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ZMIANY LICZEBNOSCI WYBRANYCH
MIKROORGANIZMOW W STREFIE RYZOSFEROWEJ TRAW
PO APLIKACJI OSADU SCIEKOWEGO

Celem pracy bylo przedstawienie zmian liczebnoéci wybranych mikroorganizméw w strefie ryzosfe-
rowej traw po aplikacji osadu $ciekowego. Badania przeprowadzono na 4 powierzchniach do$wiad-
czalnych zlokalizowanych na pasach zieleni wzdluz gtéwnych ciggéw komunikacyjnych w Bialym-
stoku. Czynnikami w do$wiadczeniu byly 2 dawki osadu $ciekowego 7,5 i 15 kg/m? §.m., obickty
bez osadu (kontrola) oraz 2 mieszanki traw gazonowych: Eko i Roadside. Badania mikrobiologiczne
strefy ryzosferowej wykazaly sezonowe wahania ogdlnej liczby bakterii, liczby bakterii Gram ujem-
nych oraz liczebnosci bakterii Pseudomonas fluorescens. Gtéwnymi czynnikami, powodujgcymi
zmiany liczebno$ci analizowanych bakterii w strefie ryzosferowej byly zastosowane dawki osadow
Sciekowych.

1. WSTEP

Rozwoj cywilizacji w glownej mierze transportu jest zagrozeniem, ktore sprawia,
ze gleby na terenach miejskich wymagaja statej ochrony i zabiegow rekultywacyjnych
ze wzgledu na postgpujaca ich chemiczng degradacje, ktora prowadzi do trwatego i poste-
pujacego pogarszania ich whasciwosci [7]. Grunty na terenach miejskich tworzone sa zwy-
kle z odpadéw budowlanych, co powoduje, ze ich struktura jest zbita, maja niska zawar-
to§¢ prochnicy oraz pojemnos¢ wodng, sg stabo przepuszczalne dla wody, a takze
wykazuja si¢ stabg aktywnoscia biologiczna [8].

Wobec narastajacego deficytu materii organicznej w glebach zachodzi konieczno$¢ po-
szukiwania innych Zrodet materii organicznej i sktadnikow biogennych [5], ktore nadawaly
by si¢ do nawozenia terenow miejskich. Interesujacym wydaje si¢ aspekt wykorzystania
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osadow s$ciekowych w uprawach wieloletnich na glebach wymagajacych rekultywacji,
gdzie stopniowo uwalniajace si¢ skladniki pokarmowe gwarantuja wegetacje roslin na
satysfakcjonujacym poziomie [12]. Osady Sciekowe posiadajg zroznicowane whasciwosci,
ktore zaleza od ilosci i jakosci Sciekow oraz wielkosci fadunku zanieczyszczen doptywaja-
cych do oczyszczalni. Istotny wptyw na jakos¢ osadow majg rowniez rodzaj sieci kanaliza-
cyjnej, zastosowane parametry technologiczne, wiek osadu oraz sposob w jaki przerabia
si¢ osady np. stabilizacja, higienizacja [17].

Whprowadzane do gleby zwiazki organiczne i mineralne wraz z osadami $ciekowymi
maja istotny wptyw na liczebno$¢ mikroorganizméw oraz ulegaja przemianom przy udzia-
le enzymow [19]. Wedtug Rozporzadzenia [18], osady $cickowe mogg by¢ stosowane
w rolnictwie i do rekultywacji gruntéw na cele rolne, jezeli nie wyizolowano bakterii
z rodzaju Salmonella w 100 g osadow przeznaczonych do badan, natomiast liczba
zywych jaj pasozytow jelitowych Ascaris sp., Trichuris sp., Toxocara sp. w 1 kg
s.m.o. wynosi 0. W przypadku stosowania osadéw na pozostale cele — wskaznik ATT
(suma inwazyjnych jaj Ascaris, Toxocara i Trichocephalus w 1 kg s.m. osadu)
nie powinien przekracza¢ 300.

Strefa przykorzeniowa nalezy do obszaru o najintensywniejszej aktywnosci biologicz-
nej, charakteryzujacej si¢ bogata florg bakteryjna i grzybowa oraz ma ona duzy wplyw
na pobieranie przez korzenie substancji pokarmowych [11]. Aktywno$¢ drobnoustrojow
odgrywa bardzo wazng rol¢ w zyciu roslin, te natomiast w widoczny sposob wpltywaja
na rozw¢j drobnoustrojow glebowych. Rosliny ksztattuja wiec mikroflore glebowa
i wplywaja na przemiany mikrobiologiczne, nieustannie zachodzace w tym $rodowisku
[20]. Jak wskazuje Gtazewska-Maniewska i in. [4], drobnoustroje rozwijaja sie¢ w $cistej
wspotzaleznosci z roslinami od momentu kietkowania nasion az do czasu osiagnigcia przez
rosling pelnej dojrzatosci, a ta wspotzalezno§¢ moze by¢ obojetna dla roslin badz tez wy-
wiera¢ korzystny lub szkodliwy wptyw na ich wzrost. Bien [1] oraz Krzywy i Izewska [14]
w swoich badaniach zwracaja rowniez uwage, iz wsrod drobnoustrojéw glebowych wyste-
puja zar6wno mikroorganizmy patogenne, grozne dla cztowieka jak i saprofityczne, obo-
jetne z sanitarnego punktu widzenia ale odgrywajaca wazng role w rozktadzie substancji
zanieczyszczajacych srodowisko.

Celem pracy byto przedstawienie zmian liczebnosci wybranych mikroorganizmow
w strefie ryzosferowej traw po aplikacji osadu sciekowego.

2. MATERIALY I METODYKA BADAN

2.1. ZALOZENIE DOSWIADCZENIA

Badania przeprowadzono w 2012 r. na 4 powierzchniach doswiadczalnych zlokali-
zowanych na pasach zieleni wzdluz gtownych ciaggéw komunikacyjnych w Biatym-
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stoku. Kazdyz punktow badawczych o powierzchni 90 m? podzielono na 3 bloki, sta-
nowigce kolejne powtorzenia. Finalnie, calg powierzchnie podzielono na 18 obiektow,
kazde o powierzchni 5 m® (2x2,5 m). Czynnikami w doswiadczeniu byty 2 dawki
osadu $ciekowego:7,5 i 15 kg/m® .m. (tj. ok 14,5 i 29 t/ha suchej masy) oraz obiekty
bez osadu (kontrola) jak rowniez 2 mieszanki traw gazonowych: Eko ktora zawierata
30% Lolium perenne cv. Niga, 15% Poa pratensis cv. Amason, 22,6% Festuca rubra
cv. Adio i 32,4% Festuca rubra cv. Nimba. i Roadside w sktad ktorej wchodzito 32%
Lolium perenne cv. Barmedia, 5% Poa pratensis cv. Baron, 52% Festuca rubra rubra
cv. Barustic, 5% Festuca rubra commutata cv. Bardiva (BE) i 6% Festuca rubra
commutata cv. Bardiva (NL).

Ustabilizowany osad $ciekowy z Miejskiej Oczyszczalni Sciekow w Sokolce i gle-
be poddano badaniom, zgodnie z wymogami zamieszczonymi w Rozporzadzeniu Mi-
nistra Srodowiska z dnia 13 lipca 2010 roku w sprawie komunalnych osadéw $cieko-
wych [18]. Wiasciwos$ci osadu zamieszczono w tabeli 1.

Tabela 1. Wtasciwos$ci osadu $ciekowego uzytego w doswiadczeniu

Parametry Wl,aédwom
osadu $ciekowego

pH 6,7

Sucha masa (%) 19,3
Substancja organiczna (% s. m.) 58,4
P ogdlny (% s. m.) 2,73
N ogdlny (% s. m.) 3,99
N amonowy (% s. m.) 0,14
Ca(%s. m.) 5,51
Mg (% s. m.) 0,66
Pb(mg/kg s. m.) 23,5
Cd (mg/kg s. m.) <0,50
Cr (mg/kg s. m.) 58,0
Cu (mg/kg s. m.) 194

Ni (mg/kg s. m.) 22,0
Zn (mg/kg s. m.) 1459
Hg (mg/kg s. m.) 1,044

2.2. OZNACZENIA MIKROBIOLOGICZNE

Badania mikrobiologiczne przeprowadzono trzykrotnie w maju, lipcu i pazdzierni-
ku 2012 roku. z kazdego poletka do badan pobrano korzenie wraz z przylegajaca do
nich glebg. Nastgpnie przygotowano 5 gramowe nawazki, ktore przeniesiono
do 45 cm® jatowego roztworu soli fizjologicznej (0,85% NaCl) w kolbach Erlenmaje-
ra , wytrzasano przez 30 minut na wytrzasarce. Nastepnie tak otrzymang zawiesing
gleby rozcienczono w roztworze fizjologicznym NaCl w stosunku 1:10-1:1000 000.
Zawiesing glebowa otrzymanych rozcienczen nanoszono ilosci 0,1 ml.
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Analize mikrobiologiczng wykonano w 3 powtorzeniach i kazdorazowo okreslano:
0golng liczbe bakterii (na 10% podtozu Tryptic Soy Agar), liczbe bakterii gram ujem-
nych (na 10% podtozu Tryptic Soy Agar z dodatkiem 1% fioletu krystalicznego)
oraz liczbe bakterii fluorescencyjnych z rodzaju Pseudomonas na podtozu
King B [13] (obecnos¢ w podtozu siarczanu magnezu sprzyja wytwarzaniu charakte-
rystycznej pigmentacji przez bakterie z rodzaju Pseudomonas). Bakterie byty inku-
bowane przez 3 dni w temperaturze 28 °C. Wyniki podano w jednostkach tworzacych
kolonie — jtk, w przeliczeniu na 1 g suchej masy gleby.

Liczbe bakterii fluorescencyjnych Pseudomonas odczytano w $wietle UV na trans-
luminatorze, gdzie policzono kolonie wykazujace fluorescencjg.

2.3. ANALIZA STATYSTYCZNA

Wykonano statystyke podstawowsa uzyskanych wynikow, stosujac pakiet Statistica
10.0. Wykonano analize wariancji ANOVA pomigdzy czynnikami do§wiadczenia,
a liczba mikroorganizméw w strefie ryzosferowej. Roznice istotne obliczono testem
Tukeya przy poziomie istotnosci p < 0,05.

3. WYNIKI I DYSKUSJA

Z uwagi na duza zawarto$¢ substancji organicznych, azotu, fosforu wapnia, ma-
gnezu oraz mikroelementéw w osadach $ciekowych, racjonalnym wydaje si¢ wyko-
rzystanie tego bioodpadu do przywrocenia tych sktadnikow do srodowiska, szczeg6l-
nie w sytuacji kiedy coraz cze$ciej obserwuje si¢ deficyt substancji organicznej
w glebie [2, 21]. Jak wskazuja Joniec i Furczak [10] dodanie osadu $ciekowego
do gleby powoduje wzmozenie aktywnosci mikrobiologicznej gleby i intensywny
rozwoj ryzosfery. Ponadto, liczebno$¢ drobnoustrojow w glebie bedzie zalezata
od wielu czynnikow tj. pH gleby, stosunkéw wodno-powietrznych, zawarto$ci materii
organicznej, jak rowniez od temperatury otoczenia. Z kolei Gondek [6] wskazuje,
iz dostepno$¢ sktadnikow pokarmowych z osadow Sciekowych jest funkcja panuja-
cych w okresie wegetacji warunkoéw klimatycznych, dawki zastosowanego osadu
Sciekowego oraz warto$ci stosunku C:N.
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Rys. 1. Wplyw dawki osadu $ciekowego (0; 7,5; 15 kg/m?) na ogolna liczbe bakterii [jtk-107/g s.m.]
w strefie ryzosferowej mieszanek traw Eko i Roadside w zalezno$ci od terminu poboru probek
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Rys. 2. Wplyw dawki osadu éciekowego (0; 7,5; 15 kg/m?) na liczbe bakterii gram ujemnych
[jtk-106/g s.m.] w strefie ryzosferowej mieszanek traw Eko i Roadside
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Liczba bakterii gram ujemnych [jtk-10%g s.m.]

w zalezno$ci od terminu poboru probek
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Liczba bakerii P. fluorescens [jtk-10%g s.m.]
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Rys. 3. Wplyw dawki osadu $ciekowego (0; 7,5; 15 kg/m?) na liczbe bakterii P. fluorescens
[itk-105/g s.m.] w strefie ryzosferowej mieszanek traw Eko i Roadside w zaleznosci
od terminu poboru probek
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Uzyskane wyniki wskazuja, Zze zastosowane nawozenie osadem S$ciekowym
wptyneto na aktywnos$¢ mikrobiologiczng w strefie ryzosferowej zastosowanych mie-
szanek traw. Na poczatku sezonu wegetacji, w maju $rednia ogolna liczba bakterii
w strefie ryzosferowej byla najwyzsza przy najwyzszej zastosowanej dawce osadu
sciekowego (15 kg/m?) (176,1 107 jtk/g s.m. gleby) z mieszanka Eko, natomiast naj-
mniejsza zaobserwowano w probkach zebranych z obiektéw, bez stosowania osadow
Sciekowych (2,710 jtk/g s.m. gleby), z mieszanka Roadside. Generalnie, wraz
ze wzrostem dawek osadu $ciekowego nastepowat wzrost catkowitej liczby mikroor-
ganizméw (rys. 1). Ponadto, wraz z rozwojem mikroorganizméw glebowych ilos¢
substancji odzywczej zostaje wykorzystana, gromadzone sg wowczas produkty prze-
mian biochemicznych co moze wplyna¢ na zmiany wiasciwosci fizyko-chemiczne
gleb, a tym samym obnizy¢ og6lna liczbe bakterii w podtozu, co zostato przedstawio-
ne w badaniach Novak i in. [16] i mozna byto zaobserwowac¢ w badaniach witasnych.

Na podstawie otrzymanych wynikéw stwierdzono pozytywny wpltyw dawek osadu
$ciekowego na wzrost liczby bakterii gram-ujemnych w strefie ryzosferowej (rys. 2).
Drobnoustroje w trakcie prowadzenia roznych procesow biochemicznych, uwalniaja
do gleby metabolity, ktore modyfikujg warunki i wptywaja na rozwdj mikroorgani-
zméw zasiedlajacych teren [3, 21]. Srednia najwigksza liczba bakterii gram-ujemnych
byla w probach zebranych w maju przy najwyzszej zastosowanej dawce osadu $cie-
kowego 15,0 kg/m? (10,5-10° jtk/g s.m. gleby) z mieszanka Roadside, a najmniejsza
liczbe bakterii otrzymano dla probek pobranych w lipcu na obiektach kontrolnych
(0,3-10° jtk/g s.m. gleby) z mieszanka Eko.

Do jednych z najliczniej wystepujacych grup drobnoustrojow w przyrodzie naleza
komorki bakterii z rodzaju Pseudomonas. Te gram ujemne pateczki sa przedstawicie-
lami tzw. ryzobakterii, ktore charakteryzujg si¢ tym, ze tworzg asocjacje z korzeniami
roslin. Bakterie te degraduja wiele roznych cukrow, aminokwaséw, alkoholi. Przed-
stawiciele tego gatunku moga degradowacé zwigzki wysoko molekularne, np. kwasy
huminowe lub pestycydy [15]. Na rysunku 3 przedstawiono wptyw dawki osadu na
liczbe bakterii Pseudomonas fluorescens w zalezno$ci od zastosowanej mieszanki
traw. Srednio najwiecej bakterii Pseudomonas fluoerscens odnotowano na poletkach,
na ktorych zastosowano dawke osadu w ilosci 7,5 kg/m® i mieszanke Eko i Roadside
(ok. 12-10° jtk/g s.m) dla obu mieszanek, za$ najmniejsza na poletkach kontrolnych
(odpowiednio: 7 i 6-10° jtk/g s.m).

Mercado-Blanco i in.[16] podaja, iz niektore bakterie z rodzaju Pseudomonas pro-
dukuja dyfundujace, fluoryzujace zwiazki zwane sideroforami, ktére posiadajg duze
powinowactwo ze zwigzkami zelaza. Gatunki te sg wykorzystywane do biologicznej
kontroli fitopatogenow wystepujacych w glebie [15]. Oprocz funkcji ochronnej moga
one wzbogaca¢ glebe w substancje odzywcze, hormony ro§linne i witaminy
oraz zwickszac biodostepnosci tych produktéw dla roslin [20].

Na podstawie otrzymanych wynikow stwierdzono, ze istotne roznice statystyczne
liczby badanych mikroorganizméw wystepuja w zalezno$ci od terminu poboru pro-
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bek, natomiast pozostale czynniki do$wiadczenia nie wptynely istotnie na rozwoj
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mikroorganizméw w strefie ryzosferowej (tab. 2).

Tabela 2. Wplyw czynnikow do$wiadczenia na $rednig liczbe
wybranych mikroorganizmow w strefie ryzosferowej

og(l;l:l?t(lelr?iZba liczba bakterii | liczba bakterii
Czynniki [itk-10% gram ujemnych | P. fluorescens
sm] 9 | [jtk-10%g s.m] | [jtk-10%g s.m.]
0 kg/m? 2,6 2.8 8,1
A-dawka 7.5 kg/m? 45 43 8,5
osadu
15 kg/m? 47 4,0 8,5
_ maj 11a* 5,7 a* 9,5a*
E’(;Legm'” lipiec 5,6 b* 731" 3,9 b*
pazdziernik 4,5 b* 4,6 a* 4,6 a*
C-mieszanka eko 4,5 32 8,8
traw roadside 33 4,2 8,0

*Srednie w kolumnach dla poszczegéInych czynnikéw oznaczone ta sama litera
nie roznig si¢ istotnie statystycznie na poziomie p<0,05.

4. WNIOSKI

Badania mikrobiologiczne strefy ryzosferowej wykazaly sezonowe wahania ogol-
nej liczby bakterii, liczby bakterii gram ujemnych oraz liczebnosci bakterii Pseu-
domonas fluorescens. Gtéwnymi czynnikami, powodujacymi zmiany liczebnosci
analizowanych bakterii w strefie ryzosferowej byly zastosowane dawki osadow
sciekowych.

Najwieksza liczba bakterii Pseudomonas fluorescens oraz gram ujemnych zostata
zaobserwowana w maju oraz w pazdzierniku, natomiast najnizsza liczba bakterii
wystgpita w lipcu, co moglo by¢ wynikiem czynnikdéw atmosferycznych.

Ogodlna liczba bakterii byla najwyzsza w miesigcu maju, natomiast w kolejnych
miesigcach istotnie sie zmniejszyta.

Praca zostala sfinansowana z pracy statutowej S/WBilS/3/2015 oraz z pracy wila-

snej MB/WBIIS/14/2014.
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CHANGES IN THE NUMBER OF SELECTED MICROORGANISMS
IN GRASS RHIZOSPHERE AFTER APPLICATION OF SEWAGE SLUDGE

The aim of the study was to present changes in the number of selected microorganisms in grasses rhi-

zosphere after the application of sewage sludge. The study was conducted on four specially prepared
research plot along the main roads in Bialystok. Three doses of sewage sludge were applied: 0 (control),

7.5

and 15 kg/m?. Then the plots were seeded with two mixtures of lawn grasses: Eko and Roadside.

Microbiological tests of the rhizosphere showed seasonal variations of the total number of bacteria,
Gram-negative bacteria counts and the number of bacteria Pseudomonas fluorescens. The used of sewage
sludge doses was the main factor causing changes in the number of analyzed bacteria in the rhizosphere.



