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Abstract. Soil contamination with high rates of nickel (300 and 400 mg Ni *kg-1) resulted in the
significant reduction in number of the following groups of microorganisms: oligotrophic bacteria,
oligotrophic sporulating bacteria, copiotrophic bacteria, copiotrophic sporulating bacteria, Artro-
bacter, Pseudomonas, nitrogen fixing bacteria, ammonifiers, cellulolytic bacteria as well as
actinomyces and fungi. The most pronounced adverse effects of nickel was found for nitrogen fixing
bacteria and actinomyces. Magnesium application at the rate of 100 mg < kg-1 soil favoured
proliferation of all studied groups excluding copiotrophic bacteria, Pseudomonas and actinomyces.
In general magnesium diminished the adverse effects of nickel contamination. Positive correlation
was found between number of given microorganisms and yield of above-ground organs of yellow
lupine.

Stowa kluczowe: zanieczyszczenie gleby niklem, nawozenie magnezem, liczebno$¢ drobnoustro-
jéw glebowych.

Key words: soil pollution with nickel, magnesium application, number of soil microorganisms.

WSTEP

Nikiel nalezy do metali ciezkich szeroko rozpowszechnionych w $rodowisku
przyrodniczym. W wyniku badarh monitoringowych stwierdzono, ze ilo$¢ gleb zanie-
czyszczonych tym pierwiastkiem w skali pieciostopniowej (0°- gleba niezanieczysz-
czona, V°- gleba silnie zanieczyszczona) jest w Polsce stosunkowo nieduza i wynosi:
0° - 95,36%, 1°- 4,23%, 110- 0,34%, 1110- 0,06%, IV0- 0,01% i V° - 0%. Jesli
natomiast przyjrzymy sie zanieczyszczeniu niklem na potudniu kraju, to sytuacjajest
nieco grozniejsza, na przyktad w wojewodztwach: matopolskim, $lgskim i podkarpac-
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kim gleb niezanieczyszczonych (0°) jest odpowiednio - 80,80; 83,31 i 83,40%, gleb
lekko zanieczyszczonych (1°) - 15,97; 15,09 i 15,46%, a gleb silniej zanieczyszczo-
nych (11-V°) - 3,23; 1,60 i 1,14% [Terelak i in. 2000]. Uprawa roslin na terenach
zanieczyszczonych metalami, w tym niklem, moze wiec prowadzié¢ do zmian ich
jakosci ograniczajac, a czasami wrecz uniemozliwiajgc wykorzystanie ich na cele
spozywcze lub paszowe [Kabata-Pendias i in. 1992). Podwyzszona zawarto$¢ niklu
w glebie nie jest tez obojetna dlajej wasciwosci biologicznych, poniewaz pierwiastek
ten, podobnie jak i inne metale ciezkie modyfikuje zaréwno liczebno$¢ drobnoustro-
jow, jak i aktywnos$¢ enzyméw glebowych [Dias-Junior 1998; Doelman i in. 1994;
Okur, Cengel 1995].

Z tych powodéw wykonano badania, ktérych celem byto okreslenie wplywu
zanieczyszczenia gleby niklem na liczebno$¢ poszczegdlnych grup drobnoustrojow.
Podjeto rowniez probe neutralizacji, ewentualnego, negatywnego wptywu niklu na
zycie biologiczne gleby przez nawozenie magnezem.

MATERIAL | METODY

W badaniach wykonanych w hali wegetacyjnej Uniwersytetu Warmirisko-Mazur-
skiego w Olsztynie stosowano symulowane zanieczyszczenie gleby niklem w iloSci:
0, 100, 200, 300 i 400 mg Ni «kg-1. Doswiadczenie prowadzono w trzech seriach
nawozonych magnezem: 0, 50 i 100 mg Mg <kg-1 gleby oraz innymi makroelemen-
tami, ktore aplikowano do gleby wjednakowych ilosciach we wszystkich wazonach:
azot - 25 mg N, fosfor - 33 mg P i potas - 75 mg K ¢ kg“1gleby. Doswiadczenie
wykonano w 4 powtdrzeniach w wazonach polietylenowych wypetnionych 9 kg gleby
o0 sktadzie granulometrycznym piasku gliniastego mocnego. Byia to gleba kwasna
(pHKCL- 4,8), charakteryzujgca sie nastepujaca zawartoscig przyswajalnych sktadni-
kéw: P - 36,5 mg; K- 119,9 mg i Mg - 24,1 mg *kg-1 gleby. Nikiel stosowano w
formie NiCl2, azot w postaci CO(NH2)2, fosfor w formie KH2P 04, potas w postaci
KH2P 04+KC1, a magnez w formie MgS04-7H20. Zwigzki niklu, azotu, fosforu,
potasu i magnezu wprowadzano jednorazowo do gleby (po uprzednim rozpuszczeniu
w wodzie) w czasie zaktadania doswiadczenia. Rosling doswiadczalna byt tubin zétty
odmiany Juno (8 roslin w wazonie). W czasie trwania doswiadczenia (47 dni)
utrzymywano statg wilgotno$¢ gleb/napoziomie 60% kapilarnej pojemnos$ci wodnej.

W przeprowadzonym dos$wiadczeniu w czasie zbioru tubinu zétego pobrano
prébki gleby i okreslono w nich metoda ptytkowa liczebnos¢: bakterii oligotroficz-
nych ogdtem, oligotroficznych przetrwalnikujgcych oraz kopiotroficznych ogdtem i
kopiotroficznych przetrwalnikujgcych, bakterii amonifikacyjnych, immobilizujgcych
azot i celulolitycznych, Azotobacter spp., Arthrobacter i Pseudomonas oraz promie-
niowcow i grzybéw. Formy przetrwalnikujace bakterii oligotroficznych i kopiotrofi-
cznych okre$lano w materiale, ktory byt pasteryzowany przez 15 minut w
temperaturze 358 K. Doktadny opis metod mikrobiologicznych podano w pracy
wczesniejszej [Wyszkowska 2002], aArthrobacter i Pseudomonas okres$lano wedtug
Mulder i Antheumisse [1963].

Analize statystyczng uzyskanych wynikdw przeprowadzono z wykorzystaniem
analizy wariancji dwuczynnikowej ANOVA. Obliczono takze réwnania regresji
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wielomianowej, wspoétczynniki determinacji (R2) i wspotczynniki korelacji prostej
Pearsona (r) pomiedzy liczebnoscig drobnoustrojow glebowych a zanieczyszczeniem
gleby niklem i plonem cze$ci nadziemnych tubinu z6ttego. Analize statystyczng
wynikow badan wykonano pakietem Statistica [StatSoft, Inc....2001].

WYNIKI BADAN | DYSKUSJA

Zanieczyszczenie gleby niklem, niezaleznie od nawozenia magnezem, modyfiko-
wato liczebno$¢ wszystkich grup drobnoustrojow i doprowadzito do naruszenia
réwnowagi biologicznej gleby (tab. 1). W obiektach nienawozonych magnezem nikiel
w ilosci 300 mg Ni ¢ kg-1 gleby powodowat zmniejszenie liczebno$ci bakterii
oligotroficznych o 57% (r =-0,95) i oligotroficznych przetrwalnikujacych o 55%
(r =-0,85). Liczebnos¢ bakterii kopiotroficznych i kopiotroficznych przetrwalniku-
jacych zmniejszata sie natomiast w nieco mniejszym zakresie, bowiem dawka 400 mg
Ni *kg"lograniczata ich namnazanie (w poréwnaniuz obiektem kontrolnym niezanie-
czyszczonym niklem) odpowiednio o: 47% (r =-0,96) i 23% (r = -0,85).

Nawozenie gleby magnezem w ilosci 100 mg < kg-1 gleby stymulowato namna-
zanie sie bakterii oligotroficznych, oligotroficznych przetrwalnikujacych i kopiotro-
ficznych przetrwalnikujacych nie tylko w obiektach niezanieczyszczonych niklem,
ale istotnie tagodzito ujemny wptyw badanego metalu na namnazanie sie tych drob-
noustrojow, powodujac wzrost Sredniej ich liczebnosci odpowiednio o: 86, 66 i 13%
w poréwnaniu z glebg niewzbogacong w magnez (tab. 1). W tej serii badan pod
wptywem 400 mg Ni ¢ kg-1 gleby zaobserwowano zmniejszenie liczebnosci
bakterii oligotroficznych tylko o 11% (r=-0,97), a bakterii kopiotroficznych o 30%
(r=-0,91).

Liczebno$¢ pozostatych analizowanych grup bakterii, niezaleznie od nawozenia
gleby magnezem, byta takze ujemnie skorelowana ze stopniem zanieczyszczenia jej
niklem (tab. 1). W serii bez magnezu pod wptywem 400 mg Ni *kg-1 stwierdzono
zmniejszenie liczebnosci bakterii z rodzaju Arthrobacter o 37% (r =-0,86), amonifi-
kacyjnych o0 41% (r = -0,97), celulolitycznych o 46% (r = -0,97), Pseudomonas 0
54% (r =-0,99), a immobilizujgcych azot o0 75% (r =-0,97).

Aplikacja do gleby magnezu w ilosci 100 mg < kg-1 gleby, podobnie jak w
przypadku bakterii oligotroficznych, oligotroficznych przetrwalnikujacych i kopio-
troficznych przetrwalnikujacych, stymulowata namnazanie sie bakterii: celulolitycz-
nych, amonifikacyjnych, immobilizujagcych azot i Arthrobacter. Wzrost ich
liczebnos$ci wahat sie $rednio od 18% (Arthrobacter) i 20% (bakterie celulolityczne)
do 36% (bakterie amonifikacyjne). Magnez zwiekszajac liczebnos$¢ wyzej wymienio-
nych grup drobnoustrojow czesciowo tagodzit ujemny wptyw niklu na ich namnaza-
nie. W wyniku tego nawozenie gleby 100 mg Mg e« kg-1 w obiektach zanie-
czyszczonych 400 mg Ni «kg-1 przyczynito sie do ograniczenia zakresu zmniejszenia
liczebnosci bakterii Arthrobacter (r =-0,88) i Pseudomonas (r =-0,92) do 22-23%,
bakterii celulolitycznych (r = -0,98) do 34% oraz bakterii immobilizujgcych azot
(r=-0,96) do 40%.

Symulowane zanieczyszczenie gleby niklem wptywato takze ujemnie na liczeb-
no$¢ w glebie promieniowcow i grzybow, przy czym w przypadku grzyboéw wptyw
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TABELA 1. Liczebno$¢ drobnoustrojéow w glebie (jtk +kg 1s.m.)
TABLE 1. Number of microorganisms in the soil (cfu <kg-1 d.m.)

DawkaNi 4.,

Ni dose X108
[mg-kg-1

gleby -

of soil]

0 44,94
100 35,58
200 24,34
300 19.10
400 19.10
Srednia 28,61
Average
r -0,95

0 46,07
100 49,06
200 26.97
300 25,47
400 26.97
Srednia 34,91
Average
r -0,84

0 56.55
100 55,81
200 53.56
300 50.56
400 50,19
Srednia 53,33
Average
r -0,97
NIR(LSD):

a 491
b 3,80
asb 8,49

a- NIR dla dawki Ni (LSD for Ni dose),

Olig Cop
X107 X108

6,74 104,49
4,49 79,40
3.37 75,66
3,00 62,92
3.37 55,43

4,19 75,58

-0,85 -0,96

8,99 77,90
7,12 63,67
4,49 5581
3.75 61.42
3.75 55.43

5,62 62,85

-0,94 -0,82

14,61 68,54
9,36 63.30
524 65,17
3,00 58,80
2,62 48.31

6,97 60,82
-0,95 -0,91
1,02 14,70

0,79 11,38
177 n.i.

Copn
X 107

Am
X109

0 mg Mg *kg

42,70
41,20
38,58
40.45
37.45

40,07

-0,85

50 mg Mg <kg lgleby - of soil

42,70
39.33
34,08
30.34
32,21

35,73

-0,92

100 mg Mg *kg 1gleby - of soil

51,31
41,57
49,81
45,69
38,20

45,32
-0,64
4,42

3,97
n.i.

19,36
16,78
16,70
13,11
11,42

15,48

-0,97

22,62
13,86
12,29
13,75
10,52

14,61

-0,82

29,85
21,01
20,04
17,19
17,08

21,03
-0,89
1,67

1,29
2.89

b - NIR dla dawki Mg (LSD for Mg dose),
n.i. (non-significant);
r- wspodtczynnik korelacji (correlation coefficent);
Olig - bakterie oligotroficzne (oligotrophic bacteria), Olig - bakterie oligotroficzne przetrwal-
nikujace (oligotrophic endosporous bacteria), Cop - bakterie kopiotroficzne (copiotrophic bacte-
ria), Cop - bakterie kopiotroficzne przetrwalnikujgce (copiotrophic endosporous bacteria), Am -
bakterie amonifikacyjne (ammonifying bacteria), Im - bakterie immobilizujace azot (immobilizing
bacteria), Cel - bakterie celulolityczne (cellulolytic bacteria), Art - Arthrobacter, Ps - Pseudomo-
nas Act - promieniowce (actinomyces), Fun - grzyby (fungi)

Im Cel
X108 X106

1gleby - of soil
138,95 44,94
95,51 34,08
94,76 28,84
44,19 21,35
34,08 20,60

81,50 29,96
-0,97 -0,97

95,88 41,20
66,67 32.58
69,66 28,09
68,91 29.59
3558 21,72

67,34 30,64

-0,87 -0,93

126,59 44,19
116,48 40.82
94,01 34.83
97,00 30,34
76,03 29,21

102,02 35,88
-0,96 -0,98

11,98 4,54
9,28 3,52
20.75 n.i.

Art
X109

29,44
21,95
21.65
18.65
19,40

22,22

-0,86

39,63
31,46
31,31
26,52
22,40

30,26

-0,97

28,54
29,66
25,99
26,29
22,25

26,55

-0,88

3,90
3,02
n.i.

Ps
x109

37,08
29,21
26,59
22,32
16,11

26,26

-0,99

23,97
22,92
24,12
14,68
13,48

19,84

.-0,87

28,84
29,14
28,17
24,12
22,32

26,52

-0,92

3,76
2,91
n.i.

Act
X109

20.67
20,34
20,98
14.68

7,00

16,73

-0,87

13,22
12.58
11,39
12,17
5.58

10,99

-0,80

18,91
16,93
15,02
6,74
6,07

12,73

-0,95

1,25
0,97
217

Fun
X 106

50,19
48.31
42.32
48,31
48,69

47,57

-0,16

117.60
112,73
116,48
108.61
74,16

105,92

-0,80

113,86
101,50
99,25
84,27
78,65

95,51

-0,98

16,44
12,73
n.i.
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TABELA 2. Zalezno$¢ pomiedzy dawka Ni a liczebnos$cig drobnoustrojow w 1 kg s.m. gleby,
niezaleznie od nawozenia magnezem

TABLE 2. Relationships between Ni rate versus count of microorganisms in 1 kg d.m. of soil,
irrespective of the magnesium fertilization

Drobnoustroje Wielomian - Multinomial R2
Microorganisms

Olig y =0,000Ix2- 0,0896x + 50,8310; R2=0,9121
Oligp y = 6E-05x2- 0,0396x + 10,1920; R2=0,9981
Cop y = 9E-05x2- 0,1046x + 81,9880; R2=0,9521
Copp y = IE-05x2- 0,0265x + 44,8640; R2=0,9098
Am y = 7TE-05x2- 0,0511X+ 23,2580; R2=0,9398
Im y = 2E-05x2- 0,1748x + 117,3600; R2=10,9701
Cel y = 8E-05x2- 0,0779x + 43,2500; R2=0,9981
Art y = -4E-05X2- 0,0162x + 29,8200; R2=0,9693
Ps y = -4E-05X2- 0,0162x + 29,8200; R2=10,9693
Act y = -8E-05X2 + 0,0054x + 17,4420; R2=10,9913
Fun y =-0,0001x2- 0,0095x + 92,5550; R2=0,9606

~Objasnienia pod tabelg 1 (Explanations under Table 1)

ten byt stosunkowo niewielki (tab. 1). W serii bez magnezu pod wptywem dawki 400
mg N*«kg-1 gleby nastgpito do 66% (r =-0,87) zmniejszenie liczebno$ci promie-
niowcow. Dodatek magnezu do gleby stymulowat rozwdj grzybéw, a hamowat
promieniowcow.

Obliczone réwnania regresji wielomianowej (tab. 2) potwierdzajg istotny, ujemny
wplyw niklu na namnazanie sie drobnoustrojow. Liczebno$¢ wszystkich analizowa-
nych grup drobnoustrojow glebowych byta natomiast dodatnio skorelowana z nawo-
zeniem magnezem i plonem czesci nadziemnych tubinu z6tego (rys. la i b, tab. 3).
Namnazanie drobnoustrojow glebowych byto takze na ogét dodatnio skorelowane z
liczebnoscig innych mikroorganizméw (tab. 3).

Drobnoustroje glebowe wykazujg zréznicowang wrazliwo$¢ na obecnos¢ metali
ciezkich w srodowisku. Najbardziej odporne sa z reguty grzyby, mniej promieniowce,
a najmniej bakterie [Dias-Junior 1998; Doelman i in. 1994; Okur i Cengel 1995], co
znalazto czeSciowe potwierdzenie w niniejszych badaniach. W doswiadczeniu Simon
[1999] zanieczyszczenie gleby niklem spowodowato, tak jak w badaniach wiasnych,
znaczne zmniejszenie liczebno$ci drobnoustrojow, w tym bakterii. Stwierdzit on
takze, ze w warunkach laboratoryjnych wraz ze zwigkszeniem stezenia niklu w glebie
rosta tolerancyjno$é mikroorganizméw glebowych na ten pierwiastek. Podobne za-
leznosci wykazali Baath i in. [1998] oraz Okur i Cengel [1995]. Zdaniem OKur i
Cengel [1995] niskie stezenia metali ciezkich (Cd, Zn, Cu i Ni) mogg stymulowac
namnazanie sie bakterii i grzyb6w, a wysokie hamowaé ich rozwdj.

Badania dotyczace wptywu magnezu na namnazanie drobnoustrojow sa prowa-
dzone sporadycznie i obejmujg najczesciej inne drobnoustroje niz te, ktére poddano
analizie w badaniach wtasnych [McCarty i Bremner 1993; Park-Hyun i in. 1998;
Vacha i in. 1995]. Na dodatnie oddziatywanie nawozenia magnezem na zwiekszenie
liczebnosci bakterii wskazujg wczesniej wykonane badania [Park-Hyun i in. 1998;
Wyszkowska i Wyszkowski 2002; Wyszkowski 2001]. Réwniez w badaniach wias-
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Bakterie oligotroficzne Bakterie oligotroficzne przetrwalnikujace
(Oligotrophic bacteria) (Oligotrophic endosporous bacteria)
Bakterie kopiotroficzne Bakterie kopiotroficzne przetrwalnikujgce
(Copiotrophic bacteria) (Copiotrophic endosporous bacteria)
Bakterie amonifikacvine Bakterie immobilizujgce azot
(Ammonifying bacteria) (Immobilizing bacteria)
Bakterie celulolityczne Arlhrobacler

(Cellulolytic bacteria)

RYSUNEK la. Zalezno$¢ pomiedzy liczebno$cig wybranych drobnoustrojéow (jtk) w 1 kg s.m.

gleby a plonem tubinu zéttego (g *wazon-1)
FIGURE la. Correlation between the number of some microorganisms (cfu) in 1 kg d.m. of soil

versus the yield of yellow lupine (g per pot)
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Pseudomonas Promieniowce
(Actinomyces)

Grzyby
(Fungi)

RYSUNEK Ib. Zalezno$¢ pomiedzy liczebnoscia wybranych drobnoustrojéw (jtk) w 1 kg s.m.
gleby a plonem tubinu z6ttego (g * wazon-1)
FIGURE Ib. Correlation between the number of some microorganisms (cfu) in 1 kg d.m. of soil
versus the yield of yellow lupine (g per pot)

nych oddziatywanie magnezu na namnazanie drobnoustrojow byto uzaleznione od ich
rodzaju. Zazwyczaj byto to dziatanie pozytywne, w wyniku ktérego magnez ograni-
czat negatywny wptyw niklu na ich namnazanie. Dodatnig role magnezu w ograni-
czaniu negatywnego wptywu niklu na zycie biologiczne gleby, mierzone liczebnoscia
drobnoustrojéw, mozna upatrywac we wspotzawodnictwie miedzy tymi pierwiastka-
mi o wspo6lne miejsce w blonie komoérkowej [Chmielowski i Klapcifska 1984].
Wymienieni autorzy fakt ten ttumaczg zblizong wielkoscig promieni jonowych Ni(ll)
i Mg(Il) oraz tym, ze ukfad transportu Mg(ll) ze srodowiska do komoérek drobnou-
strojow jest wykorzystywany réwniez do pobieraniajonow Ni(ll).

WNIOSKI

1. Zanieczyszczenie gleby wysokimi dawkami niklu (300 i 400 mg Ni « kg“l)
spowodowato istotne zmniejszenie liczebnosci bakterii: oligotroficznych, oligotro-
ficznych przetrwalnikujacych, kopiotroficznych, kopiotroficznych przetrwalniku-
jacych, Arthrobacter, Pseudomonas, immobilizujgcych azot, amonifikacyjnych,
celulolitycznych oraz promieniowcéw i grzybéw. Najwiekszy negatywny wplyw
niklu wykazano w przypadku bakterii immobilizujgcych azot i promieniowcow.

2. Nawozenie magnezem w ilosci 100 mg Mg <kg-1 gleby stymulowato namnazanie
sie wszystkich drobnoustrojow, z wyjatkiem bakterii kopiotroficznych, Pseudomo-
nas i promieniowcow, ograniczajac ujemne dziatanie wysokich dawek niklu.
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TABELA 3. Wspotczynniki korelacji prostej Pearsona pomiedzy dawka Ni i Mg a liczebnoscig
drobnoustrojéw w glebie (Srednia dla wszystkich serii z magnezem)
TABLE 3. Pearsons simple correlation coeffcients between Ni rates and Mg doses and number of
microorganisms in soil (average for all series with magnesium)

Zmienna Olig Oligp Cop Copp Am Im Cel Ar Ps Act Fun
Variable

Dawka Ni 0,19 044** 0,24 0,39** 058** 0,51** 0,13 0,33* 0,06 0,62** 0,30*
Ni dose -

DawkaMg 0,26  0,51** 0,93** 0,77** 0,60** 0,74** 6,59 0,94** 0,29* 0,70** 0,95**
Mg dose

Olig 1,00 0,38** 0,39** 0,11 0,32* 042** -0,09 0,31* -0,05 0,34* 0,24
Oligp 1,00 057** 0,40** 0,65** 057** 0,23 0,62 -0,17 0,66** 0,61**
Cop 1,00 084** 0,69** 0,84** 0,59** 0,96 0,29* 0,81** 0,95**
CopD 1,00 0,79** 0,76** 0,72** 0,86** 0,46 0,82** 0,85
Am 1,00 0,83** 0,48** 0,76** 0,30* 0,74** 0,72**
Im 1,00 0,45 0,86** 0,40 0,83*k 0,85**
Cel 1,00 0,60** 0,16 6',54’ 0,62
Arthro- 1,00 0,29* 0,86 0,99
bacter

Pseudo- 1,00 0,33 0,29*
monas

Act 1,00 0,85**
Fun 1,00

*istotne dla p = 0,05; **dla p= 0,01 - ~significant at p=0.05; *p=0.01
Objasnienia pod tabelg 1 (Explanations under Table 1)

3. Liczebnos¢ poszczegblinych grup drobnoustrojéw glebowych byta dodatnio skore-
lowana z plonem czesci nadziemnych tubinu z6tego.
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