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WPLYW BAKTERII RYZOSFEROWYCH

NA ZMIAN E LICZEBNO SCI DROBNOUSTROJOW
W REDZINIE WAPIENNEJ SWIE ZO SKAZONEJ
MIESZANIN A WIELOPIER SCIENIOWYCH
WEGLOWODOROW AROMATYCZNYCH

Z OLEJEM NAP EDOWYM

W pracy przedstawiono badania wptywu ochronnegaegaiwAzospirillumspp

i Pseudomonas stutzena liczebné¢ mikrobiologiczra w redzinie wapiennej
swiezo skaonej mieszanip WWA i ON. Po zastosowaniu szczepienidliro
stwierdzono statystycznie istotny wzrost liczby lilfoustrojow glebowych (ogol-
nej liczby bakterii, promieniowcéw, bakterii amakécyjnych, proteolitycznych,
celulolitycznych, rozktadagych fosforany oraz kopiotroféw i oligotrofow) oraz
statystycznie znaczny spadek ogdlnej liczby grzybStwierdzono ponadto sty-
mulujacy wptyw oleju napdowego w dawkach 0,1 i 1% na wzrost liczby wymie-
nionych drobnoustrojow.

1. Wprowadzenie

Procesy bioremediacji gleb skaych wielopie¢cieniowymi weglowodo-
rami aromatycznymi (WWA) oraz olejem regiowym (ON) prowadzoneas
przez stymulagj wzrostu mikroorganizmoéw autochtonicznych, natueatwbec-
nych w skaonymsrodowisku, ladz tez przez wprowadzenie do gleby wyselek-
cjonowanych mikroorganizméw zdolnych do degrad&@WwA [1, 2, 7, 13].
Poprawnie przeprowadzony proces bioaugmentacji wyamaprowadzenia do
gleby mikroorganizméw zdolnych do przetrwania i daatowania i do wa-
runkow skaenia oraz wykorzystagych zwizki organiczne jako jedyngrodio
wegla i energii [3, 5, 17]. Sk&nie gleb trwatymi zanieczyszczeniami organicz-
nymi (w tym WWA) powoduje drastyczne zmniejszenezlly autochtonicz-
nych drobnoustrojow glebowych oraz zaktdcenie mowefizjologicznych na-
turalnie zachodgcych w glebie [7, 8, 10, 14, 15].
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Azospirillum sppi Pseudomonastutzerito bakterie diazotroficzne wiace
wolny azot, wykorzystuce WWA jako jedynezrédio wegla i energii oraz
produkupce biosurfaktanty [7, 11, 12Bakterie z rodzajiPseudomonass po-
wszechnie znane w literaturze jako mikroorganiznigkiywnie rozktadajce
zanieczyszczenia organiczne w procesie kometabolizmaturalnymsrodowi-
sku zaréwno wodnym, jak i glebowym [12, 18, 19,.24] dostpnej literaturze
brakuje danych dotyazych udziatu bakterii z rodzajuzospirillum sppw pro-
cesach bioremediacji. Wolngyjace bakterie wizace azot, tjAzospirillumspp
i Pseudomonas stutzerddolne § do tworzenia trwatych asocjacji z korzeniami
wigkszasci wykorzystywanych w produkcji &innej zb& i traw [11, 12]. Ryzo-
degradacja jest biologicznym procesem usuwaniasezayszcze organicznych
z gleby przy udziale mikroorganizméw zdolnych db iozktadu w strefie ko-
rzeniowej ralin [1, 4, 24]. Wydzieliny korzeniowe §tin, tj. cukry, alkohole,
kwasy organiczne, stgjsic zrodtem wegla dla mikroorganizméw glebowych,
przez co zwjkszap ich aktywna¢, wzrost i efektywné& biodegradaciji [1, 2,
24].

Celem podjtych bada byto okrelenie wptywu szczepienia kostrzewy
takowej Azospirillumspp i Pseudomonastutzerina zmiag liczebngci mikro-
biologicznej w edzinie wapiennegwiezo skaonej antracenem, fenantrenem,
pirenem, olejem naplowym oraz mieszanirwWWA i ON.

2. Materiaty i metody badan

Materiat glebowy. Glel: (redzine wapienn), wytkowarn rolniczo i oddaloa
od zrodet emisji zanieczyszcagpobrano z poziomu orno-préchniczego (0-30
cm) w Mie¢mierzu koto Kazimierza Dolnego. Chemiczne §giavosci gleby
przedstawiono w tab. 1.
ZanieczyszczenieDo bada uzyto antracenu, fenantrenu i pirenu w dawkach:
100, 500 ora2000 mg - kg's.m. gleby oraz oleju nagowego (Multi Motor Oil
Jasol 12 SG/CE 5W/4 pochagty z Rafinerii Jasto S.A.) w dawkach: 0,1%,
0,5%, 1% wi/w (procent wagowo-wagowy) s.m. glebygWiwodory oraz olej
napgdowy dodawano do gleby pojedynczo w poszczegolagatkach oraz jako
mieszanig 3 WWA i ON o nasfpujacym skitadzie:
« mieszanina 1. £ 3WWA antracen, fenantren, piren (100 kg™ kaz-
dy) i olej nagdowy w stzeniu 0,1%,
« mieszanina 2. £ 3WWA antracen, fenantren, piren (500 migg™ kaz-
dy) i olej nagdowy w stzeniu 0,5%,
+ mieszanina 3. £ 3WWA antracen, fenantren, piren (1000 maj " kaz-
dy) i olej nagdowy w stzeniu 1%.
Szczepy bakteryjne Szczepy bakteridzospirillum spp (12/6, 15/7, 77Bbl)
i Pseudomonas stutz€Bs, 5;, 40T,) pochodzity z kolekcji Zaktadu Mikrobiolo-
gii Rolniczej IUNG-PIB w Putawach. Bakterie te wglawano z endoryzosfery
owsa Hordeum sativuim kukurydzy Zea mays I) oraz trawy Elymus arena-



Wplyw bakterii ryzosferowych na zmiaticzebndci drobnoustrojow ... 37

rius). Metody izolacji, przeszczepiania oraz przechoamia szczepOw oraz
opis ich podstawowych wdaiwosci zostaty przedstawione przez Krol [11, 12].
Rosliny. Do dawiadczé wybrano réline z klasy jednoliciennych — kostrzeg
takowa (Festuca pratensis.).

Tabela 1. Chemiczne vdieiwosci gleby

Procentowy skiad granulometryczny [mnh] Redzina wapienna
1,0-0,1 59
0,1-0,02 23
<0,02 26
Corg [%] 2,2
N [%] 0,127
PHH20 6,81
PHkcl 6,52
P,0s [mg - 100 @ gleby] 8,7
K,0 [mg - 100 g gleby] 16,5
Mg [mg - 100 g gleby] 4.8
N-NH, [mg N - kg*éw. m. gleby] 0,96
N-NO; [mg N - kg* éw. m. gleby] 28,6
Objasnienia:

% sktad granulometryczny [mm] — metoda Casagrandeodyfikacji Pro-
szynskiego, PN-R-04032:1998

Wegiel ogélny — metoda Tiurina, PB 20.1;1999

Azot og6lny — wedtug normy PB 16.3 Wyd. | — 14.1@20

PH H20; PH kel — PN-ISO 10390:1997

P,0Os, 12- K;O — metoda Egnera-Riehma, PN-R-04023:1996

N-NH4 and N-NH — PB 8.1 Wyd. Il — 08.09.2004, PB 8.1

Oznaczenia mikrobiologiczne Wptyw zastosowanego szczepienidliro na
liczebn@¢ mikrobiologiczry, w redzinie wapiennejswiezo skaonej WWA
i olejem napdowym oraz mieszanainWWA i ON wykonano, przyjmujc ni-
niejsze oznaczenia:

— 0go0lna liczba bakterii i promieniowcow [23],

— ogoélna liczba grzybow [16],

— ogolna liczba bakterii amonifikacyjnych, proteotibgnych, rozktada

cych fosforany [20],

— 0go0lna liczba bakterii celulolitycznych [22],

— ogolna liczba bakterii kopiotroficznych oraz oligaficznych [9].
Szczepienie rélin. Doswiadczenia doniczkowe prowadzono w kontrolowanych
warunkach w fitotronie. Ridiny (kostrzewa dkowa 50 sztuk/doniczi szcze-
piono 48 h zawiesimbakterii Azospirillumspp i Pseudomonas stutzesi ilosci
1 ml (gestas¢ 10 j.t.k. - g%) na 500 g gleby. Szczepy stosowamtzhie w mie-
szaninie. Po uptywie 10 dni diny ponownie doszczepiana samy iloscia za-



38 A. Gahzka, M. Krol, A. Perzyski

wiesiny. Wzrost rélin utrzymywany byt w kontrolowanych warunkach tesng-
tury (w dzien — 16 h, 24°C, w nocy — 8 h, 18°C) oraz wilgétn®0% przez
okres 30 dni. Gleby codziennie uwilgotniano do pomil 60% ppw, utrzymag
stah wilgotnas¢ przez caty okres dwiadczenia. Jeden tylko raz wagu okresu
wegetacji réliny nawazono: NHINO; — 0,305 g, NEH,PO, — 0,093 g, KCI —
0,245 g na 500 g gleby. Bwiadczenia prowadzono w uktadzie zrandomizowa-
nym. Kazda kombinacg doswiadczenia powtarzano 3-krotnie. Po zés@eniu
doswiadczéh wykonano podstawowe oznaczenia chemiczne i miktobiczne
gleby.

Statystyka Do oceny statystycznej wynikéw wykorzystano pakieogramu
STATISTICA.PL (7) (Stat. Soft. Inc., 95% poziomastacsci).

3. Wyniki badan i dyskusja

Wielopiescieniowe weglowodory aromatyczne obecne w siaych gle-
bach stanowdi potencjalne zageenie dlasrodowiska, zarbwno cytotoksyczne,
mutagenne, jak i kancerogenne [1, 2, 7, 13]. Znlangst wiele mikroorgani-
zmoéw zdolnych do wykorzystywania WWA jako jedynegddia wegla i ener-
gii. Efektywnai¢ mikrobiologicznej degradacji ¢glowodorow zalgy m.in. od
wiasciwosci fizykochemicznych zanieczyszczenia oraz fizyainy biologicz-
nych wiaciwosci skazonegosrodowiska [2, 10, 14, 15].

Wplyw zastosowanego szczepienia kostrzewkowej Azospirillum spp
i Pseudomonas stutzeria zmiag wilasciwosci mikrobiologicznych ¢dziny
wapiennejswiezo skaonej WWA i olejem nagdowym oraz mieszananWWA
z ON przedstawiono na rys. 1-3.

W strefie korzeniowej i&in obserwuje s zwickszone tempo procesu bio-
remediacji organicznych zanieczysztze porownaniu z glebnieryzosferow
[1,4,5, 6,7, 10, 18, 24]. \Ake st to przede wszystkim z aktywfma metabo-
liczna mikroflory licznie zasiedlaica ryzosfee. Okazuje €i, ze istotne znacze-
nie maj tez mikroorganizmy bezpgwednio zwhzane z rélina, zyjace wewntrz
tkanek korzenia, todygi idci. Do tej grupy mikroorganizméw nate wiasnie
szczepyAzospirillum spp i Pseudomonas stutzefr, 11, 12]. Ryzobakterie
Z rodzajuAzospirillum spp.wiazace wolny azqgtzalicza s¢ do fakultatywnych
endofitow zdolnych do kolonizacji zaréwno zesnznej powierzchni korzenia,
jak i wewretrznej przestrzeni mdzykomorkowej, korzystnie oddziatywagych
na wzrost i rozwgj réin [11].

Zmiany ogolnej liczby bakterii, promieniowcow izgbow w warunkach
skazenia rdziny wapiennej WWA, ON oraz mieszagilVWA i ON w przy-
padku wzrostu kostrzewykowej szczepionefzospirillumspp i Pseudomonas
stutzeriprzedstawiono na rys. 1. Najmniegjsticzbe bakterii, promieniowcow
i grzybéw stwierdzono po silnym skeniu gleby mieszanin WWA z ON.
W przeprowadzonych badaniach stwierdzono blisko-S0@-krotny wzrost
0golnej liczby bakterii w gdzinie wapiennej w kombinacjach szczepionych
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a)
Ogolna liczba bakterii
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[mg- kg* s.m. gleby]
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160 <
140 . I
120 1 I
_ 100 ——
s .
é 80 — I
S 60 I _
40 —a 0 -
20 + —0 1 -
0 -
WWA 100 500 1000 100 500 1000 0,10%0,50% 1% mixl mix2 mix3
[mg-kg* s.m. gleby]
ANTRACEN FENANTREN PIREN OLEJ NAP EDOWY MIESZANINA
® kostrzewatakowa nieszczepiona ! kostrzewatakowa szczepiona
c)
Ogolna liczba grzybow
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[mg-kg* sm. gleby]
ANTRACEN FENANTREN PIREN OLEJ NAP EDOWY MIESZANINA
™ kostrzewatakowa nieszczepiona ! kostrzewa takowa szczepiona

* wartosci statystycznie istotner(< 0,05)

mix 1 — suma 3WWA (w seniu 100 mg kg™ kazdy) i oleju nagdowego (w sgzeniu 0,1%)
mix 2 — suma 3WWA (w steniu 500 mg kg™ kazdy) i oleju nagdowego (w sgzeniu 0,5%)
mix 3 — suma 3WWA (w steniu 1000 mg kg™ kazdy) i oleju napdowego (w sizeniu 1%)

Rys. 1. Ogolna liczba bakterii, promieniowcow i ysaw w rdzinie wapiennej skanej
WWA, ON oraz mieszaninWWA i ON

roslin. Statystycznie istotny wzrosw (< 0,05) ogolnej liczby bakterii i pro-
mieniowcow stwierdzono w przypadku wszystkich zaswanych dawek
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skazenia gleby przy wzrie kostrzewy g¢kowej szczepionefzospirillumspp
i Pseudomonas stutzeSkaenie gleby 0,1 i 1% olejem negiowym stymulo-
wato wzrost liczby bakterii i promieniowcéw (powsj 100% wzgtdem kon-
troli), zaréwno przy braku, jak i w obeciud zastosowanego szczepienidliro
Statystycznie znagey (o < 0,05) spadek liczby grzybéw stwierdzono we
wszystkich kombinacjach skania edziny wapiennej po szczepieniu kostrzewy
takowej bakteriami ryzosferowymi. Wprowadzona do isfeoy rglin zawiesina
bakterii Azospirillumspp i Pseudomonas stutzespowodowata zmniejszenie
0golnej liczby grzybow nawet o ok. 65% w przypadkaczepienia kostrzewy
takowej w glebie skzonej pirenem w dawce 1000 mgg™ oraz o ok. 55% przy
skazeniu fenantrenem w tej samej dawce (rys. 1.).

Pomkdzy stopniem rozwoju bakterii i promieniowcow apsi@em rozwoju
grzybdéw zachodgokreslone proporcje — intensywnemu namaaiu se bakterii
i promieniowcow odpowiada stabszy rozwoj grzyboedivrotnie. Zalenosé¢ te
(SR) mana wyrazt liczbowo poprzez stosunek liczby bakterii (B) bprie-
niowcéw (P) do liczby grzybow (G) [7]:

SR = (B + P)/G.

Wigksze wartéci tego wskanika bxda informowa: o stosunkowo stabszym
rozwoju grzybow, natomiast mniejsze o silniejszygim iozwoju w glebie.

Na rysunku 2. przedstawiono zlogarytmowane waitmdeksu (B + P)/G
w redzinie wapiennej skanej WWA, olejem nagdowym oraz mieszanin
WWA z olejem napdowym. Najkorzystniejszy stosunek bakterii i pronasv-
céw do grzybdéw (z punktu widzenia aktywao biologicznej gleby) wyspo-
wat w warunkach szczepienia kostrzewldwej po zastosowanirednich (500
mg- kg™) oraz najwyszych (1000 mgkg™) dawek skaenia.

O adaptacji wprowadzonych szczepéaospirillumspp i Pseudomonas
stutzeri do srodowiska glebowego skanego WWA i olejem naglowym
swiadcz takze analizy ogo6lnych liczb innych grup mikroorganizm@lebo-
wych, tj.: ogolnej liczby bakterii amonifikacyjnyctogélnej liczby bakterii
proteolitycznych, ogdinej liczby kopiotroféw, oligofow, bakterii celulolitycz-
nych oraz drobnoustrojow zdolnych do rozktadu fosfidw (rys. 3.). Wzrost
liczby wymienionych drobnoustrojéw w przypadku zastwanego szczepienia
kostrzewy skowej swiadczy o dobrej adaptacji wprowadzonych szczepéw d
zaistniatych warunkoéw skania gleby oraz o niezaktécaniu przez wprowadzo-
ne szczepy wzrostu badanych grup mikroorganizméwraknie bytujcych
w glebach.

Bakterie amonifikacyjne stanocavigrupz mikroorganizméw heterotroficz-
nych, majcych zdolné¢ rozkladu organicznych zaakéw azotu, aminokwasow
z wytworzeniem amoniaku (dezaminacja), ktérego nb&cswiadczy o zacho-
dzeniu mineralizacji organicznych poken azotowych [20]. Statystycznie istot-
ny wzrost liczby bakterii amonifikacyjnych stwiedm w przypadkiurednich
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(1000 mg kg™, 500 mg kg™ i najwyzszych (1000 mgkg™) dawek WWA
po zastosowanym szczepieniu kostrzewlgowej bakteriami ryzosferowymi
(rys. 3a).

Warto §¢ indeksu (B + P)/G
log jtk/g s.m. gleby

1 0

(o]
kontrola 100 500 1000 100 500 1000 100 500 1000 0,1%0,5% 1% mixl mix2 mix3
WWA [mg - kg sm.gleby]

ANTRACEN FENANTREN PIREN OLEJ NAPEDOWY  MIESZANINA

W kostrzewatgkowanieszczepiona 1 kostrzewatgkowa szczepiona

* wartosci statystycznie istotner< 0,05)

mix 1 — suma 3WWA (w steniu 100 mg kg™ kazdy) i oleju napdowego (w stzeniu 0,1%)
mix 2 — suma 3WWA (w steniu 500 mg kg™ kazdy) i oleju napdowego (w stzeniu 0,5%)
mix 3 — suma 3WWA (w steniu 1000 mg kg™ kazdy) i oleju nagpdowego (w sgzeniu 1%)

Rys. 2. Warté indeksu (B + P)/G wedzinie wapiennej skanej WWA, olejem
napzdowym oraz mieszananWWA i ON po wzrdcie kostrzewydkowej

Z kolei ogolna liczba bakterii proteolitycznychlesy w duzym stopniu od
warunkéw siedliskowych, np. temperatury i pH. Icheond¢ w glebie jest
wskaznikiem stopnia zanieczyszczeni@odowiska zwizkami organicznymi
podatnymi na biodegradacf20]. Duza liczbg bakterii proteolitycznych stwier-
dzono w kombinacjackrednich (500 mgkg™) i najwyzszych (1000 mgkg™)
dawek WWA oraz we wszystkich dawkach oleju ¢tgwvego po zastosowanym
szczepieniuFestuca pratensibakteriami Azospirillum spp i Pseudomonas
stutzeri Dwza ogolna liczba tych bakteriwiadczy o dobrym dosgpie tatwo
przyswajalnycterédet wegla, jakimi mog by¢ weglowodory aromatyczne i ich
produkty rozktadu (rys. 3b).

W warunkach skeenia gleby WWA i olejem naglowym oraz mieszanin
WWA i ON wykazano take duwza liczbe bakterii kopiotroficznych (rys. 3c) oraz
oligotroficznych (rys. 3d). Najwksz liczbe tych bakterii stwierdzono przede
wszystkim przy skzeniu fenantrenem (1000 mgg™) i olejem napdowym
w dawce 1%. Najusz liczbe zarowno kopiotrofow, jak i oligotrofow stwier-
dzono we wszystkich dawkach mieszaniny WWA z olefeqrdowym.

W przypadku liczby bakterii celulolitycznych statycznie znaczny ich
wzrost (powyej 100% w stosunku do kontroli) stwierdzono jedywi&ombi-
nacjachsrednich (0,5%) i najwgszych (1%) dawek oleju negiowego po zasto-
sowanym szczepieniu kostrzewykéwej bakteriami (ryc. 3e). Statystycznie
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istotny wzrost tych bakterii (ale pamj 100% kontroli) stwierdzono przyed-
nich i najwekszych dawkach skania edziny wapiennej pirenem i mieszagin
WWA z olejem napdowym po szczepieniu §lin.

Na rysunku 3f przedstawiono ogélticzbe drobnoustrojéw zdolnych do
rozktadu fosforandw wedzinie wapiennej skanej WWA i olejem nagdowym
po wzracie kostrzewy dkowej. Najwyesz liczbe drobnoustrojéw (powsej
100% w stosunku do kontroli, statystycznie udowodg) stwierdzono w przy-
padku szczepienia $lin przy srednich (500 mgkg™) i najwiekszych (1000
mg- kg™) dawkach antracenu, fenantrenu oraz olejucdawego (0,5 i 1%)
(rys. 3f). W przypadku braku szczepienigliro we wszystkich kombinacjach
skazenia stwierdzono znacznie mnigjsticzbe tych drobnoustrojow (po#gj
100% wzgédem kontroli).

W glebie wybranej do badanie stwierdzono obeckoi szczepOwAzospi-
rillum spp i Pseudomonas stutzefszczepy te jednak po wprowadzeniu do ry-
zosfery rdlin szybko adaptowaly sido warunkéw skzenia. Jednak po zako
czeniu déwiadczenia i usurciu roslin szczepy te szybko wygity w glebie.
Analiza mikroskopowa potwierdzita obeddéxaledwie kilku komérek bakteryj-
nych w polu widzenia mikroskopu. Baktedeospirillumspp i Pseudomonas
stutzerijako typowe endofityyja jedynie w bliskim paiczeniu ze strafkorze-
niowa roglin [11, 12].

W procesie bioremediacji bardzo g jest odpowiedni dobor étn. Nie
wszystkie bowiem rdiny toleruja tak wysokie sizenie weglowodorow w gle-
bie. Z bada Listego i Prutza [13] wynikaze u ponad potowy z godd 13 rélin
(traw, zi6t, rélin krzyzowych i staczkowych) rosacych na glebie skanej
substancjami ropopochodnymi i WWA stwierdzono spiovemie ich kietkowa-
nia oraz mniejszy plon. U ébin zaszczepionych bakteriami ryzosferowymi tzw.
ARDB (z ang.Aromatic Ring Dioxygenase—Expressing Baclestwierdzono
zwigkszory aktywna¢ i liczbg drobnoustrojow w strefie korzeniowejstio oraz
znaczny spadek ok. 60% dibenzo(ah)antracenuoivbakterii z grupy ARDB
stwierdzono m.in. nagbujace rodzajelPseudomonasCellulomonas Comano-
monas Stenotrophomonag kolei Chen i inni [4] udowodnili spadek zawaxtp
pirenu w glebach skanych tym zwizkiem w procesie fitoremediacji z wyko-
rzystaniem trawyrestuca arudinacesV badaniach wlasnych stwierdzonazglu
liczbe drobnoustrojéw glebowych wedzinie wapiennej skanej WWA i ON
po wzracie trawyFestuca pratensiszczepionefzospirillumspp i Pseudomo-
nas stutzeri(kostrzewa dkowa wykazujca stosunkowo matwrazliwos¢ na
skazenie gleby).

Metody biologiczne polegajna stworzeniu optymalnych warunkéw dla
rozwoju mikroorganizmow glebowych zdolnych do raaki zwizkow ropopo-
chodnych. Prowadzi to do przyspieszenia procesddve knaturalnie zachogz
w §rodowisku [1, 2, 10, 24]. Bioremediacja wymaga gsienia liczebni
i aktywnasci degradacyjnej endogennej mikroflory, a w razikrpeby wprowa-
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dzenia w postaci szczepionki mikroorganizmow iny@nmse degradujcych
zanieczyszczenia [1, 7, 10, 24].

a) b)
Ogélna liczba bakterii amonifikacyjnych Ogolna liczba bakterii proteolitycznych
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* wartosci statystycznie istotner(< 0,05)

mix 1 — suma 3WWA (w seniu 100 mg kg™ kazdy) i oleju nagdowego (w sgzeniu 0,1%)
mix 2 — suma 3WWA (w seniu 500 mg kg™ kazdy) i oleju nagdowego (w sgzeniu 0,5%)
mix 3 — suma 3WWA (w steniu 1000 mg kg™ kazdy) i oleju napdowego (w sizeniu 1%)

Rys. 3. Ogélna liczba bakterii: a) amonifikacyjnydy) proteolitycznych, c) kopiotroficznych,
d) oligotroficznych, e) celulolitycznych, f) rozktajacych fosforany w ¢dzinie wapiennej
skazonej WWA, ON oraz mieszarinVWA i ON po szczepieniu kostrzewakbwej Azospirillum
spp i Pseudomonas stutzeri

Najlepsze wyniki daj szczepionki ztoone z mieszaniny kultur drobno-
ustrojow [7, 18, 19, 24]. Znana takze prace, w ktdrych nie stwierdzono zale
nosci pomkdzy ogolm liczba bakterii i promieniowcow a zawaita weglo-
wodorow [7, 24]. Jednak, jak potwierdzanni autorzy [18, 19, 24], ogblna
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liczba bakterii jest odpowiednim parametrem do wgi®logicznych wiéciwo-
sci gleby, ktére maj znaczenie dla proceséw degradacji WWA, szczegolnie
w procesach bioaugmentacji.

W laboratorium zwykle uzyskujecsszczepionk o bardzo wysokiej aktyw-
nosci degradacyjnej w stosunku do skaia. Jednate po jej wprowadzeniu do
srodowiska naturalnego najgziej uzyskuje s znacznie stabsze zdokud
biodegradacyjne. Warunki naturalne, takie jak: piigotnos¢, potencjat redoks,
zawartd¢ substancji mineralnych, znago zmieniay jej aktywnda¢ [7, 14, 15],
przy czym nie naley takze zapominé tez o czynnikach biologicznych, takich
jak: drapienictwo, konkurencja z endogenmikroflora, zanieczyszczenie sta-
nowiace zrodto wegla czy inne zwizki odzywcze, antybioza, represja katabo-
liczna itp. Na efekt bioaugmentacji wptywa taeksam sposdb wprowadzania
i rozmieszczania mikroorganizmow oraz przemieszerigh w glebie [1].

Uzyskane w niniejszej pracy wyniki potwierdzatymulupcy wplyw oleju
napgdowego w dawce 0,1 i 1% na wzrost liczby bakterppromieniowcow
(rys. 1-3).

Wzbogacenie gleby w dodatkoweddto wegla, jakim jest dodatek oleju
nagdowego mee oddziatywa dwukierunkowo na rozktad WWA \érodowi-
sku glebowym [1]. Z jednej strony dodatkowesdbtatwo przyswajalnego gv
gla i energii stwarzajlepsze warunki dla rozwoju mikroflory glebowej,vpo-
dujac zwigkszenie tempa biodegradacji WWA. Z drugief zrony znaczna
ilos¢ oleju nagdowego zmniejsza ich biodephas¢. Korzystny wplyw oleju
napgdowego na zwikszenie ogolnej liczby drobnoustrojéw zdolnych de d
gradacji WWA stwierdzono tak w pracy Balda i innych [3] oraz Gogoi i in-
nych [8].

Uzyskane wyniki bada potwierdzay ochronny wptyw szczepienia ko-
strzewy hkowej Azospirillum spp i Pseudomonas stutzena zmiag liczby
drobnoustrojow w glebie skanej WWA i ON. Przedstawiony temat bada
wymaga jednak dalszych prac, ktorgdd prowadzé do przygotowania aktyw-
nej szczepionki o silnych wdaiwosciach degradacyjnych zw#kéw ropopo-
chodnych w zanieczyszczonych glebach.

4. Wnioski

1. Stwierdzono statystycznie istotny wzrost liczbgkterii i promieniow-
cbéw oraz znaczny spadek liczby grzybéw zasiedyah swiezo skao-
na glely po szczepieniu kostrzewgkowej Azospirillumspp i Pseudomonas
stutzeri

2. Wzrost liczebngi mikrobiologicznych po zastosowaniu szczepiemidin
wskazuje na dia zywotnas¢ wprowadzonych szczepOw bakteryjnych i po-
twierdza ich zdoIng adaptacyja do warunkéw skeenia.
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3.

Stwierdzono statystycznie istotny wzrost licdadanych grup mikroorgani-
zmoéw zaréwno przy braku, jak i w obednbzastosowanego szczepienia
roslin.

Stwierdzono stymulagy wptyw 0,1 i 1% ON na wzrost liczby badanych
grup mikroorganizméw zaréwno w przypadku braku, ijak obecndci za-

stosowanego szczepieniglin.
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EFFECT OF RHIZOSPHERE BACTERIA ON NUMBER

OF MICROORGANISMS IN RENDZINA FRESHLY POLLUTED
WITH MIXTURE OF POLYCYCLIC AROMATIC
HYDROCARBONS (PAH’S) AND DIESEL FUEL (DF)

Abstract

Rhizodegradation is the breakdown of organic coirtants in soil by soil dwelling microbes
which is enhanced by the rhizospheres presencesdieised in the experiment was collected
from 0-30 cm layer in the uncontaminated area oicatjural use (Mgémierz, Kazimierz Dolny,
Poland). Pot experiment was conducted to evalleentimber of microorganisms in rendzina
freshly contaminated with PAH’s, diesel fuel andximies of PAH's and diesel fuel using
inoculation of meadow feascue with rhizospherictéda Azospirillum spp and Pseudomonas
stutzeri The strains ofAzospirillum sppandPseudomonas stutzesiere able to nitrogen fix and
degrade PAH’s as the only source of carbon andygn&ixperiment was carried out as a chamber
pot study. Plants had been cultivated for 30 daygkthen harvested. The total number of various
bacteria (ammonifiying, proteolitic, able to deggaphosphorus, copiotrophic, oligotrophic),
actinomycetes and fungi in soil before and aftegetation period of investigated soil were the
basis for the determination of the effectivenesthefinoculation of plants withzospirillumspp
and Pseudomonas stutzeiThis research has confirmed higher total numtienicroorganisms
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after inoculation of plants with all doses of PAHtetal number of bacteria, actinomycetes and
lower number of fungi. Statistically important dease of total number of different bacteria and
actinomycetes and statistically important incremséotal number of fungi in rendzina after grown
of meadow feascue inoculated wittzospirillumspp andPseudomonas stutzeniere observed
together with increase of pollution doses. Numbledifferent bacteria and actinomycetes were
statistically higher in soils polluted with diedeél at the doses 0,1 and 1%.

The differences in concentration between the itated or non-inoculated soils indicate that
the presence of plant roots, in addition to theqoeof time, contributes to grown and adaptation
of Azospirillumspp andPseudomonas stutzemw a soil freshly polluted with PAH’s and diesel
fuel.

Whptyreto do Oficyny Wydawniczej w marcu 2009 r.



