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Abstract

The main aim of our work was to evaluate the effect that the soil contamination with
zinc, copper and cadmium has on the number of (CFU) Azotobacter, organotrophic
bacteria and Streptomyces. The results of the experiment revealed their role

in the CFU modification and the impact on the level of soil contamination with heavy
metals. Organotrophic bacteria have a similar tolerance to the heavy metals

as Streptomyces, since the lowest resistance characterizes the Azotobacter.

The toxicity of the examined heavy metals can be ranked as follows (from the most
sensitive to the least): Azotobacter>organotrophic bacteria>Streptomyces.

It can be concluded that the succession of the microorganisms is determined by the
soil fertility, which stimulates both the characteristics and biochemical
transformations, that occur in it through the mechanisms involved in reducing

the negative impact of the heavy metals on the number of microorganisms.
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Streszczenie

Celem pracy byto okreslenie wptywu zanieczyszczenia gleby cynkiem, miedzig i
kadmem na liczebno$¢ bakterii organotroficznych, promieniowcéw z rodzaju
Streptomyces oraz bakterii z rodzaju Azotobacter. Wyniki eksperymentu wykazaty
wptyw testowanych metali ciezkich na liczebnos¢ badanych mikroorganizmaow.
Istotny okazat sie zarébwno poziom zanieczyszczenia jak i czas ekspozycji. Zaréwno
bakterie organotroficzne jak i promieniowce, wykazaty podobny zakres tolerancji na
metale ciezkie. Najmniejszg opornoscig charakteryzowaty sie bakterie z rodzaju
Azotobacter. Wrazliwos¢ drobnoustrojow wzgledem badanych soli metali ciezkich
mozna uszeregowac¢ w nastepujgcy sposob (od najbardziej wrazliwych): Azotobacter
> bakterie organotroficzne > promieniowce z rodzaju Streptomyces. Liczebnos$¢
mikroorganizmoéw glebowych uwarunkowana jest zyznoscig gleby, ktora dziata
stymulujgco na przemiany biochemiczne w niej zachodzgce poprzez mechanizmy
warunkujgce zmniejszenie negatywnego dziatania metali ciezkich.

Stowa kluczowe: cynk, gleba, kadm, liczebno$¢ mikroorganizméw, miedz
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Detailed abstract

Soil is one of the most important factors involved in every processes occurring

in the natural environment, the home for countless number of living organisms and
the mediator between microbes and plants (Ba¢maga, et al., 2007). The development
of the civilization and technology deepens the degradation of the environmental
components, as well as the toxic effect on the soil (Wyszkowska and Kucharski,
2003a, b). The intensification of the industry introduces enormous areas

of the contaminants. The agronomically obsolete processes inhibit the mechanizms
occurring in the arable soil by reducing the fertility (Baémga, et al., 2007). The plant
protection products were, for many years, introduced to the environment

in the amount far higher than the standards set by legislation. The side effects,
caused by the excessive levels of the trace elements, are a serious threat not only
to the flora, but also fauna of the soil (Gorlach and Gambus, 2000). They distort

the flow of matter and energy in the nature and leave their mark in the food chain
(Wyszkowska and Kucharski, 2003a, b). The heavy metals generated into

the environment disrupt biochemical changes and impair the biological activity

of the soil. The toxicity of heavy metal salt is usually manifested in a decreased
number of changes in soil microbial enzymatic activity. Biological imbalance

in the soil environment exhibits a visible reduction in the amount of available

to the plant roots, which is associated largely with the quality and quantity

of harvested crops (Wyszkowski and Wyszkowska, 2004). The paper presents the
problem of the impact of zinc, copper and cadmium on the number of soil
microorganisms: Azotobacter, organotrophic bacteria and Actinomycetes.

The experiment was carried out in laboratory conditions. The assessment

of the impact of different doses of the heavy metals on populations of the selected
groups of soil microorganisms was carried out in the experiment multifactorial.

The outline of the experiment concerned the following facilities, conducted

in triplicate. Experimental variables were the type of salt used heavy metal, the time
of incubation of soil samples. The sandy loam with pH 6.6 taken from the topsoil
Center for Teaching and Testing in Tomaszkowo was studied. Solutions of the tested
heavy metals salts were prepared in accordance with the objectives

of the experiment, the concentrations of respectively: 120, 240, 480 mg*kg ~* D.M.
soil. The soil was mixed with aqueous solutions of the heavy metals salt, transferred
to a glass container and placed in an incubator at a constant temperature of 25°C.
During the incubation, samples of soil moisture was maintained at 50% of capillary
water capacity. Microbiological analyzes were carried out after: 7, 70, 140 and 280
days after the establishment of the experiment. The contamination of the soil
samples with doses of zinc, copper and cadmium in quantities of: 0, 120, 240, 480
mg kg™ D.M. of the soil and incubateing them for: 7, 70, 140, 280 days resulted

in a highly significant change in the number of study groups of microorganisms, such
as: Azotobacter, organotrophic bacteria, Actinomycetes. Among the examined
variables, which were the incubation time and the increased heavy metal
contamination, the main factor limiting the number of soil microorganisms

was the increased heavy metal contamination. The most negative effect

was observed on Azotobacter>organotrophic bacteria >Actinetomycetes.

Keywords: cadmium, copper, number of microorganisms, soil, zinc
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Introduction

Zyzno$¢ gleby determinowana jest w duzej mierze poprzez dostepno$é pierwiastkow
biogennych, zawarto$¢ materii organicznej oraz stosunki powietrzno-wodne (Boros i
in., 2010). Mikroorganizmy glebowe odpowiadajg za szereg przemian
biochemicznych, decydujg o dekompozycji materii organicznej zarbwno pochodzenia
biologicznego jak i tej, dostajacej sie do gleby (Brzezinska, 2009). Rola
mikroorganizmow nie zamyka sie tylko na procesach katabolicznych. Uwalniajg
sktadniki pokarmowe z trudno dostepnych potgczen mineralnych w formy
przyswajalne dla roslin, m.in. poprzez uczestniczenie w procesach utleniania i
redukcji zachodzgcych w glebie. Poza tym wytwarzajg szereg substancji biologicznie
czynnych jak: enzymy, witaminy, aminokwasy, substancje wzrostowe czy antybiotyki
(Florencka i Chmiel, 2005). Dzieki umiejetnosci syntezy zwigzkéw chemicznych, na
przyktad o charakterze inhibitorow, drobnoustroje oddziatujg na rozwdj fauny i flory
glebowej (Wyszkowska i Kucharski, 2003a, b). Majg bezposredni wptyw na
prawidtowe funkcjonowanie Srodowiska poprzez regulacje proceséw transformacji i
mineralizacji naturalnych komponentéw oraz ksenobiotykéw (Schlioter, i in., 2003).
Nieumiejetne gospodarowanie zasobami naturalnymi prowadzi do zachwiania
réwnowagi w sktadzie gatunkowym edafonu, jak rowniez zmienia wtasciwosci
fizykochemiczne gleby. Zaburzenia powodowane sg poprzez roznego rodzaju zwigzki
chemiczne obce w danym srodowisku, ktore w stezeniach przekraczajgcych granice
tolerancji powodujg destabilizacje rownowagi biologicznej, co w konsekwencji
prowadzi do degradaciji gleby (Huang i Shindo, 2000; Kucharski i Wyszkowska,
2000). Powazny problem stanowig metale ciezkie, ktérych nadmiar ogranicza
procesy biochemiczne gleby. Proces ten jest nastepstwem zmniejszenia liczebnosci
makro- i mikroorganizmow glebowych (Kucharski i Wyszkowska, 2004; Wyszkowska,
i in., 2006a, b). Mozliwos¢ nieselektywnego transportu jonéw metali ciezkich do
komoérki prowadzi do spowolnienia metabolizmu, a w efekcie do ostabienia obiegu
niektorych biogenéw (Barabasz, i in., 2002). Miedz i kadm posiadajg zdolno$¢
tworzenia reaktywnych rodnikéw, prowadzgc w ten sposdb do uszkodzenia DNA,
indukujgc stres oksydacyjny, hamujgc gtowne systemy naprawcze DNA wywotujgc
niestabilnos¢ genomu i akumulacje krytycznych mutacji, dezaktywujgc kontrole
wzrostu komérek, deregulujgc proliferacje komérek, peroksydacje lipidow,
uszczuplajac liczbe protein bogatych w grupy sulfhydrylowe (-SH) (Valko, i in., 2005).
Toksycznos¢ cynku wynika z mozliwosci wspétdziatania z innymi metalami ciezkimi.
Jest on odpowiedzialny za zaktécanie pracy mitochondrium. Potencjalna toksycznosé
cynku wymaga wysoce precyzyjnych mechanizmdw kontroli homeostazy.
Nietypowos¢ tego metalu polega na braku aktywnosci redox (Sekler,
2007).Destrukcyjne oddziatywanie metali polega takze na uszkodzeniu systemow
kontroli regulowanych przez biatka regulatorowe czy biatka sygnatowe, do kt6rych
zalicza sie: rozwdéj komorki, apoptoze, regulacje cyklu komorkowego. Poszczegdine
zwigzki metali wykazujg unikalne mechanizmy, takie jak: przerwanie adhezji
.komorka-komorka” (kadm) (Beyersmann i Hartwig, 2008). Potwierdzeniem
zmniejszenia liczebnosci bakterii oligotroficznych, kopiotroficznych, celulolitycznych,
amonifikacyjnych, immobilizujgcych azot, bakterii z rodzaju Azotobacter oraz
promieniowcow i grzybow sg badania Wyszkowskiej i Kucharskiego (2003a, b),
ktorzy zbadali wptyw cynku, miedzi i kadmu na populacje wyzej wymienionych grup
drobnoustrojow.

Celem przeprowadzonych badan byto okreslenie wptywu zanieczyszczenia gleby
cynkiem, miedzig i kadmem na liczebnosc¢ bakterii z rodzaju Azotobacter,
organotrofow, oraz promieniowcdw z rodzaju Streptomyces.
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Materials and Methods

Doswiadczenie przeprowadzono w warunkach laboratoryjnych. Zmiennymi
doswiadczalnymi byty: rodzaj metalu ciezkiego: miedz, cynk i kadm, stopien
zanieczyszczenia gleby metalami ciezkimi: 120, 240, 480 mg (Zn, Cu, Cd)***kg™ s.m.
gleby oraz czas inkubaciji probek gleby: 7, 70, 140 i 280 dni. Cynk stosowano w
postaci ZnCl,; miedz — CuSO,4-5H,0, kadm — CdCl,-2H,0. Materiat glebowy pobrano
Z poziomu orno-prochnicznego gleb brunatnych typowych z Osrodka Dydaktyczno-
Doswiadczalnego w Tomaszkowie (okolice Olsztyna, wojewodztwo warmirisko-
mazurskie).

Uwzgledniajgc klasyfikacje uziarnienia wedtug United States Department of
Agriculture byta to gleba o sktadzie granulometrycznym piasku gliniastego.
Wiasciwosci fizykochemiczne przedstawiaty sie nastepujgco: pHkc 6.6, zawarto$¢
piasku: 72%, pytu: 21%, itu: 7%, zawarto$¢ wegla organicznego: Corg — 5,05 g*kg™.
Przed zatozeniem doswiadczenia materiat glebowy nie byt nawozony mikro i
makrosktadnikami. Obiekty badawcze o masie 100 g powietrznie suchej gleby
zostaty zatozone w trzech powtdrzeniach. Po wymieszaniu gleby z wodnymi
roztworami cynku, kadmu i miedzi przeniesiono jg do szklanych pojemnikéw i
umieszczono w inkubatorze w temperaturze 25°C. Podczas inkubacji probek
utrzymywano statg wilgotnos¢ gleby na poziomie 50% kapilarnej pojemnosci wodnej
przy uzyciu wody destylowanej. Po okreslonym czasie inkubacji przeprowadzono
analizy mikrobiologiczne. Na zakres analiz mikrobiologicznych sktadato sie
okreslenie liczebnos$ci bakterii organotroficznych, bakterii z rodzaju Azotobacter oraz
promieniowcow z rodzaju Streptomyces przy pomocy licznika kolonii i podano je jako
jtk w 1 g s.m. gleby. Liczebnos¢ mikroorganizmow okreslono metodg ptytkowg w
trzech powtdrzeniach. Ogolng liczbe bakterii organotroficznych okreslono na podtozu
wg Bunta i Roviry, (1955) o nastepujacym sktadzie: ekstrakt drozdzowy — 1.0 g;
pepton — 1.0 g; KH,PO4 — 0.4 g; CaCl, — 0.1 g; (NH4)2SO4 — 0.5 g; MgSO4*7H,0 —
0.5 g; s6l Mohra — 0.03 g; MgCl, — 0.2 g; FeCl, — 0.01 g; wyciag glebowy — 250 cm?;
agar — 20.0 g; H,O — 750 cm?®; promieniowcéw z rodzaju Streptomyces na podiozu
Kustera i Williamsa z dodatkiem antybiotykow - nystatyny oraz actidionu w ilosci 0.05
g rozpuszczonych w 100 cm? sterylnej wody (w modyfikacji Parkinsona, (1971):
skrobia ziemniaczana — 10.0 g; kazeina — 0.3 g; KNO3 — 2.0 g; NaCl — 2.0 g; K;HPO,
— 2.0 g; MgSO4*7H,0 — 0.05 g; CaCO3 — 0.02 g; FeSO4 — 0.01 g; agar — 20.0 g; H.O
— 1000 cm®; a Azotobacter na podtozu wg Fenglerowej, (1965): K,HPO4 — 1.5 g;
MgSO4*7H,0 — 0.3 g; NaCl — 0.3 g; FeSO4*7H,0 — 0.005 g; MnSO4*7H,0 — 0.005 g;
(NH4)2Fe(S0,4)2,*6H,0 — 0.005 g; sacharoza — 10 g; NH4sNO3; — 0.2 g; agar — 14 g;
H,O - 1000 cm?®; Otrzymane wyniki opracowano statystycznie z wykorzystaniem
analizy wariancji wieloczynnikowej ANOVA stosujgc test rozstepu Duncana o
poziomie istotnosci przewidzianym dla badan laboratoryjnych wynoszgcym p<0.01
przy uzyciu pakietu statystycznego STATISTICA (StatSoft, 2010). Ponadto okreslono
wspotczynniki korelacji miedzy stopniem zanieczyszczenia gleby poszczegoinymi
metalami ciezkimi a liczebnoscig bakterii organotroficznych, Azotobacter i
promieniowcow z rodzaju Streptomyces.

Results

Ws$rdd bakterii z rodzaju Azotobacter wigzgcych azot czgsteczkowy z atmosfery
odnotowano istotne zmniejszenie sie ich liczebnosci pod wptywem zanieczyszczenia
gleby cynkiem, miedzig i kadmem (Table 1.).
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Table 1. The number of Azotobacter in soil contaminated with heavy metals cfu*g™
D.M. saill
Tabela 1. Liczebnos¢ bakterii z rodzaju Azotobacter w glebie zanieczyszczonej
metalami ciezkimi jtk*g™s.m. gleby

Dose Incubation time [days]
[ngn]céi‘;kcgg’ 7 70 140 280
0 40.79 57.21 35.60 26.21

Copper
120 15.18 13.31 12.06 6.39
240 0.00 2.83 5.66 3.25
480 0.00 0.00 0.00 0.00
Mean 13.99 18.34 13.33 8.96
r -0.84 -0.80 -0.87 -0.83
Cadmium
120 26.61 24.55 24.45 24.15
240 0.00 0.00 0.00 0.00
480 0.00 0.00 0.00 0.00
Mean 16.85 20.44 15.01 12.59
r -0.88 -0.85 -0.88 -0.86
Zinc
120 39.38 51.24 24.83 18.28
240 38.63 19.49 2.83 0.00
480 1.40 0.00 0.00 0.00
Mean 30.05 31.99 15.82 11.12
r -0.90 -0.97 -0.91 -0.88
*LSDp o1 a—157;b-1.82;c— 1.83; a*b — 3.15; b*c — 3.64; a*c — 3.15;
a*b*c — 6.31

* LSDo.o1 for: a — kind of heavy metal, b — dose of heavy metal, ¢ — incubation time, n.s. — not significant

Z analizy statystycznej otrzymanych rezultatow wynika, ze juz najmniejsza dawka
wszystkich testowanych metali ciezkich (120 mg*kg™ s.m. gleby) przyczynita sie do
istotnego zmniejszenia liczby tych mikroorganizméw. Srednio, niezaleznie od czasu
inkubacji probek glebowych, miedz ograniczata ich namnazanie o 70.31%, kadm —
32.75%, a cynk 0 18.60%. Zaaplikowanie do gleby wiekszych ilosci metali ciezkich
powodowato jeszcze wieksze zaktdcenia w namnazaniu sie tych drobnoustrojow.
W konsekwencji, 480 mg Cu?**kg™* s.m. gleby i 480 mg Cd***kg™ s.m. gleby
spowodowato catkowite zahamowanie ich wzrostu, a 480 mg Zn®**kg™* s.m. gleby -
ograniczenie liczby Azotobacter 0 99.1%.

Azotobacter wykazywaty najwiekszg wrazliwos¢ na jony miedzi, a nastepnie kadmu i
cynku. Poréwnujgc wspotczynniki korelacji pomiedzy stopniem zanieczyszczenia
gleby a liczbg bakterii, najwyzsze wartosci stwierdzono dla cynku r = -0.97 (70 dni),
nastepnie kadmu r = -0.88 (7 i 140 dni) i miedzi r = -0.87 (140 dni). Réwniez czas
inkubacji gleby istotnie modyfikowat liczebnos¢ bakterii Azotobacter zaréwno w
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prébkach niezanieczyszczonych jak i zanieczyszczonych cynkiem, kadmem i
miedzig. Najwiekszg liczebnos¢ tych drobnoustrojow stwierdzono w 70 dniu trwania
doswiadczenia, a najmniejszg w 280 dniu.

Nieco mniejszg wrazliwos¢ na inhibicyjne dziatanie metali ciezkich prezentowaty
bakterie organotroficzne (Table 2.). Sg to bakterie nalezgce do organizmoéw
wykorzystujgcych zwigzki organiczne takie jak biatka, ttuszcze czy weglowodany jako
zrédto wegla i energii.

Table 2. The number of organotrophic bacteria in soil contaminated with heavy
metals 10° cfu*g™ D.M. soil

Tabela 2. Liczebnosc¢ bakterii czerpigcych energie z rozktadu materii organicznej w
glebie zanieczyszczonej metalami ciezkimi 10° jtk*g™s.m. gleby

Dose Incubation time [days]
[r;?]]ggl’(é?{i 7 70 140 280
0 37.30 31.78 454 1.42

Copper
120 28.24 28.28 1.76 2.13
240 14.43 24.74 1.77 2.00
480 11.21 5.66 0.71 2.04
Mean 22.80 22.62 2.20 1.90
r -0.92 -0.97 -0.86 0.61
Cadmium
120 16.18 3.18 3.14 2.11
240 9.41 1.06 2.88 1.78
480 33.73 13.79 1.40 1.06
Mean 24.16 12.45 2.99 1.59
r 0.01 -0.37 -0.98 -0.53
Zinc
120 17.39 17.32 1.42 1.41
240 14.18 15.59 0.35 1.40
480 12.02 6.36 0.31 1.38
Mean 20.22 17.76 1.66 1.40
r -0.80 -0.94 -0.81 -0.99
*LSDp o1 a—n.s.;b-3.87; c-3.86; a*b — 6.69; a*c — n.s.; b*c — 7.72;
a*b*c — 13.38

* explanations as in Table 1

Przedstawicielami bakterii korzystajgcych z organicznych zrédet elektronéw, sg m.
in.: Arthrobacter, Pseudomonas, Bacillus, Achromobacter, Azotobacter, Rhizobium,
Cytophaga, Myxococcus, Sporocytophaga Zmniejszenie tempa wzrostu
drobnoustrojow generowane byto stopniem zanieczyszczenia gleby, co potwierdzajg
wyniki analizy statystycznej ANOVA. Najmniejsze spustoszenie w populacji bakterii
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organotroficznych przy uwzglednieniu trzech terminéw analiz (7, 70, 140 dni),
wywotaty najnizsze dawki cynku i miedzi oraz najwyzsza dawka kadmu, zmniejszajgc
liczebnosé w przypadku miedzi o 32.17%, cynku — 0 55.86%, kadmu — 45.11%.
Liczebnos¢ bakterii organotroficznych w 280 dniu inkubacji w probkach gleby
zanieczyszczonych miedzig wzrosta w poréwnaniu z prébkami, ktére nie zostaty
poddane presji metali ciezkich o0 44.83%. Wyniki analiz sugerujg mozliwo$¢ nabycia
opornosci przez nowe generacje bakterii. Namnazanie sie kolonii bakterii
organotroficznych odnotowano réwniez w probkach gleby zanieczyszczonych
kadmem. W probkach poddanych inkubacji przez 280 dni liczba bakterii
organotroficznych wzrosta o 48.59% w obiektach zanieczyszczonych 120 mg
Cd?*kg™ s.m. gleby i 25.35% w probkach z dodatkiem 240 mg Cd***kg™ s.m. gleby.
Zastosowanie najwyzszych dawek miedzi i cynku w 70 i 140 dniu trwania
doswiadczenia doprowadzito do ograniczenia liczebnosci bakterii organotroficznych
0 78.86 % i 80.31%. Wrazliwos¢ bakterii organotroficznych wobec zastosowanych
metali ciezkich uktada sie nastepujgco: cynk>kadm>miedz. Zaleznosc tg
potwierdzajg wspoétczynniki korelacji miedzy stopniem zanieczyszczenia a liczbg
kolonii, ktére wynoszg odpowiednio dla cynku r = -0.99, dla kadmu r = -0.98, a dla
miedzi r = -0.97. Promieniowce okazaty sie najmniej podatne na stres wywotany
zanieczyszczeniem gleby metalami ciezkimi. W odniesieniu do wyzej omawianych
drobnoustrojéw szereg wrazliwosci u promieniowcow uktada sie nastepujgco: miedz
> cynk > kadm. Potwierdzeniem tego sg wspoétczynniki korelacji miedzy stopniem
zanieczyszczenia gleby a liczebnoscig promieniowcow wynoszgce dla miedzir = -
0.83 (140 dni), dla cynku r = -0.82 (140 dni) i dla kadmu r = -0.73 (70 dni). Wyniki
analizy statystycznej ANOVA wskazujg na wage dawki i czasu inkubacji w
ksztattowaniu liczebnosci populacji promieniowcow z rodzaju Streptomyces. Istotne
zmniejszenie liczby promieniowcdéw pod wptywem nadmiernych ilosci kadmu
odnotowano w probkach gleby inkubowanych przez 70 dni. W pozostatych terminach
kadm nie tylko nie ograniczat liczebnosci promieniowcéw, ale stymulowat ich wzrost
(Table 3.). Zanieczyszczenie gleby cynkiem w ilo$ci 480 mg Zn“**kg™s.m. gleby
powodowato ograniczenie wzrostu populacji promieniowcow po 70 i 140 dniach
trwania doswiadczenia 0 69.4% i 34.77% w porownaniu do kontroli. Natomiast w
pozostatych terminach (7 i 280 dni) w prébkach zanieczyszczonych najnizszg dawka
(120 mg Zn***kg™ s.m. gleby) stwierdzono istotny wzrost liczby promieniowcoéw.
Miedz zaaplikowana w dawkach 240 i 480 mg Cu?**kg™ s.m. gleby ograniczata
wzrost promieniowcow w probkach gleby inkubowanych przez 7 i 140 dni
odpowiednio 0 45.48 i 21.08%. W pozostatych terminach miedz stymulowata
namnazanie sie promieniowcow. Ich liczebnos¢, niezaleznie od stopnia
zanieczyszczenia gleby, wzrosta 0 18.80% w probkach inkubowanych przez 70 dni i
0 6.58% - po 280 dniach trwania doswiadczenia.
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Table 3. The number of Streptomycetes in soil contaminated with heavy metals 10°
cfu*g™ D.M. soil
Tabela 3. Liczebnos¢ promieniowcdw z rodzaju Streptomycetes w glebie
zanieczyszczonej metalami ciezkimi 10° jtk*g™s.m. gleby

Dose Incubation time [days]
[r;ﬂ]gﬂfl’(;?’ 7 70 140 280
0 14.29 52.97 37.45 10.98

Copper
120 17.20 71.72 21.09 12.78
240 7.74 70.34 14.09 11.07
480 7.84 46.73 13.45 11.26
Mean 11.77 60.44 21.52 11.52
r -0.75 -0.37 -0.83 -0.16
Cadmium
120 18.64 18.74 16.75 27.39
240 52.64 13.79 45,42 21.02
480 31.29 14.49 34.19 16.68
Mean 29.22 25.00 28.45 19.02
r 0.51 -0.73 0.63 0.09
Zinc
120 39.06 18.73 27.67 22.85
240 11.70 16.30 25.41 21.39
480 11.34 16.21 24.43 13.18
Mean 19.10 26.05 28.74 17.10
r -0.38 -0.72 -0.82 -0.04
* LSDp o1 a—-n.s.;b—-6.76; c — 6.76;*a*b —-11.71; a*c — 11.71; b*c — 13.52,
' a*b*c — 23.42

* explanations as in Table 1

Discussion

Metale ciezkie nalezg do grupy zwigzkdw naruszajgcych homeostaze w srodowisku
glebowym (Seifert i Domka, 2005). Jesli wystepujg w nadmiarze ograniczajg
bior6znorodnosc i liczebnos$¢ drobnoustrojéw (Jing, i in., 2007, Wyszkowska, i in.,
20064, b). Szkodliwy wptyw metali w duzym stopniu zalezy od ich mobilno$ci w
srodowisku oraz biodostepnosci. Na biodostepnosc¢ sktada sie wiele czynnikéw takich
jak kwasowosc¢ srodowiska, zawartos¢ materii organicznej, sktad granulometryczny
i mineralogiczny gleby (Leita, i in., 1995; Schinner i Klauser, 2005). Toksyczno$¢
metali ciezkich raportowana jest wobec wszystkich organizmow zywych. Znany jest
ich negatywny wptyw na wzrost, morfologie czy metabolizm juz na poziomie
komorkowym. Metale ciezkie wywotujg miedzy innymi denaturacje biatka (enzymy),
niszczenie integralnosci bton komérkowych, hamowanie proceséw metabolicznych
(Giller, iin., 1998; Gasic i Korban, 2006). Mikroorganizmy glebowe, jako istotny
sktadnik wiekszosci ekosystemow, odgrywajag kluczowa role w srodowisku z powodu
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ich udziatu w obiegu pierwiastkdw biogennych czy mineralizacji materii organicznej
(Wardle i Ghani, 1995). Liczebno$¢ drobnoustrojéw w glebie uzalezniona jest od
wielu chemicznych i fizycznych wiasciwosci gleby (np. pH gleby, sktadu
granulometrycznego, zawartosci prochnicy) (Borowik, i in., 2011). W przypadku gleb
rolniczych, oddziatywania wyzej wymienionych czynnikéw modyfikowane sg przez
liczne zabiegi agrotechniczne zwigzane z uprawag roslin, a zwtaszcza nawozenie, czy
stosowanie chemicznych srodkéw ochrony roslin uprawnych (Wyszkowska, i in.,
2009). Stres wywotany obecnoscig metali ciezkich na ogo6t zmniejsza réznorodnosé
oraz aktywnos¢ mikroorganizmow glebowych. Niewatpliwie efekty wywotane
szkodliwoscig metali sg bardzo trudne do scharakteryzowania (Barros, i in., 2003).
Wang, i in., (2010) raportowali, na podstawie badan nad toksycznoscig metali
ciezkich, o ich negatywnym wptywie na tempo wzrostu drobnoustrojow, entalpie
metaboliczng oraz inne parametry bezposrednio wigzane z aktywnoscig
drobnoustrojow glebowych. Podkres$lono, iz nie wszystkie rozpatrywane metale
dziataty na tym samym poziomie toksycznosci. Uwzgledniajgc wartosci entalpii
przemiany materii, Wang, i in., (2010) zaszeregowali metale pod wzgledem rosngcej
toksycznos$ci w nastepujgcy sposéb: Cr>Pb>As>Co>Zn>Cd>Cu. Uzyskane wyniki z
badan wiasnych potwierdzajg, ze toksycznos¢ jondw cynku, kadmu i miedzi uktada
sie w podobnej kolejnosci w odniesieniu do liczebnosci bakterii organotroficznych.
Niekorzystne oddziatywanie metali ciezkich polega nie tylko na zachwianiu
liczebnosci drobnoustrojow w glebie, ale rowniez na obnizeniu ich bioré6znorodnosci,
co udowodnili Moffet, i in., (2003). Wykazali oni, Ze narazenie mikroorganizméw
glebowych na obecnos¢ cynku w srodowisku wywotuje 25% zmniejszenie ilosci grup
taksonomicznych w glebach zanieczyszczonych 400 mg*kg™ gleby w poréwnaniu do
gleby kontrolnej, charakteryzujgcej sie naturalng zawartoscig cynku (57 mg*kg™
gleby).

Wedtug Zaborowskiej, i in., (2006) inhibicyjne dziatanie cynku zalezy od poziomu
zanieczyszczenia oraz formy w jakiej wystepuje w srodowisku. Autorzy zwracajg
szczegblng uwage na dawke cynku wynoszacg 400 mg Zn?**kg™* s.m. gleby jako
dawke o wyraznie negatywnym dziataniu. Potwierdzajg to réwniez badania Gorskiej, i
in. (2008), ktorzy stwierdzili negatywne oddziatywanie cynku na liczebno$¢ bakterii,
promieniowcow oraz grzybow wraz ze wzrostem jego dawek. W badaniach witasnych
stwierdzono, ze statystycznie istotne okazato sie zarowno zanieczyszczenie 120 jak i
480 mg Zn***kg™'s.m. gleby. Szczegdlnie wrazliwe okazaly sie bakterie z rodzaju
Azotobacter. Natomiast wyniki uzyskane dla bakterii organotroficznych i
Streptomyces, wskazujg, iz mimo zmniejszania sie liczby drobnoustrojow w probkach
zanieczyszczonych 480 mg Zn?"'kg™ nastepuje nawet przyrost liczby badanych
bakterii. Promieniowce cechujg sie swoistg opornoscig wobec metali ciezkich i
dopiero wysokie stezenie metali ciezkich wywotuje zatamanie liczebnosci populacji
(Zaborowska, i in., 2006). Miedz uznano za jeden z najbardziej toksycznych
analizowanych pierwiastkow sladowych, ktéra podobnie jak cynk, naruszata
réwnowage mikrobiologiczng gleby. Réwniez Kucharski, i in., (2004) zaobserwowali
inhibicyjne oddziatywanie miedzi na bakterie i promieniowce. Najbardziej wrazliwg
grupg na zanieczyszczenie jonami miedzi byta populacja bakterii z rodzaju
Azotobacter. Juz pierwsze zastosowane dawki metalu spowodowaty obnizenie sie
liczebno$ci bakterii z rodzaju Azotobacter o 70.31% w poréwnaniu z prébkami gleby
nie poddanymi presji miedzi. Natomiast dawka 480 mg*kg™ wywotata catkowite
zahamowanie wzrostu tych bakterii. Podobne wyniki uzyskano w badaniach
przeprowadzonych przez Kucharskiego, i in., (2000), aczkolwiek w przedstawionym
doswiadczeniu dawkg prawie w 100 % hamujgcg rozwdj Azotobacter byto 80 — 100
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mg Cu“"*kg™ s.m. gleby. Analizujgc wyniki do$wiadczenia stwierdzono réwniez, ze
miedz byta zdolna do stymulacji wzrostu bakterii organotroficznych.
Najprawdopodobniej mogto dojs¢ do wytworzenia pewnych mechanizmdéw
adaptacyjnych wywotanych dtugotrwatym stresem $rodowiskowym jak donosi
Sullivan, i in., (2013). Kadm nalezy do metali, ktére nie petnig potwierdzonych funkcji
w procesach zyciowych (Lasat, 2002). Metal ten jest silnie toksyczny, dlatego tez
ograniczenia jego zawartosci w glebie sg bardzo restrykcyjne. Kadm mozna zaliczy¢
do najbardziej niebezpiecznych pierwiastkow Sladowych. W omawianych badaniach,
najbardziej negatywnie na jony kadmu w srodowisku zareagowaty bakterie z rodzaju
Azotobacter. O negatywnym wptywie kadmu na drobnoustroje glebowe raportujg
réwniez Gogolev i Wilke, (1997). Zastosowali oni w swoich badaniach od 0 do 25 mg
Cd**kg™ s.m. i stwierdzili ulemng korelacje miedzy dawkg kadmu a liczebnoscig
bakterii. Pozostate grupy drobnoustrojéw cechowata wyzsza tolerancja na poziom
zanieczyszczenia kadmem. Najwiekszg opornoscig charakteryzowaty sie
promieniowce. Potwierdzeniem opornosci tej grupy drobnoustrojéw na negatywne
oddziatywanie kadmu na mikroorganizmy glebowe jest doswiadczenie
przeprowadzone przez Wyszkowskg i Kucharskiego, (2003a, b). Bardzo silne
zanieczyszczenie badanych gleb kadmem zmniejszato liczebnos¢ wszystkich
bakterii, natomiast w przypadku promieniowcow i grzybow efekt byt odwrotny W
badaniach wiasnych szereg drobnoustrojéw w kierunku rosngcej odpornosci na
metale ciezkie wyglada nastepujgco: Azotobacter < bakterie organotroficzne <
promieniowce. Znaczgcg role w zmianach liczebnosci mikroorganizmow srodowiska
glebowego odgrywat czas narazenia na ksenobiotyk. Wedtug Piotrowskiej — Seget, i
in., (2005) wrazliwos¢ na szkodliwe dziatanie ksenobiotykow jest cechg gatunkowa.
Burns, i in., (2006) sklasyfikowali zmiennosc liczebnosci drobnoustrojow w czasie na:

e normalng, jezeli populacja wraca do normy po 30 dniach od momentu ustania

oddziatywania czynnika szkodliwego,

e dopuszczalng, jesli czas potrzebny do regeneracji populacji trwa 60 dni,

e bedgcag wynikiem stresu, gdy czas regeneracji jest dtuzszy niz 90 dni.
Limitowanie tworzenia sie nowych populacji mikroorganizméw ma swoje podtoze w
otaczajgcym je srodowisku glebowym oraz warunkach, jakie w nim wystepujg. Na
biodostepnos¢ metali ciezkich i ich toksyczne oddziatywanie na drobnoustroje ma
wptyw wiele czynnikéw. Intensywnos$¢ hamowania liczebnosci mikroorganizmow
testowych warunkujg takze wtasciwosci fizykochemiczne gleby.

Conclusions

1. Najwiekszg wrazliwos¢ na zanieczyszczenie gleby miedzig, kadmem i cynkiem
wykazaty bakterie z rodzaju Azotobacter, a najmniejszg promieniowce z rodzaju
Streptomyces

2. Toksycznosc¢ jondw cynku, miedzi i kadmu w zaleznosci od grupy drobnoustrojow
przedstawia sie w nastepujgcy sposob:

e Azotobacter sp.: Cu?**>Cd**>zn*";
e bakterie organotroficzne: Cu?**>Cd**>zn*";
e Streptomyces sp.: Cu®**>Zn*">Cd*".

3. Najbardzziej destrukcyjny wptyw na liczebnos¢ badanych drobnoustrojéw miaty

jony Cu~".
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