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Abstract. The aim of this study was to determine dehydrogenases activity in the soil with the
addition of NaCl in different concentrations and to identify whether the observed changes to be
considered dangerous, tolerated, or insignificant for soil ecosystem. The study was carried out
on samples of loamy sand, sandy loam and sandy clay loam. The aqueous NaCl solutions were
introduced to soil in the doses of: 0; 0.05; 0.50; 5.00; 50.00 mmol - kg'1. Dehydrogenases
activity was measured spectrophotometrically in 1, 3, 7, 14, 28, 56 and 112 day of incubation.
The results are indicated in the graphs of ecological hazard zones (Domsch et al. 1983). The
presence in soil of sodium chloride caused inhibition of dehydrogenases activity. The observed
inhibition level of these enzymes was greatest in loamy sand and decreased with organic
carbon and clay fraction < 0.002 mm. Soil salinity with largest doses of NaCl (5.00 and
50.00 mmol - kg™'), in relation to ecological significance of soil contamination could turn into its
degradation.
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WSTEP

Zasolenie gleby spowodowane jest nadmierng koncentracjig w glebie tatwo
rozpuszczalnych soli nieorganicznych, w wyniku czego roztwor glebowy w stosunku do
potrzeb rosliny zawiera zbyt wiele kationéw, takich jak: Ca?*, Mg®*, Na*, K* oraz réznych
anionow (Munns 2002; Koztowski i in. 2004). Najbardziej szkodliwe dla srodowiska jest
zasolenie zwigzane z jonami sodu (Azam i Ifzal 2006). Nastepuje wéwczas nagromadzenie
sodu w kompleksie sorpcyjnym, zwieksza sie stan dyspersji gleby, jej zdolnosé¢ do
pecznienia, natomiast zmniejsza sie przepuszczalnos¢ wodna gleb. Na skutek braku
réwnowagi jonowej, gleby w stanie wilgotnym sg grzgskie i nieprzepuszczalne, a w czasie
suszy ulegajg zaskorupieniu i sg trudne do uprawy (Ciesla i Dgbkowska-Naskret 1984).

Zasolenie gleb w Polsce jest zwigzane z gtdwnie czynnikami antropogenicznymi
i powstaje na obszarach, na ktorych utwory glebowe majg bezposredni kontakt z solg lub
wodami zasolonymi (Telesinski 2012). Antropogenicznymi zrédtami zasolenia gleb sg przede
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wszystkim sktadowiska i hatdy odpaddéw przemystu sodowego oraz odpaddw hutniczych
i paleniskowych, stosowanie soli w celu ods$niezania oraz przeciwdziatania oblodzeniu,
nawadnianie upraw wodg czerpang z zasolonych zbiornikéw wodnych oraz nadmierne
nawozenie mineralne (Rietz i Haynes 2003; Siddikee i in. 2011).

Bardzo dobrym wskaznikiem zmian zachodzgcych w glebie jest jej aktywnosé
enzymatyczna (Bielinska 2001). Aktywne dehydrogenazy katalizujg utlenianie zwigzkéw
organicznych przez odigczenie od nich elektronéw i protonéw (Kobus 1995). Okreslenie
aktywnosci dehydrogenazowej moze by¢ odbiciem zmian w populacji drobnoustrojéw, jak
i potencjatu oksydoredukcyjnego gleby (Brzezinska 2002).

Ocena ujemnego wptywu ksenobiotykéw na srodowisko jest trudna, a okreslenie stopnia
nasilenia i czasu trwania negatywnych zmian dla ekosystemu glebowego moze przysparzac
wiele probleméw (Wienhold i in. 2004). Stuszna wydaje sie zatem koncepcja zaproponowana
przez Domscha i in. (1983), w mys| ktorej wszystkie zmiany w metabolizmie sktadnikéw
glebowych wywotane przez srodki chemiczne mozna poréwnaé ze zmianami wywotanymi
u mikroorganizméw przez naturalne warunki stresowe. Wszystkie zmiany danego procesu
trwajgce powyzej 60 dni z nasileniem 50% w stosunku do gleby kontrolnej, nalezy uznac za
niebezpieczne, pozostate traktowane sg jako tolerowane badz pomijalne (Nowak i in. 2003).

Celem podjetych badan byto okreslenie jak ksztattuje sie aktywnos$¢ dehydrogenaz
w glebie z dodatkiem NaCl w ro6znym stezeniu oraz okreslenie, czy zaobserwowane zmiany
nalezy uznac za niebezpieczne, tolerowane, czy mato znaczace dla ekosystemu glebowego.

MATERIAL | METODY

Badania przeprowadzono na probkach pobranych z poziomu ornopréchnicznego:

a) gleb brunatno-rdzawych na terenie RSD Lipnik (gleba 1),

b) czarnych ziem Réwniny Gumienieckiej (gleba 2),

c) czarnych ziem Roéwniny Pyrzyckiej (gleba 3).

Sktad granulometryczny oraz wiasciwosci fizykochemiczne uzytych w do$wiadczeniu gleb
przedstawiono w tabeli 1.

Tabela 1. Charakterystyka gleb uzytych w doswiadczeniu
Table 1. Characteristics of soils used in experiment

Wasciwosci Gleba 1 — Soil 1 Gleba 2 — Soil 2 Gleba 3 — Soil 3
Properties

Frakcje granulometryczne

Granulometric fractions

2,00=>d>0,05mm 75% 47% 53%
0,05=d > 0,002 mm 23% 48% 19%

d <0,002 mm 2% 5% 28%
Grupa granulometryczna .
Granulometric grup Pg - LS gl -SL gpi - SCL
Corg 0,87% 1,09% 3,38%
Nt 0,04% 0,25% 0,62%
pHw—pH in:

H20 6,59 7,09 7,47

1 M KCI 6,36 6,81 7,13




Wplyw zasolenia na aktywnos$é... 117

Pobrane z terenu prébki doprowadzono do stanu powietrznie suchego, a nastepnie
przesiano przez sito o srednicy oczek 2 mm. Czesci ziemiste materiatu glebowego podzielono
na jednokilogramowe nawazki i doprowadzono ich wilgotnos¢ do poziomu 60% kapilarnej
pojemnosci wodnej. Dla kazdej gleby materiat doswiadczalny podzielono nastepnie na trzy
serie, w zaleznosci od rodzaju gleby. W kazdej serii czynnikami zmiennymi byty:

a) dawka NaCl w mmol - kg™ suchej masy gleby: 0 (kontrola); 0,05; 0,50; 5,00; 50,00;

b) czas inkubacji gleby w dniach: 1., 3., 7., 14., 28., 56. i 112.

llos¢ wprowadzonych do gleby, wraz z NaCl, kationéw sodu i anionéw chlorkowych
podano w tabeli 2.

Tabela 2. llo$¢ wprowadzonych do gleby kationéw sodu i anionéw chlorkowych
Table 2. Amount of introduced sodium cations and chloride anions into soil

llo$é NaCl llo$é Na* llogé CI-
Amount of NaCl Amount of Na* Amount of CI™
mmol - kg™’ s.m. mg - kg’ s.m. mg - kg™' s.m.
0,05 2,92 1,15 1,77
0,50 29,20 11,50 17,70
5,00 292,00 115,00 177,00
50,00 2920,00 1150,00 1770,00

s.m. — suchej masy — dry matter.

Prébki gleby dokfadnie wymieszano z roztworami NaCl i przechowywano w szczelnie
zamknietych workach polietylenowych w temperaturze 20°C w ciemnosci. Aktywnos$é
dehydrogenaz [EC 1.1.1.x] (Enzyme nomenclature 1992) oznaczono spektrofotometrycznie
przy uzyciu spektrofotometru UV-1800 firmy Shimadzu, zgodnie z procedurg opisang przez
Thalmanna (1968), stosujac jako substrat chlorek 2,3,5-trifenylotetrazolu (TTC).

Wszystkie analizy wykonano w trzech powtdrzeniach. Otrzymane wyniki opracowano
statystycznie za pomocg dwuczynnikowej analizy wariancji w ukfadzie kompletnej
randomizacji. Czynnikiem pierwszym byla dawka NaCl, a drugim dzieh doswiadczenia.
Analizy wykonano niezaleznie dla kazdego rodzaju gleby. Do oceny istotnosci réznic
zastosowano test Tukeya przy poziomie istotnosci a = 0,05.

Rzeczywiste wartosci aktywnosci przeliczono w stosunku do aktywnosci enzymoéw w glebie
kontrolnej (przyjmujac ja za 100%) i podano jako procent inhibicji. Wyniki zmian aktywnosci
dehydrogenaz przedstawiono na zaproponowanych przez Domscha i in. (1983) wykresach
ekologicznych stref zagrozenia. Na wykresach zaznaczono obszary ekologicznego
zagrozenia: wartosci pomijalne — w niewielkim stopniu zmniejszajgce aktywnos¢ katalityczng
enzymow, tolerowane — w duzym stopniu wptywajgce na aktywno$¢ enzymow, ale nie
powodujgce ich unieczynnienia, krytyczne — majgce najbardziej ujemny wptyw na ekosystem
glebowy i mogace doprowadzi¢ do jego degradac;ji.

WYNIKI | DYSKUSJA

Aktywnos$¢ dehydrogenaz w glebach z dodatkiem NaCl zwigkszata sie wraz ze wzrostem
zawartosci w glebie wegla organicznego, jak i frakcji itu < 0,002 mm. W glebie 1 (pg) wahata
sie ona w zakresie od 0,43 do 0,62 ug TPF - (g s.m. gleby - h)™", w glebie 2 (gl) — od 2,12 do
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2,71 ug TPF - (g s.m. gleby - h)™", a w glebie 3 (gpi) — od 5,04 do 5,64 ug TPF - (g s.m. gleby - h)™.
Wprowadzenie do gleby chlorku sodu spowodowalo istotne zmiany aktywnosci dehydrogenaz
we wszystkich rodzajach gleb. Zaobserwowany efekt zalezny byt zaréwno od dawki soli, jak
i dnia doswiadczenia (tab. 3).

Tabela 3. Aktywnos¢ dehydrogenaz w glebach z dodatkiem NaCl, ug TPF - (g s.m. gleby - h)™
Table 3. Dehydrogenases activity in soil treated with NaCl, ug TPF - (g d.w. soil - h)'1

Dawka NaCl Dzien doswiadczenia — Day of experiment (1I)
Z‘fC' dose 1 3 7 14 28 56 112 X

Gleba 1 (pg) — Soil 1 (LS)
0 0,43 0,50 0,59 0,58 0,62 0,61 0,52 0,55
0,05 0,35 0,38 0,46 0,45 0,42 0,40 0,33 0,40
0,50 0,27 0,34 0,37 0,36 0,32 0,30 0,27 0,32
5,00 0,18 0,29 0,30 0,26 0,25 0,16 0,06 0,22
50,00 0,09 0,24 0,13 0,06 0,04 0,02 0,01 0,08
X 0,26 0,35 0,37 0,34 0,33 0,30 0,24 0,31
NIRo,05 1=0,024 I1=0,018
LSDo.05 | x 1l =0,026 Il x1=0,036

Gleba 2 (gl) — Soil 2 (SL)
0 2,58 2,35 2,43 2,29 2,15 2,12 2,14 2,29
0,05 2,71 2,30 2,04 1,90 1,63 1,51 1,48 2,31
0,50 2,48 1,97 1,73 1,47 1,27 1,14 1,09 1,59
5,00 1,86 1,50 1,51 1,26 0,90 0,70 0,45 1,17
50,00 1,08 0,85 0,78 0,73 0,67 0,23 0,09 0,63
X 2,66 1,80 1,70 1,53 1,32 1,14 1,05 1,60
NIRo,05 1=0,123 I1=0,131
LSDo.05 I x11=0,173 Il x1=0,227

Gleba 3 (gpi) — Soil 3 (SCL)

0 5,04 5,04 517 5,14 5,12 5,11 5,14 5,11
0,05 5,64 5,14 4,45 4,16 4,61 4,45 4,88 4,76
0,50 5,44 3,83 3,83 3,44 3,07 3,42 4,06 3,87
5,00 3,93 3,53 3,46 3,19 3,02 3,37 2,83 3,33
50,00 2,57 1,92 1,76 1,64 2,46 2,15 1,34 1,98
X 4,53 3,89 3,73 3,52 3,66 3,70 3,65 3,81
NIRo,0s [=0,105  11=0,139
LSDo.05 I x11=0,188 Ilx1=0,214

Dodatek chlorku sodu do piasku gliniastego (gleba 1) we wszystkich dawkach
spowodowat inhibicje aktywnosci dehydrogenaz, ktéra pogtebiata sie wraz ze wzrostem
stezenia soli. Najwieksze zahamowanie aktywnosci dehydrogenaz w glebie 1 (pg)
stwierdzono w ostatnim terminie pomiaréw i wynosito ono odpowiednio przy dawce 0,05,
5,00 i 50,00 mmol - kg™ — 37%, 89% oraz 98%. Jedynie w glebie po aplikacji NaCl w dawce
0,50 najwiekszg inhibicje odnotowano w 56. dniu doswiadczenia (51%). Zaobserwowana
inhibicja w piasku gliniastym zawierajgcym NaCl w dawce 5,00 mmol - kg™ w 112. dniu
doswiadczenia oraz w dawce 50,00 mmol - kg™ w 56. i 112. dniu do$wiadczenia znajdowata
sie na wykresach ekologicznych stref zagrozenia Domscha i in. (1983) w obszarze wartosci
krytycznych, co Swiadczy o tym, ze stopien zasolenia zagrazat funkcjonowaniu mikroflory
glebowej (rys. 1A).
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Rys. 1. Stopien inhibicji dehydrogenaz w piasku gliniastym (A), glinie lekkiej (B) i glinie piaszczysto-ilastej (C) spowodowanych chlorkiem sodu w odniesieniu
do ekologicznego znaczenia skazenia gleby

Fig. 1. The range of dehydrogenases inhibition in loamy sand (A), sandy loam (B) and sandy clay loam (C) developed by sodium chloride with reference to
ecological importance of soil pollution
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Dodatek chlorku sodu do gliny lekkiej (gleba 2) w dawce 0,05 mmol - kg™' w 1. dniu
doswiadczenia wywotat okoto 5-procentowg stymulacje aktywnosci dehydrogenaz glebowych.
W kolejnych dniach doswiadczenia w glebie 2 (gl) zawierajgcej NaCl w tym stezeniu odnotowano
inhibicje aktywnosci tej grupy enzyméw. Wyzsze dawki NaCl (0,50-50,00 mmol - kg™)
w trakcie trwania calego doswiadczenia wywotaly spadek aktywnosci dehydrogenaz
w stosunku do gleby kontrolnej. W wiekszosci terminéw stwierdzone zahamowanie
aktywnosci dehydrogenaz miescito sie w zakresie wartosci pomijalnych, bgdz tolerowanych.
Jednak przy dawce NaCl 5,00 mmol - kg~' w 112. dniu do$wiadczenia oraz przy dawce
NaCl 50,00 mmol - kg™ w 56. i 112. dniu do$wiadczenia inhibicja aktywnosci dehydrogenaz
znajdowata sie w obszarze wartosci krytycznych, co moze $wiadczy¢ o znaczacych
zaburzeniach w metabolizmie gleby (rys. 1B).

W glinie piaszczysto-ilastej (gleba 3) w poczatkowym okresie trwania doswiadczenia po
aplikacji chlorku sodu w najnizszych dawkach (0,05 mmol - kg™ w 1. i 3. dniu do$wiadczenia;
0,50 mmol - kg™' w 1. dniu do$wiadczenia) stwierdzono niewielkg, nieprzekraczajacg 15%,
stymulacje aktywnosci dehydrogenaz. W pozostatych przypadkach aktywnoS¢ oznaczanej
grupy enzymow byta nizsza niz w glebie kontrolnej, jednak otrzymane wyniki miescity sie
w zakresie wartosci pomijalnych, badz tolerowanych. Jedynie w ostatnim terminie pomiaru
(112. dzien do$wiadczenia) w glebie zawierajgcej NaCl w dawce 50,00 mmol - kg™ odnotowano
inhibicje aktywnosci dehydrogenaz w zakresie wartosci krytycznych (rys. 1C).

Otrzymane wyniki wykazujg, ze zasolenie gleby, zwlaszcza przy wysokich dawkach NacCl,
zZnaczgco wplywa na procesy metaboliczne zachodzgce w glebie. Dostepne dane literaturowe
wykazujg, ze wsrod enzymdw glebowych: najbardziej wrazliwymi na zasolenie sg oksydoreduktazy,
a wsrdd nich dehydrogenazy (Ahmad i Khan 1988, Shi i in. 1994, Telesinski 2012). Warto
podkresli¢, ze negatywne oddziatywanie zasolenia na aktywnos¢ enzymatyczng gleby zalezy
zaréwno od dawki chlorku sodu, jak i wlasciwosci enzymu (Frankenberger i Bingham 1982).
Zmiany aktywnosci dehydrogenaz, jak i innych enzyméw glebowych, wynikajg przede
wszystkim z osmotycznego odwadniania komorek drobnoustrojéw, w wyniku czego
do srodowiska glebowego uwalniane sg enzymy podatne na lize w $rodowisku
zewnatrzkomorkowym (Rietz i Haynes 2003). Waznym aspektem obecnosci w roztworze
glebowym jonow Na® i CI” jest zjawisko wysalania biatek enzymatycznych. W wyniku tego
procesu nastepuje odcigganie wody hydratacyjnej z powierzchni czgsteczek biatkowych.
Pozbawione otoczki wodnej enzymy ulegajg wytrgceniu, tracgc swojg aktywnos¢ biologiczng
(Ahmad i Khan 1988). Wysalanie powoduje takze zmiany konformacyjne centrum aktywnego
enzymu (Frankenberger i Bingham 1982). Garcia i Hernandez (1996) podajg natomiast, ze
aktywnos¢ hydrolaz (B-glukozydazy, proteazy oraz fosfataz) w glebie nawadnianej wodami
zasolonymi w wiekszym stopniu byta hamowana niz aktywnos¢ dehydrogenaz i katalazy.

PODSUMOWANIE

Obecno$¢ w glebie chlorku sodu spowodowata inhibicje aktywnosci dehydrogenaz.
Zaobserwowany stopien zahamowania aktywnosci tych enzymow byt najwiekszy w piasku
gliniastym i zmniejszat sie wraz ze wzrostem zawartosci wegla organicznego, jak i frakgcji itu
< 0,002 mm. Zasolenie gleby najwiekszymi dawkami NaCl (5,00 i 50,00 mmol - kg™),
w odniesieniu do ekologicznego znaczenia skazenia gleby, moze prowadzi¢ do jej degradacji.
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