata od ich rodzaju i wias-
ciwosci szczepu, ktéorym byly one zakazone oraz od koncentracji metalu

Tabela 1

Aktywno$¢ dehydrogenaz szczepéw Rhizobium hodowanych na
podtozu bez Cd
(/il H2 na jednostke 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 Szczepy Rh. meliloti
Rh. Trifolii strains Rh. meliloti strains
38 B—241 KW 24 — 5,98
201 — 0.92 108 — 9,88
209 — 0,73 Bp — 2,39
C 37— 120 Yon 8 — 0,98
C 77— 255 106— 1,43
CL 3—0 30— 1,67
C30—0 Th 55— 131

w podiozu (rye. 3). Kadm hamowat rozwdj zardwno czesci nadziemnych
ro$lin, jak i ich systemu korzeniowego. Lucerna byla na ogdt znacznie
odporniejsza na niskie koncentracje kadmu niz koniczyna. Na przyktad
w obecnosci 1ppm Cd plon lucerny zmniejszat sie w stosunku do plonu
w serii bez kadmu $rednio o okoto 10%, gdy tymczasem plon koniczyny
0 31%. Wysokie dawki kadmu powodowaty znacznie wiekszy spadek plonu
lucerny niz koniczyny. W wiekszosci przypadkéw plon obu roslin wyraznie
malat wraz ze wzrostem koncentracji kadmu w podtozu. Wyjatek stanowita
koniczyna zaszczepiona pasozytniczym szczepem CL 3. Hamowanie w obec-
nosci kadmu rozwoju tego szczepu zmniejszato tym samym jego niekorzys-
tny wpltyw na rosline (ryc. 3).

Wraz ze wzrostem koncentracji kadmu w podtozu korzenie ro$lin sta-
waly sie coraz krdtsze i stabiej rozgatezione, co mogto wynika¢ z nagro-
madzenia sie w nich kadmu. Stwierdzono bowiem, Ze w korzeniach siewek
soi, rosngcej na podtozu z 10 ppm Cd, jego ilos¢ wahata sie od 10 do
50 ppm, gdy tymczasem w lisciach znaleziono jedynie 2 do 25 ppm Cd
[19]. Spadek plonu roslin i wzrost zawartosci w nim Cd wraz ze wzrostem
jego koncentracji w poditozu obserwowali takze inni badacze [4, 12].
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Koniczyna szczepiona Rhizobium trifolii
Clover inoculated with Rhizobium trifolii

Lucerna szczepiona Rhizobium meliloti
Alfalfa inoculated with Rhizobium meliloti
KW 24 108 Bp Yon8 106 310 Th55
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Ryc. 3. Wplyw kadmu na plon rodlin szczepionych Rhizobium
\ objasnienia jak na ryc. 1

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

Jednoczes$nie z hamowaniem przez kadm rozwoju systemu korzeniowego
wyraznie zmniejszata si¢ liczba wytwarzanych na korzeniach brodawek.
Dawka kadmu catkowicie hamujgca brodawkowanie byta duzo nizsza u ko-
niczyny niz u lucerny i zalezala od wilasciwosci szczepu uzytego jako
szczepionka. Hamowanie brodawkowania koniczyny w obecnosci kadmu ob-
serwowali takze inni badacze [6, 10, 16]. Wedlug Jakovlevej [10] za-
wigzywanie brodawek u koniczyny byto procesem znacznie wrazliwszym
na kadm, niz namnazanie sie Rhizobium w podiozu tej rosliny.

Kadm wptywat silnie hamujaco na wigzanie azotu przez siewki obu rosélin
(tab. 2). Aktywnos$¢ nitrogenazy spadata gwattownie wraz ze wzrostem kadmu
w podtozu, przy czym spadek ten zalezat od rodzaju i aktywnosci szczepu,
ktorym zaszczepiono ro$line (tab. 2). W przypadku szczepdw o matej efek-
tywnosci symbiotycznej juz niewielkie dawki kadmu powodowaty catkowity
zanik aktywnosci nitrogenazy. Natomiast szczepy o duzej efektywnosci roznity
sie znacznie reakcjg na kadm. Nie stwierdzono jednak wyraznych zaleznosci
miedzy oddziatywaniem kadmu na czyste hodowle Rhizobium a jego wpltywem
na symbioze tych szczepéw z roslinami. Powodem tego mogto by¢ stosunkowo
mate zréznicowanie badanych szczepow pod wzgledem ich wrazliwosci na Cd.
Stwierdzono bowiem, ze hamujacy wplyw Cd na wigzanie N 2 byt znacznie
mniejszy u roslin koniczyny szczepionych szczepem niewrazliwym, niz u roslin
szczepionych szczepem wrazliwym na ten metal [12].
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Tabela 2

Wptyw kadmu na aktywno$¢ nitrogenazy 6-cio tygodniowych siewek roslin
szczepionych Rhizobium
Redukcja acetylenu: /miol C2H2h" 1
Cadmium effect on the nitrogenase activity of 6-week old seedlings of plants
inoculated with Rhizobium
Acetylene reduction: /miol C2H2h 1

Koncentracja Cd w podiozu — Cd concentration in the

Szczepy nutrient medium
Strains ppm
0 1 2 4 8 12
Koniczyna - Clover — Rhizobium trifolii
338 B 760 412 307 73 9 0
201 12 0 0 0 0 0
209 1265 255 130 40 17 6
C 37 1569 873 655 464 75 6
c 77 1506 528 302 107 12 0
CL 3 0 0 0 0 0 0
C 30 28 0 0 0 0 0
Lucerna - - Alfalfa -- Rhizobium meliloti

KW 24 891 660 499 355 144 8l
108 1010 400 280 195 60 4.
Bp 1054 293 6 Sl 0 0
Yon 8 40 72 74 14 Sl 0
106 35 u 4 0 0 0
310 106 17 6 a Slv 0
Th 55 - - - - — . -
$§l. — traces

Zagadnienia dotyczace wptywu Cd na symbioze roslin motylkowatych
z Rhizobium wymagajg dalszych badan uwzgledniajacych oddziatywanie Cd
na obydwa symbionty i ich interakcje.
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A. CTWENEL, A. OPOHb

BAVNAHNE KAOMWA HA PA3SBUTUE LULTAMMOB RHIZOBIUM N AKTUMBHOCTb
NX CUMBUNO3A C BOBOBbIMN PACTEHUNAMU

OTgen Mukpobmonornm WIHCTUTYyTa arpoTexHWKMW, yaobpeHuWs u nouysoBefeHMsi B ynaBax

Pe3stome

WcecnegoBanu Bnamnsiiwe 0, 1, 2, 4, 8 n 12 ppm Cd (CdCl2) Ha pa3BuTMe LWTamMMOB
Rhizobium trifolii n Rh. meliloti, akTUBHOCTb MPOM3BOANMbBIX VUMUK fAerniporeHas v shQPeKTUB-
HOCTb CMM6MO3a C KNEBEPOM W JIHOLEPHONA.

B xugkoii nutaTenbHoit cpege ¢ 2 ppm Cd poct wTtammoB Rhizobium trifolii noasep-
ranca 3agepXaHuto Ha 72-84%, B cpefHeM Ha 80%, a wTtammoB Rh. meliloti— Ha 19-67%,
B cpegHeM Ha 47'(, MO OTHOLUEHWIO K KOHTPO/IbHOW cepun (6e3 Kagmus), Torja Kak npu



Wptyw Cd na rozwéj szczepéw Rhizobium 109

Hanuuuu B nuTaTenbHoi cpede 4 ppm Cd 3agepxaHue pocta wTtammoB Rhizobium trifolii
cocTaBnsAno B cpegHem 97%, a Rh. meliloti — 87%.

Mccnegyemble WTaMMbl Pa3HUINCL aKTUBHOCTbIO [erMaporeHas v peakumein 3TUX 3H3UMOB
Ha KagMmuii. He 6blna ycTaHOB/EHa 3aBUCUMOCTb MeEXAYy BO3AeiCTBMEM KagMmusi Ha pocT
Rhizobium u et BAMAHMEM Ha aKTUBHOCTb neluaporeHas.

ViccnefoBaHNA aKTMBHOCTUM HUTPOreHasbl 6-Hefje/ibHbIX CeAHLEB K/eBepa W MoLepHbl MoKa-
3a/1M, 40 MNpPUMeHsieMble 1A WX 3apaXeHWs wWTaMMbl Rhizobium 04eHb 4eTKO pasHWAUCH
3hheKT'IBHOCTLIO CBSI3bIBaHUS CBOGOAHOr0 asoTa B CMMOMO3e C aTUMKM pacTeHuamu. Kagmuii
OKasblBan O4YeHb Heb6NaronpuATHOE BAWSAHME Ha aKTMBHOCTb YKa3aHHOro mpouecca, a ero
JelicTBMe 3aBWCEN0 OT CBOMCTB WTamMma M Ao3bl Kagmusa. Yxe 1 ppm Cd B nutatenbHoi
Ccpefie CHWXKa/ aKTUBHOCTb HUTpoOreHasbl B cpeaHem Ha 68%, a 2 ppm — Ha 31%. He
YyCTaHOB/IEHA 3aBMCMMOCTb MeXAy aKTUBHOCTbIO CBA3bIBAHUS CBOBOAHOMO asoTa mccnesyembiMun
CUMOMOTUYECKMMMN CUCTEMaMM U UX peakupein Ha KagMmuii.

Mo Mepe MNOBbILWEHNA KOHLEHTPaUUM KagMUS YeTKO CHUXasloCb YWCIO0 CBA3bIBAIOLLUXCA
KOPHEBbIX K/y6eHbKOB U ypoXali CesHLEB K/eBepa U NiOLEepHbI.

A. STRZELEC, J. ORON

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 Putawy

Summary

The effect of 0, 1, 2, 4,8 and 12 ppm of Cd (CdCl2) on thedevelopment 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. No relationship between the effect of cadmium on the
Rhizobium growth and its effecton the activity of dehydrogenases has been proved.

Investigations on theactivity of nitrogenase of 6-week old seedlings of clover and
alfalfa have proved that the Rhizobium strainsused 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 c¢lover and alfalfa seedlings decreased
distinctly with the increase of cadmium concentration.
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