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Ocena potencjalnej przydatności bakterii ryzosferowych
w procesie fi todesalinizacji gleb

Zasolenie gleby, określane jako stopień wysycenia 
roztworu glebowego składnikami mineralnymi, jest jedną 
z głównych przyczyn degradacji gleb. Szacuje się, że za-
solenie dotyczy 7% powierzchni Ziemi i wciąż się zwięk-
sza [1]. Nadmierna akumulacja jonów Na+ i Cl– w glebie, 
a także w roślinach, spowodowana jest przede wszystkim 
intensywnym stosowaniem nawozów mineralnych i środ-
ków ochrony roślin oraz używaniem soli do odśnieżania 
dróg [2]. Przyczyny zasolenia gleb można podzielić na na-
turalne (oddziaływanie wód słonych w pasie przymorskim, 
migracja jonów w wodach sąsiadujących z naturalnymi po-
kładami soli) oraz antropogeniczne (przemysł wydobyw-
czy, emisje pyłów zawierających sód i potas, stosowanie 
nawozów sztucznych). Zasolenie gleby wpływa negatyw-
nie na wzrost i rozwój roślin oraz wydajność fotosyntezy 
i jest przyczyną tak zwanej suszy fi zjologicznej. Jest to tak-
że jeden z czynników abiotycznych obniżających wydaj-
ność rolnictwa. Ze względu na zwiększone zapotrzebowa-
nie na żywność oraz wzrastające zasolenie upraw znacznie 
wzrosła liczba badań dotyczących odpowiedzi roślin na 
zasolenie gleby [3]. Bakterie stanowią podstawową masę 
mikroorganizmów glebowych. Środowiskiem szczególnie 
sprzyjającym rozwojowi bakterii są korzenie roślin i inne 
ich podziemne części. Liczebność bakterii w jednym gra-
mie gleby waha się od kilku milionów do kilku miliardów 
komórek, przy czym najwięcej bakterii znajduje się w war-
stwie gleby uprawnej do głębokości około 30 cm [4].

Bakterie ryzosferowe stymulujące wzrost roślin (PGPR 
– plant-growth promoting rhizobacteria) charakteryzują się 
zdolnością do intensywnego tempa wzrostu, metabolizo-
wania wielu związków oraz adaptacji do zróżnicowanych 
warunków panujących w środowisku [5], w tym do za-
nieczyszczenia wynikającego z zasolenia. Bakterie te sty-
mulują wzrost roślin w sposób bezpośredni lub pośredni. 
Pierwszy z nich polega na produkcji fi tohormonów stymu-
lujących wzrost (auksyny, cytokininy i gibereliny), obniża-
niu poziomu etylenu i intensyfi kacji pobierania związków 
mineralnych poprzez zwiększenie powierzchni korzeni lub 
indukowanie systemów pobierania jonów. Pośrednia sty-
mulacja wzrostu roślin opiera się na biologicznym zwalcza-
niu patogenów oraz indukowaniu odporności systemicznej. 

Bakterie obecne w ryzosferze roślin (PGPR) pełnią ochron-
ną rolę przed działaniem wielu czynników abiotycznych 
i biotycznych powodujących stres [6, 7]. Wybrane do badań 
szczepy tych bakterii stymulują wzrost roślin w warunkach 
naturalnych, a także w glebach zanieczyszczonych jonami 
pierwiastków śladowych oraz są zdolne do wzrostu na two-
rzywach polimerowych [8, 9].

Liofi lizacja jest procesem składającym się z trzech eta-
pów – zamrażania, sublimacji i desorpcji, przebiegającym 
w niskiej temperaturze, dzięki czemu właściwości che-
miczne związków podlegają tylko niewielkim zmianom 
[10, 11]. Jest ona często wykorzystywana do konserwacji 
i przechowywania materiałów biologicznych [12], jednak 
wiąże się z niebezpieczeństwem denaturacji wrażliwych 
białek, co prowadzi do obniżenia przeżywalności lub ak-
tywności komórek [13]. Uszkodzenia układów biologicz-
nych wynikają ze zmian w fi zycznym stanie lipidów bło-
nowych oraz zmian w strukturze białek [14]. Proces ten 
znajduje zastosowanie przy wytwarzaniu antybiotyków, 
probiotyków i szczepionek, np. przeciwko grypie [15]. Lio-
fi lizacja bakterii mlekowych zapewnia wykorzystanie funk-
cjonalnych kultur bakteryjnych na skalę przemysłową [10].
Dotychczas, przede wszystkim w rolnictwie ekologicz-
nym i integrowanym, wykorzystywane są biopreparaty 
zawierające bakterie symbiotyczne roślin motylkowatych 
i bakterie podnoszące plonowanie roślin [16–18]. Pozna-
nie procesu liofi lizacji bakterii ryzosferowych daje szansę 
na ich wykorzystanie na szeroką skalę w fi todesalinizacji 
środowiska.

Celem badań była ocena wzrostu bakterii w obecności 
chlorku sodu i selekcja szczepów bakterii ryzosferowych 
stymulujących wzrost i rozwój rzepaku w warunkach pod-
wyższonego zasolenia. Ponadto, w celu potencjalnego wy-
korzystania bakterii w roli biopreparatów wspomagających 
wzrost roślin w glebach zasolonych, dokonano oceny, czy 
i w jakim stopniu proces liofi lizacji oraz temperatura i czas 
przechowywania liofi lizatów wpływają na przeżywalność 
komórek bakterii ryzosferowych.

Materiały i metody

Materiał badawczy stanowiły szczepy bakterii Bacil-
lus sp., Bacteroidetes bacterium, Massilia sp., Pseudo-
monas fl uorescens oraz Variovorax sp. Wybrane do badań 
szczepy wyizolowano z terenów zdegradowanych antropo-
genicznie. Charakteryzują się one wysoką aktywnością en-
zymów hydrolitycznych, takich jak proteazy, lipazy, amy-
lazy, celulazy [19]. Szczepy bakterii przechowywano na 
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skosach agarowych w temperaturze 4 °C. Bakterie hodowa-
no na pożywce stałej R2A (18 g/dm3) w temperaturze 25 °C 
przez 1÷2 doby od momentu zaszczepienia. Wykorzystując 
poszczególne szczepy przygotowano inokulum o zawarto-
ści bakterii 5∙107 jtk/cm3, które użyto w celu sprawdzenia 
wzrostu szczepów bakteryjnych w roztworze NaCl oraz 
do zaszczepienia nasion rzepaku. Wrażliwość szczepów 
bakteryjnych na zasolenie przeprowadzono w ekspery-
mencie, w którym do sterylnych probówek dodawano po 
10 μl inokulum bakteryjnego i 5 cm3 płynnej pożywki R2A
(Difco) oraz roztwór NaCl do uzyskania stężenia końcowe-
go wynoszącego odpowiednio 50 mM, 100 mM, 150 mM 
i 200 mM. Następnie próbki wymieszano w temperaturze 
25 °C i inkubowano przez 2 d. Kontrolę stanowiły próbki 
niezawierające NaCl w podłożu. Wszystkie analizowane 
warianty doświadczalne wykonano w trzech powtórze-
niach. Gęstość hodowli sprawdzano spektrofotometrycznie 
(SmartSpec Plus, BioRad) mierząc gęstość optyczną su-
spensji bakterii przy długości fali 600 nm.

W kolejnym etapie zbadano wpływ bakterii na wzrost 
i rozwój rzepaku (Brassica napus L.). Sterylne nasiona 
(30 sztuk) wykładano na bibułę umieszczoną w szalkach 
Petriego. Przed wyłożeniem nasion bibułę nasączano za-
wiesiną bakteryjną lub wodą (kontrola) w ilości 6 cm3 
z dodatkiem NaCl (100 mM i 200 mM). Tak przygotowa-
ny materiał roślinny inkubowano w temperaturze 25 °C 
w ciemności przez 6 d, a następnie wykonano pomiary dłu-
gości korzeni i hypokotyli siewek rzepaku. Eksperyment 
wykonano w trzech powtórzeniach.

W celu przygotowania liofi lizatów szczepy bakterii 
przechowywane na podłożu stałym R2A (Difco) w tempe-
raturze 4 °C użyto do założenia hodowli płynnych w po-
żywce R2A (0,05% wyciąg drożdżowy, 0,05% pepton, 
0,05% hydrolizat kazeiny, 0,05% glukoza, 0,03% K2HPO4, 
0,03% NaCl, 0,005% MgSO4), które umieszczono w wy-
trząsarce i inkubowano przez 48 h w temperaturze 25 °C. 
Zawiesiny bakteryjne doprowadzone do gęstości optycznej 
równej 0,5 przeniesiono po 2 cm3 do probówek i wirowa-
no przez minutę z prędkością 12 tys. obr./min. Następnie 
ciecz nadosadową usunięto, a probówki z osadem bakteryj-
nym poddano liofi lizacji w urządzeniu Speed Vac SC110 
(Savant). Otrzymane liofi lizaty, po 4 probówki z każdym 
szczepem, przechowywano w temperaturze wynoszącej 
4 °C, 24 °C i 30 °C. Kolejno, po jednym, dwóch, trzech oraz 
czterech miesiącach przechowywania liofi lizatów, przygo-
towano szereg rozcieńczeń 10–1÷10–7 i wykonano posiewy 
na płytkach z podłożem R2A (Difi co). Kolonie bakterii po-
liczono po sześciu dobach od posiewu na płytkach, a wy-
niki podano w jtk/cm3. Eksperyment wykonano w trzech 
powtórzeniach.

Do analizy otrzymanych wyników wykorzystano jed-
noczynnikową analizę wariancji (ANOVA) i test t-Studenta 
(p≤0,05).

Wyniki badań

Wzrost bakterii w obecności NaCl

Szczep Bacillus sp. wykazał podobny poziom wzro-
stu, niezależnie od zawartości NaCl w pożywce (rys. 1). 
Zarówno w warunkach kontrolnych (bez NaCl), jak i przy 
różnych stężeniach soli, wartości gęstości optycznej powo-
dujące wzrost bakterii tego szczepu były bardzo zbliżone. 
W przypadku B. bacterium, zawartości NaCl wynoszą-
ce 50 mM i 100 mM spowodowały statystycznie istotną

stymulację wzrostu bakterii, lecz większa zawartość 
NaCl znacząco hamowała wzrost tego szczepu. W podło-
żu zawierającym 150 mM NaCl zanotowano 1,5-krotnie, 
a w przypadku 200 mM NaCl prawie 2-krotnie słabszy 
wzrost tego szczepu niż w hodowli kontrolnej. Wzrost Ma-
sillia sp. w obecności NaCl był hamowany niezależnie od 
stężenia tego związku w podłożu. Dużą wrażliwością na 
obecność soli charakteryzował się również P. fl uorescens. 
Nawet najmniejsze stężenie NaCl ograniczało wzrost bak-
terii niemal 2-krotnie, w obecności 50 mM NaCl był on 
prawie 2-krotnie mniejszy, przy 100 mM – 2,3-krotnie, 
przy 150 mM – 3,5-krotnie, a przy 200 mM prawie 4-krot-
nie mniejszy. Variovorax sp. był jedynym szczepem bak-
teryjnym, w przypadku którego obserwowano stymulację 
wzrostu w obecności soli (przy wszystkich analizowanych 
stężeniach). W porównaniu do próbki kontrolnej, w obec-
ności 50 mM NaCl zaobserwowano niemal 2-krotnie, nato-
miast przy 100 mM i 150 mM około 1,5-krotnie intensyw-
niejszy wzrost bakterii.

Wpływ stężenia NaCl i szczepienia bakteriami
ryzosferowymi na wzrost siewek rzepaku

Szczepy P. fl uorescens i Variovorax sp. w największym 
stopniu stymulowały wzrost korzeni rzepaku w środowisku 
kontrolnym (bez NaCl). W przypadku wszystkich badanych 
bakterii ryzosferowych w obecności 50 mM i 100 mM NaCl 
(z wyjątkiem Massilia sp. i P. fl uorescens) zaobserwowano 
statystycznie istotny wzrost długości korzeni w porówna-
niu z próbką kontrolną. W obecności 150 mM NaCl stymu-
lujący wpływ bakterii na wzrost roślin zanotowano jedynie 
w przypadku B. bacterium. Obecność chlorku sodu w stę-
żeniu 200 mM hamowała wzrost korzeni (w przypadku 
Bacillus sp. 2-krotnie, P. fl uorescens – 3-krotnie, Variovo-
rax sp. – 4-krotnie i Massilia sp. – 7-krotnie w porównaniu 
z próbką kontrolną) (rys. 2).

W przypadku inokulacji nasion B. napus zaobserwo-
wano stymulację wzrostu hypokotyli w obecności 50 mM 
NaCl. Szczepy Bacillus sp., P. fl uorescens i Variovorax sp. 
pełniły ochronną rolę w warunkach wzrostu hypokoty-
li w podłożu zawierającym 100 mM NaCl. Po dodaniu 
150 mM NaCl, a także 200 mM NaCl, obserwowano znacz-
ne zahamowanie wzrostu hypokotyli, co sugeruje, że bak-
terie nie były zdolne do przełamania stresu spowodowane-
go większą zawartością soli w podłożu (rys. 2).

Rys. 1. Wzrost (gęstość optyczna: λ = 600 nm, l = 1 cm)
bakterii Bacillus sp., B. bacterium, Massilia sp., P. fl uorescens

i Variovorax sp. w obecności chlorku sodu (50÷200 mM)
Fig. 1. Growth (OD: λ = 600 nm, l = 1 cm) of Bacillus sp.,

B. bacterium, Massilia sp., P. fl uorescens and Variovorax sp.
in the presence of sodium chloride (50–200 mM)
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Przeżywalność bakterii ryzosferowych
w liofi lizatach

Proces liofi lizacji obniżał przeżywalność wszystkich 
szczepów bakteryjnych użytych w badaniach. Zdolność do 
podejmowania wzrostu na podłożu stałym R2A przez bak-
terie ryzosferowe była różna i zależała od szczepu. Wzrost 
zliofi lizowanych komórek bakteryjnych obserwowano po 
pierwszej i drugiej dobie od wysiania – szczep B. bacte-
rium, po trzeciej i czwartej dobie wzrostu – szczep Ba-
cillus sp., a kolonie szczepów Massilia sp., P. fl uorescens 
i Variovorax sp. podejmowały wzrost po piątej i szóstej 
dobie od wysiania. Tempo wzrostu bakterii na podłożu 
po liofi lizacji można uszeregować w kolejności: B. bacte-
rium > Bacillus sp. > Massilia sp. = P. fl uorescens = Vario-
vorax sp.

Po pierwszym miesiącu przechowywania liofi lizatów 
w temperaturze 4 °C największą przeżywalność komórek 
bakterii stwierdzono w przypadku Variovorax sp. (63%), 
a najmniejszą – Bacillus sp. (38%). Szczepy B. bacterium, 
Massilia sp. i P. fl uorescens wykazywały porównywalną 
przeżywalność (55÷56%). W drugim i trzecim miesiącu 
zanotowano nieznaczny spadek przeżywalności więk-
szości badanych szczepów. Czas i temperatura przecho-
wywania liofi lizatów wpływały na ograniczenie przeży-
walności bakterii, z wyjątkiem szczepu Bacillus sp. który 
wykazywał małą wrażliwość na te czynniki. Największą 
przeżywalność szczepów bakteryjnych zaobserwowano 
podczas przechowywania liofi lizatów w temperaturze 4 °C, 
a znacznie mniejszą w temperaturze około 20 °C. Najniższą 
przeżywalność bakterii glebowych stwierdzono po cztero-
miesięcznym przechowywaniu zliofi lizowanych bakterii 
w temperaturze 30 °C (rys. 3).

Rys. 2. Długość korzenia i hypokotyla 6-dniowych siewek
rzepaku inokulowanych szczepami Bacillus sp., B. bacterium,

Massilia sp., P. fl uorescens i Variovorax sp.
Fig. 2. Length of roots and hypocotyls of six-day rape
seedlings inoculated with Bacillus sp., B. bacterium,

Massilia sp., P. fl uorescens and Variovorax sp.

Rys. 3. Wpływ temperatury (4 °C, 24 °C i 30 °C) i czasu
przechowywania liofi lizatów (1÷4 miesiące) bakterii

Bacillus sp., B. bacterium, Massilia sp., P. fl uorescens
i Variovorax sp. na ich przeżywalność (%)

Fig. 3. Effect of temperature (4 °C, 24 °C and 30 °C)
and storage time (1–4 months) on the survival (%)
of freeze-dried bacteria Bacillus sp., B. bacterium,

Massilia sp., P. fl uorescens and Variovorax sp.
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Dyskusja wyników
Obecność bakterii ryzosferowych w glebie może od-

działywać korzystnie lub niekorzystnie na rośliny – jest to 
uzależnione od gatunku czy odmiany rośliny [21]. Jednak 
zdecydowanie więcej doniesień naukowych dotyczy po-
zytywnego wpływu tej grupy drobnoustrojów na rośliny. 
W literaturze znajdujemy liczne prace badawcze, których 
przedmiotem była tolerancja roślin i bakterii na zasolenie. 
Podobnie jak rzepak, należący do glikofi tów, a także wiele 
gatunków roślin, zwłaszcza uprawnych, wykazuje niewiel-
ką odporność na zasolenie gleby [1]. Bakterie ryzosferowe 
odgrywają istotną rolę w podnoszeniu wydajności plono-
wania roślin rosnących w niekorzystnych warunkach wzro-
stu i rozwoju.

Najwięcej bakterii promujących wzrost roślin można 
znaleźć wśród gatunków Pseudomonas i Bacillus [22]. Au-
torzy pracy [23] wykazali, że szczepy Acinetobacter calco-
aceticus, Burkholderia cepacia i Promicromonospora sp. 
wpływały na poprawę wzrostu roślin ogórka w warunkach 
stresowych w obecności chlorku sodu i glikolu poliety-
lenowego indukujących zasolenie i stres suszy. Podobny 
efekt podwyższonej tolerancji na stres i wzrost pobierania 
mikroelementów zaobserwowano w badaniach prowa-
dzonych na bazylii Ocimum basilicum L., inokulowanej 
szczepami Bacillus sp., Cronobacter dublinensis i Pseudo-
monas monteilii [24]. W omawianych badaniach własnych 
szczepy P. fl uorescens i Variovorax sp. najlepiej stymulo-
wały wzrost organów siewek rzepaku w obecności 50 mM 
i 100 mM NaCl, natomiast Bacillus sp. i B. bacterium peł-
niły ochronną rolę w podłożu zawierającym 150 mM NaCl. 
Podobnie jak w omawianych badaniach własnych, również 
autorzy pracy [25] wykazali, że bakterie Pseudomonas 
wpływają na promowanie wzrostu roślin i pełnią ochron-
ną rolę przed patogenami. Z kolei w pracy [26] wykazano, 
że takie gatunki PGPR, jak Azospirillum sp. i Pseudomo-
nas sp. wpływały na wzrost biomasy roślin rzepaku po-
przez regulowanie poziomu enzymów stresu oksydacyjne-
go i składników odżywczych w warunkach stresu solnego. 
Obecność bakterii B. cepacia, Promicromonospora sp. 
i A. calcoaceticus wpływała na stymulację wzrostu pędów, 
które były dłuższe odpowiednio o 28,5%, 26,1% i 26,9% 
w porównaniu do roślin kontrolnych. W warunkach stresu 
solnego wzrost pędów był natomiast większy odpowiednio 
o 21,3%, 20,3% i 18,7% w porównaniu do próbki kontrolnej. 
W innych badaniach wykazano, że inokulacja korzeni rze-
paku bakteriami P. fl uorescens zwiększa tolerancję na stres 
solny poprzez zmianę poziomu białek związanych z meta-
bolizmem energetycznym i podziałami komórkowymi [27].

Liofi lizacja jest powszechnie wykorzystywaną metodą 
przechowywania mikroorganizmów. Dużą przeżywalność 
po przeprowadzeniu tego procesu oraz długoterminowym 
przechowywaniu liofi lizatów zaobserwowano u wielu ro-
dzajów bakterii, drożdży i grzybów. Żywotność takich 
szczepów może utrzymać się nawet ponad dwadzieścia 
lat, jednak – aby było to możliwe – niezbędne jest uzy-
skanie odpowiedniej liczebności bakterii przed liofi lizacją, 
która powinna wynosić 106÷1010 komórek w 1 cm3 [28]. 
Do warunków krytycznych należą ponadto temperatura, 
czas przechowywania liofi lizatów, wilgotność otoczenia, 
ekspozycja liofi lizatów na działanie światła oraz rozmiar 
komórek bakteryjnych. Im temperatura jest wyższa, a czas 
przetrzymywania dłuższy, tym stabilność liofi lizowanego 
materiału jest mniejsza [29]. Przykładowo, niewielkich roz-
miarów enterokoki są bardziej odporne na zamrażanie i lio-
fi lizację niż laseczki Lactobacillus. Zatem im większa jest 

powierzchnia komórek, tym większe są uszkodzenia błon 
spowodowane formowaniem się zewnątrzkomórkowych 
kryształów lodu podczas zamarzania. Ponadto w porówny-
walnych warunkach suszenia i przechowywania w formie 
liofi lizatów różne szczepy tego samego gatunku bakterii 
mogą charakteryzować się zróżnicowaną przeżywalnością. 
Prawdopodobnie wynika to z różnic w budowie genetycz-
nej lub w składzie ściany i błony komórkowej, które mogą 
prowadzić do otrzymania rożnych fenotypów poszczegól-
nych szczepów [30]. Podczas liofi lizacji oraz przechowy-
wania liofi lizatów dochodzi do zmian w strukturze błony 
i ściany komórkowej. U Lactobacillus bulgaricus zaobser-
wowano, że wraz z upływem czasu przetrzymywania zlio-
fi lizowanych bakterii w temperaturze 20 °C zmniejszała 
się zawartość nienasyconych kwasów tłuszczowych [10]. 
W przeprowadzonych badaniach liofi lizacja drastycznie 
zmniejszyła przeżywalność wszystkich szczepów bakteryj-
nych. Ponadto żywotność bakterii malała wraz z upływem 
czasu oraz wzrostem temperatury przechowywania liofi li-
zatów. W przeprowadzonym eksperymencie najsilniejsze 
zmniejszenie żywotności bakterii po miesiącu przechowy-
wania w temperaturze 4 °C zaobserwowano u Bacillus sp. 
i P. fl uorescens.

Warunki przetrzymywania liofi lizatów odgrywały istot-
ną rolę w przypadku wszystkich badanych szczepów, nato-
miast szczególnie wrażliwe na temperaturę 30 °C okazały 
się szczepy P. fl uorescens i Massilia sp. W doświadczeniu 
opisanym w pracy [28] procesowi liofi lizacji poddano bak-
terie Gram-dodatnie Brevibacterium fl avum, B. lactofer-
mentum, Corynebacterium acetoacidophilum, C. gultami-
cum i Streptococcus mutans oraz Gram-ujemne Escherichia 
coli, Serratia marcescens, Pseudomonas putida i Alcalige-
nes faecalis. Bezpośrednio po przeprowadzeniu liofi lizacji 
przeżywalność wszystkich bakterii Gram-dodatnich wynio-
sła około 80%, a później zależała od rodzaju bakterii i cza-
su ich przechowywania. Podobny poziom przeżywalności 
utrzymał się po dziesięciu latach przetrzymywania w tem-
peraturze 5 °C liofi lizatów należących do Brevibacterium 
oraz Corynebacterium. Żywotność S. mutans malała na-
tomiast wraz z upływem czasu przetrzymywania. Żywot-
ność bakterii Gram-ujemnych po liofi lizacji wynosiła około 
50%. Początkowy poziom przeżywalności E. coli wynosił 
około 47%, a po dziesięciu latach – 11%. Przeżywalność 
S. marcescens zmniejszyła się odpowiednio z około 57% 
do około 5%, zaś P. putida z około 35% do 2%. W przy-
padku A. faecalis przeżywalność wynosiła 45%, po sześciu 
latach około 7%, zaś po dziesięciu – 4%. Przeżywalność 
bakterii Gram-dodatnich bezpośrednio po liofi lizacji była 
znacznie większa niż bakterii Gram-ujemnych. Sugeruje 
się, że są one bardziej odporne na proces liofi lizacji niż bak-
terie Gram-ujemne, co może być wynikiem różnic w bu-
dowie powierzchni komórek [28]. W badaniach własnych 
nie zaobserwowano takiej zależności. Gram-dodatnia bak-
teria Bacillus sp. po liofi lizacji miała mniejszą żywotność 
niż bakteria Gram-ujemna B. bacterium, co mogło wynikać 
z braku obecności substancji chroniących komórki bakte-
ryjne, takich jak mleko odtłuszczone czy glutaminian sodu, 
które stabilizują błony komórkowe. Mniejszą przeżywal-
ność mikroorganizmów po liofi lizacji oraz na skutek dłu-
goterminowego przechowywania zaobserwowali również 
autorzy pracy [30]. Przeżywalność bakterii Pseudomonas 
chlororaphis przetrzymywanych po liofi lizacji w tempera-
turze 8 °C wyniosła 24%, po pięćdziesięciu dobach prze-
chowywania w tej samej temperaturze zmalała do 6%, zaś 
po dwustu dobach wynosiła już jedynie 2%.
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Podsumowanie

Zasolenie gleb jest nieuniknioną konsekwencją nad-
miernego stosowania nawozów mineralnych w uprawach 
roślin użytkowych. Problemem jest też zagospodarowanie 
terenów naturalnie nadmiernie zasolonych. Analizowane 
szczepy bakteryjne, zwłaszcza Bacillus sp. i Variovorax sp. 
wykazywały zdolność do wzrostu w podłożu zawierają-
cym znaczne stężenia chlorku sodu. Dodatkowo bakterie te 
promowały wzrost i rozwój siewek rzepaku w warunkach 
stresu solnego. Wydaje się, że wykorzystanie szczepów 
bakterii zdolnych do wzrostu w glebach zasolonych, a jed-
nocześnie stymulujących wzrost roślin w takich warun-
kach, stwarza możliwości ich zastosowania do skutecznej 
ochrony roślin przed nadmiernym zasoleniem w glebach 
uprawnych oraz w inżynierii środowiska. Liofi lizacja, jako 
metoda utrwalania materiałów biologicznych, wymaga 
optymalizacji na poszczególnych jej etapach. Skuteczność 
tego procesu zależy między innymi od gatunku i szczepu 
mikroorganizmów, rozmiaru liofi lizowanych komórek, 
temperatury inkubacji, składu podłoża wzrostu, stosowania 
substancji ochronnych, szybkości zamarzania oraz czasu 
i temperatury przechowywania. Liczne badania wskazują 
na zmniejszenie przeżywalności zliofi lizowanych bakterii 
i spadek żywotności mikroorganizmów wraz z upływem 
czasu oraz wzrostem temperatury przechowywania, co 
potwierdziły również niniejsze badania. Przeprowadzony 
eksperyment umożliwił porównanie przeżywalności wy-
branych szczepów bakteryjnych, które potencjalnie mogą 
stanowić składniki biopreparatów stosowanych do usuwa-
nia z gleb zanieczyszczeń spowodowanych nadmiernych 
zasoleniem.

Kolejnym krokiem w badaniach będzie zastosowanie 
substancji o charakterze osmoprotektantów, w celu zwięk-
szenia wydajności przeżywalności komórek bakteryjnych 
i ich stabilności podczas długiego czasu przechowywania, 
a także zastosowanie liofi lizatów – jako inokulum – w eks-
perymentach polowych.

Praca została sfi nansowana ze środków na działalność 
statutową Uniwersytetu Mikołaja Kopernika w Toruniu 
oraz zrealizowana w ramach projektu Narodowego Cen-
trum Nauki (DEC-2012/07/B/NZ9/01801).
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Abstract: The role and signifi cance of plant growth promot-
ing rhizobacteria (PGPR) in soil degradation due to saliniza-
tion was discussed. Soil pollution, leading to the so-called salt 
stress, may be caused by excessive use of mineral fertilizers 
and plant protection products. The study demonstrated the po-
tential of Bacillus sp. and Variovorax sp. to enhance the rape-
seed growth in the saline environment. Impact of lyophilization 
process, its time and the temperature of bacterial lyophilizate 
storage on survival of the six strains: Bacillus sp., Bacteroidetes

bacterium, Massilia sp., Pseudomonas fl uorescens and Vari-
ovorax sp. was examined. It was demonstrated that both lyophili-
zation and an increase in temperature as well as lyophylizate
storage time signifi cantly reduced viability of rhizospheric
microorganisms. Further, the survival rate of plant growth stimu-
lating bacteria in lyophilisates depended on the bacterial strain. 
All the lyophilized microorganisms exhibited the best survival 
rate following storage at 4 °C. The freeze-dried soil bacteria can 
potentially be used as components of bioproducts in order to 
assist plant growth in excessively saline soils.

Keywords: Soil pollution, plant growth promoting rhi-
zobacteria (PGPR), lyophilization, bioproduct, bacterial sur-
vival, salinity.




