OCHRONA SRODOWISKA

Vol. 36

Nr1

Grazyna Dabrowska, Katarzyna Hrynkiewicz, Katarzyna Janczak, Marta Zuranska

Zastosowanie zmodyfikowanych bakterii glebowych
do poprawy skutecznosci fitoremediacji Srodowiska
zanieczyszczonego jonami metali sSladowych

Niektore pierwiastki sladowe, np. miedz i cynk, naleza
do grupy mikroelementow, ktoére w niewielkich ilosciach
sa niezbedne w wielu procesach fizjologicznych zachodza-
cych w ro$linach. Jednakze wigksza zawartos¢ tych pier-
wiastkéw w Srodowisku moze mie¢ toksyczne dziatanie na
organizmy zywe. Inne metale §ladowe, np. kadm, otéw czy
rte¢, ktore nie uczestnicza w procesach fizjologicznych,
mogg by¢ toksyczne i zaburza¢ prawidtows gospodarke
juz w bardzo matych ilosciach. Dlatego tez ro§liny oraz
inne organizmy wytworzyly w wyniku ewolucji szereg
mechanizmow, ktére kontroluja i odpowiadaja za pobie-
ranie 1 akumulacje zaréwno tych istotnych do zycia, jak
i zbednych pierwiastkéw §ladowych. Do mechanizméw
tych zalicza si¢ chelatacje i sekwestracje metali przez okre-
$lone ligandy [1]. U roslin wigzanie jonéw metali odbywa
si¢ miedzy innymi z udziatem fitochelatyn i metalotione-
in (MT) [2]. Obecnos¢ sekwencji homologicznych do MT
wykazano takze u organizmow prokariotycznych, np. bak-
terii Pseudomonas putida czy Mycobacterium tuberculosis
i cyjanobakterii [3,4].

Metalotioneiny naleza do rodziny biatek niskoczastecz-
kowych, a ich sekwencje aminokwasowe bogate sg w resz-
ty cysteinowe. MT stanowia podstaw¢ mechanizmu utrzy-
mania homeostazy cynku i miedzi, a takze detoksyfikacji
jonow metali sladowych, takich jak olow, nikiel, kadm i in-
nych[1,2]. Poziom transkryptow M T, w tym metalotioneiny
typu 2 Brassica napus L. (BnMT2), jest uzalezniony od wie-
lu czynnikow abiotycznych, np. jonow cynku i kadmu [5]
oraz biotycznych, np. obecnosci bakterii ryzosferowych [6]
czy grzybow mikoryzowych [7]. Metalotioneiny u roslin
ulegaja zroéznicowanej ekspresji w zaleznosci od orga-
nu [8], co znajduje swoje odzwierciedlenie w bogactwie
elementéw cis-regulatorowych obecnych w sekwencjach
promotorowych genéw MT roslinnych [9]. Wcze$niejsze
badania wykazaly zdolno§¢ BnMT2 do nadawania opor-
nosci komorkom bakteryjnym Escherichia coli [10] lub
drozdzowym Saccharomyces cerevisiae [11] na zwigkszo-
ng zawarto$¢ pierwiastkow §ladowych w podtozu. Bakterie
glebowe nalezace do grupy PGPR (plant growth-promoting
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rhizobacteria) maja wiele specyficznych wlasciwosci fi-
zjologicznych, takich jak wigzanie azotu atmosferycznego,
rozpuszczanie substancji mineralnych, synteza fitohormo-
néw i sideroforéw oraz transformacja zwigzkéw pokar-
mowych, dzigki ktorym stymuluja wzrost roslin. Niektore
z nich charakteryzujg si¢ réwniez wysoka opornoscia na
metale sladowe [12], skutkiem czego ich obecnos¢ w $ro-
dowisku glebowym moze niwelowaé niekorzystne warunki
srodowiska naturalnego [13,14]. Wiele badan wykazato,
ze ro$liny hiperakumulujace, do ktorych zaliczany jest
rzepak, dzigki bakteriom PGPR akumuluja wigksze ilosci
pierwiastkéw sladowych [5, 15]. Ponadto obecnos¢ w pod-
lozu bakterii PGPR stymuluje kietkowanie i wzrost rzepa-
ku w obecnosci metali §ladowych [16].

Celem pracy byta ocena wrazliwosci bakterii PGPR na
obecno$¢ pierwiastkow sladowych w podtozu oraz uzyska-
nie zmodyfikowanych szczepoéw bakterii PGPR, zdolnych
do wzrostu w warunkach zwickszonej ilosci jondw otowiu
i kadmu w $rodowisku. Bakterie te moga znalez¢ zastoso-
wanie w technologiach umozliwiajacych poprawe wydaj-
nosci procesu fitoremediacji.

Materiat i metody

W doswiadczeniach wykorzystano nastgpujace szcze-
py bakterii: Bacillus sp., Bacteroidetes bacterium, Fla-
vobacterium sp., Luteibactor rhizovicina, Pseudomonas
fluorescens, Pseudomonas sp., Serratia entomophila, Va-
riovorax sp., ktore wyizolowano z gleb zanieczyszczonych
metalami sladowymi oraz silnie zdegradowanych [17].
Szczepy hodowano na pozywce statej R2A (Difco) w tem-
peraturze 25°C przez dwie doby. Bakterie glebowe do
elektroporacji przygotowano zgodnie z procedurg opisa-
ng w pracy [18]. Bakteryjny plazmid ekspresyjny pET21a
(Novagen), zligowany z sekwencja kodujaca otwarta ram-
ke odczytu genu metalotioneiny typu 2 Brassica napus L.
(BNnMT2), wprowadzono do bakterii z uzyciem elektropo-
ratora Gene Pulser® II (Bio-Rad) (2,5kV, 25 uF, 200Q).
Po transformacji do bakterii dodano 1cm? pozywki SOC
(super optimal broth with catabolite repression) i inkubo-
wano przez 3h w temperaturze 25°C. Nastepnie komorki
bakteryjne odwirowano, a osad zawieszono w 80 pl pozyw-
ki SOC, wysiano na ptytki z pozywka R2A i inkubowano
przez 24h w temperaturze 25 °C.

W celu sprawdzenia obecnosci plazmidu pET2la-
-BnMT2 w bakteriach wykonano reakcje PCR. Kolonie
bakteryjne uzyskane po elektroporacji przeniesiono do
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probowek zawierajacych 50ul sterylnej wody, denatu-
rowano przez Smin w temperaturze 95°C i odwirowano
(1 min, 12tys.obr./min). Do reakcji PCR jako matryce wy-
korzystano 5 pl cieczy nadosadowej, ktorg dodano do 10 pl
mieszaniny PCR Master Mix (Promega) zawierajacej 3,5U
polimerazy GoTaq® oraz specyficzne startery: eBnMT2-
-for 5’-aaagaattcatgtcttgctgtggtggaaa-3° i eBnMT2-rev
5’-aaactcgagtttacaggtgcaaggatcac-3’. Reakcje amplifikacji
przeprowadzono w nast¢pujacych warunkach: temperatura
94°C — 10min (94°C — 455, 55°C — 455, 72°C —455) x 40
cykli, temperatura 72°C — 10min. Uzyskane produkty
reakcji PCR sprawdzono przeprowadzajac elektroforeze
w 1% zelu agarozowym zawierajacym bromek etydyny
przez 40 min przy napigciu 100 V.

Do przeprowadzenia testu funkcjonalnego, szczepy
bakterii (zarowno te z plazmidem pET2la-BnMT2, jak
i niezmodyfikowane) hodowano w pozywce ptynnej R2A
przez 24 h. Uzyskane hodowle bakterii rozcienczono do ge-
stosci optycznej rownej wartosci 0,2 zmierzonej przy dhu-
gosci fali 600 nm przy uzyciu spektrofotometru (Bio-Rad).
Nastepnie wykonano rozcienczenia 10-, 100-, i 1000-krot-
ne, z ktdrych po 5 pl suspensji bakterii naniesiono na phytki
z pozywka R2A zawierajaca ampicyling, 250 uM CdSOy4
lub 250 uM (CH3COO),Pb. Ptytki z wysianymi bakteriami
inkubowano przez 1d lub 4d w temperaturze 25°C. Do-
$wiadczenie wykonano w trzech powtorzeniach.

Wyniki badan

W celu uzyskania bakterii zmodyfikowanych o zwigk-
szonej tolerancji na pierwiastki $ladowe, szczepy bakte-
ryjne stransformowano plazmidem ekspresyjnym niosa-
cym sekwencj¢ metalotioneiny typu 2 Brassica napus L.
(BnMT?2). Do transformacji wybrano szczepy bakterii ry-
zosferowych nalezacych do grupy PGPR, co zostato po-
twierdzone we wczesniejszych badaniach [17].

Sprawdzenie obecnosci plazmidu pET21a-BnMT2
w stransformowanych bakteriach

W pierwszym etapie badan stransformowane szczepy
bakterii Bacillus sp., B. bacterium, Flavobacterium sp.,
L. rhizovicina, P. fluorescens, Pseudomonas sp., S.en-
tomophila i Variovorax sp. hodowano na pozywce R2A
zawierajacej jony otowiu. Po trzecim pasazu bakterie
stransformowane konstruktem pET21-BnMT2 pobrano
i przeprowadzono reakcje PCR. Analiza potwierdzila, ze
wszystkie badane w do$wiadczeniu szczepy zawieraly se-
kwencj¢ wielkosci okoto 300 pz, odpowiadajaca wielkoSci
amplifikowanego transgenu BnMT2, ktéry byt utrzymywa-
ny podczas kolejnych pasazy. Stransformowane bakterie
zostaly wykorzystane do dalszych badan.

Analiza wzrostu bakterii na podtozu
niezawierajgcym jonéw pierwiastkow sladowych

Transformanty uzyskane dla wszystkich analizowanych
szczepoéw bakteryjnych hodowano na pozywce R2A i na
podiozu zawierajacym jony otowiu. Wyniki wzrostu bak-
terii analizowano po pierwszej i czwartej dobie inkubacji
(tab. 1). Stwierdzono, ze wszystkie z oémiu badanych szcze-
péw bakteryjnych charakteryzowaly sie¢ silnym wzrostem po
pierwszej dobie inkubacji na pozywce statej R2A niezawie-
rajacej jonéw metali sladowych (tab. 1, rys. 1). W czwar-
tej dobie zaobserwowano, ze bakterie kontrolne (nie-
transformowane) szczepu B. bacterium tworzyly wigksze

kolonie w poréwnaniu z bakteriami transformowanymi
we wszystkich zastosowanych rozcienczeniach. Odwrot-
ng sytuacje zaobserwowano w przypadku bakterii P. flu-
orescens. Stransformowany szczep P. fluorescens tworzyt
wigksze kolonie niz bakterie niezmodyfikowane. W przy-
padku pozostatych szczepdéw nie stwierdzono widocznych
réznic we wzroscie pomigdzy wariantami transformowa-
nymi i nietransformowanymi (rys. 1).

Rys. 1. Bakterie PGPR po 96 h wzrostu na pozywce R2A
(A — inokulacja nierozcienczong zawiesing bakteryjna; B, C, D —
kolejno 10-, 100-, 1000-krotne rozcienczenia wyjsciowej suspensji
bakterii; szczepy bakterii: 1 — B. bacterium, 2 — S. entomophila,
3 — Flavobacterium sp., 4 — L. rhizovicina, 5 — Pseudomonas sp.,
6 — P. fluorescens, 7 — Variovorax sp., 8 — Bacillus sp.; lewa strona
ptytki — bakterie nietransformowane, prawa strona ptytki — szczepy
stransformowane majgce sekwencje BnMT2)
Fig. 1. PGPR bacteria after 96 hours of growth on R2A medium
(A —inoculation with undiluted bacterial suspension; B, C, D —
respectively 10-, 100-, 1000-time dilutions of initial bacterial su-
spension; bacterial strains: 1 — B. bacterium, 2 — S. entomophila,
3 — Flavobacterium sp., 4 — L. rhizovicina, 5 — Pseudomonas sp.,
6 — P. fluorescens, 7 — Variovorax sp., 8 — Bacillus sp.; left side
of the plate — untransformed bacteria, right side of the
plate — strains transformed with BnhMT2 sequence)

Obecnos¢ ampicyliny w pozywce powodowata zaha-
mowanie wzrostu bakterii (tab. 1). Wysoka opornos¢ na
ampicyling wykazywal nietransformowany szczep L. rhizo-
vicina oraz stransformowane szczepy B. bacterium i S. en-
tomophila. Zarowno stransformowane jak i niestransfor-
mowane bakterie Bacillus sp. od czwartego dnia wzrostu
wykazywaty wysoka opornos¢ na zastosowany w do§wiad-
czeniu antybiotyk. Nieco mniejsza oporno$¢ wykazywat
transformowany szczep L. rhizovicina oraz niezmodyfi-
kowany szczep Pseudomonas sp. Najstabszym wzrostem
cechowaly si¢ nietransformowane szczepy S. enfomophila
oraz Flavobacterium sp., u ktérych §redni poziom wzrostu
obserwowano dopiero w czwartej dobie. Nietransformo-
wane bakterie B. bacterium rdwniez nie wykazywaty opor-
no$ci na ampicyling i jedynie szczepienie pozywki nieroz-
cienczong zawiesing bakteryjna umozliwiato ich wzrost
w obecno$ci antybiotyku. Pozostale szczepy bakteryjne
charakteryzowaly si¢ znacznie wolniejszym wzrostem, co
obrazuja dane zawarte w tebeli 1, a takze mozna zaobser-
wowac na ptytkach pokazanych na rysunku 1.
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Tabela 1. Wzrost bakterii na pozywce statej niezawierajgcej metali sladowych (K), zawierajgcej ampicyling (AMP)

oraz jony metali sladowych (Cd, Pb)

Table 1. Bacterial growth on solid medium without trace metals (K), with ampicillin (AMP) and with trace metals (Cd, Pb)

B. b. S. e F. sp. L.r P. sp. P. f. V. sp. B. sp.
Hodowla B. b. MT2 S. e MT2 F. sp MTz L.r MT2 P. sp. MTg P.f. MT2 V. sp. MTE B. sp. MTg
1 R I o i T e L B e e I e o e R I e e B s e B e e T R e o I o o = S N Qe
- 10 | 4+ | H++ | | A | b | | b | b | | | b | b | | | b |
- 100 | +4++ | +++ | A+t | bt | | A | b | | A | b | b | | b | b | |
1000 | +++ | +++ | 4+ | A+ | bt | | A | b | | b | AR | | | A | b |
x 1 R I o i T e L B e e I e o e R I e e B s e B e e T R e o I o o = S N Qe
- 10 | 4+ | H++ | | A | b | | b | b | | | b | b | | b | |
~ 100 | +++ | +++ | +++ | bt | | A | b | | b | A | b | b | b | b | |
1000 | +++ | +++ | 4+ | A+t | bt | | A | b | | | AR | | | A | |
1 4 |+t - +4+ + + |t | At ++ ++ ++ ++ ++ ++ +
- 10 - +4++ - +4++ - + |t | ++ ++ ++ ++ ++ ++ +
- 100 - +4++ - +4++ - - +4+ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ +
o 1000 - +++ — +++ - - ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ +
<§( 1 4+ |+ ++ +++ ++ ++ +H+ |+ | ++ ++ ++ ++ ++ 4 |
- 10 ++ +4++ ++ +4+ ++ ++ ++ +4+ ++ ++ ++ ++ ++ ++ 4 |
~ 100 + +4++ ++ +4+ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ 4 |
1000 - +4++ - +4++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ 4 | |t
1 At | bt | | | A | b | | b | b [ | | | b | | |
- 10 | 4+ | H++ | | A | b [ | b | b | | | b | b | | | |
= 100 | +++ | +++ | 4 | bt | | A | b |t | A | b | b | | b | b | e |t
o 1000 | +++ | +++ | 4+ | A+ | bt | | AR | b | bt | | b | b | | A | b |
o 1 At | bt | | | b | b | | b | b [ b | b | | b | | A |
- 10 | 4+ | | | A | b | | b | b | b | | b | b | | | A |
~ 100 | +++ | +++ | 4 | ot | | A | b | | A | AR | b | | | b | e |
1000 | +++ | +++ | 4+ | A+ | bt | | A | b | b | | b | b | | A | b |
1 ++ +4++ + +4+ + + ++ ++ ++ + + + + ++ ++ +
- 10 - +4++ + +4+ + + ++ ++ ++ + + + + ++ ++ +
= 100 - +4++ - +4+ ++ + ++ ++ ++ + + + + ++ ++ +
i 1000 - +4++ - +4+ - + ++ ++ + + + + + ++ ++ +
% 1 +H+ |+t ++ +4+ ++ + ++ ++ +4+ ++ ++ ++ ++ ++ 4 |
- 10 ++ +4++ + +4+ ++ ++ ++ ++ +4+ ++ ++ ++ ++ ++ 4 |
~ 100 - +4++ - +4+ ++ ++ ++ ++ +4+ ++ ++ ++ ++ ++ 4 |
1000 - +4++ - +4+ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ 4 | |t
1 + - + + - + - + + + + - - + + ++
- 10 - - + + - + - + - + - - - + - +
- 100 - - - - - - - - - - - - - - - -
- 1000 - - - - - - - - - - - - - - - -
© 1 ++ - ++ ++ ++ ++ + ++ ++ ++ ++ - + ++ ++ ++
- 10 ++ + ++ ++ + ++ - ++ ++ ++ ++ - + ++ ++ ++
~ 100 ++ + ++ ++ - ++ - ++ ++ ++ ++ - - ++ ++ ++
1000 + + ++ ++ - ++ - ++ ++ ++ ++ - - ++ ++ ++
1 + - - - - - - - - - - - - - - -
- 10 - - - - - - - - - - - - - - - -
- - 100 - - - - - - - - - - - - - - - -
Q 1000 - - - - - - - - - - - - - - - -
% 1 ++ - + - + - - - - - - - + - - -
- 10 - - - - - - - - - - - - - - - -
N 100 - - - - - - - - - - - - - - - -
1000 - — - - - - - - - - — | | - - - +

1d, 4d — pierwsza i czwarta doba wzrostu bakterii

1 — wyjsciowa hodowla bakterii, 10, 100, 1000 — krotno$¢ rozciefnczenia hodowli bakterii

MT — bakterie stransformowane zawierajgce plazmid pET21-BnMT2

wzrost bakterii na podtozach: +++ intensywny, ++ $redni, + staby, — brak wzrostu
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Wzrost bakterii na podiozach
z jonami metali sladowych

W kolejnym etapie badan sprawdzono wzrost bakte-
rii w obecnos$ci antybiotyku oraz jondw otowiu i kadmu.
Wszystkie analizowane szczepy bakteryjne PGPR od
pierwszego dnia hodowli odznaczaly si¢ intensywnym
wzrostem w pozywce zawierajacej jony otowiu w stezeniu
250 uM (tab. 1, rys. 1). Nie stwierdzono znacznych rdéznic
we wzroscie bakterii na pozywce bez jonow metali oraz
w obecnosci Pb>" (rys. 1).

Dodanie ampicyliny do pozywki zawierajgcej jony oto-
wiu spowodowato zahamowanie wzrostu wielu badanych
szczepoéw bakteryjnych (tab. 1). Najsilniejszym wzrostem
w pozywce z jonami Pb>" i antybiotykiem, po czwartym
dniu inkubacji charakteryzowaly si¢ stransformowane
szczepy B. bacterium 1 S. entomophila, natomiast wzrost
dzikich wariantow tych szczepdéw byt na $rednim pozio-
mie, nawet w probach zaszczepionych zawiesinami bak-
teryjnymi o wysokim OD. Srednig tolerancj¢ na jony oto-
wiu w obecnosci ampicyliny wykazywaty od pierwszego
dnia hodowli bakterie L. rhizovicina oraz od drugiego dnia
hodowli Flavobacterium sp. Zaobserwowano takze silniej-
szy wzrost szczepow kontrolnych Pseudomonas sp. oraz
Bacillus sp. (bez genu metalotioneiny) w poréwnaniu do
wariantow zawierajacych gen BnMT2. Nie zaobserwowa-
no wplywu obecnosci transgenu BnM7T2 na wzrost szczepu
P, fluorescens, ktory poczatkowo rost stabo, jednak po czte-
rech dniach jego wzrost byl $redni. W przypadku Variovo-
rax sp. transformowany szczep rost poczatkowo szybciej,
jednak po kolejnych dniach bakterie niemodyfikowane
i zmodyfikowane osiagnety $redni wzrost (tab. 1).

Obecnos¢ w podtozu jondw kadmu znacznie ostabia-
ta wzrost bakterii w porownaniu z bakteriami rosngcymi
na pozywce kontrolnej (bez jondw metali sladowych), czy
w obecnos$ci jonéw otowiu (rys. 1). Po pierwszej dobie ho-
dowli modyfikowane szczepy Flavobacterium sp., L. rhi-
zovicina, Pseudomonas sp., Variovorax sp. i Bacillus sp.
charakteryzowaly si¢ szybszym wzrostem w poréwnaniu
do szczepow typu dzikiego (tab. 1). Ta réznica we wzro$cie
byta widoczna w kolejnych dniach hodowli u Flavobacte-
rium sp., L. rhizovicina oraz Variovorax sp. Dla pozosta-
tych szczepdéw wielko$é kolonii wyrownywata si¢ w kolej-
nych dniach inkubacji. Wzrost S. entomophilia byt na tym
samym poziomie niezaleznie od tego czy w komorkach
bakteryjnych konstrukt zawierajacy BnMT2 byt obecny
(tab. 1, rys. 1). Natomiast w przypadku B. bacterium oraz
P. fluorescens stwierdzono obecno$¢ wiekszych kolonii
bakteryjnych u nietransformowanych bakterii (rys. 1). Nie
stwierdzono wzrostu bakterii na pozywce zawierajacej jed-
noczes$nie ampicyling i jony kadmu (tab. 1).

Dyskusja wynikéw

Biologiczne metody oczyszczania gleb za pomoca
mikroorganizméw (bioremediacja) oraz roslin (fitoreme-
diacja) budza coraz wigksze zainteresowanie i stanowig
alternatywe dla metod fizycznych i chemicznych, ktore sa
kosztowne 1 wiazg si¢ z zaburzeniem rownowagi biologicz-
nej w ekosystemach. Fitoremediacja to proces technolo-
giczny wykorzystujacy ro$liny zielone do stabilizacji lub
usunigcia zanieczyszczen z gleby w drodze np. absorpcji,
akumulacji i/lub detoksyfikacji, ktory prowadzi do rekul-
tywacji skazonego $srodowiska Iub do obnizenia zawartosci
zwiazkow toksycznych [19]. Proces ten oferuje znacznie

wigcej korzys$ci niz konwencjonalne technologie remediacji
gleb. Ponadto jest to metoda bezpieczna zaré6wno dla ludzi,
jak 1 $rodowiska [15]. Mikroorganizmy wykorzystywane
sa do usuwania, redukcji, badz przeksztatcania glownie za-
nieczyszczen organicznych (np. rozpuszczalnikow, weglo-
wodoréw poliaromatycznych). W ostatnich latach podje¢to
proby zastosowania mikroorganizméw do usuwania zanie-
czyszczen metalicznych, w tym takze radioaktywnych [20].

W celu uzyskania bakterii zmodyfikowanych o zwigk-
szonej tolerancji na pierwiastki $ladowe stransformowa-
no wybrane szczepy bakteryjne plazmidem ekspresyjnym
niosacym sekwencje BnMT2 rzepaku. Poniewaz, jak wy-
kazano wczesniej, analizowane szczepy nalezg do bakterii
PGPR [17], naszym dalekosi¢znym celem jest zastosowa-
nie zmodyfikowanych bakterii w procesie fitoremediacji.
Zaktadamy, ze bakterie te beda stymulowaly wzrost roslin
w obecno$ci metali sladowych 1 umozliwiag wydajne aku-
mulowanie pierwiastkow sladowych w roslinach.

Wraz z rozwojem biologii molekularnej coraz szersze
zainteresowanie budzg bakterie ryzosferowe modyfikowa-
ne dzigki inzynierii genetycznej. Mozliwos$¢ wykorzystania
zmodyfikowanych szczepow w procesie bioremediacji do
inokulacji roslin (gtéwnie w strefie ryzosfery), wiaze si¢
ze spetnieniem przez bakterie kilku warunkow, tj. bakterie
musza zachowywac stabilno$¢ po klonowaniu, a docelo-
wy gen powinien ulega¢ ekspresji na wysokim poziomie,
mikroorganizmy powinny by¢ tolerancyjne lub niewraz-
liwe na zanieczyszczenia i mie¢ mozliwo$¢ przetrwania
w ryzosferze roslin [12,21]. Z badan wilasnych wynika,
ze stransformowane szczepy bakterii rosnace w podiozu
zawierajacym jony otowiu utrzymywaty transgen BnMT2
podczas kilku przeprowadzonych pasazy.

Opornos¢ bakterii na metale sladowe istotnie wigze si¢
z ich opornos$cig na antybiotyki. Obecnos¢ pierwiastkow
sladowych w $rodowisku, podobnie jaki i antybiotykow,
gwattownie wzrasta i jest zwigzana z postgpujacym roz-
wojem cywilizacyjnym. Zwiazki te prowadza do znacz-
nych zmian w $rodowisku naturalnym i w efekcie maja
istotny, niekorzystny wptyw na zdrowie cztowicka. Opor-
nos¢ bakterii na pierwiastki §ladowe moze by¢ kodowana
w chromosomach bakteryjnych, jednakze wigkszos¢ ge-
noéw odpowiedzialnych za wrazliwo$¢ bakterii na zwiaz-
ki nalezace do zanieczyszczen antropogenicznych (w tym
metali §ladowych) kodowana jest przez ruchome elementy
genetyczne bakterii (plazmidy), ktore sa glownym elemen-
tem decydujacym o antybiotykooporno$ci bakterii. Stad tez
zrozumienie opornosci mikroorganizmow na pierwiastki
sladowe w naturalnych ekosystemach moze pomoéc w zro-
zumieniu opornosci na antybiotyki w srodowisku [22,23].
W zaprezentowanych badaniach sprawdzono czy analizo-
wane szczepy bakteryjne maja opornos¢ na ampicyling.
Uzyskane wyniki wykazaly, ze wigkszo$¢ badanych bak-
terii wykazywata oporno$¢ na zastosowany antybiotyk
(tab. 1, rys. 1).

Wiele szczepow bakteryjnych zwtaszcza tych wyizo-
lowanych z terenow zanieczyszczonych metalami $§lado-
wymi toleruje wyzsze stezenia metali, w porownaniu do
bakterii wyizolowanych z obszaréw nieskazonych. Co
wigcej, po dodaniu metali, metalotolerancja w koloniach
bakteryjnych zwigksza si¢ poprzez $mier¢ wrazliwych ga-
tunkdéw i mniejsze wspotzawodnictwo oraz adaptacje bak-
terii, ktore przetrwaty. U mikroorganizméw odkryto szereg
mechanizmow zwigkszajacych tolerancje na metale §lado-
we, obejmuja one takie procesy, jak np. aktywne usuwanie
metali, biosorpcj¢ lub bioakumulacje [19].
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W przeprowadzonych wczesniej badaniach [16] zaob-
serwowano, ze bakterie Bacillus sp. P. fluorescens, Vario-
vorax sp., Flavobacterium sp., B. bacterium, S. entomo-
phila rosnagce w podtozu plynnym sa wrazliwe nawet na
mniejsze niz zastosowane w tej pracy ilosci jonow Cd?".
W pracy [24] réwniez stwierdzono mniejsza wrazliwo$¢
bakterii glebowych Paenibacillus sp. i Bacillus thuringien-
sis na miedz niz kadm. Gdy do pozywki statej dodano am-
picyling, wzrost bakterii zostat niemal catkowicie zahamo-
wany. Po jednej dobie hodowli, niewielkie kolonie tworzyt
jedynie niemodyfikowany szczep B. bacterium i tylko przy
inokulacji najwigksza iloscig suspensji bakterii. Po kolejne;j
dobie zaobserwowano niewielki wzrost nietransformowa-
nych szczepow S. entomophila 1 Flavobacterium sp. oraz
modyfikowanego szczepu P. fluorescens. W czwartej dobie
zanotowano intensywny wzrost P. fluorescens, ktory zostat
zainokulowany najwiekszym, 1000-krotnym rozciencze-
niem wyjsciowej suspensji bakterii. Ponadto szczep ten
wytwarzat barwnik o zo6ltozielonym zabarwieniu. Po czte-
rech dobach hodowli zaobserwowano wzrost bakterii nie-
transformowanych Variovorax sp. oraz zmodyfikowanych
Bacillus sp. (tab. 1, rys. 1).

Podobnie jak w badaniach wtasnych, rowniez autorzy
pracy [25] wykazali, ze obecno$¢ MT2 Brassica juncea
umozliwiat E. coli kilkakrotnie lepszy wzrost w pozywce
zawierajacej SmM Cu(NO;), i 1,5mM Cd(NO;3), w po-
rownaniu ze szczepem kontrolnym. Wprowadzenie do
komorek bakterii Pseudomonas putida genu fitochelatyny
umozliwito bakterii nabycie tolerancji na wysokie stezenia
kadmu [26].

Wykorzystane w badaniach szczepy nie byly wczesniej
badane pod katem obecnosci w ich genomach sekwencji
homologicznych do metalotionein. Wprowadzenie egzo-
gennej MT rzepaku do bakterii Escherichia coli pozwalato
na wzrost przezywalnosci bakterii w pozywce plynnej za-
wierajacej 250 uM Cd**. Niektore bakterie, podobnie jak
1 inne grupy organizmoéw, maja sekwencje kodujace MT.
W 37 2940 bakteryjnych genomoéw odnaleziono sekwencje
nalezace do rodziny metalotionein — bmtA (bacterial metal-
lothioneins with similiarity to SmtA). Istnieje jednak moz-
liwo$¢, ze u pozostatych bakterii wystepuja biatka o podob-
nej funkcji jednak innej sekwencji aminokwasowej [27].
Obecnie autorzy prowadza badania, ktore pozwola ustalié,
czy wykorzystane do powyzszych eksperymentow szczepy
bakteryjne zawieraja sekwencje kodujace metalotioneiny.

Podsumowanie

Przeprowadzone badania wykazaly, ze jony otowiu
w stezeniu 250 UM nie hamowaty wzrostu bakterii, a jony
kadmu odznaczaty si¢ silnymi wtasciwosciami toksyczny-
mi w stosunku do badanych bakterii. Wickszo$¢ badanych
szczepdw wykazywala opornos¢ na ampicyling. Przeanali-
zowane szczepy bakteryjne okazaly si¢ najbardziej wraz-
liwe, gdy w pozywce zawarte byly zarowno ampicylina,
jak i jony kadmu. Bakterie stransformowane plazmidem
pET21-BnMT2 wykazywaly wyzsza tolerancj¢ na kadm
niz bakterie kontrolne.

Obecnie do zwigkszenia skutecznos$ci procesu fitoreme-
diacji konstruowane sg rosliny modyfikowane genetycznie
w celu sprawnego akumulowania jonow metali sladowych.
Jednoczes$nie wiele uwagi poswigca si¢ badaniu interak-
cji pomigdzy roslinami i bakteriami PGPR wystepujacy-
mi w ryzosferze, jako alternatywe¢ dla stosowania roslin

transgenicznych do usuwania z gleb zanieczyszczen spo-
wodowanych obecno$cig pierwiastkow §ladowych. Prze-
prowadzone badania umozliwily uzyskanie bakterii PGPR
o zwigkszonej opornosci na jony kadmu. W najblizszym
czasie badania autorow skierowane beda na poznanie me-
chanizmoéw nabywania zwigkszonej tolerancji przez bakte-
rie ryzosferowe na obecnos¢ jonéw kadmu w srodowisku.
Potencjalne wykorzystanie zmodyfikowanych szczepoéw
w fitoremediacji daje szans¢ na podwyzszenie aklimaty-
zacji ro$lin w niekorzystnych warunkach srodowiskowych
spowodowanych obecnoscig pierwiastkow $§ladowych
w podtozu, jak rowniez usprawnienia tej techniki.

Praca zostala czesciowo sfinansowana ze Srodkow
przyznanych na badania naukowe przez Uniwersytet Mi-
kolaja Kopernika w Toruniu oraz zrealizowana w ramach
projektu PRELUDIUM Narodowego Centrum Nauki
(DEC-2121/07/N/N29/01608).

Autorki skladajg podziekowania dr Agnieszce Mierek-
-Adamskiej za udostepnienie plazmidu do transformacji
bakterii.
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Abstract: Eight bacterial strains from areas contami-
nated with trace metals were selected for the experiments:
Bacillus sp., Bacteroidetes bacterium, Flavobacterium sp.,
Luteibactor rhizovicina, Pseudomonas fluorescens, Pseudo-
monas sp., Serratia entomophila and Variovorax sp. Bac-
teria were transformed with pET21a expression plasmid
encoding Brassica napus L. metallothionein 2 (BnMT?2).
Transformant colonies were examined for growth on solid
culture medium containing trace metal ions (Cd and Pb). It
was found that most of the analyzed bacterial strains were

resistant to ampicillin, though the antibiotic inhibited their
growth. It was demonstrated that growth of bacterial strains
on a medium containing Pb ions was not inhibited, while
Cd ion content limited or inhibited growth of some bacte-
rial strains. No significant differences were noted in growth
between transformed and untransformed bacteria of a giv-
en strain on the medium containing Pb ions. The BnMT2
transgene presence abolished adverse effects of Cd ions
on Flavobacterium sp., Variovorax sp. and L. rhizovicina.
Modified bacterial strains were demonstrated for potential
use in treatment of soil contaminated with trace metals,
especially Cd ions.

Keywords: Plant growth-promoting rhizobacteria
(PGPR), transformation, Brassica napus, metallothionein,
trace elements.



