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Wptyw wybranych metali ciezkich na wzrost
i namnazanie promieniowcow
z rodzaju Streptomyces izolowanych z gleb

Majac na uwadze wzrost zanieczyszczenia Srodowiska naturalnego metalami ci¢zkimi
i ich oddzialywanie na mikroorganizmy w glebie, podj¢to probe okreslenia wplywu wybra-
nych metali ci¢zkich: miedzi, kadmu, cynku i olowiu na wzrost promieniowcéw wyizolowa-
nych z gleb pobranych z terenu huty ArcelorMittal w Krakowie. Do badan wykorzystano
5 gleb, z ktorych do dalszych badan wyselekcjonowano 10 izolatéw promieniowcow naleza-
cych do rodzaju Streptomyces. Przeprowadzone analizy wykazaly, ze obecno$¢ huty przyczy-
nia si¢ do zanieczyszczenia Srodowiska glebowego poprzez emisje metali ci¢zkich. Ma to
wplyw takze na populacj¢ promieniowcow w glebie nie tylko poprzez ograniczenie ich
liczebnoS$ci, lecz rowniez poprzez selekcj¢ szczepéw opornych na zanieczyszczenia gleb,
a przez to na ograniczenie ich bioréznorodnos$ci. PoSrednim skutkiem ograniczenia rézno-
rodno$ci promieniowcéw moze by¢ wygini¢cie szczepoéw waznych pod wzgl¢dem funkcjonal-
nym dla $rodowiska, zubozenie mikroflory gleby, a takze zmiany wlasciwosci fizykoche-
micznych gleby. Niniejsza praca pokazuje, ze skazenie Srodowiska metalami ci¢zkimi jest
powaznym problemem S$rodowiskowym. Zjawisko to nalezy monitorowa¢ i kontrolowaé, aby
zapobiec nieodwracalnym zmianom w ekosystemie.

Stowa kluczowe: Streptomyces spp., promieniowce, gleby, metale ci¢zkie, tereny przemy-
slowe, zanieczyszczenie Srodowiska

Wprowadzenie

Czlowiek od zarania dziejéw zmienia swoje otoczenie, a zjawisku temu towa-
rzyszy wzrost emisji zanieczyszczen do $rodowiska. Wigkszos¢ produkowanych
zanieczyszczen organicznych moze zostaé¢ roztozona przez mikroorganizmy natu-
ralnie wystepujace w srodowisku. Bardzo powaznym problemem moze staé si¢
emisja do otoczenia metali ciezkich, poniewaz moga one zalega¢ w glebie przez
setki, a nawet tysiace lat oraz mogg wlaczac si¢ do obiegu pierwiastkow w przyro-
dzie. Zrodlem metali ciezkich w $rodowisku naturalnym moga by¢ procesy wie-
trzenia skat, erupcje wulkanow, parowanie oceandw, procesy glebotworcze. Istotny
wplyw ma takze dziatalno$¢ cztowieka i zwiazany z nig przemyst chemiczny, wy-
dobyweczy, energetyczny, metalurgiczny oraz gospodarka komunalna i komunika-
cja. Na terenach zakladow przemystowych, gtownie hut metali, a takze w ich sa-
siedztwie zaobserwowano zwigckszone stezenia metali ciezkich, a czgsto wartosci te
sa przekroczone kilka razy wzgledem obowiazujacych norm. Zmiany te nie sa obo-
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jetne dla srodowiska [1]. Metale ciezkie emitowane do Srodowiska ulegaja w gle-
bach r6znym transformacjom w zaleznosci od ich typu, zawartosci koloidow orga-
nicznych i nieorganicznych, zawartosci zwiazkow pochodzacych z rozkladu bio-
masy, metabolitow wtdrnych czynnie wydzielanych przez systemy korzeniowe
roslin oraz przez mikroorganizmy, w zaleznosci od odczynu czy zawartosci wody
[2]. Metale ciezkie moga zaburza¢ funkcjonowanie poszczegdlnych enzymow gle-
bowych, waznych ze wzgledu na aktywny udzial w rozktadzie biomasy [3]. Wyso-
kie stezenia miedzi w glebie zmniejszaja aktywnos¢ enzymow, takich jak dehydro-
genaza, ureaza, fosfataza kwasna i fosfataza alkaliczna [4]. Hamujg takze
namnazanie si¢ mikroorganizméw w glebie, zwlaszcza promieniowcow. Wykaza-
no, ze wyzsze stezenia cynku powodowaly zahamowanie ich sporulacji [5]. Wraz-
liwo$¢ promieniowcow z rodzaju Streptomyces na metale cigzkie zalezy od fazy
rozwojowej: wegetatywnej lub generatywnej. Miedz nie wpltywa na procesy kiel-
kowania konidiéw promieniowcow, poniewaz jest waznym mikroelementem. Jej
obecno$¢ jest niezbedna do prawidtowego funkcjonowania oksydazy cytochromo-
wej. Natomiast kadm ma odmienne dziatanie, wyraznie hamuje przechodzenie ja-
snej fazy kietkowania konidiow promieniowcow w faze ciemng. Formy wegeta-
tywne Streptomyces charakteryzuja si¢ mniejsza wrazliwoscia na kadm niz ich
kietkujace konidia [6].

Promieniowce sa mikroorganizmami, ktére bardzo licznie zasiedlaja warstwe
prochniczng gleby. Ich obecnos¢ w srodowisku glebowym jest scisle uzalezniona
m.in. od wlasciwosci chemicznych, fizycznych oraz fizykochemicznych gleby.
Promieniowce ze wzgledu na zdolnosci do rozkladu réznych zwigzkoéw chemicz-
nych, w tym polisacharydow oraz zwiazkdéw aromatycznych, odgrywaja kluczowa
role w obiegu wielu pierwiastkow w przyrodzie. Uczestnicza takze w procesach
tworzenia zwigzkéw humusowych w glebie [7].

Majac na uwadze wzrost zanieczyszczenia Srodowiska naturalnego metalami
cigzkimi i ich oddziatlywanie na mikroorganizmy w glebie, podjeto probe okresle-
nia wpltywu wybranych metali ciezkich: miedzi, kadmu, cynku i olowiu na wzrost
promieniowcow wyizolowanych z gleb pobranych z terenu huty ArcelorMittal
w Krakowie. Priorytetem tej analizy byto wyznaczenie stgzen hamujacych wzrost
i namnazanie uzyskanych izolatéw. Wyniki tych badan umozliwig oceng opornosci
promieniowcdw pochodzacych z terenéw przemystowych na podwyzszone steze-
nia metali cigzkich, co pozwoli uzyska¢ informacje, czy odpowiedzia na silne ska-
zenie gleb jest selekcja i ewolucja w kierunku zwiekszajacej sie opornosci.

1. Materiaty i metody

Pig¢ probek wierzchniej warstwy gleby (ok. 20 em od powierzchni) zostato po-
branych z terenu huty ArcelorMittal w Krakowie wiosng 2012 roku, zgodnie z za-
sadami okre$lonymi przez norme¢ PN-ISO 10381-6:1998 [8]. W tabeli 1 podano
lokalizacje punktow pobrania. Kazda préba zostata pobrana w 3 powtorzeniach.
Probki gleb poddano analizom fizykochemicznym - oznaczono ich odezyn w H,O
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[9] i wilgotnos¢ [10]. Oznaczono takze zawartos¢ metali ciezkich w glebach - mie-
dzi, kadmu, cynku i otowiu metoda absorpcyjnej spektroskopii atomowej [11, 12]
i zawartos¢ substancji organicznej metoda Tiurina w modyfikacji Oleksynowej
[13].

Tabela 1. Lokalizacja punktéw pobrania badanych gleb na terenie huty ArcelorMittal
w Krakowie

Table 1. Location of sampling sites within the ArcelorMittal steelworks in Cracow

Nr Lokalizacja Wspoétrzedne GPS
1 Brama nr 2 N 50°04.958’ E 20°04.423°

2 Walcownia rur zgrzewanych N 50°05.450” E 20°05.735°

3 Walcownia Slabing N 50°03.956° E 20°05.090°

4 | Algomerownia N 50°04.305° E 20°06.047°

5 Koksownia N 50°04.537" E 20°06.042

Liczebno$¢ promieniowcow w glebach oznaczono metodg seryjnych rozcien-
czen. Mikroorganizmy hodowano na podlozu Gauze’a w 28°C przez 7 dni. Po
uptywie czasu inkubacji odczytano liczbe jednostek tworzacych kolonie i przeli-
czono na 1 g suchej masy gleby (jtk - g™'). Nastepnie z kazdej probki gleby do dal-
szych analiz wyselekcjonowano po 2 izolaty promieniowcdw, ktore po wykonaniu
obserwacji makroskopowych, mikroskopowych (preparaty barwione metoda Gra-
ma) i wykonaniu préby na katalaze wstepnie zaklasyfikowano jako nalezace do
rodzaju Streptomyces. 1zolacje czystych kultur wykonano metoda posiewu reduk-
cyjnego po wieloboku. Wyizolowanym szczepom nadano kolejne numery, zgodne
z numeracjg probek gleb, a izolaty pochodzace z tej samej probki gleby rozréznio-
no, nadajac im symbole - kolejno A i B.

W celu potwierdzenia przynaleznosci wybranych izolatéw promieniowcéw do
rodzaju Streptomyces wykonano sekwencjonowanie rejonu 16S rDNA. Wykonano
izolacje DNA z 15 mg pseudogrzybni promieniowcdw przy uzyciu komercyjnego
zestawu do izolacji DNA Genomic Mini (A&A Biotechnology) zgodnie z protoko-
tem zalaczonym do produktu. Po izolacji zmierzono stezenie DNA za pomoca
spektrofotometru NanoDrop ND 1000. W nastepnej kolejnosci wykonano reakcje
PCR w celu amplifikacji konserwatywnego rejonu 16S rDNA. Mieszanina reak-
cyjna (25 mm®) zawierata 10 - bufor Taq, 1,5 mM MgCl,, 0,3 pM kazdego
z primerow, 0,2 mM deoksynukleotydow, 1U Polimerazy Taq (Fermentas) oraz
25 ng matrycowego DNA. Primery uzyte w reakcji PCR w celu amplifikacji
rejonu 16S rDNA to: fD1 (5’-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’) i rP2 (5°-
ACGGCTACCTTGTTACGACTT-3") [14]. Reakcje amplifikacji przeprowadzono
w termocyklerze Veriti 96-Well Thermal Cycler (Applied Biosystems) z zastoso-
waniem nastepujacego profilu temperaturowego: denaturacja wstepna 5 min
w 94°C, 30 cykli denaturacji (94°C przez 30 s), przylaczania primerow (62,5°C
przez 30 s) i wydhizania (72°C przez 1 min), konicowe wydtuzanie w 72°C przez
10 min. Produkty reakcji PCR uwidaczniano w swietle UV po elektroforezie w 1%
zelu agarozowym barwionym bromkiem etydyny. Produkty reakcji PCR o odpo-
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wiedniej dlugosci wycinano z zelu i oczyszczano przy uzyciu zestawu Gel Out
(A&A Biotechnology). Oczyszczone produkty poddano sekwencjonowaniu
(Macrogen Europe), a uzyskane sekwencje poréwnywano przy uzyciu narzedzia
BLAST z baza danych sekwencji nukleotydowyh NCBI GenBank.

Test wrazliwosci badanych 10 izolatow Streptomyces spp. na wybrane metale
cigzkie wykonano metoda studzienkowa. Test wykonano, posiewajac powierzch-
niowo promieniowce pobrane z jednej kolonii wezesniej oczyszczonych izolatow.
Sporzadzono roztwory soli siarczanu(VI): miedzi (CuSO,), kadmu (CdSOy,) i cyn-
ku (ZnSO,) oraz azotanu(V) otowiu: Pb(NO;),. Stezenia soli metali cigzkich uzyte
do badan zostaty wyznaczone doswiadczalnie. Poczatkowo wyznaczone st¢zenia
soli cynku i olowiu (100, 200, 400, 800 pg - cm_3) nie spowodowaly zahamowania
wzrostu badanych izolatéw. Zwigkszano je stopniowo, az do okreslenia stgzenia
hamujacego (tab. 2).

Tabela 2. Stezenia metali cigzkich zastosowane w analizie
Table 2. Heavy metal concentrations applid in the analysis

Jon metalu Stezenia, pug - cm™
Cu** 100 200 400 800
cd* 100 200 400 800
Zn** 3000 6000 9000 12000
Pb* 8000 10 000 12 000 14 000

Na szalkach Petriego w warunkach jalowych rozlano po 20 cm’ podioza Gau-
ze’a z dodatkiem nystatyny w celu zahamowania wzrostu grzybow. Badane pro-
mieniowce zostaly namnozone metodg murawowa. Nastgpnie w kazdym podtozu
wykonano po pig¢ studzienek o srednicy 10 mm. Do czterech studzienek dodano
pipeta automatyczng z jalowymi koncéwkami po 60 mm’ kolejnych stezen badanej
soli metalu ciezkiego, a do piatej, jako kontrole, taka sama ilos¢ 0,9% soli fizjolo-
gicznej. Do badania wykorzystano wczesniej wyznaczone i przygotowane roztwo-
ry soli metali: CuSO,, CdSO,, ZnSO,, Pb(NOs),. Inkubacj¢ prowadzono 7 dni
w temp. 28°C. Po zakonczeniu hodowli dokonano pomiaru stref zahamowania
wzrostu miarg z dokladnoscig do milimetra. Badanie wykonano w trzech powto-
rzeniach, a wyniki podano jako srednie z powtorzen.

Analizy statystyczne wykonano z uzyciem programu Statistica (StatSoft), obli-
czajac wspdlczynnik korelacji Pearsona (r) pomiedzy stezeniem badanych metali
cigzkich w glebach a srednicg stref zahamowania wzrostu oraz pomiedzy steze-
niem metali cigzkich w glebie a liczebnoscig badanych mikroorganizmow.

2. Wyniki badan i ich interpretacja

Wyniki analiz fizykochemicznych gleb oraz liczebnos$¢ promieniowcow w bada-
nych prébkach podano w tabeli 3 [12]. Liczebnos¢ promieniowcow jest wartoscia
srednig z 3 powtorzen.
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Tabela 3. Wiasciwosci fizykochemiczne oraz liczebno$¢ promieniowcéow w badanych glebach

Table 3. Physico-chemical properties and the number of actinomycetes in the examined soils

Numer analizowanej probki gleby
1 2 3 4 5
Liczebnosé, jtk - g 6700 46 440 247 730 58 480 20 260
pH 8,60 7,70 8,59 8,63 8,22
Sucha masa, g 8,508 8,168 8,776 8,059 8,516
Wilgotnos¢, % 14,92 18,32 12,24 19,41 14,84
Zaw. subst. org., % 9,08 6,62 5,31 16,50 22,31
Cumg-g" 56,23 120,13 29,11 99,74 891,40
Cd,mg - g 1.31 16,07 0,09 1,47 1.50
Zn,mg- g’ 46,17 11 658,20 37,46 262,64 408,93
Pb,mg- g 25,75 275,80 8,63 129,55 1073,99

Pogrubiona czcionka zaznacza wartosci stezen metali cigzkich przekraczajace dopuszczalne normy stezenia za-
warte w Rozporzadzeniu Ministra Srodowiska z dnia 9 wrzesnia 2002 r.

Values in bold type mark the heavy metal concentrations exceeding the limits given by the regulation of the Minis-
ter of Environment from September 9" 2002

Liczebnos$¢ promieniowcéw w badanych probkach gleb jest bardzo zrdznico-
wana. Najwicksza wartosé - 247 730 jtk - g™ otrzymano dla probki gleby numer 3
(pobranej z rejonu Walcowni Slabing), a najmniejsza 6700 jtk - g' - dla gleby
numer 1 (pobranej z okolic Bramy nr 2). W pozostalych trzech testowanych prob-
kach gleb liczebnos$¢ ksztaltowala si¢ na podobnym poziomie. Analizowane gleby
maja odczyn alkaliczny, a najwyzsze pH odnotowano dla gleb nr 1, 3 i 4 (tab. 3).
Jedynie w przypadku gleby numer 2 zaobserwowano odczyn obojetny - pH = 7,7.
Wyniki przeprowadzonego doswiadczenia wskazuja, ze podwyzszona zawartosé
metali cigzkich w glebie nie jest jedynym czynnikiem ograniczajacym liczebnos¢
i namnazanie promieniowcow w glebach. Wystepowanie oraz liczebnos¢ tych mi-
kroorganizmow moze by¢ regulowana takze przez odczyn gleb, zawartos¢ substan-
cji organicznej czy zawartos¢ azotu i fosforu w glebach [3]. Ponadto, toksycznosé
metali cigzkich w stosunku do mikroorganizméw glebowych zalezy takze od ich
formy i biodostepnosci, co moze by¢ réwniez warunkowane m.in. odczynem gleb
[15]. Sita toksycznego dzialania metali ciezkich na mikroflore glebowa moze row-
niez by¢ uwarunkowana obecnoscia innych metali ciezkich w glebie, ktére moga
zarébwno wzmacnia¢, jak i neutralizowac¢ efekt [16]. W analizowanej probie numer
2 wykryto duzo wyzsze stezenie kadmu icynku niz jest to dopuszczalne przez
obowiazujace normy. Zaobserwowano mala liczebnos¢ badanych drobnoustrojow,
ktorej przyczyna moze by¢ toksyczny wplyw tych metali cigzkich na mikroorgani-
zmy. Natomiast w glebie numer 5 stwierdzono znacznie przekroczone wartosci
stezenia miedzi i otowiu, co moglo mie¢ szkodliwy wpltyw na wzrost promieniow-
cow, gdyz zaobserwowano niskg ich liczebnos¢. W pozostalych probkach gleb nie
stwierdzono przekroczonych norm zawartosci metali ciezkich. Gleba numer 3 cha-
rakteryzowala si¢ najwyzsza liczebnoscia badanych w doswiadczeniu mikroorga-
nizmow, otrzymano wynik 247 730 jtk - g™'. Jednak pomimo niskich stezen metali
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cigzkich w prébkach gleb numer 1 i 4 zaobserwowano obnizong liczebnos$¢ Strep-
tomyces w poréwnaniu do gleby numer 3. Przyczyna tak zr6znicowanych wynikow
doswiadczenia moze by¢ obecno$¢ gatunkdéw promieniowcow, ktore charakteryzu-
ja sie wicksza wrazliwos$cig na stezenie analizowanych metali w glebie. Uzyskane
wyniki badan réznia si¢ od wynikéw uzyskanych przez Gorska i in. [17], ktora
w swoich doswiadczeniach wykazata brak wpltywu dodatku metali cigzkich do gle-
by na liczebnos$¢ promieniowcdéw w okresie wegetacji. Z kolei wyniki badan pro-
wadzonych przez Wyszkowska i Kucharskiego [4] nie potwierdzajg tych obserwa-
cji. Wedlug ich doswiadczen, negatywny wplyw na rozwdj promieniowcoOw
wykazano w przypadku podwyzszonych zawartosci miedzi, cynku i olowiu. Jedy-
nie kadm stymulowat rozwdj tych mikroorganizmow.

Na podstawie analizy molekularnej opartej na sekwencjonowaniu rejonu 16S
rDNA potwierdzono przynalezno$¢ badanych izolatow do rodzaju Streptomyces.
Wyizolowane sekwencje 16S rDNA poréwnano przy uzyciu narzedzia BLAST
z baza danych sekwencji nukleotydowych NCBI GenBank. Uzyskane wyniki po-
zwolily jednoznacznie okresli¢ rodzaj Streptomyces dla 10 badanych izolatow.
Rodzaj Streptomyces jest najczesciej izolowany spos$rod promieniowcow, ponad
66% izolatow promieniowcdw glebowych nalezy do tego rodzaju. Potwierdzaja to
wyniki badan z wykorzystaniem technik tradycyjnych oraz metody inzynierii gene-
tycznej [18].

W przypadku miedzi najnizsza srednia stref¢ zahamowania wzrostu odnotowa-
no dla izolatu nr 5B, pozyskanego z probki gleby, w ktorej stwierdzono najwyzsze,
przekraczajace dopuszczalne, stezenie tego metalu. Podobne obserwacje poczynio-
no w przypadku kadmu - tutaj najmniejsza srednig strefe zahamowania wzrostu
odnotowano dla izolatu nr 2B (probka, w ktorej stwierdzono najwyzsza, przekra-
czajaca dopuszczalng, zawarto$¢ tego pierwiastka). Podobnych zaleznosci nie
stwierdzono dla pozostalych dwéch metali - w przypadku cynku najnizsza $rednia
zahamowania wzrostu zaobserwowano dla izolatu pobranego z probki nr 3, w kto-
rej stezenie cynku bylo najnizsze ze wszystkich badanych gleb.

Obliczono korelacje migdzy zahamowaniem wzrostu badanych promieniowcow
przez poszczegbdlne metale ciezkie a zawartoscig odpowiednich metali w analizo-
wanych prébkach gleb (tab. 4) w celu zbadania, czy skazenie gleb metalami
cigzkimi moglo spowodowa¢é selekcje szczepdw opornych, tym samym zmniejsza-
jac ich bioréznorodnos¢ w badanych glebach. Na podstawie przeprowadzonej ana-
lizy uzyskano staba ujemng korelacje miedzy zawartosciag w glebach miedzi i cyn-
ku a zahamowaniem wzrostu badanych promieniowcdéw. Zaobserwowano takze
staba dodatnig korelacje miedzy zawartoscig olowiu a zahamowaniem wzrostu
promieniowcdw przez dzialanie tego metalu cigzkiego. Z kolei w przypadku kad-
mu odnotowano bardzo wysoka ujemna korelacje miedzy Srednicg stref zahamo-
wania wzrostu a zawartoscia tego pierwiastka w glebach, co moze $wiadczy¢
o tym, ze skazenie gleby kadmem w sposob istotny zmodyfikowato bytujaca tam
populacje promieniowcow w taki sposdb, ze szczepy wrazliwe wygingly, natomiast
w glebach przetrwaly szczepy o ograniczonej wrazliwosci na ten toksyczny
metal cigzki.
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Tabela 4. Wplyw metali ciezkich na wzrost promieniowcow z rodzaju Streptomyces spp.

wyizolowanych z terenu huty ArcelorMittal w Krakowie

Table 4. The growth inhibition of Streptomyces spp. isolates derived from the area
of ArcelorMittal steelworks by the examined heavy metals

Metal | Stezenie metalu Strefy zahamowania wzrostu izolatow Streptomyces spp., mm
pe - cm™ 1A 1B 2A 2B 3A 3B 4A 4B S5A 5B
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
100 17,7 | 24,0 | 18,7 | 21,3 | 16,3 | 193 | 21,0 | 253 | 22,7 | 13,5
200 19,71 24,3 | 20,0 | 22,3 | 17,3 | 21,3 | 23,0 | 28,0 | 23,3 | 14,0
Cu 400 21,3 | 25,3 | 22,0 | 22,7 | 18,0 | 22,0 | 24,6 | 29,0 | 25,3 | 15,0
800 30,0 | 26,0 | 22,7 | 25,3 | 20,7 | 243 | 27,3 | 33,3 | 27,7 | 20,7
Srednia 2221249 | 209 | 229 | 18,1 | 21,7 | 24,0 | 289 | 24,8 | 15,8
stt‘?gzlzgiz metalu 56.23 120.13 29,11 99,74 891.4
Wspolczynnik korelacji - ~0.27
metale, (r)* >
Wspdtezynnik korelacji -
materia organiczna, (r)** 0.112
100 22,0 | 17,0 | 13,0 | 13,7 | 25,7 | 24,7 | 253 | 32,5 | 24,3 | 18,7
cd 200 255 | 18,0 | 153 | 14,0 | 26,3 | 25,7 | 26,7 | 33,0 | 24,7 | 19,7
400 27,0 | 18,6 | 17,0 | 14,6 | 26,7 | 26,3 | 27,0 | 34,5 | 26,3 | 21,3
800 29,0 | 25,7 | 26,0 | 16,7 | 28,7 | 29,0 | 27.3 | 36,0 | 28,3 | 23,3
Srednia 2591 19.8 | 17.8 | 14,8 | 26,9 | 26,4 | 26,6 | 34,0 | 25,9 | 20.8
VSVthZlZEiee metalu 131 16,07 0.09 1.47 L5
Wspoltczynnik korelacji - 072
metale, (r)* >
Wspdtezynnik korelacji -
materia organiczna, (r)** 0,285
3000 123 12,0 | 12,7 | 12,0 | 12,3 | 13,3 | 12,7 | 13,7 | 13,0 | 153
7n 6000 153 | 143 | 173 | 140 | 14,0 | 143 | 16,0 | 173 | 17,0 | 16,3
9000 193] 183 | 193 | 17,5 | 153 | 15,7 | 183 | 22,3 | 22,0 | 17,7
12 000 21,3 20,3 | 20,7 | 19,3 | 16,7 | 18,0 | 19,7 | 26,7 | 26,7 | 19,3
Srednia 171 | 162 | 17,5 | 15,7 | 14,6 | 153 | 16,7 | 20,0 | 19,7 | 17.2
st“?gzlz‘giz metalu 46,17 116582 37.46 262,64 408,93
Wspotczynnik korelacji - 01
metale, (r)* ’
bl
8000 13,0 | 13,3 | 143 | 13,7 | 13,0 | 13,0 | 13,7 | 13,7 | 14,3 | 14,0
Pb 10 000 1571 143 | 17,3 | 153 | 14,0 | 14,0 | 140 | 15,7 | 14,7 | 14,7
12 000 17,0 | 17,0 | 18,7 | 16,3 | 16,0 | 15,7 | 153 | 16,7 | 16,7 | 153
14 000 17,71 17,7 | 193 | 183 | 16,7 | 17,3 | 16,7 | 193 | 18,3 | 17,3
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cd. tab. 4

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
Srednia 159 | 15,8 | 17.4 | 159 | 14,9 | 150 | 149 | 16,4 | 16,0 | 153
Stezenie metalu 25.75 275.8 8,63 129,55 1073,99
w glebie

Wspolezynnik korelacji -

metale, (r)* 0,12

Wspolczynnik korelacji -
materia organiczna, (r)**

-0,053

*  korelacja migdzy zahamowaniem wzrostu badanych promieniowcdw przez poszczegdlne metale
cigzkie a zawartoscig odpowiednich metali w analizowanych probkach gleb (p < 0,05)

*  correlation between the growth inhibition of the examined actinomycetes by each heavy metal
and the concentration of metals in the soil samples (p < 0.05)

** korelacja pomigdzy zahamowaniem wzrostu badanych promieniowcow przez poszczegdlne meta-
le cigzkie a zawartoscia materii organicznej w probkach gleb (p < 0,05)

** correlation between the growth inhibition of the examined actinomycetes by each heavy metal
and the organic matter content in soil samples (p < 0.05)

Na podstawie przeprowadzonego badania stwierdzono, ze promieniowce wyizo-
lowane z gleb z terenu huty ArcelorMittal charakteryzuja si¢ zrdéznicowang tole-
rancja na podwyzszone zawartosci metali ciezkich. Najwigksza wrazliwos¢ badane
promieniowce prezentowaly w stosunku do miedzi, nastepnie dla kadmu, a potem
odpowiednio mniejszag dla cynku i olowiu. Wyznaczone minimalne stezenia
hamujace (MIC) wyniosty - dla miedzi i kadmu 100 pg - em™, dla cynku -
3000 pg - cm™ oraz dla olowiu 8000 pg - cm™. Otrzymane wyniki réznia sie od
badan Junga [19], ktory stwierdza, ze wrazliwos¢ promieniowcoéw pod wplywem
metali cigzkich ros$nie odpowiednio dla otowiu, kadmu, cynku i miedzi. Rowniez
Abbas i Edwards [5] uzyskali inne wyniki, poniewaz wykazali, ze promieniowce
z rodzaju Streptomyces charakteryzuja sie waskimi profilami zahamowania wzro-
stu i najwicksze toksyczne dziatanie ma kadm, nastepnie cynk i miedz. Kadm
i cynk powodowaly wrazliwos$¢ Streptomyces na dziatanie tych metali, ale nie ha-
mowaly catkowicie ich wzrostu. Natomiast wyzsze stezenia cynku spowodowaly
zahamowanie sporulacji. Uzyskane wyniki dla miedzi i olowiu sa zgodne
z badaniami Mocek-Ptéciniak i Sawickiej, ktore potwierdzity ujemny wplyw tych
metali na wzrost promieniowcdw z rodzaju Streptomyces. Podwyzszone stgzenia
miedzi istotnie hamuja wzrost i namnazanie promieniowcow, jednak zaleznos¢ ta
nie jest proporcjonalna, zalezy od badanego szczepu. W badanych probach zawar-
tos¢ otowiu ograniczata liczebno$¢ mikroorganizmow w mniejszym stopniu [20].
Otrzymane wyniki r6znig si¢ od innych badan, poniewaz na ostateczny efekt ma
wplyw wiele czynnikdw, takich jak miejsce pobrania probek gleby, zrodio zanie-
czyszczenia gleby substancjami toksycznymi, a takze stosunek ilosci mikroorgani-
zmdw nalezacych do gatunkow mniej i bardziej tolerancyjnych na metale ciezkie.

Badane izolaty, nawet pochodzace z tej samej probki gleby, charakteryzowaly
si¢ zr6znicowanym zahamowaniem wzrostu pod wplywem okreslonego stezenia
metalu cigzkiego, szczegolnie miedzi. Przyczyng tego zjawiska moze by¢ inna tole-
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rancja na substancje toksyczne, ktora zalezy od gatunku. Wplyw moga miec tez
czynniki fizykochemiczne $rodowiska, w ktorym znajdowaly si¢ promieniowce.
Badania Adamskiej i innych [6], wykazaty, ze miedZ i kadm majg zréznicowane
dziatanie na proces kielkowania konidiow promieniowcéw. Miedz nie wptywa na
proces kietkowania, poniewaz pierwiastek ten jest mikroelementem, ktéry pehni
istotne funkcje w metabolizmie, jest nieodzowny w oksydazie cytochromowej,
ktorej ilos¢ znacznie wzrasta w jasnej fazie kietkowania. Odmienne dziatanie ma
kadm, poniewaz wyraznie hamuje on przechodzenie jednej fazy kietkowania
wdrugg. Jest to wynikiem hamowania przez kadm procesow oddechowych
w komorkach promieniowcdéw, w wyniku czego zostaje zaburzony elektroche-
miczny transport blonowy. Kadm jako pierwiastek dwuwartosciowy moze dziataé
antagonistycznie w stosunku do jonéw magnezu czy wapnia i blokowa¢ ich do-
stepnos¢ dla konidiow, zwlaszcza znajdujacych si¢ w fazie ciemnej kietkowania.
Wykazano, ze formy wegetatywne Streptomyces charakteryzuja si¢ mniejsza wraz-
liwoscig na kadm niz ich kietkujace konidia [6].

Podsumowanie

Wyniki niniejszych badan potwierdzily, ze huta ArcelorMittal przyczynia si¢ do
zanieczyszczenia srodowiska glebowego w Krakowie metalami ciezkimi. Wykaza-
no, ze probki gleb z terenu huty maja podwyzszone zawartosci metali cigzkich,
a dla dwodch gleb wartosci te przekraczaja dopuszczalne normy. Zmiany te nie sa
obojetne dla obecnych w glebie promieniowcdw, poniewaz metale moga wplywac
na ich liczebno$¢ w zaleznosci od ich stezenia w glebie. Zaobserwowano zaleznos¢
miedzy stezeniem metali ciezkich w glebach a tolerancja promieniowcoéw na ich
dziatanie, przyczyna tego stanu moze by¢ obecnos¢ gatunkdéw przystosowanych do
wystepowania toksycznych metali w glebie. Niektore promieniowce pod wpltywem
wysokich stezen metali ciezkich mogg nabywaé opornos¢, dzieki czemu przezywa-
ja w tych niekorzystnych warunkach. Posrednim skutkiem ograniczenia réznorod-
nosci promieniowcoOw moze by¢é wyginigcie szczepow waznych pod wzgledem
funkcjonalnym dla srodowiska, zubozenie mikroflory gleby, a takze zmiany wta-
sciwosci fizykochemicznych gleby. Niniejsza praca pokazuje, ze skazenie srodowi-
ska metalami cigzkimi jest powaznym problemem s$rodowiskowym. Zjawisko to
nalezy monitorowa¢ i kontrolowaé, aby zapobiec nieodwracalnym zmianom
w ekosystemie.
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The Effect of the Selected Heavy Metals on the Growth and Proliferation
of Streptomyces spp. Isolated from Soils

People have changed their environment since the beginning of the civilization - it is an
inevitable process. However, this phenomenon is accompanied by emission of many harmful
chemicals to the environment, and recently there has been an increase in the amount of pol-
lution. Having regard to the increase in environmental contamination with heavy metals due
to the expanding industry and its impact on soil microorganisms, this study attempted to
determine the effect of the selected heavy metals: cadmium, copper, lead and zinc, on the
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growth of actinobacteria (belonging to the genus Streptomyces) isolated from soils of
ArcelorMittal steelworks in Cracow. Five soil samples were selected for the analysis, from
which 2 isolates of Streptomyces spp. were selected for further analyses.

The number of Streptomyces spp. in the soil samples was determined using the serial
dilutions method. The systematic affiliation of microorganisms was confirmed by macro-
scopic as well as microscopic observations of Gram-stained smears, catalase reaction test
and the sequencing of 16S rDNA region. Additionally, soil physical and chemical properties
were examined - pH, moisture and heavy metal content - using atomic spectrometry. The
heavy metal resistance of the examined Streptomyces spp. strains was analyzed using a well
method with increasing concentrations of cadmium, copper, lead and zinc. After the incuba-
tion results were recorded as the growth inhibition zones (diameters) and the minimum
inhibitory concentration (MIC) of the heavy metals were determined.

The conducted analyses revealed that heavy metal concentrations in two out of five
examined soils exceeded the admissible values given by the Regulation of the Minister of
Environment on soil quality standards. The number of actinobacteria in soils was varied
(from 6700 to almost 250 thousand CFU per gram of soil dry weight). There was a negative
correlation between the heavy metal concentrations in soils and the number of the studied
microorganisms. The analyzed soils were alkaline - the lowest pH value was 7.7. Regarding
the heavy metal resistance of the analyzed Streptomyces spp. strains, diverse in vitro
susceptibility was recorded. The bacterial reactions differed even between strains isolated
from the same soil samples. Minimum inhibitory concentrations of the examined heavy met-
als were as follows: Cd and Cu - 100 pg - cm™, Zn - 3000 pg - cm™ and Pb - 8000 pg - cm™.
There was a negative correlation between the concentration of heavy metals in soils and the
growth inhibition zones (in the case of cadmium this correlation was high), indicating that
the soil contamination with cadmium may have modified the soil population of Streptomy-
ces spp., causing extinction of the susceptible strains while the ones with reduced sensitivity
survived.

The results of the presented research indicated that the ArcelorMittal steelworks con-
taminates the soil environment, which may affect the microbial community of soils, not only
by reducing the population, but also by decreasing biodiversity of soil microorganisms,
which was particularly visible in the case of cadmium - a strongly toxic heavy metal. This
study demonstrates that the heavy metal contamination is a serious environmental problem.
This phenomenon needs to be monitored and controlled to prevent irreversible changes to
the ecosystem.

Keywords: Streptomyces spp., actinobacteria, soils, heavy metals, industrial areas, environ-
mental pollution



