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Abstract 

Vervuiling, door toxische metalen en organische contaminanten, kan zowel op de omgeving als 

op de mens negatieve effecten uitoefenen. Fytoremediatie is een milieuvriendelijke manier om 

vervuilde bodems en grondwater te zuiveren met behulp van planten en hun geassocieerde 

micro-organismen. Ondanks dat fytoremediatie een veelbelovende methode is, moeten er nog 

verschillende tekortkomingen opgelost worden. Dit kan door verschillende eigenschappen van 

plant-geassocieerde bacteriën te gebruiken. 

In dit project werd de focus gelegd op gemengde vervuiling in plaats van enkelvoudige, 

aangezien gemengde vervuiling in de natuur het meest voorkomt. Het probleem is echter dat 

fytoremediatie van gemengde vervuilingen tot op heden moeilijk te realiseren is. Onze hypothese 

stelde hierbij dat het mogelijk is, het fytoremediërend vermogen van wilgen voor een gemengde 

vervuiling van Cd en tolueen te verbeteren, door het gebruik van plant-geassocieerde bacteriën.  

In een eerste fase van dit project werden de wilg-geassocieerde bacteriën geïsoleerd. Enkele Cd-

resistente bacteriën met de geschikte eigenschappen: siderofoor-, IAA- en organische zuur 

productie, werden vervolgens geconjugeerd met de bacterie Burkholderia vietnamiensis, die het 

TOM plasmide bevat, dat codeert voor tolueen degradatie. Dit resulteerde in het ontstaan van 2 

transconjuganten, 1 endofyt en 1 rhizosferische bacterie. Deze transconjuganten werden zowel 

apart als samen in wilgenstekken geïnoculeerd, die vervolgens gedurende 4 weken blootgesteld 

werden aan 0,4 mM CdSO4 en 250 mg/l tolueen; of 0,8 mM CdSO4 en 750 mg/l tolueen.  

In een tweede fase werd het fytoremediërend vermogen van deze wilgen vergeleken met niet 

geïnoculeerde wilgen. Hieruit bleek dat inoculatie met beide bacteriën tegelijk een positieve 

invloed had op de biomassa van de wortels en de bovengrondse plantendelen bij de hoogste 

blootstellingsconcentratie. De evapotranspiratie van tolueen daalde hier ook significant na 

inoculatie met beide bacteriën. Uit de metaalbepalingen in de blaadjes kon geconcludeerd 

worden dat inoculatie met bacterie 1 bij de laagste blootstellingsconcentratie een daling van het 

metaalgehalte veroorzaakte terwijl dit voor de hoogste het geval was na inoculatie met beide 

bacteriën. In de wortels en bodem werden geen significante verschillen teruggevonden. Tot slot 

werd bij het meten van de activiteit van stress-gerelateerde enzymen waargenomen dat zowel de 

bacteriën als blootstellingen hierop verschillende effecten uitoefenen en dit voornamelijk in de 

blaadjes. Er werden bijna geen verschillen waargenomen tussen niet-geïnoculeerde wilgen en die 

geïnoculeerd met beide bacteriën. Deze resultaten ondersteunen de hypothese, maar verder 

onderzoek naar de verbetering van het fytoremediërend vermogen van wilgen is zeker nodig. 
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1. Inleiding 

 

Als gevolg van de globalisering en toenemende industrialisering kan een drastische stijging in 

vervuiling van toxische metalen en organische contaminanten worden waargenomen in bodem, 

water en sedimenten. Deze kunnen negatieve effecten tot gevolg hebben op zowel de mens als op 

de omgeving en zijn organismen. In dit project wordt gewerkt met de modelvervuilingen 

cadmium (Cd), als toxisch metaal en tolueen, als organische contaminant(1, 2). 

1.1 Effecten van Cd en tolueen  

De historische verontreiniging van toxische metalen door de non-ferro industrie (zink-, lood- en 

koperfabrieken) heeft geleid tot vele bedreigingen voor de volksgezondheid en het milieu. Een 

voorbeeld hiervan waren de in de (Nederlandse en Belgische) Kempen gevestigde 

zinksmelterijen die grote hoeveelheden Cd, lood (Pb) en zink (Zn) verspreid hebben. 

Cadmium is een van nature veelvoorkomend niet-essentieel element dat samen met Pb, koper 

(Cu) en Zn in vele ertsen kan gevonden worden. Ontginning hiervan is de voornaamste manier 

van Cd verspreiding in het milieu. Andere antropogene bronnen die Cd vrijzetten zijn 

metaalverwerkende industrieën en het gebruik van fosfaathoudende meststoffen in de 

landbouw
(1, 3, 4)

. De verbranding van Cd-houdende producten kan verspreiding naar de omgeving 

veroorzaken en leiden tot vervuilde bodems en waterwegen. Planten kunnen dit vervolgens 

opnemen, mogelijk resulterend in een verdere verspreiding van Cd in de voedselketens. Het is 

bijgevolg niet veilig gewassen te gebruiken, noch voor menselijke, noch voor dierlijke 

consumptie, die gekweekt worden op deze metaalhoudende gronden. Voor de planten zelf kan 

Cd ook negatieve effecten hebben, die kunnen leiden tot een verminderde groei of chlorosis
(3)
. 

Voeding, roken of inhalatie van een Cd houdend stof zijn voor de mens de belangrijkste bronnen 

van blootstelling. De meest voorkomende effecten op de mens zijn nierschade, het ontstaan van 

botziekten zoals osteoporose of verscheidene vormen van kanker
(1, 5, 6)

. 

Tolueen werd in deze thesis gebruikt als modelcomponent van BTEX (benzeen, tolueen, 

ethylbenzeen, xyleen). Deze wateroplosbare aromatische koolwaterstoffen vormen één van de 

belangrijkste groepen van organische bodem- en grondwaterverontreiniging. Een veel 

voorkomende bron van BTEX-vervuiling is de lekkage van petroleum producten (bevatten 

BTEX-componenten), zoals benzine, diesel en andere oliën. Tolueen zelf wordt vaak gebruikt als 
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solvent voor het verdunnen van verven, in rubber en inkt. Door toepassing van industriële 

processen kan tolueen omgezet worden in benzeen, xyleen en verder in ethylbenzeen (BTEX)(7). 

Dankzij de hoge wateroplosbaarheid van tolueen vindt absorptie door planten vanuit het 

grondwater zeer gemakkelijk plaats. Aangezien de meeste planten echter niet beschikken over 

gepaste degradatie mechanismen voor vele organische contaminanten, resulteert deze opname 

vaak in fytotoxiciteit en evapotranspiratie van de polluent naar de atmosfeer. Voor de mens zijn 

inhalatie van tolueen of opname vanuit het water mogelijke routes van blootstelling aan tolueen. 

Effecten van tolueen op de mens kunnen vermoeidheid, misselijkheid of zelfs geheugenverlies 

zijn. Op lange termijn kan tolueenvergiftiging leiden tot permanente hersenschade
(8, 9)

. 

Als gevolg van de toenemende agriculturele verliezen en bezorgdheid om ernstige 

gezondheidsproblemen, is er een meer intense zoektocht naar oplossingen ontstaan
(10)
. 

Conventionele technieken zoals het uitgraven of uitwassen van de grond, of het chemisch 

zuiveren van grondwater kunnen niet gebruikt worden voor de sanering van grootschalige 

vervuilde sites zoals de Kempen (> 300 km² in België)
(11)
. Hun hoge kosten, invasief en 

destructief karakter en het feit dat ze de bodem vaak onvruchtbaar achterlaten, maken deze 

technieken inefficiënt. In tegenstelling tot deze conventionele methoden zijn milieuvriendelijke 

biologische remediatietechnieken, zoals fytoremediatie, veel voordeliger en niet invasief. 

Hierdoor worden ze door de maatschappij steeds vaker als goed alternatief beschouwd
(12, 13)

. 

1.2 Fytoremediatie 

Biologische remediatiemethoden genieten de laatste jaren steeds vaker van de aandacht van het 

grote publiek omdat hierbij levende organismen (vb. planten, bacteriën) gebruikt worden als 

plaatsvervangers van machines voor de zuivering van verontreinigde locaties
(13)
. Fytoremediatie 

is een, op zonne-energie werkende in situ biologische saneringstechniek met minimale 

verstoring, die gebruik maakt van planten en hun geassocieerde micro-organismen bij het 

zuiveren (fytoextractie) of stabiliseren (fytostabilisatie) van vervuilde bodems of (grond)water 

(Figuur 1)
(12, 14)

. De uitgebreide wortelsystemen van planten vormen hierbij een uitstekende 

habitat voor vele micro-organismen die de plant helpen bij de absorptie van water en nutriënten, 

maar vaak ook van toxische stoffen, uit de bodem. 

Planten kunnen bovendien vaak economisch gevaloriseerd worden door het feit dat ze niet 

enkel fungeren als natuurlijke filtersystemen die vervuilde gronden kunnen opzuiveren. In een 

verder verwerkingsproces kunnen ze namelijk ook gebruikt worden als bron voor 

biobrandstoffen waardoor de niet-verontreinigde en meer vruchtbare gronden beschikbaar 
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blijven voor het kweken van voedingsgewassen
(14, 15)

. Deze techniek kan zowel toegepast worden 

op gronden vervuild met organische als anorganische contaminanten en is voornamelijk 

voordelig bij de sanering van grootschalige vervuiling
(16)
. 

 

 

 

Figuur 1: Overzicht van fytoremediatie 

1.2.1 Fytoremediatie van toxische metalen 

Het gebruik van planten bij de remediatie van bodems of grondwater gecontamineerd met 

toxische metalen omvat 2 belangrijke methoden (Figuur 1)(17). Een eerste is fytostabilisatie; 

hierbij worden planten gebruikt om de toestand van de vervuiling chemisch alsook fysisch te 

veranderen. Metalen worden aan het worteloppervlak gebonden via adsorptie, waardoor verdere 

verspreiding verhinderd wordt. Een dicht plantendek kan tevens de verstrooiing van metalen via 

wind- en watererosie verminderen en de percolatie van de toxische metalen naar het grondwater 

tegengaan(18).  
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Naast fytostabilisatie kan ook fytoextractie gehanteerd worden voor de remediatie van toxische 

metalen. Deze thesis zal zich enkel op fytoextractie concentreren, hierbij worden de metalen 

door de planten opgenomen, getransloceerd naar de bovengrondse delen en verwijderd uit de 

bodem of het grondwater. De ideale plant hiervoor heeft een zeer hoge accumulatie capaciteit en 

biomassaproductie. Deze bestaat echter niet, enerzijds zijn er wel hyperaccumulatoren die zich 

gespecialiseerd hebben in de opname van bepaalde contaminanten, maar geen hoge 

biomassaproductie hebben. Het gebruik van hyperaccumulatoren is hierdoor enkel economisch 

rendabel bij de extractie van Ni, door zijn hoge marktwaarde. Anderzijds zijn er bepaalde 

boomsoorten (o.a. wilg en populier) of gewassen met een hoge biomassaproductie. Door hun 

uitgebreid wortelsysteem en grote wateropname beschikken ze toch nog over een voldoende 

accumulatie capaciteit. Dankzij deze hoge biomassaproductie en de mogelijkheden tot valorisatie 

is kiezen voor de laatste groep van planten economisch voordeliger, in dit project zal er dan ook 

met wilgen gewerkt worden
(11, 19, 20)

. De opname van de toxische metalen kan best gevolgd 

worden door een verplaatsing naar de bovengrondse plantendelen. Vervolgens kunnen de planten 

geoogst worden met de verwijdering van de metalen uit het milieu als gevolg
(20, 21)

. Verdere 

verwerkingsprocessen zoals pyrolyse of verbranding waarbij filters gebruikt worden die de 

metalen opvangen, levert zowel energie als gerecycleerde metalen op(14). 

Opname van metalen kan vergemakkelijkt worden door sideroforen en organische zuren, 

geproduceerd door micro-organismen
(13)
. Sideroforen zijn natuurlijke chelatoren die niet enkel 

met ijzer, maar ook met andere metalen binden. Hierdoor ontstaat een complex dat de opname 

van metalen kan bevorderen. Organische zuren (e.g. citroenzuur) doen de adsorptie van metalen 

(vb. Cd en Zn) aan bodempartikels afnemen, resulterend in een betere beschikbaarheid(22). 

Hoewel fytoremediatie als goed alternatief kan beschouwd worden voor de conventionele 

remediatietechnieken, dient men voor de toepassing ervan op metaalverontreinigde gebieden nog 

steeds enkele zwakke punten op te lossen. De belangrijkste gebreken zijn een te lage 

biobeschikbaarheid van de metalen waardoor ze niet binnen een aanvaardbaar tijdsbestek uit de 

grond geëxtraheerd kunnen worden of een te hoge concentratie van de toxische metalen in de 

plant, hetgeen kan leiden tot fytotoxiciteit
(15, 23)

. Een mogelijke oplossing voor dit probleem is 

het gebruik van plant-geassocieerde bacteriën
(12, 24, 25)

. Dit zal verder in het project beschreven 

worden. 
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1.2.2 Fytoremediatie van organische contaminanten 

De eerste stap bij fytoremediatie van organische contaminanten is hun opname. Deze kan 

plaatsvinden via translocatie vanuit de bodem of via transfer doorheen de blaadjes. De eerste 

methode wordt beschouwd als de belangrijkste voor fytoremediatie en hangt voornamelijk af van 

de lipofiliciteit van de organische contaminanten uitgedrukt in een octanol-water coëfficiënt 

(KOW). Stoffen met een log KOW tussen 1 en 3,5 worden door planten goed geabsorbeerd, deze 

met een log KOW lager dan 1 zijn te water oplosbaar terwijl deze met een log KOW hoger dan 3,5 

te hydrofoob zijn
(24, 26)

. Tolueen heeft een log KOW van ongeveer 2,69. Verder wordt de opname 

van deze stoffen beïnvloed door de omgevingscondities (pH, vochtigheidsgraad, …) en 

kenmerken van de plant zelf. Een bijkomend voordeel dat planten bieden is dat, net zoals bij 

metalen, een dicht plantendek wind- en watererosie van organische polluenten kan tegengaan. 

De opname van de organische contaminanten wordt gevolgd door de metabolisatie ervan. Zowel 

de plant, maar voornamelijk de plant-geassocieerde bacteriën zijn tot deze metabolisatie in staat. 

Planten zelf zijn hier duidelijk in het nadeel door het feit dat ze foto-autotroof en bijgevolg niet 

afhankelijk van organische stoffen zijn. Ze beschikken hierdoor vaak niet over performante 

afbraakroutes. Transformatie van de stoffen naar meer wateroplosbare stoffen kan meestal wel 

plaatsvinden. De contaminanten worden hier door plantenzymen gedegradeerd (fytodegradatie) 

of getransformeerd in minder toxische stoffen (fytotransformatie: Figuur 1) volgens het ‘groene-

lever model’. Dit model werkt volgens hetzelfde mechanisme als een lever. De polariteit en 

hydrofiliciteit van de toxische stoffen wordt verhoogd waardoor de toxiciteit afneemt. Deze meer 

wateroplosbare en minder toxische stoffen worden verder gesekwestreerd in de vacuolen. Bij het 

oogsten worden deze organische contaminanten ten slotte uit de omgeving verwijderd(27). Andere 

organische contaminanten kunnen doorheen plantmembranen getransporteerd worden, die met 

hoge vluchtigheid kunnen vervolgens via de blaadjes geëvapotranspireerd worden 

(fytovolatilisatie: Figuur 1). Zoals eerder aangehaald kan de metabolisatie van de toxische 

organische contaminanten ook in de natuurlijk voorkomende plant-geassocieerde bacteriën 

plaatsvinden, waarin de stoffen naar CO2 worden afgebroken. Helaas zijn al deze 

afbraakmechanismen vaak onvoldoende, resulterend in de tekortkomingen van fytoremediatie 

voor organische stoffen contaminanten, namelijk een te lage biobeschikbaarheid, fytotoxiciteit of 

evapotranspiratie
(26, 28)

. Een mogelijke oplossing hiervoor is het gebruik van plant-geassocieerde 

bacteriën zoals verder beschreven.  
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1.3 Plant-geassocieerde bacteriën 

Plant-geassocieerde bacteriën kunnen worden ingedeeld in 3 groepen, bacteriën die resideren in 

de fyllosfeer, in de rhizosfeer en endofyten
(24, 29, 30)

. De externe omgeving van de bovengrondse 

plantendelen wordt de fyllosfeer genoemd, hier bevinden zich de fyllosferische bacteriën. 

Hetzelfde geldt voor de externe omgeving van de ondergrondse plantendelen, deze wordt de 

rhizosfeer genoemd en bijgevolg kunnen hier de rhizosferische bacteriën worden teruggevonden. 

Fytoremediatie richt zich voornamelijk op de bodem, bijgevolg concentreert deze thesis zich 

enkel op de rhizosferische bacteriën en endofyten. Deze laatste leven in het plantenweefsel 

zonder hun gastheer schade toe te brengen. Hierdoor ontstaat een grotere interactie met hun 

gastheer en is er minder competitie voor nutriënten. Bovendien worden endofyten beter 

beschermd tegen veranderingen in de omgeving dan fyllosferische of rhizosferische bacteriën
(31)
. 

De plantengroei kan door al deze bacteriën direct alsook indirect bevorderd worden(32). 

1.3.1 Directe groeipromotie 

Essentiële elementen in de bodem zoals stikstof, fosfor of ijzer zijn vaak niet voldoende 

beschikbaar voor de plant en kunnen de groei ervan limiteren. Plant-geassocieerde bacteriën 

kunnen bijdragen tot een betere opname van deze essentiële nutriënten. Stikstof komt het meest 

voor als N2, dat ontoegankelijk is voor de meeste organismen. Sommige bacteriën kunnen deze 

vorm van stikstof fixeren en de plant hiervan voorzien. Ook voor fosfor geldt dat het meeste 

fosfor aanwezig in de bodem niet biobeschikbaar is. Om dit te verbeteren kunnen bacteriën 

gebruikt worden die organische zuren (vb. citroenzuur) of fosfatasen produceren, waardoor het 

niet-beschikbare fosfaat oplosbaar wordt. Verder zijn er nog bacteriën die sideroforen kunnen 

produceren. Deze sideroforen zijn zoals eerder aangehaald natuurlijke chelatoren die ijzer (en 

andere metalen) met een hoge affiniteit binden. De bacterie produceert deze sideroforen om zelf 

voldoende ijzer te capteren. Maar ook planten zijn in staat de complexen die ontstaan bij deze 

ijzer sekwestrering op te nemen en hebben bijgevolg baat bij siderofoor-producerende 

bacteriën
(25, 33, 34)

.  

Naast hulp bij de opname van essentiële elementen kunnen plant-geassocieerde bacteriën ook 

groeipromoverende fytohormonen produceren. Voorbeelden hiervan zijn auxines (vb. Indol-3-

azijnzuur), cytokinines of giberillines, die de groei en de ontwikkeling van de plant kunnen 

bevorderen, waardoor meer contaminanten kunnen worden opgenomen(35). Tot slot zijn er 

bacteriën die de productie van het stresshormoon ethyleen, dat wordt geassocieerd met een 

verminderde wortelgroei, kunnen tegengaan. Dit kan enerzijds door de productie van ACC-
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deaminase en anderzijds door de productie van auxinen die de hormonenbalans in evenwicht 

brengen(36, 37). 

1.3.2 Indirecte groeipromotie 

Indirecte groeipromotie wordt waargenomen wanneer niet-pathogene bacteriën de activiteit van 

en het aantal pathogene bacteriën onderdrukken. Ten eerste kan dit gebeuren doordat er 

competitie plaatsvindt tussen pathogene en niet-pathogene bacteriën. Ze gebruiken immers beide 

dezelfde nutriënten en koloniseren dezelfde habitat. Verder kunnen vele niet-pathogene bacteriën 

sideroforen produceren, waardoor zij het meeste ijzer capteren, met als gevolg een te laag 

ijzergehalte voor de overleving van de pathogene bacteriën. Sommige plant-geassocieerde 

bacteriën zijn in staat antibiotica te produceren die pathogenen doden of hun groei inhiberen. 

Toxines, door de pathogenen geproduceerd, kunnen ook afgebroken worden door bepaalde plant-

geassocieerde bacteriën. Als laatste kan immuniteit in planten opgebouwd worden nadat 

blootstelling aan pathogenen of niet-pathogene bacteriën plaatsvond. Dit wordt ook wel 

geïnduceerde systemische resistentie genoemd en is een vorm van indirecte verdediging
(25, 33, 38)

. 

1.3.3 Plant-geassocieerde bacteriën en fytoremediatie 

Planten beschikken van nature reeds over geassocieerde bacteriën. Niet al deze bacteriën 

beschikken echter over de geschikte eigenschappen of zijn in voldoende mate aanwezig om 

bovenstaande groeipromoverende of beschermende eigenschappen te verwezenlijken. Mogelijke 

oplossingen hiervoor zijn het aanrijken van reeds aanwezige bacteriën of de modificatie en 

introductie van de geschikte bacterie die van nature niet aanwezig was. Zoals eerder vermeld 

worden plant-geassocieerde bacteriën naast hun groeipromoverend vermogen ook gebruikt voor 

hun potentieel om bij te dragen tot een verbeterde fytoremediatie. 

Bij metaalverontreinigde gronden kunnen rhizosfeer bacteriën met de juiste eigenschappen de 

biobeschikbaarheid van de metalen verhogen. Door productie van sideroforen of organische 

zuren die niet enkel ijzer complexeren, maar ook andere metalen zoals Cd binden, wordt een 

verhoogde metaal-biobeschikbaarheid bekomen. Hierbij wordt gestreefd naar een toename in 

translocatie van de metalen naar de bovengrondse delen met als gevolg de verwijdering van de 

metalen uit het milieu na de oogst. Deze verhoging in metaal-biobeschikbaarheid kan leiden tot 

fytotoxiciteit. De te hoge concentratie aan metalen in de plant kan vervolgens verminderd 

worden via metaal resistentie/sekwestratie-mechanismen van endofytische bacteriën. Dit 

verdedigingsmechanisme van bacteriën waarbij de opgenomen metalen naar buiten worden 
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gepompt, is gekoppeld aan het naar binnen pompen van H
+
-ionen. Het tot stand gekomen 

basische karakter aan de buitenkant van de bacterie zorgt ervoor dat de metalen neerslaan op de 

celwand en de hoeveelheid vrije toxische metalen afneemt. Dit resulteert in een verlaagde 

toxiciteit voor zowel de bacterie als de plant. Met behulp van de plant-geassocieerde bacteriën 

kan dus een verhoogde opname van metalen uit de bodem plaatsvinden
(24, 33, 36)

. Lodewyckx et 

al. (2001) hebben reeds aangetoond dat door de introductie van het nnc-nre nikkel-resistentie 

systeem van Ralstonia metallidurans in gele lupine endofyten, de Ni concentratie in de wortels 

significant toenam zonder een stijging in Ni fytotoxiciteit
(39)
. 

Bij bodems verontreinigd met organische contaminanten kunnen plant-geassocieerde bacteriën 

met de nodige degradatiemechanismen zorgen voor een verminderde fytotoxiciteit en 

evapotranspiratie. Het voordeel van het gebruik van natuurlijke of genetisch gemanipuleerde 

endofyten hier is dat vele organische componenten via de wortel naar het xyleem worden 

getransporteerd, waar zich vaak vele endofyten bevinden. Als gevolg van de lange 

contactperiode tussen de endofyten en de organische contaminanten wordt de kans op volledige 

afbraak, als de endofyten de juiste degradatiemechanismen bezitten, vergroot. De kans op 

evapotranspiratie vanuit de plant naar de omgeving alsook de fytotoxiciteit voor de plant 

vermindert hierdoor(24, 26, 28, 33, 39, 40). Barac et al. (2004) hebben dit reeds aangetoond aan de hand 

van de introductie van het TOM-plasmide van Burkholderia cepacia G4 in de van nature 

voorkomende gele lupine endofyt B. cepacia L.S.2.4. Na inoculatie van deze endofyt en 

blootstelling van de plant aan tolueen, werd een afname van zowel de fytotoxiciteit als de 

evapotranspiratie van tolueen verworven
(26)
. 

1.4 Doelstelling 

Fytoremediatie met behulp van plant-geassocieerde bacteriën is de laatste jaren het onderwerp 

van vele studies geweest. Bij de meeste van deze studies werd gekeken naar de remediatie van 

gronden vervuild met metalen of met organische contaminanten. In tegenstelling tot deze 

voorgaande studies zal dit project zich richten op gemengde vervuilingen. De reden hiervoor is 

dat veel locaties zowel met metalen als met organische componenten vervuild zijn. De 

remediatie van gemengde vervuiling met behulp van planten gaat gepaard met enkele 

moeilijkheden. Zo kan de aanwezigheid van toxische metalen een negatief effect uitoefenen op 

de mogelijkheden van bacteriën om organische contaminanten af te breken(41). Tot nu toe lag de 

focus bij studies die zich concentreerden op gemengde contaminatie in tegenstelling tot dit 



   Inleiding 

9 

 

project bij de stabilisatie in plaats van de extractie van toxische metalen om zo de afbraak van de 

organische contaminanten te bevorderen.  

In dit project zal geprobeerd worden een bacterie te creëren die zowel tolueen kan afbreken als 

Cd kan sekwestreren. Hiervoor worden in het eerste deel bodem- en plantstalen genomen van 

wilgen die op Cd-vervuilde gronden groeien. Uit deze stalen worden wilg-geassocieerde 

bacteriën geïsoleerd en vervolgens fenotypisch alsook genotypisch gekarakteriseerd. Bij de 

fenotypische karakterisatie wordt onder andere gekeken naar de Cd-resistentie. De genotypische 

karakterisatie wordt uitgevoerd met behulp van ‘Amplified ribosomal DNA restriction analysis’ 

(ARDRA) en heeft de bedoeling de bacteriën te identificeren. Vervolgens wordt een selectie van 

de meest bruikbare bacteriën gemaakt. Aan de hand van een conjugatie waarbij de Cd-resistente 

bacteriën gebruikt zullen worden als receptor en Burkholderia vietnamiensis (BU61) als donor, 

wordt getracht een bacterie te creëren die zowel in staat is tolueen af te breken als Cd-resistent is. 

De Burkholderia vietnamiensis (BU61) donor vertoont een constitutieve expressie van het TOM 

plasmide dat codeert voor tolueen afbraak. In een serre experiment zullen wilgenstekken 

vervolgens geïnoculeerd worden met de verschillende transconjuganten. Als controle zal ook 

gewerkt worden met niet-geïnoculeerde wilgen. Deze zullen vervolgens enkele weken 

blootgesteld worden aan gekende subletale concentraties Cd en tolueen.  

In het tweede deel zal het fytoremediërend potentieel van deze verschillende geïnoculeerde 

wilgen onderzocht worden door de meting van biomassa’s, Cd-bepalingen, tolueen 

evapotranspiratie bepalingen en metingen van de activiteit van stressgerelateerde enzymen, uit te 

voeren.  

De hypothese hierbij is dat het mogelijk is het fytoremediërend potentieel van wilgen te 

verbeteren voor een gemengde vervuiling van Cd en tolueen, door het creëren en gebruiken van 

wilg-geassocieerde bacteriën die Cd-resistent zijn en tolueen kunnen afbreken. Aangezien 

gemengde verontreiniging tot op heden nog steeds moeilijk te saneren is met behulp van planten, 

kunnen, wanneer de hypothese bewezen kan worden, de uitkomsten van dit project een bijdrage 

leveren tot de verdere oplossing van dit probleem. Hierbij zou gebruik van rhizosferische en/of 

endofytische bacteriën als doorbraak beschouwd kunnen worden voor de grootschalige 

toepassing van fytoremediatie. 

Dit project kadert binnen het CMK-speerpunt dat de mogelijkheden onderzoekt naar het gebruik 

van bacteriën om de fytoremediatie van vervuilde sites te verbeteren. 
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2. Materiaal & Methoden 

2.1 Staalname 

Rhizosfeer- en wortelstalen werden genomen en bewaard in steriele 50 ml buisjes (Falcon) 

gevuld met 20 ml steriel MgSO4 (10 mM). De blad- en twijgstalen werden gelabeld en 

gepreserveerd in plastieken zakken. Van ieder compartiment werd een bemonstering van 3 

verschillende bomen uitgevoerd en voor verdere analyses werden deze gepoold in 1 mengstaal. 

2.2 Isolatie en karakterisatie van de plant-geassocieerde bacteriën 

De rhizosfeer stalen werden gevortexed, hiervan werd een verdunnigsreeks aangemaakt van 0 tot 

10
-7
 in MgSO4 (10 mM) die werd uitgeplaat op 1/10 rijk medium (869) (Bijlage 1). Na 7 dagen 

incubatie bij 30°C werd het aantal kolonies geteld (CFU) en berekend per gram rhizosfeer. Voor 

de isolatie van endofyten uit de plantenstalen werden de wortel- en bladoppervlakten gedurende 

10 min en de twijgen gedurende 5 min gesteriliseerd in respectievelijk 2 % of 1 % actieve chloor 

oplossing, aangereikt met 1 druppel Tween 80 (Merck) per 100 ml oplossing. Vervolgens 

werden de stalen 3 maal gespoeld in steriel gedestilleerd water. Om de oppervlakte steriliteit te 

controleren werd het derde spoelwater uitgeplaat op rijk medium (869). De oppervlakte werd als 

steriel beschouwd wanneer na 7 dagen hierop geen bacteriële groei werd vastgesteld. De steriele 

plantenstalen werden gedurende 60 sec (wortels en blaadjes) of 90 sec (twijgen) gemixt in 10 ml 

MgSO4 met een Polytron PR1200 Mixer (Kinematica A6). Verdunningsreeksen werden 

aangemaakt en uitgeplaat op 1/10 rijk medium (869) en gedurende 7 dagen geïncubeerd bij 

30°C. Ook hier werd het aantal kolonies geteld en berekend per gram versgewicht van de stalen. 

De bacteriën werden morfologisch vergeleken, de verschillende bacteriën werden vervolgens 3 

maal opgezuiverd en uitgeplaat op 1/10 rijk medium (869). Tot slot werden de morfologisch 

verschillende bacteriën gedurende 48 u opgekweekt bij 30°C in vloeibaar rijk medium (869). 

Deze werden vervolgens gecentrifugeerd gedurende 20 min bij 4000 rpm waarna de pellets 

opgelost werden in 1,5 ml glycerol stockoplossing (Bijlage 2). Dit werd in cryo-buisjes (Greiner 

bio-one) bewaard bij -70°C. 

2.2.1 Genotypische karakterisatie 

Nadat de morfologisch verschillende bacteriën in rijk vloeibaar medium (869) waren 

opgekweekt, werd hiervan 1,5 ml in epjes gepipetteerd. Vervolgens werd hiermee na 

centrifugatie en verwijdering van het supernatans, een DNA extractie van het volledige 

genomische DNA uitgevoerd met behulp van het DNeasy
® 
Blood and Tissue Kit (Qiagen). De 
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kwaliteit en kwantiteit van het DNA werd gecontroleerd met de Nanodrop ND-1000 

Spectrophotometer (Isogen Life Sciences). Van het geëxtraheerde DNA werd 1 µl gebruikt voor 

ARDRA (Amplified Ribosomal DNA restriction analysis). Hier werd in de eerste stap met 

behulp van een PCR (Polymerase Chain Reaction) het 16S rDNA geamplificeerd (Bijlage 3). In 

deze reactie werd aan het staal (1 µl), 49 µl ‘mastermix’ toegevoegd. Deze bestond uit 1 µl van 

de universele 1392R (5´-ACGGGCGGTGTGTRC-3´) en van de bacterie specifieke 26F (5´-

AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3´) primers(42), 5 µl PCR-buffer, 1 µl dNTP-mix (10 mM), 2 

µl MgSO4 (50 mM) en 0,2 µl Taq polymerase aangevuld met RNase vrij water zodat iedere 

reactie uit een volume van 50 µl bestond. In een volgende stap werden de PCR producten 

geknipt (Digestie) gedurende 2 u bij 37°C met behulp van 1 eenheid van de 4-base-specifieke 

restrictie endonuclease HpyCH4 IV in 1 x NEB buffer 1 (New England Biolabs). Na de digestie 

werden de bekomen producten op een 1,5 % agarose gel aangebracht. Met behulp van 

gelektroforese (Bio-Rad Powerpac Basic) werden deze fragmenten gescheiden gedurende 2 u bij 

90 V en gevisualiseerd met behulp van Gelred (Biotium) nucleïnezuur kleurstof onder UV licht.  

Bacteriën met dezelfde patronen werden gegroepeerd en het 16S rDNA van respectievelijk 1 

bacterie per groep werd opgezuiverd met behulp van de Qiaquick PCR purification kit (Qiagen). 

De sequenering werd uitgevoerd door het ‘VIB Genetic Service Facility’ van de Universiteit 

Antwerpen. Uitgaande van forward en reverse sequenties werden concensus sequenties 

verkregen met behulp van het ‘Staden Package’. De identificatie werd uitgevoerd door de 

verkregen 16S rDNA consensus sequenties te vergelijken met referentiestammen in de online 

Ribosomal Data Base (RDBII) en de NCBI Ribosomal Data Base. Tot slot werd een alignement 

aangemaakt met behulp van het programma Clustal-X, hetgeen resulteerde in een taxonomische 

boom van de verscheidene bacteriën (Zie 3.1.1).  

2.2.2 Fenotypische karakterisatie 

Na de digestie werden alle bacteriën getest op Cd-resistentie, siderofoor-, organische zuur- en 

IAA-productie (Indol-3-azijnzuur). De Cd-resistentie werd geanalyseerd door de verschillende 

bacteriën uit te platen op selectief medium (284) (Bijlage 1) aangereikt met CMIX en 0,4 of 0,8 

mM CdSO4. Deze werden vervolgens gedurende een week bij 30°C geïncubeerd. Bacteriën die 

groeiden op dit medium werden als positief beschouwd. De siderofoor- en organische zuur 

productie werden getest door de bacteriën in vloeibaar rijk medium (869) op te kweken.  

20 µl van deze bacteriële suspensie werd vervolgens overgebracht in 800 µl cultuurmedium 

aangebracht op microtiterplaten. Het cultuurmedium bij de siderofoorproductie bestond uit 
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selectief medium (284) aangereikt met CMIX zonder Fe(III)NH4Citraat en met 

Fe(III)NH4Citraat (0,25 µM als controle). Voor de organische zuurproductie bestond het 

culuurmedium uit ST (Sucrose Tryptone) medium (Bijlage 2). De microtiterplaten werden 

vervolgens 5 dagen bij 25°C geïncubeerd.  

De detectie van siderofoorproductie werd hierna uitgevoerd met behulp van de Schwyn en 

Neilands methode
(43)
 waarbij 100 µl chroom-azurol S (CAS) (Bijlage 2) reagens aan ieder 

welletje werd toegevoegd. Bij een kleuromslag van blauw naar oranje werden de bacteriën als 

positief beschouwd voor siderofoorproductie. Deze kleuromslag is een gevolg van de binding 

tussen sideroforen en het ijzer uit het CAS reagens.  

Voor de detectie van organische zuren werd 100 µl alizarine red S reagens (pH indicator) 

toegevoegd aan ieder welletje, volgens de methode van Cunningham en Kuiack
(44)
. Bij deze 

methode wordt de verzuring van het medium gevisualiseerd. Welletjes die na 15 minuten een 

gele kleur vertonen worden als positief beschouwd voor organische zuur productie, rode 

welletjes worden als negatief beschouwd. 

Ten slotte werd de IAA-productie van de bacteriën bepaald. Hierbij werden de bacteriën in 5 ml 

rijk medium (869) aangereikt met 0,5 g/l tryptofaan in het donker opgegroeid op de schudplaat 

(110 rpm), gedurende 4 dagen bij 28°C. Deze werden vervolgens gedurende 20 min bij 4000 rpm 

gecentrifugeerd waarna 0,5 ml supernatans gemengd werd met 1 ml Salkowskireagens (Bijlage 

2)
(45)
. Een kleuromslag naar roze, doordat Fe(III) 2 IAA moleculen chelateert, binnen de 20 

minuten wees op IAA-productie. 

 2.3 Conjugatie 

Een selectie van bacteriën met de geschikte karakteristieken (Tabel 3) werden gebruikt als 

acceptor voor deze conjugatie, de bodembacterie Burkholderia vietnamiensis (BU61) werd 

gebruikt als donor. 100 µl van deze bacteriën werd vanuit de glycerolstock (Zie 2.2) in 15 ml 

vloeibaar rijk medium (869) opgelost. Na 48 u incubatie bij 30°C op de schudplaat werden ze 

gecentrifugeerd gedurende 20 min bij 4000 rpm. Het pellet werd vervolgens opgelost in een 

hoeveelheid steriel MgSO4 (10 mM) zodat de OD660 (Optical Density), gelijk werd aan 1 

(Novaspec II GE Healthcare).  

Petriplaten met rijk medium werden in 3 verdeeld, op 1 gedeelte werd een druppel van de donor 

aangebracht, op het 2de gedeelte een druppel van de acceptor en op het 3de gedeelte werd een 

filter gelegd waarop 100 µl van zowel de donor als acceptor aangebracht en gemengd werden. 

Voor iedere bacterie werden 3 herhalingen aangemaakt. Na 2 dagen incubatie bij 30°C werd het 
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filtertje overgebracht in 1 ml MgSO4 (10 mM) om de bacteriën op te lossen. Een 

verdunningsreeks tot 10-4 werd aangemaakt in MgSO4 (10 mM). Hiervan werd telkens 100 µl 

uitgeplaat op selectief medium (284) aangereikt met 0,4 mM CdSO4. Deze platen werden 

geïncubeerd bij 30°C in een gesloten recipiënt waaraan tolueen werd toegevoegd zodanig dat een 

tolueen verzadigde atmosfeer gecreëerd werd. De originele donor en acceptoren werden ter 

controle uitgeplaat op (1) selectief medium (284) (2) selectief medium (284) met Cd en CMIX 

en (3) selectief medium (284) met Cd zonder CMIX. Deze werden zowel in een omgeving 

verzadigd met en zonder tolueen bewaard bij 30°C. 

Wanneer de bacteriën uitgeplaat op het selectief medium (284) met 0,4 mM CdSO4 en verzadigd 

met tolueen voldoende gegroeid waren, werden ze van de platen gepickt met een tandenstoker en 

in een erlenmeyer, gevuld met 25 ml rijk vloeibaar medium (869), gebracht. Hieraan werd 

vervolgens 4 µl tolueen toegevoegd. Deze erlenmeyers werden gedurende 2 dagen op een 

schudplaat (110 rpm) geïncubeerd. Opnieuw werd een glycerolstock aangemaakt (20 biologische 

herhalingen) (Zie 2.2).  

Om zeker te zijn dat de transconjuganten vanuit de receptor gevormd zijn, werd een BOX-PCR 

uitgevoerd (Bijlage 3). Hiervoor werd na het realiseren van een DNA extractie (Zie 2.2.1), 1 µl 

staal toegevoegd bij 49 µl mastermix. In tegenstelling tot bij ARDRA werd er gewerkt met 

slechts 1 Box Primer (2 µl, 5´-CTACGGCAAGGCGACGCTGACG-3`). De PCR producten 

werden op een 1,5 % agarose gel aangebracht (Zie 2.2.1). De resulterende fragmenten van de 

transconjuganten werden vergeleken met die van de donor en acceptor (Figuur 4). 

Om aan te tonen dat het TOM plasmide (codeert voor tolueen degradatie) aanwezig is in de 

transconjuganten, werden de TOMA4 genen geamplificeerd met behulp van een PTOM-PCR 

(Bijlage 3). Dit verloopt volgens hetzelfde principe als de ARDRA of BOX-PCR, maar met 

TOMA4 specifieke primers in de mastermix (forward: 5´-GTTGCCCTCAAACCCTACAA-3`; 

reverse: 5´-AGGGGCTGAATGTTGAGTTG-3`). De verkregen PCR-producten werden 

gevisualiseerd op een 1,5 % agarose gel met behulp van gelelektroforese (Bio-Rad Powerpac 

Basic) (Figuur 4). 

2.4 Inoculatie 

De inoculatie werd uitgevoerd met behulp van 2 transconjuganten geselecteerd na het conjugatie 

experiment (Tabel 3). Deze transconjuganten werden vanuit de glycerolstock (50 µl) opgekweekt 

in 100 ml vloeibaar rijk medium (869), in een atmosfeer verzadigd met tolueen (7 biologische 

herhalingen per transconjugant). Na 1 week incubatie bij 30°C werden beide bacteriële 
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suspensies gedurende 30 min. gecentrifugeerd bij 4000 rpm. Het pellet werd opgelost in MgSO4 

(10 mM) met een finale OD660 (Novaspec II GE Healthcare) van 0,75. De bacteriële suspensie 

(inoculum) werd ten slotte aangelengd tot een 1/10 verdunning met ½ Hoagland oplossing. Dit 

werd als groeimedium gebruikt bij de inoculatie van de stekken. Voor de controle stekken werd 

enkel ½ Hoagland oplossing gebruikt. 

2.5 Serre experiment  

Voor de stimulatie van de wortelgroei werden de wilgenstekken gedurende 24 uur in een 

rhizopon oplossing (3-indolylboterzuur, in kraanwater) geplaatst. Vervolgens werden de stekken, 

voor de ontwikkeling van de wortels, gedurende 2 weken in beluchte ½ Hoaglandoplossing 

geplaatst die regelmatig ververst werd. Nadat de zijwortels zich gevormd hadden, werden de 

stekken gewogen en genummerd. 90 stekken werden geïnoculeerd, hierbij werden ze gedurende 

3 dagen in inoculum, aangelengd met ½ Hoagland oplossing, geplaatst (Zie 2.4). De overige 60 

controlestekken werden gedurende 3 dagen in ½ Hoagland geplaatst (Tabel 1). De inoculatie 

werd met 2 verschillende bacteriën zowel samen als apart uitgevoerd (Tabel 4). Bacterie 1 is de 

transconjugant van de rhizosfeer bacterie en de donor (Burkholderia pyrrocinia x Burkholderia 

vietnamiensis). Bacterie 2 is de transconjugant van de wortel endophyt en de donor 

(Pseudomonas spec. x Burkholderia vietnamiensis). Na de inoculatie werden de stekken geplant 

in verduisterde maatbekers van 2 liter. Hierin werd 300 ml kiezel (1-2 mm) aangebracht waarin 

een glazen buisje werd geplaatst. Vervolgens werd de stek op de kiezel geplaatst waarna 1500 ml 

zand en 150 ml van de blootstellingoplossing in de beker werd gegoten. Deze oplossing bestond 

uit ½ Hoaglandoplossing waaraan: niets; 0,4 mM CdSO4 en 250 mg/l tolueen; of 0,8 mM CdSO4 

en 750 mg/l tolueen werd toegevoegd (Tabel 1). Ten slotte werd hierop een dunne laag potgrond, 

om verdamping van tolueen tegen te gaan, en opnieuw 150 ml van de blootstellingoplossing 

aangebracht. Twee maal per week werd 50 ml van de blootstellingoplossing doorheen het glazen 

buisje toegevoegd aan de plant, de buisjes werden met kurken doppen afgesloten (Figuur 2). Dit 

werd gedurende 4 weken herhaald waarna het plantenmateriaal geoogst werd. Hierbij werd 

zowel de massa van de volledige plant als van de afzonderlijke onderdelen bepaald (wortels, 

stek, twijg en blaadjes). De lengte van de twijg werd ook gemeten. Zandstalen werden genomen 

voor de metaalbepaling van de bodem. Ten slotte werden nog stalen genomen van de blaadjes en 

de wortels voor metaalbepalingen en metingen van de enzymactiviteit, deze laatste werden 

onmiddellijk in vloeibare stikstof gebracht en vervolgens bewaard bij -70°C (Zie 2.6 en 2.7). 
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Tabel 1: Aantal stekken gebruikt bij verschillende blootstellingen en bacterie waarmee geïnoculeerd werd 

Stekken Geen bacterie Bacterie 1 Bacterie 2 Bacterie 1+2 

Geen 

blootstelling 
20 10 10 10 

0,4 mM Cd 

250 mg/l tolueen 
20 10 10 10 

0,8 mM Cd 

750 mg/l tolueen 
20 10 10 10 

 

 

Figuur 2: Wilgen na enkele weken bij het serre experiment in verduisterde potten 

2.5.1 Evapotranspiratie van tolueen 

De evapotranspiratie van tolueen werd gemeten met behulp van pompen (ADC BioScientific), 

verbonden met teflon zakken (Chemware Laboratory products) via teflon en chromosorb buisjes. 

Kolommen gevuld met CaCl2 werden tussen de zakken en de chromosorb buisjes geplaatst om 

watercondensatie in deze buisjes tegen te gaan.  
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Vooraleer er lucht in de teflonzakken werd gezogen, werd deze tolueenvrij gemaakt door 

zuivering over een CaCl2-kolom en 2 chromosorb buisjes. 15 tot 20 blaadjes werden vervolgens 

gedurende 3 u in de teflonzakken geplaatst, die luchtdicht gemaakt werden rond de twijg. Deze 

lucht werd vervolgens opnieuw uit de teflonzakken gezogen, waarbij tolueen 

geëvapotranspireerd door de planten via de blaadjes werd opgevangen in 2 andere chromosorb 

buisjes. De analyse van deze buisjes gebeurde via gas chromatografie-massa spectrometrie (GC-

MS). De hoeveelheid geëvapotranspireerd tolueen werd berekend per uur (u-1) en per 

bladoppervlakte eenheid (cm
-2
). 

De evapotranspiratie werd gemeten op zowel niet-geïnoculeerde planten als planten geïnoculeerd 

met beide bacteriën. Voor elk van beide condities werden 3 herhalingen uitgevoerd op planten 

blootgesteld aan 0,4 mM CdSO4 en 250 mg/l tolueen; en aan 0,8 mM CdSO4 en 750 mg/l 

tolueen. Gedurende de 3 u durende meting werd elk uur de lichtintensiteit per plant, met behulp 

van een PAR Sensor (Photosynthetically Active Radiation) bepaald om achteraf in de resultaten 

eventueel rekening mee te kunnen houden (Zie 3.3.2). Na de meting werd met behulp van een 

oppervlakte meter (Li-Cor) de oppervlakte van de blaadjes bepaald. 

2.6 Metaalbepalingen 

2.6.1 Metaalbepalingen van blad en wortel 

Voor de metaalbepaling werden tijdens het oogsten stalen van blaadjes (4 blaadjes) en wortel 

genomen (volledig, op 1 g voor de metingen van de enzymactiviteit na) (6-8 biologische 

herhalingen per behandeling). De stalen werden bewaard in papieren zakken en gedurende een 

week gedroogd in een broedstoof bij 50°C. Na het drogen werd het plantenmateriaal fijngemalen 

en afgewogen. Ongeveer 100 mg werd overgebracht in warmtebestendige buisjes die 3 maal met 

10 % HCL, gedestilleerd water en millipore water gespoeld werden. Hieraan werd 1 ml HNO3 

toegevoegd en overnacht op kamertemperatuur bewaard. De volgende dag werden de buisjes in 

een warmteblok tot 110°C opgewarmd om ze te laten droogdampen (ca. 4 u), dit werd 2 maal 

herhaald met HNO3 en 1 maal met HCl. Vervolgens werden de stalen terug opgelost in 20 % 

HCl en aangelengd met millipore water tot een eindconcentratie van 2 % HCl. Dit werd 

overgebracht in 15 ml buisjes (Sterilin) en ten slotte werd het Cd-gehalte met vlam-atomaire 

absorptie spectrometrie bepaald. 
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2.6.2 Metaalbepalingen van bodem 

Voor de metaalbepaling van de bodem werden zandstalen genomen tijdens het oogsten (6 

biologische herhalingen). De stalen werden bewaard in papieren bakjes en gedurende een week 

gedroogd in een broedstoof bij 50°C. Na het drogen werd 5 g bodem overgebracht in 

erlenmeyers waaraan 25 ml Ca(NO3)2 werd toegevoegd. De erlenmeyers werden eerst 3 maal 

met 10 % HCl, gedestilleerd water en millipore water gespoeld. Dit mengsel werd minstens 2 uur 

op een schudplaat gezet (50-75 rpm) waarna het door een asvrije filter werd gegoten (Watman 

40) in 50 ml buisjes (Falcon). Vooraleer de metaalconcentraties van de bodem bepaald werden, 

werden de stalen nog aangezuurd door er enkele druppels HNO3 sp aan toe te voegen. 

2.7 Enzymactiviteiten in blad en wortel 

Voor de bepaling van de activiteiten van enzymen betrokken bij de antioxidatieve verdediging, 

werden zoals eerder aangehaald bij het oogsten blad- (2 blaadjes) en wortelstalen (1 g) genomen. 

Deze stalen werden onmiddellijk in vloeibare stikstof gebracht alvorens ze bij -70°C bewaard 

werden. Deze bevroren stalen werden fijngemalen (Polytron PT 3000) in ijskoude extractiebuffer 

(0,1 M Tris-HCl buffer pH 7.8, die 1 mM EDTA en 1 mM dithiotreïtol bevat) waaraan 1 

spatelpunt onoplosbare polyvinylpyrrolidone (PVP) werd toegevoegd. Dit homogenaat werd 

doorheen een nylon filter geperst en gedurende 10 min bij 12000 rpm (4°C) gecentrifugeerd. Het 

supernatans werd overgegoten in een glazen buisje en bewaard op ijs. De activiteiten van 

enzymen, gebruikt als merkers voor oxidatieve stress
(46)
: catalase (CAT), ascorbaat peroxidase 

(APOD), glutathion reductase (GR), guajacol peroxidase (GPOD), syringyl peroxidase (SPOD) 

en superoxide dismutase (SOD), werden vervolgens spectrofotometrisch (Shimadzu UV-VIS 

1602) bepaald bij 25°C. De individuele reactiemengsels met optimale pH-waarden en golflengtes 

waarbij er gemeten werd per enzym, kunnen worden teruggevonden in bijlage 5. Per behandeling 

werd voor ieder enzym met minstens 6 biologische herhalingen gewerkt.  

2.8 Statistische analyse 

De statistische verwerking van de gegevens werd uitgevoerd met een twee weg ANOVA 

gevolgd door een Tukey Kramer postanalyse in SAS v9.2. Als de gegevens niet normaal 

verdeeld waren, konden hierin verschillende transformaties uitgevoerd worden om de gegevens 

normaal verdeeld te krijgen. Wanneer dit laatste niet lukte, konden de niet normaal verdeelde 

gegevens geanalyseerd worden met een niet-parametrische Kruskal Wallis test in Excel 2007. 
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3. Resultaten & Discussie 

3.1 Isolatie en karakterisatie van de plant-geassocieerde bacteriën 

Voor ieder compartiment werd een bemonstering van 3 verschillende wilgen uitgevoerd en voor 

verdere analyses werden deze gepoold in 1 mengstaal. Na de staalname werden de plant-

geassocieerde bacteriën uit de verschillende stalen geïsoleerd en uitgeplaat op 1/10 rijk medium 

(869). Na incubatie werd het aantal kolonies (CFU) per gram versgewicht (CFU g
-1
: Tabel 2) en 

het aantal morfologisch verschillende bacteriën bepaald.  

 

Tabel 2: # Morfologisch verschillende bacteriën en CFU g
-1
 (colony forming units) berekend per 

compartiment 

Compartiment 
# Morfologisch verschillende 

bacteriën 
CFU g

-1 
 

Rhizosfeer 15 17,16 . 10
5 

 

Wortel 17 29,87 . 104  

Stengel 4 38,8 . 10  

Twijg 3 51,95 . 10
3
  

Blad 11 26,28 . 106  

 

Uit deze tabel kan afgeleid worden dat de meeste bacteriën zich in de rhizosfeer en de blaadjes 

bevinden, in de stengel en in de twijg bevinden zich het minst aantal bacteriën. Ook kan 

vastgesteld worden dat de grootste morfologische verscheidenheid aan plant-geassocieerde 

bacteriën zich in de rhizosfeer, wortels en blaadjes bevinden. In de stengel en twijg is het aantal 

verschillende bacteriën opnieuw zeer laag.  

In verschillende studies werd reeds aangetoond dat de bacteriële dichtheid gradueel afneemt van 

de rhizosfeer naar de blaadjes. Voor het eerste gedeelte van de resultaten, van rhizosfeer tot 

stengel klopt dit, voor de twijg en de blaadjes niet. Een mogelijke verklaring voor het resultaat 

bij deze laatste 2 is het feit dat de wortels de primaire plaats van intreding voor bacteriën zijn, 

maar niet de enige. Bacteriën kunnen de plant ook binnendringen via openingen in de fyllosfeer 

(stomata e.d.)
(47)
. In tabel 3 kan worden waargenomen dat de meest voorkomende bacteriën in de 

twijg ook in de blaadjes voorkomen, hetgeen deze verklaring mogelijk ondersteunt. De bacteriën 

in de twijg kunnen namelijk via de blaadjes de plant binnengekomen zijn. 
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3.1.1 Genotypische karakterisatie 

Van de morfologisch verschillende bacteriën werd DNA geïsoleerd. Hiermee werd ARDRA 

uitgevoerd waarbij het 16S rDNA geamplificeerd werd. Dit werd in stukken geknipt en op gel 

gezet. De bacteriën met verschillende bandjes werden samengebracht (Bijlage 4) en het DNA 

werd opgestuurd voor identificatie. De verkregen resultaten van de identificatie werden met 

behulp van Staden Package verwerkt en geblast in 2 verschillende databases (NCBI; Ribosomal 

Database Project). Hieruit werden tot slot 33 verschillende bacteriën verkregen (Zie figuur 3). 

 

 

Figuur 3: Taxonomische boom van de verschillende bacteriën 

 

Deze figuur toont de taxonomische samenhang van de 33 geïdentificeerde bacteriën en werd 

verkregen, na de aanmaak van een alignement, met behulp van het programma Clustal-X. In de 

figuur kan duidelijk worden waargenomen dat, voor de meeste geïdentificeerde bacteriën 

waarvan verwacht werd dat ze zouden gegroepeerd worden bij een taxonomische analyse 

(behorend tot hetzelfde genus), deze ook in werkelijkheid gegroepeerd zijn, op enkele 

uitzonderingen na. Dit is een aanwijzing voor de vrij hoge betrouwbaarheid van de 

identificatieprocedure van het 16S rDNA. 
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3.1.2 Fenotypische karakterisatie 

De morfologisch verschillende bacteriën uit tabel 2 werden vervolgens getest op verschillende 

eigenschappen zoals de productie van sideroforen (Sid), van organische zuren (OZ) en van IAA 

alsook op resistentie tegen Cd. Nadat deze verschillende bacteriën genotypisch gekarakteriseerd 

werden en hun CFU g
-1
 versgewicht berekend werd, werden de resultaten in volgende tabel 

samengevat. Hierin worden alle bacteriën met verschillende eigenschappen uit de verscheidene 

compartimenten weergegeven. Hierbij moet rekening gehouden worden met het feit dat dezelfde 

bacteriën verschillende eigenschappen kunnen bezitten, deze worden allemaal weergegeven. 

 
Tabel 3: Fenotypische karakterisatie & CFU g

-1
 voor de verschillende bacteriën; (+) is positief (++) meer 

positief (+++) meest positief voor de test, (+-) zeer licht positief, (-) is negatief voor de test 

Bacterie CFU g
-1 

Sid OZ IAA CMIX 0.4 mM Cd 0.8 mM Cd 

Blad        

Uncultured 

rhodococcus 

75,00 . 10
4 

- - - - - - 

Uncultured gamma 

proteobacterium 

19,75 . 10
5 

- - + + - - 

Uncultured bacteria 11,67 . 10
4 

- + - + - - 

Uncultured bacteria 13,75 . 10
4
 - + - ++ - - 

Uncultured bacteria 20,83 . 10
4
 + - + - - - 

Bacillus cereus 75,00 . 10
4
 - - + + + - 

Bacillus cereus 20,83 . 10
4
 + +- + ++ - - 

Bacillus cereus 13,75 . 10
4
 - - - +++ + - 

Bacillus sp. 75,00 . 10
4
 - - - + - - 

Bacillus sp. 62,50 . 10
3
 - +- - + - - 

Bacillus sp. 20,83 . 103 + - - - - - 

Micrococcus sp. 20,83 . 104 - - ++ ++ ++ - 

Acinetobacter 

johnsonii 

26,67 . 104 - - + ++ - - 

Chryseobacterium 

hominis 

13,33 . 10
4
 - - - ++ - - 

Staphylococcus 

pasteuri 

13,88 . 10
5
 - + - + - - 

Twijg        

Uncultured gamma 

proteobacteria 

20,00 . 10
4
 +- - - ++ - - 

Bacillus sp. 38,96 . 10
3
 - - - +++ - - 

Sphingomonas sp. 13,00 . 101 +- - ++ +++ - - 

Stengel        

Bacillus subtilis 78,00 + - + ++ - - 

Bacillus sp. 78,00 + + - +++ - - 

Bacillus cereus 78,00 + - + +++ - - 

Bacillus pumilis 78,00 - +- ++ ++ ++ - 
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Wortel        

Uncultured bacteria 57,50 . 10
2
 - +- - ++ - - 

Uncultured bacteria 25,00 . 10
2
 +- + - + - - 

Uncultured bacteria 13,75 . 10
3
 + +- - + - + 

Bacillus cereus 21,25 . 10
3
 - +- + ++ + - 

Bacillus cereus 15,00 . 103 + - - + - - 

Bacillus sp. 11,00 . 103 +- +- - +++ - - 

Bacillus sp. 27,50 . 102 - +- - +++ - - 

Staphylococcus sp. 12,50 . 10
2
 + - - +++ + - 

Staphylococcus sp. 37,50 . 10
2
 - - - ++ - - 

Staphylococcus sp. 57,50 . 10
2
 - +- + + - - 

Staphylococcus sp. 12,50 . 10
2
 + - ++ +++ +++ ++ 

Staphylococcus sp. 12,50 . 10
2
 - + - - - - 

Streptomyces sp. 17,25 . 10
3
 - +- - + - - 

Streptomyces 

punicolor 

13,75 . 10
3
 + +- - + +- +- 

Pseudomonas sp. 
(1)
 57,50 . 10

3
 + + ++ +++ ++ + 

Pseudomonas sp. 
(2)
 18,75 . 10

3
 + - ++ +++ ++ + 

Pseudomonas sp. 12,50 . 10
2
 + - - +++ + - 

Arthrobacter 

gandavensis 

12,50 . 10
2
 - - ++ + - - 

Caulobacter sp. 12,50 . 102 - - ++ - - - 

Rhizosfeer        

Uncultured gamma 

proteobacteria 

25,88 . 10
4
 + - - +++ - - 

Uncultured gamma 

proteobacteria 

11,76 . 10
4
 +- + - ++ - - 

Uncultured bacteria 11,76 . 10
4
 - +- - - - - 

Uncultured bacteria 11,76 . 10
4
 + - - +++ - - 

Bacillus sp. 23,53 . 10
4
 +- +- +- ++ - - 

Bacillus sp. 28,24 . 10
4
 +- ++ - - - - 

Bacillus sp. 42,35 . 10
4
 - - ++ +++ - - 

Bacillus sp. 11,76 . 104 - - - - - - 

Bacillus sp. 35,29 . 104 + - - ++ ++ - 

Staphylococcus 

epidermis 

14,12 . 104 + - + +++ ++ ++ 

Staphylococcus 

capitis 

30,59 . 10
4
 + + - + - - 

Staphylococcus sp. 11,83 . 10
4
 - +- - ++ - - 

Burkholderia 

pyrrocinia 

14,12 . 10
4
 + - - +++ +++ +++ 

Burkholderia sp. 40,00 . 10
4
 + - - +++ ++ + 

Leifsonia spec. 37,65 . 10
4
 + - + +++ +++ +++ 

Variovorax sp. 23,53 . 10
4
 +- +- - +++ - - 

Caulobacter sp. 11,76 . 10
4
 - - - - - - 
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In deze tabel kan vastgesteld worden dat in de blaadjes bijna geen bacteriën voorkomen die 

sideroforen produceren. Ongeveer 1/3 van de bacteriën in de blaadjes test positief voor de 

productie van IAA en organische zuren. Er kan ook worden waargenomen dat bijna alle 

bacteriën groeien op medium verrijkt met CMIX, hetgeen ook geldt voor de andere 

compartimenten. De bacteriën die niet groeien op selectief medium (284) verrijkt met CMIX, 

kunnen niet heropgekweekt worden. Verder kan worden vastgesteld dat in de blaadjes slechts 

enkele bacteriën zitten die resistent zijn tegen een lage concentratie Cd, geen enkele bacterie was 

resistent tegen een hoge concentratie. Het meest voorkomende genus in de blaadjes is Bacillus, 

vertegenwoordigd door verschillende soorten.  

In de twijg komen slechts 3 verschillende bacteriën voor waarvan 1 in een zeer kleine 

hoeveelheid. De meerderheid testte licht positief voor de productie van sideroforen, in 

tegenstelling tot de productie van IAA of organische zuren. Geen enkele bacterie uit de twijg was 

Cd-resistent. 

In de stengel kon het minst aantal bacteriële kolonies worden teruggevonden. Hier konden enkel 

Bacillus soorten worden waargenomen, waarvan 3/4 in staat was sideroforen en IAA te 

produceren. De helft was in staat organische zuren te produceren, terwijl slechts 1 soort resistent 

was tegen de laagste concentratie Cd.  

De bacteriën die zich in de 3 voorgaande compartimenten bevonden, komen niet rechtstreeks in 

contact met het Cd dat zich in de bodem bevindt. Bijgevolg kunnen hier slechts weinig bacteriën 

worden teruggevonden die Cd-resistent zijn. Aangezien de bacteriën zich niet in de bodem 

bevinden, moeten zij ook niet in staat zijn sideroforen of organsiche zuren te produceren, die 

metalen vrijmaken uit de bodem. Ongeveer 50 % van al deze bacteriën zijn wel in staat het 

plantegroei-stimulerende hormoon IAA te produceren. Zoals eerder aangehaald zal deze thesis in 

het kader van fytoremediatie zich enkel richten op rhizosferische bacteriën en endofyten. 

Endofyten die zich in de wortel bevinden, bieden het voordeel dat zij rechtstreeks in contact met 

de bodem staan, bijgevolg zal in het verdere verloop enkel naar deze gekeken worden. 

In de wortel en de rhizosfeer kan de grootste verscheidenheid aan bacteriën worden 

teruggevonden. De meerderheid hiervan is in staat sideroforen te produceren. In de wortel is 2/3 

in staat organische zuren te produceren en 1/3 in staat tot de productie van IAA. In de rhizosfeer 

bezit slechts de minderheid het vermogen tot de productie van één van beiden. In de wortel 

bevindt er zich bovendien een Pseudomonas spec. die in staat is ze alle 3 (sideroforen, 

organische zuren en IAA) te produceren. Tot slot kan nog vastgesteld worden dat er zowel in de 
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wortels als in de rhizosfeer, bacteriën zitten die resistent zijn tegen zowel lage als hoge 

concentraties Cd. Hierbij enkele Staphylococcus soorten, 1 Streptomyces en Leifsonia soort en de 

meeste Burkholderia en Pseudomonas soorten. Deze laatste twee zijn de voornaamste soorten en 

zullen in het verdere verloop van deze thesis gebruikt worden. Uitgaande van deze resultaten 

werden 4 bacteriën met de meest geschikte eigenschappen geselecteerd voor conjugatie (blauw), 

2 vanuit de rhizosfeer en 2 uit de wortels. Tot slot kan nog worden waargenomen dat in geen van 

beide compartimenten bacteriën resideren die de bovenhand nemen. 

Uit deze gegevens kan verder afgeleid worden dat de meeste Cd-resistente bacteriën zich in de 

rhizosfeer en wortels bevinden. Aangezien wilgen gegroeid op een Cd-verontreinigde bodem 

gebruikt werden, is dit een logisch resultaat. Voor de productie van sideroforen en organische 

zuren geldt ook dat de meeste bacteriën die deze eigenschappen bezitten, in de wortels of 

rhizosfeer resideren. Een mogelijke verklaring hiervoor is dat zowel sideroforen als organische 

zuren een verhoging van de beschikbaarheid van metalen kunnen veroorzaken, deze bevinden 

zich voornamelijk in de bodem. Als laatste kan nog vastgesteld worden dat er zich in ieder 

compartiment bacteriën bevinden die IAA, een plantengroei stimulerend fytohormoon, kunnen 

produceren. Eerdere studies hebben reeds aangetoond dat de genen die coderen voor IAA-

productie wijdverspreid zijn onder de plant-geassocieerde bacteriën(45, 48). 

3.2 Conjugatie 

Zoals eerder aangehaald werd de conjugatie uitgevoerd met 4 verschillende acceptoren, 

geselecteerd volgens eigenschappen uit tabel 3 (Blauw) en 1 donor nl. Burkholderia 

vietnamiensis (BU61). Naast deze keuze, het bezitten van de geschikte eigenschappen, werd ook 

voor deze 4 bacteriën gekozen door het feit dat ze taxonomisch dicht aanleunen bij de donor. Dit 

vergroot de kans op een geslaagde conjugatie. Zoals beschreven in 2.5 werden de bacteriën voor 

de conjugatie gegroeid op selectief medium (284) aangereikt met Cd en verzadigd met tolueen. 

 

Tabel 4: Overzicht bacteriën gebruikt bij de conjugatie 

Compartiment Wortel Wortel Rhizosfeer Rhizosfeer 

DONOR 
Burkholderia 

vietnamiensis 

Burkholderia 

vietnamiensis 

Burkholderia 

vietnamiensis 

Burkholderia 

vietnamiensis 

ACCEPTOR 
Pseudomonas 

spec. 
(1)

 

Pseudomonas 

spec. 
(2)

 

Burkholderia 

pyrrocinia 

Burkholderia 

spec. 
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L L B D A2 T2 L L A1 D T1 

Deze conjugaties hadden 3 transconjuganten tot gevolg (Groen/Oranje), de vierde conjugatie 

leverde geen transconjugant op (rood). Na het uitvoeren van een pTOM-PCR (Figuur 4: onder) 

bleek dat slechts 2 van de 3 transconjuganten (3
de
 niet weergegeven) het TOM plasmide 

ontvangen hadden van de donor (Groen). Van beide transconjuganten werd een BOX-PCR 

uitgevoerd om te controleren of het werkelijk om de transconjugant en niet om de donor of 

acceptor ging (Figuur 4: boven).  

 

Figuur 4: L = Ladder (1kb); B = Blanco; D = Donor (Burkholderia vietnamiensis); A2= Acceptor 2 

(Pseudomonas spec.); A1 = Acceptor 1 (Burkholderia pyrrocinia); T2 = Biologische herhalingen 

Transconjugant 2 (Burkholderia vietnamiensis x Pseudomonas spec.); T1 = Biologische herhalingen 

Transconjugant 1 (Burkholderia vietnamiensis x Burkholderia pyrrocinia). Boven BOX-PCR resultaten, Onder 

pTOM-PCR resultaten: Amplificatie van het TOM-plasmide 

 

In deze figuur kan vastgesteld worden dat zowel de donor als alle transconjuganten het TOM-

plasmide bevatten in tegenstelling tot de acceptor. Ook kan worden waargenomen dat sommige 

transconjuganten op de acceptor gelijken, hetgeen wijst op een geslaagde conjugatie (BOX-

PCR). Met beide transconjuganten zal verder gewerkt worden bij de inoculatie van de wilgen.  

3.3 Serre experiment 

3.3.1 Biomassa 

Bij het oogsten werden zowel de volledige plant als de afzonderlijke plantendelen gewogen. De 

bepaling van de biomassa gebeurde aan de hand van 8 tot 10 biologische herhalingen per 

conditie (blootstelling x bacterie). In de volgende grafieken wordt de gemiddelde biomassa van 

de wortels en de bovengrondse plantendelen (uitgezonderd stek) weergegeven. De 

blootstellingen en de bacterie(n) waarmee geïnoculeerd werd, worden hier ook aangeduid. 

Hierbij moet steeds rekening gehouden worden met de verscheidene eigenschappen van beide 



bacteriën. Bacterie 1 is de transconjugant 

de rhizosferische acceptor (

(Burkholderia vietnamiensis) 

 

 

Grafiek 1: Links, Gemiddelde massa (g) van de wortels per conditie (8

Gemiddelde massa (g) van de bovengrondse plantendelen (twijg & blaadjes) per conditie (8

herhalingen. Significantieniveaus: * = p < 0,1; ** = p < 0,05; 

niveau: A = significantieniveau t.o.v.

tolueen], C t.o.v. de overige concentraties

dezelfde inoculatie bij de controle

 

Uit beide grafieken kan afgeleid worden

blootstellingsconcentraties toenemen

significant bij de hoogste bloots

blootstellingsconcentratie. Bij de bovengrondse plantendelen geldt dit voor beide blootstellingen.

Tussen de controles kan er nergens een significant verschil worden teruggevonden. Bij de laagste 

blootstellingsconcentratie kan er worden waargenomen dat er een trend is tot afname in massa

bij inoculatie met bacterie 1 of 2

voor bacterie 1 bij de gemiddelde wortel

trend niet worden waargenomen.

blootstellingsconcentratie, inoculatie met 

op de gemiddelde massa van de 

wortels kan er slechts over een trend gesproken worden

** 

** 
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verklaard worden aan de hand van de eigenschappen die beide bacteriën bezitten (Tabel 3). 

Bacterie 1 zorgt hierbij voor een verhoogde Cd-resistentie en bacterie 2 zorgt voor een verhoging 

in IAA-productie, een plantengroei stimulerend fytohormoon. Het is mogelijk dat de lagere 

blootstellingsconcentratie te laag is voor de bewerkstelliging van dit effect en het creëren van een 

voordeel. 

3.3.2 Evapotranspiratie van tolueen 

Bij het evapotranspiratie experiment werd enkel gewerkt met niet-geïnoculeerde wilgen en 

wilgen geïnoculeerd met beide bacteriën. Het werd uitgevoerd voor zowel de wilgen, 

blootgesteld aan de laagste als aan de hoogste concentraties Cd en tolueen, maar niet voor de 

controleconditie aangezien hier geen tolueen aanwezig zou mogen zijn. Hierbij werden 15 tot 20 

blaadjes per plant (3 biologische herhalingen), waarvan later de oppervlakte werd bepaald, in 

afgesloten teflonzakken geplaatst. Het geëvapotranspireerde tolueen werd opgevangen en de 

hoeveelheid werd bepaald. 

 

Grafiek 2: Tolueen evapotranspiratie (µg.u
-1
.cm

-2
) in niet geïnoculeerde wilgen en wilgen geïnoculeerd met 

beide bacteriën (gemiddelde van 3 biologische herhalingen). Significantieniveaus: * = p < 0,1; ** = p < 0,05; 

*** = p < 0,005 

 

Uit deze grafiek kan worden afgeleid dat er een significante daling in tolueen evapotranspiratie 

plaatsvindt tussen de niet-geïnoculeerde wilgen en de wilgen geïnoculeerd met beide bacteriën 

voor de hoogste blootstellingsconcentratie. Deze daling kan niet worden waargenomen bij de 

laagste blootstellingsconcentratie. Een mogelijke reden hiervoor is dat de concentratie tolueen bij 

de laagste blootstellingsconcentratie niet hoog genoeg is om een significant voordeel te 

ontwikkelen voor de bacteriën. Bij de hogere concentraties kan er op die manier wel een 
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wordt dan in de niet-geïnoculeerde wilgen kan niet verklaard worden. Bij de hoogste 

blootstellingsconcentratie kan een trend tot daling worden waargenomen tussen de geïnoculeerde 

en niet geïnoculeerde wilgen, die significant is bij inoculatie met bacterie 2 of met beide 

bacteriën. Hierbij moet worden opgemerkt dat in Figuur 1 werd vastgesteld dat, voor de hoogste 

blootstellingsconcentratie, de gemiddelde massa van de bovengrondse plantendelen het hoogst is 

bij inoculatie met beide bacteriën. Het lagere Cd-gehalte kan hier dus een gevolg zijn van het feit 

dat Cd meer verspreid zit in de blaadjes. Uit de rechtse grafiek kan worden afgeleid dat het Cd-

gehalte in de wortels 10 tot 20 keer hoger is dan in de blaadjes, een logisch gevolg van het feit 

dat Cd uit de bodem wordt opgenomen en de wortels zich hier bevinden. Een rede voor het feit 

dat bij de wortels, in tegenstelling tot de blaadjes, het Cd-gehalte wel significant toeneemt bij een 

stijging in blootstellingsconcentratie, kan opnieuw de hoge toxiciteit zijn. Deze kan zorgen voor 

verscheidene effecten op regulerende processen. Dit werd ook al in andere studies 

aangetoond
(49)
. Er kan ook nog worden waargenomen dat bij de hoogste blootstelling, de wortels 

van de wilgen geïnoculeerd met bacterie 2, een trend tot hoger Cd-gehalte vertonen. Dit 

fenomeen kan niet in de blaadjes worden teruggevonden. Lodewyckx et al. (2001) konden dit 

ook terugvinden bij hun Ni-gehaltes
(39)
. Bacterie 2 kan hier een, weliswaar niet-significante, 

toename in Cd-resistentie veroorzaken. 

3.4.2 Metaalbepalingen van bodem 

De metaalbepaling van de bodem gebeurde na het nemen van zandstalen. Deze stalen werden 

gedroogd, gevolgd door een extractie met Ca(NO3)2. Hieruit werd het Cd-gehalte bepaald. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Grafiek 4: Cd-gehalte van bodem (mg/g drooggewicht) per conditie (gemiddelde van 6 biologische 

herhalingen). Significantieniveaus: * = p < 0,1; ** = p < 0,05; *** = p < 0,005; significantieniveaus 

weergegeven in de balken gelden t.o.v. de dezelfde inoculatie bij de andere blootstellingsconcentratie 
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Bij het Cd-gehalte in de bodem kan er enkel een significante stijging worden teruggevonden 

tussen de blootstellingen bij de wilgen die niet geïnoculeerd waren of de wilgen die geïnoculeerd 

waren met bacterie 1 en 2 samen. Binnen eenzelfde blootstellingsconcentratie kunnen er geen 

significante verschillen worden waargenomen. Wel kan er een trend worden vastgesteld bij 

bacterie 1 (beide concentraties) en bij bacterie 1 en 2 samen (laagste concentratie) tot lager Cd-

gehalte in de bodem. Aangezien er hier geen stijging in Cd-gehalte in de blaadjes of de wortels 

kon worden teruggevonden, kan een mogelijke uitleg voor dit fenomeen zijn dat bij de bepaling 

van het gehalte van Cd in de bodem, enkel de beschikbare hoeveelheid Cd kan gemeten worden. 

Bij de bepaling van Cd in blad en wortels, wordt ook de niet-beschikbare Cd gemeten met 

behulp van een extractie met zuren. Bacterie 1 was niet in staat organische zuren te produceren, 

wat kan leiden tot een mindere biobeschikbaarheid van Cd dan bij inoculatie met bacterie 2. 

Bacterie 1 zou ook in staat kunnen zijn tot het minder biobeschikbaar maken van metalen. Na 

inoculatie met beide bacteriën tegelijk zou dit gedeeltelijk opgeheven kunnen worden bij de 

laagste of volledig bij de hoogste blootstellingsconcentratie via de productie van organische 

zuren en sideroforen. 

3.5 Enzymactiviteiten in blad en wortel 

De enzymactiviteit van enzymen betrokken bij de antioxidatieve verdediging, catalase (CAT), 

ascorbaat peroxidase (APOD), glutathion reductase (GR), guajacol peroxidase (GPOD), syringyl 

peroxidase (SPOD) en superoxide dismutase (SOD), werden bepaald nadat bij het oogsten blad- 

en wortelstalen werden genomen (6-8 biologische herhalingen)(46). De activiteiten van deze 

enzymen worden in deze thesis op 2 manieren bekeken. In eerste instantie wordt er gekeken naar 

het inoculatie effect, zonder toediening van Cd of tolueen, terwijl bij de tweede manier de 

enzymactiviteiten na toediening van beide blootstellingen relatief ten opzichte van de 

controleplanten bekeken worden. Hierdoor wordt een goed beeld verkregen van zowel het effect 

van de bacteriën (inoculatie effect) als van de blootstellingen (relatieve enzymactiviteiten) op de 

activiteiten van de verschillende enzymen. 

3.5.1 Enzymactiviteiten: inoculatie effect 

Zoals eerder aangehaald wordt in onderstaande grafieken het inoculatie effect van de bacteriën 

bestudeerd op de activiteit van enzymen betrokken bij de antioxidatieve verdediging, in zowel 

blad- als wortelstalen, zonder toediening van Cd en tolueen aan de wilgen.  



  

Grafiek 5: Inoculatie effect op enzymactiviteit van CAT, APOD, GR, GPOD, SPOD en SOD in het blad en de 
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bladstalen van CAT kan er dus niet echt naar het inoculatie effect gekeken worden. Verder kan 

er worden vastgesteld dat de enzymactiviteit van CAT in de blaadjes significant toeneemt na 

inoculatie met bacterie 2 ten opzichte van de andere bacteriën. Deze trend kan ook worden 

waargenomen in de bladstalen bij de enzymactiviteiten van GPOD en SPOD. Aangezien er geen 

Cd of tolueen werd toegediend aan de wilgen, kan er worden gesproken over een verhoging in 

stress die bacterie 2 veroorzaakt. In de wortels is de activiteit van CAT het hoogst na inoculatie 

met beide bacteriën.  

De enzymactiviteit van APOD vertoont in de blaadjes geen significante verschillen, in de wortels 

veroorzaakt bacterie 1 significant meer stress. 

Bij de enzymactiviteit van GR kan enkel een significant verschil in de blaadjes worden 

vastgesteld. Hier veroorzaakt inoculatie met bacterie 1 significant meer stress dan de inoculatie 

met de andere bacteriën (niet signicant lager dan de niet-geïnoculeerde wilgen).  

Voor GPOD en SPOD werden geen significante verschillen teruggevonden. Wel kunnen voor 

beide enzymen dezelfde trends worden waargenomen. In het blad veroorzaakt bacterie 1 

namelijk een lagere enzymactiviteit terwijl bacterie 2 deze activiteit gaat verhogen ten opzichte 

van de niet-geïnoculeerde planten. Na inoculatie met beide bacteriën ligt de enzymactiviteit 

ongeveer even hoog als bij de niet-geïnoculeerde planten. In de wortels kan er een trend tot 

verhoging na inoculatie met bacterie 1 worden teruggevonden.  

Tot slot leidt inoculatie met bacterie 1 tot een significante daling in enzymactiviteit voor SOD in 

de blaadjes. In de wortels worden voor SOD geen significante verschillen vastgesteld.  

Het is onmogelijk een algemene conclusie te trekken uit deze gegevens voor het inoculatie effect 

van deze bacteriën op de activiteiten van de verschillende enzymen. Wel kan er geconcludeerd 

worden dat in de blaadjes veel meer verschillende effecten optreden dan in de wortels. Inoculatie 

met bacterie 1 en 2 samen zorgt in de blaadjes nooit voor een significant verschil ten opzichte 

van de niet-geïnoculeerde planten terwijl afzonderlijke inoculatie van de bacteriën zorgt voor 

diverse effecten. In de wortels zorgt inoculatie zonder toediening van blootstellingen nooit voor 

een gunstig significant effect in vergelijking met de niet-geïnoculeerde wilgen. 

3.5.2 Relatieve enzymactiviteiten 

In dit gedeelte worden de relatieve enzymactiviteiten van de blootgestelde wilgen ten opzichte 

van de overeenkomstige controle wilgen voor blad- en wortelstalen bestudeerd. Dit voor zowel 

de geïnoculeerde als de niet-geïnoculeerde wilgen. Hierdoor wordt het effect van de blootstelling 

in beschouwing genomen, zonder rekening te moeten houden met het inoculatie effect. 
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Grafiek 6: De relatieve enzymactiviteit van CAT, APOD, GR, GPOD, SPOD en SOD in blad en wortels voor 

blootgestelde planten, zowel niet-geïnoculeerd als geïnoculeerd met de verschillende bacteriën (gemiddelde 

van 6-8 biologische herhalingen). Deze enzymactiviteiten werden als volgt berekend: Activiteitrelatief t.o.v. de niet-

blootgestelde van de wilgen geïnoculeerd met X en blootgesteld aan Y (%) = [( activiteit van de wilg geïnoculeerd 

met X en blootgesteld aan Y)*(activiteit van de niet-blootgestelde wilg geïnoculeerd met X)
-1
]*100; met X 

zijnde: Niet-geïnoculeerd, Bacterie 1, Bacterie 2 of Bacterie 1+2; Y zijnde: (0,4 mM CdSO4 en 250 mg/l 

Tolueen) of (0,8 mM CdSO4 en 750 mg/l Tolueen). Significantieniveaus: * = p < 0,1; ** = p < 0,05; *** = p < 

0,005; significantieniveaus weergegeven in de balken gelden t.o.v. de dezelfde inoculatie bij de andere 

blootstellingsconcentratie 

 

De relatieve activiteiten van deze enzymen werden als volgt berekend:  

 

Activiteitrelatief t.o.v. de niet-blootgestelde van de wilgen geïnoculeerd met X en blootgesteld aan Y (%)  

=  

[( activiteit van de wilgen geïnoculeerd met X en blootgesteld aan Y) * (activiteit van de niet-

blootgestelde wilgen geïnoculeerd met X)-1] * 100  

X zijnde, niet-geïnoculeerd of geïnoculeerd met bacterie 1, bacterie 2 of bacterie 1 & 2  

Y zijnde, (0,4 mM CdSO4 en 250 mg/l Tolueen) of (0,8 mM CdSO4 en 750 mg/l Tolueen) 

 

Hier moet dus rekening gehouden worden met het feit dat het om relatieve waardes gaat, waarbij 

de controleplanten als 100% genomen worden en de rest relatief ten opzichte van deze controles 

bekeken wordt (Grafiek 5). 

Zoals eerder aangehaald kon er geen activiteit worden waargenomen in de blaadjes van de niet-

geïnoculeerde controleplanten voor CAT. In de grafiek van CAT blad worden daarom geen 

resultaten weergegeven voor de niet-geïnoculeerde wilgen, aangezien de activiteit hier relatief 

ten opzichte van de controleplanten genomen wordt. Verder kan in de blaadjes voor CAT enkel 

een significant verschil worden waargenomen voor bacterie 2 bij de laagste 

blootstellingsconcentratie, met een daling ten opzichte van de andere bacteriën. In de wortels 

kunnen er zeer veel significante verschillen worden waargenomen. Zo zien we dat bij de laagste 

concentratie, inoculatie met bacterie 1 zorgt voor een significant hogere enzymactiviteit ten 

opzichte van de rest en inoculatie met beide bacteriën zorgt voor een significant lagere 

enzymactiviteit. Bij de hoogste concentratie zorgt inoculatie met beide bacteriën voor hetzelfde 

effect. Tussen beide blootstellingsconcentraties worden enkel significante stijgingen 

waargenomen bij de niet-geïnoculeerde wilgen en de wilgen geïnoculeerd met bacterie 2. 
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Voor de relatieve enzymactiviteiten van APOD (niet weergegeven) werden nergens significante 

verschillen waargenomen. 

Bij de relatieve enzymactiviteit van GR kan bij de laagste blootstellingsconcentratie nergens een 

significant verschil worden teruggevonden. In de blaadjes zijn er bij de hoogste 

blootstellingsconcentratie wel significante stijgingen. Zo kan er een hogere enzymactiviteit 

worden waargenomen bij bacterie 2 ten opzichte van de niet-geïnoculeerde planten en de planten 

geïnoculeerd met bacterie 1. De enzymactiviteit van de wilgen geïnoculeerd met beide bacteriën 

is ook hoger als die van de wilgen geïnoculeerd met bacterie 1. In de wortels is er bij de hoogste 

blootstellingsconcentratie enkel een significant verschil tussen inoculatie met bacterie 1 en 2, 

met een daling voor deze laatste. 

Voor GPOD en SPOD werden enkel in de blaadjes significante verschillen waargenomen. In de 

wortels konden geen eenduidige resultaten worden teruggevonden (niet weergegeven). Bij de 

laagste concentratie is er enkel een verschil voor GPOD tussen de wilgen geïnoculeerd met 

bacterie 2 en die met beide bacteriën, met een significante daling voor de eerste. Beide vertonen 

hier wel dezelfde trends, met een niet significante stijging bij bacterie 1. Bij de hoogste 

concentratie kan voor beide enzymen ook hetzelfde worden waargenomen, met een significante 

stijging voor de wilgen geïnoculeerd met bacterie 1 ten opzichte van de rest. Als laatste is er voor 

beide enzymen ook een significant verschil bij bacterie 1 tussen de 2 blootstellingsconcentraties. 

Tot slot kunnen er bij SOD in de wortels geen significante verschillen worden waargenomen. In 

de blaadjes zien we een trend tot verhoging van de enzymactiviteit bij inoculatie met bacterie 1, 

die enkel significant is bij de hoogste blootstellingsconcentratie ten opzichte van bacterie 2. 

Hieruit kan opnieuw besloten worden dat in de wortels slechts enkele significante verschillen 

optreden (CAT, GR). In de blaadjes kunnen verschillende effecten van de blootstellingen op de 

enzymactiviteiten worden waargenomen. De meeste effecten doen zich voor bij de hoogste 

blootstellingsconcentratie. Bij de laagste blootstelling zien we enkel een daling wanneer 

geïnoculeerd werd met bacterie 2 ten opzichte van de andere bacteriën voor CAT en GPOD. Bij 

de hoogste blootstelling kan zowel voor GPOD, SPOD als SOD een trend worden teruggevonden 

die een stijging weergeeft in enzymactiviteit wanneer de wilgen geïnoculeerd waren met bacterie 

1. Bij GR kan een stijging voor bacterie 2 en bacterie 1 en 2 samen worden waargenomen ten 

opzichte van bacterie 1. Inoculatie met beide bacteriën zorgt ook hier nergens, uitgezonderd in de 

wortels bij CAT, voor een significant verschil ten opzichte van de niet-geïnoculeerde wilgen. 
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Als we ten slotte rekening houden met het feit dat het om relatieve enzymactiviteiten gaat, 

waarbij vergeleken wordt met de niet-blootgestelde wilgen (100%), dan kunnen we voor CAT 

waarnemen dat bacterie 2 een daling in activiteit veroorzaakt bij de laagste 

blootstellingsconcentratie in de blaadjes, in tegenstelling tot bacterie 1. Inoculatie met beide 

bacteriën tegelijk zorgt dan weer voor kleinere stijging in CAT activiteit na blootstelling in de 

wortels ten opzichte van wilgen geïnoculeerd met de afzonderlijke bacteriën of niet-

geïnoculeerde wilgen. Inoculatie met bacterie 1 veroorzaakt een daling in de activiteit van GR in 

de blaadjes. Bij de andere enzymen zorgt inoculatie met bacterie 1 vaak voor een stijging in 

activiteit in de blaadjes die veel hoger is dan bij inoculatie met de overige bacteriën. De overige 

bacteriën zorgen zowel in de blaadjes als in de wortels niet voor grote verschillen ten opzichte 

van de niet-blootgestelde wilgen. De relatieve enzymactiviteiten schommelen hier allemaal rond 

100%, wat wijst op een even hoge activiteit als bij de niet-blootgestelde wilgen. 
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4. Conclusie & Synthese 

 

In dit project werd nagegaan of het fytoremediërend vermogen van wilgen voor een gemengde 

(Cd - tolueen) verontreiniging verbeterd kon worden via het gebruik van gemodificeerde plant-

geassocieerde bacteriën.  

In een eerste fase werden de plant-geassocieerde bacteriën van wilgen, gegroeid op een Cd-

verontreinigde bodem, geïsoleerd. Hieruit bleek dat de meeste bacteriën zich in het blad, de 

wortel of in de bodem bevonden, met de grootste morfologische verscheidenheid in de laatste 2. 

Deze bacteriën werden vervolgens fenotypisch alsook genotypisch gekarakteriseerd met het oog 

op hun identificatie. Uit de fenotypische karakterisatie bleek dat de meeste Cd-resistente 

bacteriën zich in de bodem en de wortels bevonden. Uit dit geheel van Cd-resistente 

wortelendofyten en rhizosferische bacteriën werden enkele bacteriën met de meest geschikte 

kenmerken (Siderofoor-, IAA-, Organsiche zuur productie) geselecteerd. In een volgende stap 

werden deze bacteriën geconjugeerd met de bodembacterie Burkholderia vietnamiensis (BU61), 

die functioneert als donor van het TOM plasmide dat codeert voor tolueen afbraak. Deze 

conjugatie resulteerde in het ontstaan van 1 endofytische en 1 rhizosferische transconjugant die 

zowel Cd-resistent zijn als in staat zijn tolueen af te breken. Deze 2 transconjuganten werden 

vervolgens in een serre experiment zowel samen als apart in wilgen geïnoculeerd, die gedurende 

4 weken blootgesteld werden aan een lage (0,4 mM CdSO4 en 250 mg/l Tolueen) of hoge (0,8 

mM CdSO4 en 750 mg/l Tolueen) concentratie Cd en tolueen. Ter controle werden ook niet-

blootgestelde wilgen geïnoculeerd. In toekomstig onderzoek zou het interessant zijn een re-

isolatie experiment uit te voeren om aan te tonen dat de transconjuganten daadwerkelijk 

opgenomen zijn. Ook zou hier geïnoculeerd kunnen worden met de donor en/of afzonderlijke 

acceptoren om hun effect te kunnen bestuderen ter controle. Bijkomend onderzoek naar de 

subletale concentraties van Cd en tolueen kan ook een pluspunt zijn. 

In de tweede fase van dit project werd het fytoremediërend potentieel van deze wilgen 

geanalyseerd. Uit de biomassametingen van wortels en bovengrondse plantendelen bleek dat 

inoculatie met beide bacteriën een positief effect uitoefent op de wilgen blootgesteld aan de 

hoogste concentratie Cd en tolueen. Ook uit het evapotranspiratie experiment kan worden 

afgeleid dat inoculatie met beide bacteriën samen een positief effect tot gevolg heeft bij de 

hoogste blootstellingconcentratie, met een daling in tolueen evapotranspiratie ten opzichte van de 

niet-geïnoculeerde wilgen. Bij de metaalbepalingen konden niet veel significante verschillen 
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worden teruggevonden. Enkel voor de Cd-bepaling in de blaadjes kon er bij de hoogste 

blootstellingsconcentratie worden waargenomen dat inoculatie met beide bacteriën of met 

bacterie 2 afzonderlijk zorgde voor een daling in Cd-gehalte per gram drooggewicht. Maar door 

het feit dat net deze wilgen in bezit waren van de meeste en grootste blaadjes, kon het Cd zich 

meer verspreiden in de blaadjes. Hierdoor zal de totale concentratie Cd in de blaadjes toch 

ongeveer gelijk zijn. Uit de metingen van de enzymactiviteiten kon tot slot worden afgeleid dat 

de meeste effecten zich in de blaadjes voordeden. Inoculatie met beide bacteriën zorgde bijna 

nooit voor significante effecten ten opzichte van de niet geïnoculeerde wilgen. Deze effecten 

konden wel worden waargenomen wanneer geïnoculeerd werd met telkens 1 van beide bacteriën 

en waren voor ieder enzym zeer uiteenlopend. In toekomstig onderzoek zou het interessant zijn 

een optimalisatie experiment uit te voeren voor de bepaling van de enzymactiviteiten in wilgen, 

aangezien het de eerste maal was dat dit uitgevoerd werd in het milieubiologisch labo van het 

CMK. 

Wanneer al deze voorgaande resultaten in acht worden genomen, kan er zeker gesproken worden 

over een algemeen positief effect op het fytoremediërend vermogen van deze wilgen voor een 

gemengde vervuiling van Cd en tolueen, wanneer inoculatie met beide bacteriën tegelijk 

plaatsvond. Op deze manier kan de hypothese bevestigd worden. Bijkomend onderzoek 

hieromtrent is zeker zinvol. 

 

Aangezien het optreden van grootschalige gemengde vervuiling een toenemend probleem is en 

conventionele technieken niet in aanmerking komen voor de zuivering hiervan, is toekomstig 

onderzoek naar fytoremediatie en zijn mogelijkheden zeker noodzakelijk. Ook dit project biedt 

enkele toekomstgerichte perspectieven zoals de aanmaak van een meer volledige bibliotheek van 

wilg-geassocieerde bacteriën. Hier zouden de plant-geassocieerde bacteriën van verscheidene 

wilg soorten geïsoleerd, gekarakteriseerd en geïdentificeerd kunnen worden. Bij de karakterisatie 

kan gekeken worden naar resistentie tegen andere toxische metalen alsook naar andere 

groeipromoverende eigenschappen. Conjugatie met bacteriën die in staat zijn andere en/of 

meerdere organische contaminanten af te breken, behoort ook zeker tot de 

toekomstmogelijkheden. Tot slot zouden wilgen geïnoculeerd kunnen worden met een arsenaal 

van plant-geassocieerde bacteriën met verschillende eigenschappen. Op die manier kunnen we 

tot de ultieme doelstelling van fytoremediatie komen, namelijk de in situ zuivering van bodems 

met behulp van planten en hun (genetisch gemodificeerde) plant-geassocieerde bacteriën. 
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Bijlage 1: Samenstelling van de verschillende media 

 

Per liter gedestilleerd water: 

Rijk medium (869)  Selectief medium (284) 

Tryptone 

 

Yeast extract 

 

NaCl 

 

Glucose D+ 

 

CaCl2H2O 

 

NaOH 

 

Agar 2 

10 g 

 

5 g 

 

5 g 

 

1 g 

 

0,345 g 

 

Tot pH 7 

 

15 g 

 Tris 

 

NaCl 

 

KCl 

 

NH4Cl 

 

Na2SO4 

 

MgCl26H2O 

 

CaCl22H2O 

 

Na2HPO42H2O 

 

Fe(III)NH4Citraat  

 

SI7 

 

HCl 

 

Agar 2 

6,06 g 

 

4,68 g 

 

1,49 g 

 

1,07 g 

 

0,43 g 

 

0,20 g 

 

0,03 g 

 

0,04 g 

 

10 ml 

 

1 ml 

 

Tot pH 7 

 

15 g 

 

CMIX 

         Lactaat                               0,7 ml 

         Glucose                              0,52 g 

       Gluconaat                            0,66 g 

        Fructose                              0,54 g 

        Succinaat                            0,81 g 

 

 

Voor Fe(III)NH4Citraat dient een stockoplossing gemaakt te worden met 48 mg/100 ml. Agar 2 

moet enkel toegevoegd worden wanneer het medium vast moet worden. Voor 1/10 rijk medium 

wordt 100 ml rijk medium aangelengd met gedestilleerd water tot 1 L. 

 

 

SI7 spoorelementen (per liter gedestilleerd water): 

1,3 ml HCl (25%)     190 mg CoCl26H2O 

144 mg ZnSO47H2O     17 mg CuCl22H2O 

100 mg MnCl24H2O     24 mg NiCl26H2O of 26,3 mg NiSO46H2O 

62 mg H3BO3      36 mg Na2MoO42H2O 
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Bijlage 2: Samenstelling Glycerol stockoplossing, ST medium, CAS en Salkowski reagens 

 

Glycerol stockoplossing (500 g) 

75 g Glycerol 

4,25 g NaCl 

Aanlengen tot 500 g met gedestilleerd H2O 

 

ST medium 

Per liter gedestilleerd water:  

20 g Sucrose 

5 g Tryptone 

10 ml Spoorelementen 

 

CAS reagens 

Per 25 ml gedestilleerd water: 

1,5 ml 10 mM HDTMA 

3,75 ml 10 mM HCl 

0,375 ml 1 mM FeCl3 

1,875 ml 2 mM Chrome Azurol S (CAS) 

7,5 ml Piperazine 

2,5 ml 40 mM Sulfosalicyl zuur 

 

Salkowski reagens 

49 ml HClO4 (35%) 

1 ml 0.5 M FeCl3 

  

Spoorelementen  

(Per liter dest. H2O) 

 

20 mg NaMoO4 

 

200 mg H3BO4 

 

20 mg CuSO4.5H2O 

 

100 mg FeCl3 

 

20 mg MnCl2.4H2O 

 

280 mg ZnCl2 
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Bijlage 3: PCR protocol (ARDRA, BOX, pTOM) 

 

Protocol ARDRA 

Cycle 1 (1x)  T=95°C 5 min 

Cycle 2 (35x)  T=94°C 1 min 

  T=52°C 30 sec 

  T=72°C 3 min 

Cycle 3 (1x) T=72°C 10 min 

Hold 4°C 

 

Protocol BOX PCR 

Cycle 1 (1x)  T=94°C 5 min 

Cycle 2 (35x)  T=94°C 1 min 

  T=50°C 90 sec 

  T=68°C 8  min 

Cycle 3 (1x) T=68°C 8 min 

Hold 4°C 

 

Protocol pTOM PCR 

Cycle 1 (1x)  T=95°C 5 min 

Cycle 2 (35x)  T=94°C 1 min 

  T=60°C 30 sec 

  T=72°C 90 sec 

Cycle 3 (1x) T=72°C 8 min 

Hold 4°C 
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Bijlage 4: Gels met al de verschillende bacteriën 

 

Figuur: Gels met de 41 verschillende bacteriën (Blauwe kader); L = Ladder (1kb) 

 

Het 16S rDNA van de morfologisch verschillende bacteriën werd na het uitvoeren van ARDRA 

geknipt en aangebracht op gel (Zie 2.2.1). Het 16S rDNA van de 41 bacteriën met een 

verschillend patroon werd vervolgens samengevoegd op 2 gels. Na de identificatie bleek het om 

33 verschillende bacteriën te gaan (Figuur 3). 

  

L L 

L L 

L L L 
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Bijlage 5: Bepaling van enzymactiviteiten 

 

De activiteiten van 6 verschillende antioxidatieve enzymen, catalase (CAT), ascorbaat 

peroxidase (APOD), glutation reductase (GR), guaiacol peroxidase (GPOD), syringaldazine 

peroxidase (SPOD) en superoxide dismutase (SOD), zullen gemeten worden volgens de wet van 

Lambert-Beer:  

E = ε.c.d 

 

waarbij E de extinctie of absorbantie, ε de extinctiecoëfficient, c de concentratie van het 

substraat en d de weglengte in de cuvet is. Deze activiteit wordt uitgedrukt in Units (U), waarbij 

1 Unit gelijk is aan het aantal µmol substraat dat weg reageert per minuut. Hieruit volgt: 

 

(∆c/∆t) = (∆E/∆t) . (1/ε.d) 

 

Wanneer substraten en producten niet dezelfde golflengte absorberen, kan de verandering in 

extinctie gebruikt worden om de enzymactiviteit te bepalen. 

 

1) De activiteit van CAT wordt bij een golflengte van 240 nm gemeten in een UV cuvet. 

Reactiemengsel: 

 - 780 µL KH2PO4 buffer (0,1 M; pH 7) 

 - 170 µL H2O2 (5 mM) 

 - 50 µL extract 

 

Reactie: 2H2O2    2H2O + O2 

 

2) De activiteit van APOD wordt bij een golflengte van 298 nm gemeten. Deze wordt hier 

gemeten ten opzichte van een referentie in plaats van lucht. 

Reactiemengsel:  

 - 765 µL hepes EDTA (Hepes: 0,1 M; EDTA: 1 mM; pH 7) 

 - 100 µL Na-ascorbaat (30 mM) 

 - 35 µL H2O2 (20 mM) 

 - 100 µL extract 

Cat 
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Reactiemengsel Referentie: 

 - 895 µL hepes EDTA (Hepes: 0,1 M; EDTA: 1 mM; pH 7) 

 - 70 µL Na-ascorbaat (30 mM) 

- 35 µL H2O2 (20 mM) 

 

Reactie: AA + H2O2  DHA + 2H2O 

 

3) De activiteit van GR wordt bij een golflengte van 340 nm gemeten. 

Reactiemengsel: 

 - 815 µL Tris EDTA buffer 

 - 17,5 µL GSSG 

 - 17,5 µL NADPH 

 - 150 µL extract 

 

Reactie:  GSSG + NADPH + H
+
             2GSH + NADP

+
 

 

4) De activiteit van GPOD wordt bij een golflengte van 436 nm gemeten 

Reactiemengsel: 

 - 750 µL KH2PO4 buffer (0,1 M; pH 7) 

 - 100 µL H2O2 (8 mM) 

 - 50 µL extract 

 - 100 µL guaiacol (18 mM) 

 

Reactie:  guaiacolred + H2O2   guaiacolox + H2O 

 

5) De activiteit van SPOD wordt bij een golflengte van 530 nm gemeten in een UV cuvet. 

Reactiemengsel: 

 - 850 µL tris buffer (0,1 M; pH 7) 

 - 100 µL H2O2 

 - 33 µL extract 

 - 17 µL SAZ (1,2 mg/ml) 
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Reactie:  SAZred + H2O2      SAZox + H2O 

 

6) De activiteit van SOD wordt bij een golflengte van 550 nm gemeten. Hier wordt eerst met een 

blanco staal gewerkt waarmee de andere stalen worden vergeleken. 

Reactiemengsel: 

 - 680 µL KH2PO4-buffer (50 mM; pH 7,8) voor blanco of 580 µL voor staal 

 - 100 µL cytochroom c (0,1 mM) 

 - 100 µL xanthine (0,5 mM) 

 - 100 µL EDTA (1 mM) 

 - 20 µL XOD (xanthine oxidase; 1/20) 

 - 100 µL extract voor staal 

 

Reactie:  xanthine + O2   urinezuur + O2
-
 

 

Dit O2
-
 wordt vervolgens door Cyt C omgezet, dat zelf gereduceerd wordt.  

 

SOD inhibeert deze reductie aangezien het de volgende reactie katalyseert: 

 

  2 O2
-
 + 2H

+ 
   O2 + H2O2 

 

In de blanco wordt enkel de reactie van Cyt C gemeten aangezien hier geen SOD aanwezig is. 

Na toevoeging van het extract wordt de reactie van Cyt C geïnhibeerd, een maat voor de 

activiteit van SOD. 

 

 

 

SPOD 

XOD 

SOD 
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