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rosngcymi na osadzie pogérniczym silnie
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Microbiological and biochemical activity under Norway maple and small-
-leaved lime seedlings growing on post-mining sediment with high trace
elements contamination

ABSTRACT

Mocek-Pléciniak A., Mleczek M., Skowroriska M. 2020. Aktywno$¢ mikrobiologiczna i biochemiczna pod
sadzonkami klonu zwyczajnego oraz lipy drobnolistnej rosnagcymi na osadzie pogdrniczym silnie zanieczysz-

czonym pierwiastkami sladowymi. Sylwan 164 (2): 127-132. DOI: https://doi.org/10.26202/sylwan.2019119.

The aim of the study was to determine the abundance of soil microbiome and enzymatic activity
in a control soil sample and in samples with post-mining sediment containing high concentrations
of arsenic and some trace elements. The samples were collected under two-year-old seedlings
of Norway maple (Acer plantanoides 1..) and small-leaved lime (7i/ia cordata Mill.), which came from
the Pniewy Forest District (western Poland). Optical emission spectrometry with excitation in
plasma induced by the Agilent 5110 ICP-OES spectrometer was applied to analyse the concen-
tration of arsenic and other heavy metals in the substrates and plant material. Before analysis
the samples were mineralised with concentrated (65%) nitric acid (V). The count of selected groups
of soil microorganisms was measured with the serial dilution method by Koch. The microbiome was
measured on selective media. The activity of dehydrogenases as well as acid and alkaline phosphatase
was measured spectrophotometrically. The soil and sediment on which the seedlings grew were
characterised by the following physicochemical parameters: soil texture (control — loamy sand,
sediment - silt), pH (control — 5.85-5.92, sediment — 7.13-7.43), the content of phosphorus (control
- 117-121 mg/kg, sediment — 38-46 mg/kg), potassium (control — 6.97-7.03 mg/kg, sediment
- 57-61 mg/kg), nitrogen (control - 0.53-0.65 mg/kg, sediment — 1.7-2.1 mg/kg) and total carbon
(control - 9.4-10.2 g/kg, sediment — 54.2-57.2 g/kg). The samples contained: control — 0.24 mg/kg,
sediment — 282 mg/kg of As_ , control — below the detection limit, sediment — 1,766 and
16,220 mg/kg of As(ITT) and (V) respectively. The counts of the microorganisms were lower (103
-10°) than in typical arable soils (10°-10%). The counts of bacteria and actinobacteria under the
lime seedlings in the control were greater than in the sediment, whereas the counts of moulds
were roughly identical. The counts of bacteria and moulds in the sediments under the maple
seedlings were greater than in the control, whereas the counts of actinobacteria were roughly
identical. The sediments under both species exhibited higher alkaline and acid phosphatase
activity than the control soil sample. Only dehydrogenases exhibited higher activity in the control
soil under both tree seedlings.
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Wstep
Arsen (As) nalezy do najbardziej toksycznych pierwiastkéw sposréd wystepujacych powszech-
nie w srodowisku. Pod wptywem naturalnych proceséw oraz dziatalnosci cztowicka uwalniany
jest on do gleby, wéd i powietrza. Migdzynarodowa Agencja Badari nad Nowotworami (IARC)
klasyfikuje ten metaloid w pierwszej grupie czynnikéw rakotwérezych. Giéwnym rezerwuarem
As jest litosfera. Do biosfery uwalniany bywa on w wyniku wietrzenia skat czy erupcji wulkanéw.
Dziatalnos¢ antropogeniczna (procesy wydobycia i hutnictwa rud metali niezelaznych, spalanie
paliw kopalnianych — wegla brunatnego i drewna, stosowanie w rolnictwie i hodowli zwierzat
gospodarskich nawozéw, pestycydow i herbicydéw) przyczynia si¢ takze do znacznego zanieczy-
szczenia Srodowiska naturalnego jego zwigzkami [Mucha i in. 2017]. Na dziatanie toksycznych
zwigzkéw As narazone sg zar6wno organizmy prokariotyczne, jak i eukariotyczne. Toksyczno$é
zwigzkéw arsenu uzalezniona jest gléwnie od wartosciowosci tego pierwiastka. Najniebezpiecz-
niejsze sg jego zwigzki nicorganiczne. Arsen (III) jest bardziej toksyczny niz zwigzki As (V)
[Drewniak, Sktodowska 2007]. Zywe komérki bakteryjne, roslinne, zwierzece i ludzkie narazone
sq gléwnie na dzialanie As w postaci arsenianéw i arseninéw. Te pierwsze hamujg fosforylacje
oksydacyjna, blokujac taricuch oddechowy, natomiast drugie wykazujg silng toksycznosé, upo-
§ledzajgc funkcje wielu biatek.

Celem badan bylo okreslenie liczebnosci podstawowych grup mikroorganizméw glebo-
wych oraz aktywnosci enzymatycznej w glebie kontrolnej i osadzie pogérniczym zawierajgcym
wysokie stezenia arsenu i kilku metali cigzkich pochodzgcych spod hodowli dwéch bezlistnych
sadzonek drzew — klonu zwyczajnego (Acer platanoides 1..) i lipy drobnolistnej (7i/ia cordata Mill.).
W literaturze przedmiotu mozna odnalez¢ szereg informacji dotyczacych wplywu metali ciezkich
(m.in. Cu, Zn, Pb, Cr i Cd) na aktywnos¢ mikrobiologiczng i biochemiczng gleby. Brak jednakze
doniesieri opisujacych réwnoczesne oddziatywanie wysokiej zawartosci arsenu na powyzsze pa-
rametry.

Materiat i metody

Materiat roslinny stanowity 2-letnie bezlistne sadzonki: Acer platanoides 1. (klon zwyczajny — K)
oraz Tilia cordata Mill. (lipa drobnolistna — L.). Sadzonki pochodzily z Nadlesnictwa Pniewy
w wojewddztwie wielkopolskim (52°29'4"N, 16°15'28"E) i charakteryzowaly si¢ zblizonymi roz-
miarami. Oba gatunki wsadzano do doniczek o wymiarach 21x21 cm (Srednica x wysokos¢),
zawierajacych osad pogérniczy lub glebg stanowigcg kontrolg. Oznaczenie parametréw fizyczno-
-chemicznych osadu i gleby wykonano w trzech powtérzeniach, wykorzystujac materiaty refe-
rencyjne wedlug wykazu metod podanych w opracowaniu Mocka i Drzymaty [2010]. St¢zenie As
w podtozach i materiale roslinnym, jak réwniez metali ci¢zkich analizowano za pomocg optycznej
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spektrometrii emisyjnej ze wzbudzeniem w plazmie indukowanej spektrometrem Agilent 5110
ICP-OES (Agilent, USA), po uprzedniej mineralizacji prébek z wykorzystaniem st¢zonego (65%)
kwasu azotowego (V) (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA). Analiz¢ zawartosci As (V) oraz As (I11)
w glebie i osadzie pogérniczym prowadzono z wykorzystaniem uktadu technik tgczonych wy-
sokosprawnej chromatografii cieczowej wraz z detekcjg absorpeyjnej spektrometrii atomowej
z generowaniem wodorkéw (HPLC-HG-AAS) oraz z detekejg indukceyjnie sprz¢zonej plazmy
optycznej spektrometrii emisyjnej (HPLC-ICP-OES). Liczebno$¢ wybranych grup mikroorganiz-
méw glebowych okreslono metodg seryjnych rozciericzeri wedtug Kocha i wyrazono w jtk/g s.m.
gleby. Wymienione grupy drobnoustrojéw oznaczono na podtozach wybiérezych: ogélna liczeb-
no$¢ heterotroficznych bakterii — podtoze agarowe firmy Standard Merck; liczebno$¢ promie-
niowcéw — Pochon; liczebnosé grzybéw plesniowych — Martin [1950]. Aktywnos¢ dehydrogenaz oraz
fosfatazy kwasnej i zasadowej oznaczono spektrofotometrycznie (Novospec) metodg Thalmanna
[1968] oraz Tabatabai i Bremnera [1969].

Wyniki i dyskusja
Gleba kontrolna, na ktérej rosty sadzonki wspomnianych drzew, nalezata pod wzgl¢dem uziar-
nienia do piaskéw gliniastych (pg i LS) [Soil... 1999; Klasyfikacja... 2009]. Osad pogdrniczy
wedtug wspomnianych kryteriéw zaliczono odpowiednio do pytu zwyklego (pyz) i pyhu (Silty — Si).

Odczyn prébki kontrolnej ksztattowat si¢ na poziomie pHy, 5,85-5,92, a osadu pogdrni-
czego pHy ., 7,13-7,43. Zawartos¢ tatwo dostgpnego fosforu miescita si¢ w glebie w zakresie 117-
-121 mg/kg, natomiast w osadzie 38-46 mg/kg. Zawartos¢ przyswajalnego potasu w kontroli zawierala
si¢ w przedziale 6,97-7,03 mg/kg, a w osadzie 57-61 mg/kg. Materi¢ organiczng charakteryzowaty
azot i wegiel, ktérych zawartosé przedstawiata si¢ nast¢pujgco: gleba kontrolna 0,53-0,65 g/kg N
i9,4-10,2 g/kg Cog; osad 1,7-2,1 g/kg N i 54,2-57,2 g/kg Cog.

Ogdlna zawartos¢ As w osadzie byla bardzo wysoka (tab. 1) [Salminen 2005]. Wsréd form
zdecydowanie przewazat arsen (V) w formie anionu (H,AsOj), co wynikato z dominacji proce-
sow utleniania nad redukcjg. Bylo to zjawisko korzystniejsze, gdyz formy As (V) sg ogélnie mnicj
toksyczne zaréwno dla roslin, jak i mikroorganizméw anizeli formy As (III), wystgpujace w zwigzku

Tabela 1.
Zawarto$¢ [mg/kg] arsenu i wybranych metali cigzkich w glebie kontrolnej (Kontrola) i osadzie pogérniczym
(Osad) [Mleczek i in. 2017] oraz najwyzsze wartosci w glebach europejskich (Max [Salminen i in. 2005])
Content [mg/kg] of arsenic and selected heavy metals in the control soil sample (Kontrola) and post-mining

sediment (Osad) [Mleczek et al. 2017] as well as the highest values in European soils (Max [Salminen et al.
2005])

Kontrola Osad Max
Asor 0,24 18 022 282
As (IIT) w 1766 b.d.
As (V) * 16 220 b.d.
ASorg * 36 b.d.
Cu 1,33 4511 256
Zn 18,00 1 565 2900
Pb 4,99 3 865 970
Ni 0,75 359 2 690
Cr 1,32 1260 6 230
Cd 0,21 1 030 14

* ponizej granicy wykrywalnosci; b.d. — brak danych
* below detection limit; b.d. — lack of data
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(H;AsO;) w warunkach redukeyjnych i przy niskim pH [Bowell 1994; O'Neil 1995; Neff 1997;
Balasoiu i in. 2001; Karczewska i in. 2005].

Zawartos¢ poszczegdlnych metali cigzkich w analizowanym osadzie byla bardzo wysoka.
poniewaz wielokrotnie przekraczata ilos¢ spotykang w glebach uprawnych Polski i dosé rzadko
w wiclu glebach terenéw przemystowych [Rozporzgdzenie... 2016]. W glebie kontrolnej zawar-
to$¢ tych pierwiastkéw nalezy uznac za niska (tab. 2).

Liczebnos¢ bakterii heterotroficznych i promieniowcéw pod sadzonkami lipy drobnolist-
nej byla wigksza w glebie kontrolnej anizeli w osadzie. Liczebnosci grzybéw plesniowych w do-
$wiadczeniu z lipg nalezy okresli¢ jako zblizone, z niewielkg przewagg w osadzie. W przypadku
doswiadczenia realizowanego z sadzonkami klonu zwyczajnego wickszg liczebnosé bakterii hete-
rotroficznych i grzybéw plesniowych okreslono w osadzie pogdrniczym niz w glebie kontrolnej,
przy w miar¢ wyréwnanych liczebnosciach promieniowcéw. Generalnie srednig liczebnosé
wszystkich analizowanych mikroorganizméw (tab. 3) nalezy uzna¢ za niskg (10>-10°) w poréw-
naniu do liczebnosci mikrobiomu wystepujacego w wielu glebach uksztattowanych z natural-
nych polodowcowych materiatléw macierzystych (103-10%) [Martyniuk 2017]. Nalezy przyjaé, ze
zréznicowane parametry fizyczno-chemiczne gleby kontrolnej i osadu, a szczegélnie zawartos¢
materii organicznej i wielu pierwiastkéw sladowych, wywotywaly zréznicowane interakcje, ktére
wplywaly inhibujgco bad7 stymulujgco na rozwdj mikrobiomu w analizowanych warunkach.
Na dziatanie toksycznych zwigzkéw As narazone sg zaréwno organizmy prokariotyczne, jak
i eukariotyczne. Jednak tylko mikroorganizmy — gléwnie bakterie i grzyby plesniowe — wyksztat-
city r6zne mechanizmy usuwania As z komérek, warunkujgce opornosé na arseniny i arseniany

Tabela 2.
Liczebno$¢ mikroorganizméw glebowych pod sadzonkami klonu zwyczajnego (K1) i lipy drobnolistnej (Lp)
w glebie kontrolnej (kontrola) i osadzie pogdrniczym (osad)

Abundance of soil microorganismsm under Norway maple (K1) and small-leaved lime (Lp) seedlings in control
soil sample (kontrola) and in post-mining sediment (osad)

Bakterie heterotroficzne Promieniowce Grzyby plesniowe
Heterotrophic bacteria Actinobacteria Moulds
[10° jtk/g s.m. gleby] [10* jtk/g s.m. gleby]  [10? jtk/g s.m. gleby]
[10° cfu/g d.m. of soil] [10* cfu/g d.m. of soil]  [10? cfu/g d.m. of soil]

Lp kontrola 157,70 1010,77 303,08

Lp osad 138,23 239,32 347,25

Kl kontrola 79,33 273,81 53,74

Kl osad 266,02 207,25 418,55
Tabela 3.

Zakres liczebnosci [jtk/g s.m. gleby] i biomasa [kg/ha] najwazniejszych mikroorganizméw bytujgcych
w glebie [Martyniuk 2017]

Range of count (Liczebnos¢ [cfu/g d.m. of soil]) and biomass (Biomasa [kg/ha]) of the most important soil
organisms [Martyniuk 2017]

Liczebnos¢ Biomasa
Bakter.le 107-10° 300-3000
Bacteria
Pro'mlemowc'e 106-108 300-3000
Actinobacteria
Grzyby 105-10° 500-5000

Moulds
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oraz zastosowanie ich w fito- i bioremediacji terenéw zanieczyszczonych. Moze si¢ to odbywa¢
poprzez:
— zmnicjszenie pobierania anionéw HAsOj i H,AsO; przez systemy transportu fosfora-
néw [Cervantes i in. 1994];
— przeprowadzenie transformacji chemicznych toksycznych zwigzkéw arsenu — metylacja,
demetylacja, redukcja, utlenianie [Drewniak, Sktodowska 2007];
- wykorzystanie specjalnych systeméw detoksykacji arsenu, tzw. systeméw ArsC, ktérych
mechanizm dziatania polega na redukcji As (V), a nast¢pnie usuwaniu As (III) poza ko-
mdrke [Silver, Phung 1996].

W przypadku doswiadczen z lipg drobnolistng i klonem zwyczajnym w glebie kontrolnej stwier-
dzono wiclokrotnie wickszg aktywnosé dehydrogenaz niz w osadzie pogdrniczym (tab. 4). Od-
wrotne zaleznosci, cho¢ mniej wyrazne, zaobserwowano w przypadku fosfatazy zasadowej i kwasne;j.
Moze to wynikaé z niewielkich ilosci fosforu tatwo dostgpnego w osadzie. Fosfatazy s3 bowiem
bardziej aktywne w utworach glebowych o matej zawartosci fosforu przyswajalnego, czyli wyste-
pujacego w formie jonéw diwodorofosforanowych (V) — H,PO; badz tez wodorofosforanowych
(V) - HPO§.

Zebrana po 90 dniach doswiadczenia biomasa sadzonek klonu zwyczajnego i lipy drobno-
listnej byta mniejsza niz pochodzaca z gleby kontrolnej, odpowiednio 0 55,5148,7%. W poszcze-
g6lnych czgsciach roslin stwierdzono takze zréznicowang akumulacjg arsenu, ktéra przedstawiata
si¢ nast¢gpujaco [Mleczek i in. 2017]:

— klon zwyczajny: korzenie okoto 1600, pedy okoto 140, liscie okoto 30 mg/kg;

— lipa drobnolistna: korzenie okoto 600, pedy okoto 100, liscie okoto 12 mg/kg.

Whioski

# Osady pogérnicze charakteryzowaty si¢ silnym zanieczyszczeniem zwigzkami arsenu i wicloma
innymi pierwiastkami sladowymi. W ogélnej zawartosci As dominowaly mniej toksyczne dla
roslin i drobnoustrojéw formy As (V), a zasadowy odczyn tych osadéw oraz wigksza zawartos¢
materii organicznej ograniczaty dostgpnosé i mobilnosé wielu pierwiastkéw sladowych, w tym
metali ci¢zkich.

# Pomimo niekorzystnych parametréw chemicznych osadéw sadzonki klonu zwyczajnego i lipy
drobnolistnej zdolne byly do wzrostu, aczkolwiek przyrosty ich biomasy byly przynajmniej
o potowe mniejsze niz sadzonek hodowanych na glebie kontrolnej. Wigkszg odpornoscig na

Tabela 4.
Aktywnos¢ enzymatyczna pod sadzonkami klonu zwyczajnego (K1) i lipy drobnolistnej (Lp) w glebie
kontrolnej (kontrola) i osadzie pogérniczym (osad)
Enzymatic activity under Norway maple (KI) and small-leaved lime (Lp) seedlings in control soil sample
(kontrola) and in post-mining sediment (osad)

Dehydrogenazy Fosfataza zasadowa Fosfataza kwasna

Dehydrogenases Alkaline phosphatase Acid phosphatase
[mg TPF/kg s.m. gleby/24h]  [mg PNP/kg s.m. gleby/h] [mg PNP/kg s.m. gleby/h]
[mg TPF/kg d.m. of soil/24h] [mg PNP/kg d.m. of soil/h] [mg PNP/kg d.m. of soil/h]

Lp kontrola 0,093 12,51 43,09
Lp osad 0,005 33,36 115,37
Kl kontrola 0,212 13,90 54,21

Kl osad 0,004 22,24 108,42
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wplyw badanych zanieczyszczen znajdujgeych si¢ w osadzie charakteryzowat si¢ klon (wicksza
akumulacja tych zwigzkéw w tkankach korzeni).

# Klonu zwyczajnego nie mozna wprawdzie zaliczy¢ do hiperakumulatoréw (metalofitéw) na-
dajacych sie do rekultywacji sktadowisk przedmiotowych osadéw, ale moze by¢ on wykorzysty-
wany do préb zalesiania zbiornikéw osadéw poprzemystowych.

# Podczas 90-dniowego doswiadczenia pilotazowego stwierdzono bardzo wyrazne, aczkolwick
zréznicowane liczebnosci podstawowych grup mikroorganizméw w analizowanych prébkach
osad6w i gleby kontrolnej. Swiadezy¢ to moze o hamujgeym badZ stymulujacym wplywie okre-
slonych ksenobiotyk6w na rozwijajacy si¢ mikrobiom w badanym okresic. Wskazane bylyby
zatem dalsze badania wazonowe i polowe z wprowadzeniem do osadéw okreslonych grup drob-
noustrojow, keére charakteryzowatyby si¢ wickszg odpornoscig na wysokie st¢zenie arsenu
i innych pierwiastkéw sladowych zakumulowanych w osadzie pogérniczym.

# Aktywno$¢ dehydrogenaz w osadach byta zdecydowanie mniejsza (20-50-krotnie) anizeli
w glebie kontrolnej, co moze swiadczy¢ o stabych przemianach wegla i azotu. W prébkach
osadu stwierdzono dwukrotnie wigkszg aktywnosé fosfataz, co moze wynikaé¢ z niewicelkiej
ilosci tatwo dostgpnych form fosforu (odczyn zasadowy), powodujgcych wzrost aktywnosci
tych enzymow.
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