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Wrazliwos¢ konidii promieniowcow w roznych fazach kietkowania
na jony kadmu i miedzi

Sensitivity of Streptomycetes conidia at different germination phases
to cadmium and copper ions

ABSTRACT. The effect of heavy metals on microorganisms was studied considering various as-
pects. Although the effect of heavy metals belonging to the grey and black groups on the vegetation
forms is commonly known, the knowledge of their effect on germinating conidia is insufficient. The
studies aimed to determine the effect of cadmium (5 pg/ml) and copper (200 pg/ml) ions on the
germination process of streptomycetes conidia. A wild type strain was selected, and the germina-
tion process of the conidia was observed using a light microscope and measuring absorbency by
a nephelometer. The results are presented in tables and figures. Given the data one may found that
cadmium ions inhibited germination of conidia when they were added to a medium after 0 or 2
hours of the incubation time. The later introduction of cadmium ions to the medium did not show
significant effect on the germination process. In contrast, copper ions introduced at the tested
concentration did not affect this process.
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Wspolczesny rozwoj cywilizacji pociaga za soba negatywne oddzialywanie
na $rodowisko, w szczegdlnosci gdy emituje do niego zwiazki o dlugotrwatym
stopniu retencji. Do takich zwiazkow naleza przede wszystkim metale cigzkie.
Zalegaja one, zwlaszcza w podsystemach glebowych ekosystemow, dziesiatki,
anawet setki lat, wywierajac rozne, nie zawsze przewidywalne, oddziatywania
na organizmy bytujace 1 petniace wazkie funkcje w ekosystemach [Babich,
Stotzky 1977; Badura 1997; Badura 1999; Badura, Piotrowska-Seget 2002].
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Z prac Abbasa i Edwardsa [1989] wynika na przyklad, ze promieniowce z rodza-
ju Streptomyces wykazuja zréznicowana wrazliwos¢ na rézne jony. Na podkre-
$lenie zastuguje fakt, iz na oddziatywanie toksyczne tego pierwiastka na wzrost
Streptomyces maja istotny wptyw wystepujace w podtozu zwiazki azotu [Smytta
1995; Smyhta 1995]. Z licznych badan nad oddziatywaniem metali cigzkich na
mikroorganizmy wynika, ze w duzej mierze wsrod bakterii, promieniowce ce-
chuja si¢ zroznicowana wrazliwoscia, odrdzniajac si¢ od innych bakterii whasci-
wych ze wzgledu na specyficzna morfologi¢ (wzrost w postaci pseudogrzybni) i
sposob rozmnazania (forma konidialna).

Jak mozna przypuszczaé, ich wrazliwos¢ na metale cigzkie, w zalezno$ci od
tego czy dany pierwiastek nalezy do szarej strefy (bedac w niskich koncentra-
cjach biogenem, jak np. miedz), czy tez czarnej strefy (niepetniacej zadnej funk-
cji w organizmie, jak np. kadm), moze by¢ zalezna od fazy rozwojowej promie-
niowcdw — wegetatywnej czy generatywnej, zwlaszcza ze kietkujace formy ko-
nidialne przechodza skomplikowane przemiany morfogenetyczne [Hardison,
Salas 1981; Huber i in. 1987; Srinivasan i in. 1991]. Z badan np. Smylly
i Mroczkowskiej-Bender [1991] jednoznacznie wynika, ze formy wegetatywne
badanych gatunkow z rodzaju Streptomyces charakteryzowaly si¢ mniejsza
wrazliwos$cia na kadm niz ich kietkujace konidia.

Wrylonilo si¢ wigc dos$¢ istotne pytanie, jak metale cigzkie, zard6wno ze
strefy szarej (miedz) jak i strefy czarnej kadm oddziatuja na proces kietkowa-
nia artrospor.

METODY

Badania nad oddziatywaniem kadmu i miedzi na kietkowanie konidii pro-
mieniowcow prowadzono na dzikim szczepie bezposrednio wyizolowanym
z gleby. Z hodowli prowadzonej na podtozu maltozowo-drozdzowym sptukiwa-
no konidia roztworem soli fizjologicznej z dodatkiem 0,1% Tween 80 na po-
zywke mineralng w sktadzie: Na,HPO, — 880 umol, Na,SO, — 1790 umol,
NH4CI - 5980 pmol, CaCl, 2H,0 — 884 pumol, MgSO, 7H,0 — 730 umol, FeCl;
— 148 umol, MES — 5460 umol, HEPES — 5640 umol, H,O dest. — 100 ml,
Mannitol — 10 g i stabilizowanego pH na poziomie 6,6 [Angle, Chaney 1989].
Do podstawowej pozywki wprowadzano nadto CuCl, oraz CdCl, w koncowym
stezeniu metalu: 200 pg/ml Cu®' i 5 pg/ml Cd*'. Doswiadczenia prowadzono
w nastepujacym ukladzie: 1. Kontrola. 2. Do podstawowej pozywki wprowa-
dzano 5 pg Cd*'/ml w pierwszej oraz po uplywie drugiej i piatej godziny trwania
kietkowania konidii. 3. Do podstawowej pozywki wprowadzano 200 pg Cu®'/ml
W pierwszej oraz po uptywie drugiej i piatej godziny trwania kietkowania konidii.
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Czasy wprowadzania kationow okreslono doswiadczalnie, biorac pod uwage
zmiany morfologiczne zachodzace w kietkujacych konidiach. Obserwacje kiet-
kujacych konidii prowadzono na preparatach podbarwionych 0,5% roztworem
safraniny w mikroskopie §wietlnym w odstgpach jednogodzinnych, zaczynajac
od momentu wprowadzenia inokulum konidialnego do do$wiadczalnych ukta-
doéw. Réwnolegle z tymi obserwacjami dokonywano pomiaréw wzrostu metno-
$ci, stosujac dlugos¢ fali 580 nm, wobec plynnego wzorca metnosci przygoto-
wanego wg skali McFarlanda, przy uzyciu spektrofotometru (Specol 11 Carl
Zeiss Jena z przystawka nefelometryczna typu TR).

WYNIKI

Z przeprowadzonych obserwacji w mikroskopie §wietlnym wynikato, ze pro-
ces geminacji konidii badanego szczepu promieniowcow nie jest zsynchronizo-
wany 1 konidia nie kietkuja rownoczesnie. Jedne pozostawaly jeszcze w stadium
spoczynkowym, a inne juz wykazywaly si¢ daleko posunigtymi zmianami.
W zwiazku z tym jednoznaczne uchwycenie w mikroskopie §wietlnym momen-
tow przejs¢ w kolejne stadia bylo utrudnione. W uchwyceniu zachodzacych
zmian w kietkujacych konidiach pomocne okazaly si¢ dodatkowe pomiary nefe-
lometryczne metnosci. Wyniki obserwacji mikroskopowych ilustruja tabele 1 1 2.

Tabela 1. Obserwacje w mikroskopie §wietlnym zmian faz kietkowania konidii promieniowcoéw
poddanych dziataniu kadmu
Table 1. Light microscope observations of changes of germination phases of Streptomycetes
conidia treated with cadmium ions

Kontrola 5 pg/ml Cd**
Godzina| Control 5 pg/ml of Cd*
Hour Faza W godzinie 0 W godzinie 2 W godzinie 5
Phase At0h At2h At5h
0 Ciemna Ciemna Ciemna Ciemna
Black Black Black Black
| Ciemna Ciemna Ciemna Ciemna
Black Black Black Black
2 Ciemna Ciemna Ciemna Ciemna
Black Black Black Black
3 Ciemna i jasna Ciemna Ciemna Ciemna i jasna
Black and light Black Black Black and light
4 Jasna Ciemna Ciemna Jasna
Light Black Black Light
5 Jasna i kietkujaca Ciemna i jasna Jasna Jasna i kietkujaca
Light and germinating| Black and light Light Light and germinating
6 Jasna i kietkujaca Jasna Jasna i kietkujaca Jasna i kietkujaca
Light and germinating Light Light and germinating | Light and germinating
7 Jasna i kietkujaca Jasna i kietkujaca Jasna i kietkujaca Jasna i kietkujaca
Light and germinating | Light and germinating| Light and germinating | Light and germinating
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Tabela 2. Obserwacje w mikroskopie §wietlnym zmian faz kietkowania konidii promieniowcoéw
poddanych dziataniu miedzi

Table 2. Light microscope observations of changes of germination phases of Streptomycetes
conidia treated with copper ions

Kontrola 200 pg/ml Cu””
Godzina Control 200 pg/ml of Cu?*
Hour Faza W godzinie 0 W godzinie 2 W godzinie 5
Phase At0Oh At2h At5h
0 Ciemna Ciemna Ciemna Ciemna
Black Black Black Black
1 Ciemna Ciemna Ciemna Ciemna
Black Black Black Black
) Ciemna Ciemna Ciemna Ciemna
Black Black Black Black
3 Ciemna i jasna Ciemna i jasna Ciemna i jasna Ciemna i jasna
Black and light Black and light Black and light Black and light
4 Jasna Jasna Jasna Jasna
Light Light Light
5 Jasna i kietkujaca Jasna i kietkujaca Jasna i kietkujaca Jasna i kietkujaca
Light and germinating |Light and germinating|Light and germinating|Light and germinating]
6 Jasna i kietkujaca Jasna i kietkujaca Jasna 1 kietkujaca Jasna i kietkujaca
Light and germinating |Light and germinating|Light and germinating|Light and germinating|
7 Jasna i kietkujaca Jasna i kietkujaca Jasna i kietkujaca Jasna i kietkujaca
Light and germinating |Light and germinating|Light and germinating|Light and germinating|

Z tabel tych, a przede wszystkim z pomiaréw nefelometrycznych metnosci, mozna
jednoznacznie odczytaé przebieg zmian zachodzacych w kietkujacych konidiach
promieniowcow. W probie kontrolnej (ryc. 1) do czwartej godziny inkubacji obser-
wowano spadek wartosci ekstynkcji, a nastgpnie jej wzrost. Spadek ten powodo-
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Rycina 1. Zmiany wartosci ekstynkcji podczas kietkowania konidii promieniowcéw w pozywce
mineralnej z mannitolem — kontrola

Figure 1. Changes in absorbency values during germination of Streptomyces conidia in a mineral
medium with mannitol — control
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wany byl przechodzeniem wigkszosci konidii z fazy ciemnej do jasnej, co obser-
wowano w preparatach —mikroskopowych. Ponowny wzrost ekstynkcji
uwarunkowany byl nastgpna faza kietkowania — faza tworzenia si¢ przewodow.
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Rycina 2. Zmiany ekstynkcji podczas kietkowania konidii promieniowcoéw w pozywce mineralnej
z mannitolem z dodatkiem 5 ug Cd** /ml w godzinie 0

Figure 2. Changes in absorbency values during germination of Streptomyces conidia in a mineral

medium with addition of 5 pg Cd**/ml at 0 hour
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Rycina 3. Zmiany ekstynkcji podczas kietkowania konidii promieniowcoéw w pozywce mineralnej
z mannitolem z dodatkiem 5 pg Cd**/ml w godzinie 2
Figure 3. Changes in absorbency values during germination of Streptomyces conidia in a mineral
medium with mannitol with addition of 5 pg Cd**/ml at 2 hour

Wprowadzanie do pozywki kadmu w godzinie 0 powodowato wydluzenie
trwania fazy ciemnej do okoto 2 godzin (ryc. 2). Jeszcze wyrazniej uwidaczniato
si¢ to, gdy dodawano kadm w drugiej godzinie trwania eksperymentu (ryc. 3).
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Jednak wprowadzenie takiej samej ilosci kadmu w piatej godzinie inkubacji
nie spowodowato juz dalszych istotnych zmian w tempie kietkowania konidii

(ryc. 4).
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Rycina 4. Zmiany ekstynkcji podczas kietkowania konidii promieniowcoéw w pozywce mineralnej
z mannitolem z dodatkiem 5 pg Cd**/ml w godzinie 5
Figure 4. Changes in absorbency values during germination of Streptomyces conidia in a mineral
medium with mannitol and 5 ug Cd**/ml at 5 hour

W przypadku wprowadzenia miedzi, zarbwno w drugiej, jak i piatej godzinie
trwania do§wiadczenia, nie stwierdzono istotnych roéznic w stosunku do kontroli
w szybkosci kietkowania konidii ( ryc. 5).
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Rycina 5. Zmiany ekstynkcji podczas kietkowania konidii promieniowcow w pozywce z mannitolem,
z dodatkiem 200 pg Cu®*/ml w godzinach 0, 2, 5
Fig. 5. Changes in absorbency values during germination of Stretomyces conidia in a medium
with mannitol with addition of 200 ug Cu®'/ml at 0, 2, and 5 hours
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W badaniach nad wptywem miedzi i kadmu na proces kietkowania konidii
promieniowcow stwierdzono zréznicowanie w oddziatywaniach badanych pier-
wiastkow. Obserwowany brak wptywu miedzi na proces kietkowania moze wy-
nika¢ z faktu, ze pierwiastek ten jest mikroelementem i odgrywa wazkie funkcje
w metabolizmie, zwlaszcza ze w podstawowej pozywce pierwiastek ten mogt
wystgpowa¢ w minimum. Na szczegolne uwzglednienie zastuguje fakt, iz miedz
jest nieodzowna w oksydazie cytochromowej, ktorej ilos¢ znacznie wzrasta
w jasnej fazie kietkowania [Hardisson, Salas 1981]. Brak wptywu miedzi na
proces kietkowania promieniowcow moze takze wynika¢ z okreslonej budowy
oston komoérkowych bakterii Gram dodatnich, charakteryzujacych si¢ warstwa
peptydoglikanowa oraz obecnoscia kwasow tejchonowego i tejchuronowego.
Zwiazki te charakteryzuja si¢ zdolnoscia do kompleksowego wiazania kationow
i ich unieruchamiania [Doyle 1987; Markiewicz 1993].

Odmienne dziatanie wykazuje kadm. Wyraznie hamuje on przechodzenie jedne;j
fazy kietkowania w druga. Dziatanie to mozna tlumaczy¢ tym, iz kadm moze ha-
mowac procesy oddechowe w komdrkach promieniowcow. Migdzy innymi bowiem
wykazano, ze u bakterii Staphylococcus aureus pierwiastek ten wiaze si¢ z grupami
— SH biatek tancucha oddechowego, w wyniku czego ulega zakltdceniu elektroche-
miczny transport btonowy. Moze tez zachodzi¢ inne zjawisko. Kadm jako dwuwar-
tosciowy pierwiastek moze by¢ antagonista w stosunku do jonéw wapnia czy ma-
gnezu i blokowac ich dostgpnosé dla konidii, zwlaszcza znajdujacych si¢ w ciemne;j
fazie kielkowania. Hipoteze t¢ potwierdza fakt, iz w przypadku zastosowania
10 pg/ml kadmu faza ciemna przedtuzyta si¢ o 6 godzin oraz fakt braku ujemnego
wplywu kadmu dodawanego w 5 godzinie kielkowania, gdy konidia przeszty po-
nownie w faz¢ jasna, zwigzana teraz z wytwarzaniem nowych strzepek.

WNIOSKI

1. Kadm hamowat kietkowanie konidii promieniowcow, gdy byl wprowa-
dzony do pozywki w momencie wyjsciowym (0) i w drugiej godzinie (2).

2. Dodawanie kadmu do pozywki w pozniejszym terminie nie miato juz
istotnego wptywu na kietkowanie konidii promieniowcow

3. Wprowadzanie miedzi w badanym stgzeniu nie miato istotnego wptywu na
proces kietkowania konidii promieniowcow.
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