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PRZYDATNOŚĆ GRZYBA C U N N IN G H AM ELLA ELE G A N S  DO 
BADANIA POTRZEB NAWOZOWYCH GLEB WZGLĘDEM FOSFORU 

(Z Zakładu Chemii Rolnej SGGW — W arszawa)

Poza m etodą połową nie posiadam y takich m etod badania potrzeb na­
wozowych gleb, k tóre obejm owałyby całokształt czynników w pływ ają­
cych na  ilość fosforu, jak ą  przyswoi roślina w ciągu 'wegetacji. Dlatego 
wyniki otrzym yw ane dotychczas stosowanym i m etodam i m ają  charak ter 
wzlędny i aby  nabrać właściwego znaczenia m uszą być odnoszone do 
doświadczeń polowych i z nim i być porównywane. Jest to  równoznaczne 
z koniecznością opracow ania tzw. liczb granicznych. Dotychczas dla na­
szych w arunków  nie zostały one rozpracowane w  stosunku do żadnej 
metody. Opracowanie ich jest bardzo uciążliwe i połączone z olbrzymimi 
kosztami. Z tego względu powinno się opracować je przede wszystkim  
dla takiej metody, k tó ra  1) obejm owałaby możliwie jak  najw ięcej czyn­
ników w pływ ających n a  przysw ajalność fosforu z gleby, 2) przedstaw ia­
łaby wartość jako m etoda w ogóle, tzn. daw ałaby wyniki zgodne w  rów ­
noległych oznaczeniach i byłaby czuła na  zmiany w ilości badanego 
czynnika, 3) byłaby prosta w wykonaniu, prędka i nadająca się przez to 
do masowego użycia.

W pracy niniejszej chodziło o ustalenie, w jakim  stopniu m etoda Cun- 
ninghamella elegans spełnia wym ienione wyżej w arunki oraz jaką 
przedstaw ia w artość jako m etoda badania potrzeb nawozowych gleb 
w porów naniu do innych metod.

L iteratu ra  związana ściśle z tym  zagadnieniem  jest stosunkowo uboga.
W 19Ó5 r. L e n d  n e r  A. (1) donosi o zidentyfikow aniu nowego ga­

tunku  grzyba z rodzaju CunninghameUa — C. elegans.
W 1908 r. tenże au to r (2) opisuje cechy botaniczne i fizjologiczne tego 

gatunku.
W 1935 r. M e h l  i c h  A., F r e d  Ę. B. i T r u o g  E. (3) prześledzili 

przeszło 15 gatunków  różnych grzybów pod względem ich sposobu re ­
agowania na  zmiany w ilości fosforu dostępnego. Okazało się, iż spośród 
nich C. elegans był najw rażliw szy na zm iany w zawartości fosforu, da­
w ał najszybszy i najregularniejszy rozwój poziomy oraz gęstą białą 
grzybnię. Na tej podstawie autorzy ci opracowali metodę oznaczania 
fosforu dostępnego w glebie. Oto opis tej metody: — ,,glebę przesianą



118 M. Górski i O. Nowosielski

przez sito o średnicy 2 m m  nasyca się pożywką (specjalnie ułożoną dla 
C. elegans) do około 60% m aksym alnej pojemności wodnej. Skład po­
żywki jest następujący:

glukoza . .  25,0 g
NH4N 0 3 ........................................... 2,5 g
p e p t o n ...........................................  0,5 g
roztwór soli m ineralnych . 5,0 ml
woda d e s ty lo w a n a ......................  1000,0 ml

odczyn obojętny

Roztwór soli m ineralnych zawiera w 100,0 m l wody:

K C 1 ........................................................ 20,0 g
M gS04 • 7 H20 ........................................10,0 g
F eS 0 4 • 7 H20 .......................................... 0,2 g
Z nS 04 • 7 H 20 ..................................   . 0,2 g

Po wym ieszaniu gleby z pożywką umieszcza się ją w m ałych szalkach 
Petriego i wygładza się jej powierzchnię łopatką. Następnie szczepi się 
ją  na środku kropelką bardzo gęstej, bogatej w zarodniki zawiesiny. 
Szczepienia dokonuje się przy pomocy ezy o średnicy 3 mm. Wiek 
grzybni, z której zbiera się zarodniki do szczepienia, m usi wynosić co 
najm niej tydzień, ale nie może przekraczać 4 tygodni. Zaszczepioną glebę 
w staw ia się do większego naczynia o określonej wilgotności i przykryw a 
się szklaną płytą. Całość umieszcza się w term ostacie na przeciąg 48 godz., 
w tem peraturze od 27; do 30° (optym alna tem peratu ra  — 29°). W tych 
w arunkach, w  zależności od ilości fosforu dostępnego w ̂ glebie, rozw ija 
się na jej powierzchni większy lub m niejszy krążek grzybni. Rzadko się 
zdarza, aby m ikroflora gleiby zagłuszyła rozwój grzybni; zapobiega się 
tem u przez trzym anie próbki gleby w około 40QC przez kilka -dni.

C. elegans jest mało w rażliw y na odczyn środowiska i może się roz­
wijać w  zakresie od pH  3,2 do pH 8,6. Natom iast jest bardzo w rażliw y 
na obniżanie się zawartości fosforu rozpuszczalnego, jakie towarzyszy 
wzrostowi alkaliczności. Dlatego też w tej metodzie należy traktow ać 
gleby o pH powyżej 7,5 odpowiednimi ilościami kwasu cytrynowego 
w celu doprowadzenia ich reakcji do obojętnej lub słabo alkalicznej 
(pH 6,8— 7,5).

W 1935 r. ci sami, autorzy i(4) ogłaszają pewne popraw ki do tej m e­
tody. Dalej m etodą tą  zajmowali się w  roku 1936 pracownicy laborato­
rium  W isconsin (5) oraz R e u s z e r  H. W. (6), w  roku 1938 M o o e r s  
C. A. (7) i w końcu S z i s z e ł o w a  (8).

Z przeglądu lite ra tu ry  wynika, iż m etoda C. elegans pozwala przez 
prosty pom iar średnicy otrzym ać wartości dotyczące ilości dostępnego
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fosforu znajdującego się w  glebie. Tym  różni się ta  m etoda od innych 
m etod mikrobiologicznych, k tóre albo oceniają ilość dostępnego fosforu 
w sposób jakościowy, jak  np. m etoda Azotobaktera w w ykonaniu W i- 
n o g r a d s k i e g o - Z i e m i ę c k i e j '  albo, jeśli naw et noszą charakter 
ilościowy to są bardziej skomplikowane (np. m etoda Aspergillus niger 
w wykonaniu S e  к  e r y  i S c h o b e r a  (12,13)).

Toteż postanowiliśm y zająć się tą  m etodą i to tym  bardziej, iż prze­
pisy dotyczące jej wykonania w ykazują pewne luki i nieścisłości.

BADANIA WŁASNE

I. B a d a n i a  n a d  o r y g i n a l n ą  m e t o d ą  Cunninghamella elegans

1. S p o s ó b  o t r z y m y w a n i a  z a r o d n i k ó w  C. elegans. Po 
dokonaniu licznych bezowocnych prób odszukania organizm u C. elegans 
w naszych glebach sprowadzono czystą jego kulturę z Muzeum Mykolo- 
gicznego w B aam  (Holandia). Gechy morfologiczne i fizjologiczne spro­
wadzonego grzyba odpowiadały takim że cechom podanym  przez L e n d -  
n e r a  w charakterystyce tego gatunku -(2).

K ulturę  tę rozm nażano przez zaszczepianie podłoża chlebowego za­
rodnikam i różnego wieku od 1 do 6 miesięcy. Przygotow anie podłoża 
chlebowego jest bardzo proste. Chleb kroi się na krom ki o grubości, około 
1 cm i wyściela się nim i szalki Petriego. Następnie nasyca się go wodą. 
K w aśny chleb należy zneutralizow ać przez dodanie do wody odpowied­
niej, ilości ługu. Po dostatecznym  nasyceniu chleba wodą szalki przy­
kryw a się, zawija się je w papier i sterylizuje przez 90 m inut przy  1,5 
atm osfery. W ysterylizow any chleb szczepi się ku ltu rą  grzyba i wstawia 
do term ostatu  o tem peraturze 29°C.

Otrzym ywano zawsze bardzo szybki i silny rozwój grzybni, k tóra w y­
pełniała sobą naw et całą objętość dużych szalek Petriego (20 cm średnicy 
i 3 cm wysokości). Szalki z grzybnią m ożna potem przetrzym yw ać rów ­
nież i w  tem peraturze pokojowej, unikając jednak zibyt silnych jej wahań.

Zarodniki C. elegans nie tracą zdolności kiełkowania w tych w arun­
kach już po 2 miesiącach przechowywania, jak  to podaw ał L e n  d  n  e r, 
lecz zachowują ją naw et po przeszło pół roku. Norm alnie do badań m e­
todycznych pobierano zarodniki z k u ltu r nie młodszych od dwutygodnio­
wych i nie starszych od miesięcznych, trzym ając się pod tym  względem 
ściśle wskazówek autorów  (3) oryginalnej metody.

Pobierania zarodników dokonywano przez zalewanie ku ltu ry  wodą 
destylow aną i przeprow adzenie do niej zarodników przy pomocy pocie­
rania powierzchni grzybni bagietką. K ilkakrotne potarcie spraw ia to, że 
zarodniki obsypują się z główek zarodnikonośnych i m ieszają się z wodą
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tworząc zawiesinę. Tę zawiesinę jprzenoszono na bibułę filtracyjną, gdzie 
przem yw ano ją  od fosforu i innych związków, jakie m ogły się tam  dostać 
z chleba. Pozostałe na  sączku zarodniki przenoszono do m ałych szalek 
Petriego i rozcieńczano wodą destylow aną do stanu  półpłynnej papki. 
M alutką kropelką takiej papki szczepiono gleby. Plon zarodników z jed­
nej szalki przeciętnie w ystarcza na około 100 szczepień.

Ten sposób produkow ania i przyrządzania do szczepienia zarodników 
odbiega nieco od tego, jaki zalecają M e h l i c h  i współautorzy. Ci bo­
wiem po  pierwsze: grzybnię, z k tórej m a się otrzym ać zarodniki, hodują 
na brzeczce ściętej agarem  (25 g brzeczki, 20 g agaru i l l  wody); po d ru ­
gie; przyrządzają zawiesinę zarodników w prost z podłoża hodowlanego 
przez zalanie go wodą destylow aną i w strząsanie. Zalecany przez nich 
sposób jest wprawdzie prostszy, ale  nie pozwala uzyskać dostatecznie 
gęstej zawiesiny zarodników, nie uwzględnia przem ycia ich od zanie­
czyszczeń i fosforu oraz w ydaje słabiej plonującą grzybnię.

2. W i e k  z a r o d n i k ó w  u ż y w a n y c h  łdo s z c z e p i e n i a .  
Sprawdzono także, jakim  w ahaniom  będzie ulegała średnica grzybni 
w m iarę jak  w iek zarodników będzie coraz bardziej przekraczał 4 tygo­
dnie. W tym  celu wymieszano dokładnie około 800 g gleby z połżywką 
i nabito  nią m ałe szalki Petriego; zaszczepiono je  papkam i zarodników 
o różnym  w ieku i wstawiono w jednym  naczyniu ęlo term ostatu  n a  36 
godzin w tem peraturze 29°C. W yniki tego doświadczenia są zebrane 
w tablicy 1.

T a b l i c a  1

W pływ w ieku zarodników  na średnicę grzybni C. e l e g a n s

W iek  za ro d n ik ó w 10 d n i 4 ty g o d n ie 2 m ie s ią c e 3 m ie s ią c e 4 m ie s ią c e ^  m ie s ię c y

średnica grzybni w  mm 25—25 25—25 25—24 24—23 21—20 18—16

Liczby zaw arte w tablicy 1 pozwalają stwierdzić, że do szczepienia 
można używać naw et zarodników dwumiesięcznych. Tymczasem w  ory­
ginalnej metodzie nie zaleca się stosowania zarodników starszych od
4-tygodniowych.

W doświadczeniu tym  nie wzięto pod uwagę zarodników młodszych 
od tygodniowych dlatego, że jeszcze naw et z tygodniowych k u ltu r trudno 
jest 'o trzym ać większą ilość zarodników. G rzybnia najbardziej plonuje 
w zarodniki — w w ypadku roźw oju na chleibie — dopiero po dwóch ty ­
godniach od chwili zaszczepienia.

3. G ę s t o ś ć  u ż y w a n e j  d o  s z c z e p i e n i a  z a w i e s i n y  
z a r o d n i k ó w .  Szczepienie gleb sposobem zalecanym  w oryginalnej
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m etodzie nie daw ało dobrych rezultatów , przeto w dalszych 'badaniach 
szukano innego, możliwie najlepszego sposobu szczepienia. W tym  celu 
przyrządzono 5 zawiesin zarodników o różnej gęstości i kładziono m alu t­
kie ich kropelki przy  pomocy bardzo cienkiej, szklanej pałeczki na  po­
w ierzchnię gleby. K ropelki te często rozlew ały się po powierzchni gleby, 
zam iast leżeć na jej środku. Stąd spróbowano umieszczać je do uprzednio 
zrobionych na środku gleby dołków, o średnicy około 1 do 2 m m  i głębo­
kości około 1 -mm. W yniki doświadczenia zostały u jęte  w  tablicy 2.

T a b l i c a  2

W pływ sposobu szczepienia i gęstości zawiesiny zarodników  na zwartość i kształt
krążków  grzybni

S tę ż e n ie  z a w ie s in y  
za ro d n ik ó w

Ś red n ic a  g r zy b n i p r z y  u m iesz cz a n iu  k rop li 
z a w ie s in y  z a ro d n ik ó w  :

na p o w ie r z c h n i g le b y w e  w g łę b ie n iu

A „papka” 20X24 24X23 21X23 24X24 23X24 24X23
+  +  + +  +  + +  +  + +  +  + +  +  + +  +  +

В „papka” rozcień­ 20X25 24X24 22 X 25 24X23 23X23 24X24
czona 10 razy +  + +  + +  + +  + +  + +  +

С „papka” rozcień­ 23X23 21X24 24X22 23X24 23X24 24X24
czona 100 razy + + + + + +

D „papka’" rozcień­ 20X25 24X23 21X24 ' 24X24 23X24 23X23
czona 1000 razy - - — — - -

+  +  +  oznacza grzybnię gęstą, silnie odcinającą się od tła  gleby
+  „ „ rzadką, k tórej kon tu ry  zlew ają się z tłem  gleby
+  +  „ „ rzadszą, słabiej odcinającą się od tła  gleby
— „ „ zupełnie w ątłą, nie nadającą się do pom iarów.

W yniki przytoczonej tabelki w skazują na to, że zalecane w oryginal­
nej metodzie szczepienie gleby kroplą zawiesiny kładzionej na jej po­
w ierzchnię daje  krążki grzybni nieregularne, o kształtach często mocno 
wydłużonych. Natom iast szczepienie przez umieszczenie kropli „papki“ 
zarodników w wgłębieniu w ykonanym  na środku gleby daje  regularny 
rozwój grzybni.

Zwartość i związana z tym  możliwość dobrego pom iaru średnicy 
grzybni spadała w  m iarę rozcieńczania zarodników i przy kom binacji D 
była najsłabsza;

Gęstość zawiesiny n ie  m iała w pływ u na wielkość średnicy; ale grzyb­
nie gleb szczepionych rzadszymi zawiesinam i były wątłe, rzadkie i trudne 
do pom iaru. Dlatego też w ybrano sposób szczepienia, przy k tórym  
,,papkę“ umieszcza się do wgłębienia znajdującego się na  środku gleby.
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Zastosowanie tego sposobu szczepienia miało bardzo duże znaczenie 
dla dokładności m etody i dla otrzym yw ania przy jej pomocy zgodnych 
wyników między równoległym i oznaczeniami.

4. Z a g ł u s z a n i e  r o z w o i j u  g r z y b a  p r z e z  m i k r o f l o r ę  
n a t u r a l n ą  g l e b y .  N astępnym  zagadnieniem, które wymagało lep­
szego rozwiązania niż to, jakie miało w metodzie oryginalnej — było za­
gadnienie zagłuszenia rozw oju grzyba przez natu ra lną  m ikroflorę glebową.

Początkowo pow tarzano kilkakrotnie oznaczanie fosforu trzym ając się 
ściśle przepisów m etody oryginalnej, nie otrzym yw ano jednak  zgodnych 
wyników między równoległym i powtórzeniam i, a w wielu w ypadkach 
obserwowano zupełne zaham owanie rozw oju grzybni.

W metodzie oryginalnej zaleca się w takich razach przetrzym yw anie 
gleb przed analizą w tem peraturze około 40°C iprzez kilka dni. Powinno 
to zabić lub osłabić na tu ra lną  m ikroflorę do tego stopnia, aby nlie była‘ 
ona w  stanie zagłuszać rozw oju grzyba. N iestety jednak zastosowanie się 
do tych zaleceń nie dawało pozytyw nych rezultatów  i nadal obserwo­
wano zahamowywanie rozwoju grzybni i w związku z tym  b rak  zgod­
ności m iędzy równoległym i oznaczeniami.

Należy przypuszczać, iż w prowadzenie do gleby cukru wraz z pożywką 
m ineralną i łatw o dostępnym i związkami azotu n ie może pozostać bez 
znaczenia dla natu ralnej m ikroflory. Najprawdopodobniej powoduje ono 
zachwianie się naturalnego stosunku azotu do fosforu i w w arunkach 
optym alnej wilgotności i tem peratury  wyw ołuje gwałtowne objadanie 
gleby z fosforu przez na tu ra lną  mikroflorę. Przetrzym yw anie gleby 
w  tem peraturze 40°C może opóźnić trochę ten  proces, ale go nie likw i­
duje. Intensyw niejszy jego przebieg godzi w  samą zasadę metody, k tóra 
przecież opiera się na  zależności rozw oju grzyba od koncentracji fosforu 
w, glebie. Z tego więc względu najsłuszniejszym  rozw iązaniem  spraw y 
objadania gleby z fosforu przez n a tu ra lną  m ikroflorę było jej zniszcze­
nie; pozwoliłoby to badać koncentrację fosforu przysw ajalnego w glebie, 
jaka rzeczywiście istn ieje w momencie pobrania próbki do oznaczenia. 
Cel ten można było osiągnąć przez zastosowanie odpowiedniego antysep- 
tyku (zabijanie m ikroflory tem peratu rą  odrzucono ze względu na u ru ­
chamianie się fosforu w trakcie ogrzewania gleby).

Antyseptykiem  takim  okazała się tanina (glukozydowe połączenie 
kw asu gallusowego z glukozą). Jest to ten  sam związek, który służy jako 
antyseptyk i źródło węgla przy m etodzie A. niger  S e к e r  y. W prowadza 
się ją  do gleby wraz z pożywką. Ilość taniny niezbędna dla unieszkodli­
wienia m ikroflory zależy po części od jej zabójczego działania, a po czę­
ści od składu mechanicznego gleby. Ilość tę ustalono dla gleby (o sk ła­
dzie m echanicznym  zbliżonym do przeciętnego dla gleb polskich), to zna­
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czy dla piasku gliniastego mocnego. P rzy  ustalaniu  koncentracji taniny 
chodziło o taką dawkę, k tó ra  przygłuszałaby możliwie jak  najm ocniej 
na tu ra lną  m ikroflorę gleby, ale jeszcze nie w pływ ała ujem nie na rozwój 
grzyba.

W tym  celu nastaw iono doświadczenie ze w zrastającym i koncentra­
cjam i taniny *i obserwowano rozwój grzybni. W yniki tych badań są przed­
staw ione w tablicy 3.

T a b l i c a  3
W pływ koncentracji tan iny  na rozwój grzybni

I lo ść  ta n in y  w  g na litr  
p o ż y w k i

Ś r e d n ic a  g r zy b n i w  m m  m ie r z o n a  p o  u p ły w ie :

28 g od z in 36 g o d z in

1

2

3

4

5

6

7

8 

10 

15

0

0 ale gleba 

trzym ana w 40° С przez 2 doby

niemal brak rozwoju

6, 6, 7, 6

7, 7, 7, 10

7, 7, 7, 5

7, 7, 7, 7

8, 8, 9. 9

12, 12, 12, 13

14, 14, 14, 15

brak rozwoju 

niemal brak rozwoju

15, 17, 18, 18

20 , 21 , 22 , 22

22, 22, 22, 23

23, 24, 24, 25

24, 25, 26, 26

25, 26, 26, 27

29, 30, 30, 30

26, 27, 27, 28

26, 26, 27, 28

26, 26, 27, 27

13, 15, 16, 17

15, 17, 18, 18

W skazują one na stały  wzrost średnicy grzybni w m iarę jak  rośnie 
koncentracja taniny — przy 28 godzinach rozw oju grzyba. Natom iast 
odczyty dokonane ipo 36 godzinach rozw oju wykazały, iż średnica grzybni 
rośnie w  m iarę w zrostu koncentracji taniny ale ty lko do pewnego stę­
żenia, to jest do 7 g na litr. Dalszy wzrost koncentracji taniny działa już 
ujem nie na  wzrost grzybni.

Stąd koncentrację odpowiadającą 7 g taniny na litr  pożywki uznano 
za optym alną i taką właśnie koncentracją posługiwano się w  dalszych 
oznaczeniach.

5. W p ł y w  c u k r u  w p o ż y w c e  n a  r o z w ó j  C. elegans. 
W związku z w prowadzeniem  taniny, k tóra zawiera w  sobie między in-
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nym i i glukozę, trzeba było na nowo ustalić ilość cukru  w pożywce. W tym  
celu założono doświadczenie kombinowane, w  k tórym  dodawano w zra­
stające ilości cukru przy  różnych koncentracjach taniny. Jako cukru 
użyto m ieszaniny sacharozy z glukozą w stosunku 10 : 1 (ten rodzaj cu­
krów  zastosowano ze względów ekonomicznych na  podstawie poprzednio 
przeprowadzonych doświadczeń z których wynikało, iż sacharoza działa 
podobnie do glukozy).

W yniki doświadczeń zebrano w tablicy 4. W nioskując z nich, za n a j­
lepszą dawkę cukru  można uznać 22-gramową daw kę przy  7 g tan iny/l 
pożywki; przy  tej koncentracji cukru  średnica grzybni jest stosunkowo 
największa, a jednocześnie wyrazistość jej i czytelność odczytów jest w y­
starczająco dobra.

T a b l i c a  4

W pływ koncentracji taniny i cukru  na  rozwój i wyrazistość grzybni

K o n cen tra c ja  
ta n in y  w  g /l  

p o ż y w k i

K o n ce n tr a c ja  
c u k ru  w  g /l 

p o ż y w k i

Ś red n ica  g r z y b n i w  m m  po

W y g lą d  g rzy b n i]
26 g o d z in a ch 36 g o d z in a ch

0 15 5, 7 10, 14 bardzo wątła

0 22 7, 9 10, 11 lekki przerost

0 30 5, 9 8, 12 mocny „

4 15 15, 16 17, 18 lekki przerost

4 22 17, 18 20, 20 średni

4 30 22, 22 22, 22 nieczytelna

7 15 19, 20 22, 22 brak  przerostu

7 18 20, 21 22, 23

7 22 22, 22 23, 24 »

7 26 23, 24 24, 24 silne przerosty

7 30 25, 25 25, 26 nieczytelna

12 22 20, 21 21, 22 nieczytelna

Przerosty  i słaba czytelność przy innych kom binacjach są spowodo­
w ane praw dopodobnie nadm ierną ilością cukru w stosunku do ilości 
fosforu.

6. W p ł y w  p o ż y w k i  n a  z m i a n y  o d c z y n u  g l e b y .  W pro­
wadzenie taniny pow oduje zmianę pH pożywki z 6,8 na 4,0. Traktow anie 
gleby tak  m ocno zakwaszoną pożywką mogłoby spowodować uruchom ie­
nie fosforu, zwłaszcza na glebach lekkich. Ażeby tego uniknąć pożywkę
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z tan iną doprowadzano do odczynu obojętnego przy pomocy NaOH. L itr 
pożywki z 7 g  tan iny  w ym aga do swego zobojętnienia około 30 ml 
0,2 n  NaOH.

Było teraz rzeczą in teresującą stw ierdzenie w jakim  stopniu pożywka, 
lub sam  grzyb, zm ieniają odczyn glelby. W celu prześledzenia tego za­
gadnienia 7 różnych typów  gleb o rozm aitym  odczynie nasycano po­
żywką, w yw oływ ano n a  nich rozm aity rozwój grzybni (przy pomocy 4 
w zrastających daw ek P 2O5 w postaci KH3PO4) i we wszystkich tych 
kom binacjach mierzono odczyn gleby przed i po nasyceniu jej pożywką 
oraz po 36 godzinach rozw oju grzybni (w tym  ostatn im  w ypadku m ie­
rzono odczyn w arstew ki gleby znajdującej się tuż pod grzybnią). W yniki 
pom iarów zestawiono w tablicy 5.

Przytoczone w yniki n ie pozw alają wyciągnąć wniosków stw ierdzają­
cych, iż rozwój grzybni działa zakwaszająco na  glebę.

Natom iast w yraźniejszy wpływ n a  zmianę odczynu gleby m a samo 
wprowadzenie pożywki do gleby. W ywołuje ono początkowo silny spa­
dek pH, zwłaszcza na glebach lżejszych (tabl. 5 — gleba n r  1, 2, 6). (Wi­
docznie kationy  soli m ineralnych pożywki m usiały tu  wyprzeć większą 
ilość jonów H z kom pleksu sorpcyjnego). Natom iast gleby „cięższe 
(4, 5, 7) i piaski próchniczne (3) n ie zm ieniły znaczniej swego odczynu po 
wprowadzeniu do nich pożywki.

We wszystkich wypadkach, po wprowadzeniu pożywki, tworzy się 
ńowy stan równowagi m iędzy kom pleksem  sorpcyjnym  a roztworem  gle­
bowym 'i w tedy n ie  obserw uje się już większych zmian w  odczynie gle­
by bez względu na  rozwój) grzybni.

7. W p ł y w  s t o p n i a  n a s y c e n i a  g l e b y  p o ż y w k ą  i w i l ­
g o t n o ś c i  a t m o s f e r y  i n k u b a c j i  n a  r o z w ó j  g r  z y  b n  i. 
O statnim  zagadnieniem  było prześledzenie w pływu stopnia nasycenia 
gleby pożywką i wilgotności atm osfery otaczającej grzybnię na jej roz­
wój. W tym  celu założono doświadczenie, w  którym  gleby nasycano w zra­
stającym i ilościami pożywki (co 0 ,5m l/100g gleby). Serie takie podda­
wano oznaczeniom na fosfor m etodą C. elegans, z tym  jednak, że umiesz­
czano je  w  krystalizatorach, których dna były  wyścielane bibułą, nasy­
caną w zrastającym i ilościami wody od 0 do 8 m l na  krystalizator; przy­
kryw ano je  szklanym i płytam i i wstaw iano do term ostatu.

P rzy  słabym  nasyceniu gleby pożywką uzyskiwano za m ałe średnice 
grzybni. Natom iast takie nasycanie, przy k tórym  na  powierzchni gleby 
występowała cienka błonka pożywki, wywoływało n ieregularny rozwój 
grzybni z silnym i przerostam i. Zgodnie z uwagam i autorów  oryginalnej 
m etody ilość pożywki potrzebna do właściwego nasycenia gleby ulega 
znacznym  wahaniom, które zależą od składu mechanicznego gleby.
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T a b l i c a  5

W pływ pożywki i rozwoju grzyibni na odczyn różnych gleb nawożonych 
w zrastającym i daw kam i P 2 O 5

>>
’S

:>>•s
O d czy n  g le b y  i ś re d n ica  g r z y b n i po  36 g o d z in a ch  r o zw o ju , 

p r z y  w y r a sta ją cy c h  d a w k a c h  Р 80 6 (mg/100 g  p le b y )

G leba * !
£ 2N £3

«•
£ §  i
N ï  Ё

g leb a  n ie n a -  
w ie z io n a +  4 m g +  8 m g +  12 m g

.
S 5
5  ** 0  с

•B “  &2  се 0  О с  o, PHH,0 Ф
w  m m PHHto Ф  

w  m m PHh20 Ф  
w  m m PH h,0 Ф

w  m m

1. Piasek wodno- 
lodowcowy 
(7%  części 

spławialnych)

6,2
i

5,4 5,4 19 5,4 27 5,4 28 5,4

i

25

2. Piasek zwało­
w y (3°/0 części 
spławialnych)

7,0 5,7 6,0 17 5,7 27 5,6 27 5,5 25

3. Piasek próch- 
niczny (18% 
części spła­
wialnych)

6,0 5,3 5,1 20 5,1 25 5,1 24 5,1
.

23

4. Piasek glin ia­
sty mocny 
(17%  części 
spławialnych)

6,5 6,3 6,0 35 5,9 35 5,6 40 5,9 32

5. Glina spiasz- 
czona (23%  
części spła­
wialnych)

6,8 6,4 6,2 65 6,0 24 6,1 25 6,0 30

6. Piasek pylasty 
mocny (20% 
części spła­
wialnych)

5,5 4,5 4,5 12 4,4 17 4,4 23 4,3 24

7. Glina lekka 
(28%  części 
spławialnych)

6,7 6,2 6,0 11 6,0 21 6,1 25 5,8 33

8. Mada mocna 
(38%  części 
spławialnych)

6,7 6,1 5,7 14 6,0 22 6,0 25 6,2 30

Nawilgocenie bibuły wodą m iało wpływ na  wyrazistość odczytów. 
Nie może być ono m niejsze od 2 m l (przy norm alnym  krystalizatorze 
Neubau era) ani większe od 5—6 m l, gdyż w  jednym  i drugim  przypadku 
otrzym uje się duże przerosty i n ieregularny  rozwój grzybni.
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8. O p i s  m e t o d y  C. elegans p o  w p r o w a d z e n i u  d o  n i e j  
p o p r a w e k .  W prowadzenie wyżej opisanych poprawek, a zwłaszcza 
zastosowanie taniny, pozwoliło skrócić okres rozw oju grzybni z 48 godz. 
do 36. W prawdzie jeszcze i po 36 godz. następuje pew ne rozszerzanie się 
krążka grzybni, ale odbyw a się ono kosztem  zacierania się różnic między 
próbkam i o różnej koncentracji fosforu. To skrócenie okresu rozw oju 
grzybni ułatw iło m ierzenie jej średnicy; 'bowiem po 36 godz. spotyka się
0 w iele rzadziej przerosty grzybni niż po 48-igodzinnym jej rozwoju.

Po uwzględnieniu wszystkich dokonanych tu  popraw ek opis metody 
przedstaw ia się następująco: Próbkę pow ietrznie suchej gleby nasyca się 
pożywką do tego stopnia, ażeby po um ieszczeniu jej i w ygładzeniu w szalce 
Petriego (o 0  50 mm) nie w ystąpiła n a  pow ierzchni cienka w arstew ka 
płynu. Pożywkę przyrządza się w  taki sam  sposób, jak w metodzie ory­
ginalnej (patrz str. 118) z tym, że w prowadza się do nieij! jeszcze 7 g taniny 
na 1 l itr  NaOH i 30 ml 0,2 n  NaOH ha 1 litr  pożywki. Zam iast glukozy można 
używać m ieszaniny sacharozy z glukozą w stosunku 10 : 1 (w litrze po­
żywki rozpuszcza się 22 g m ieszaniny cukrów). Glebę umieszcza się 
w  szalkach Petriego, wygładza się jej powierzchnię i szczepi się ją  m ałą 
kropelką „papki“ zarodników, k tó rą  kładzie się do dołka (o wym. 
1—2 m m  0  i  1 mm głębokości), wykonanego w samym  środku powierz­
chni, p rzy  pomocy cienkiej pałeczki szklanej lulb drew nianej. Zawiesinę 
zarodników uzyskuje się w ten  sposób, iż grzybnię w w ieku od 1 do 8 ty ­
godni zalewa się wodą destylowaną, do której przeprow adza się zarod­
niki p rzy  pom ocy bagietki. K ilkakrotne pocieranie powierzchni grzybni 
bagietką odryw a konidia od główek zarodnilkonośnych. Nagrom adzają się 
one w  wodzie, tworząc m niej lub  więcej gęstą zawiesinę. Zawiesinę tę  
przenosi się na sączek lz bibuły filtracy jnej — odm yw a się zarodniki od 
zanieczyszczeń i fosforu d zbiera się je w  postaci „papki“ do małego, szkla­
nego naczyńka. Zbyt gęstą „papkę“ rozcieńcza się nieco kroplą wody
1 w takim  stan ie szczepi się nią glebę. Szczepienia dokonuje się przy  po­
mocy cienkiej pałeczki szklanej lub  drew nianej (zaostrzona zapałka). 
Zaszczepione p ły tk i wstawia się do neubauerow skich krystalizatorów  
(około 12 cm 0 ), k tórych dno «jest pokry te  ibibułą, nasyconą kilkom a ml 
wody. K rystalizatory  wstaw ia się do term ostatu  (po przykryciu  ich szkla­
nym i płytam i) n a  przeciąg 36 godzin — do tem pera tu ry  =  27—30°C. Po 
tym  czasie m ierzy się średnicę rozw ijającej się grzybni przy pomocy 
cyrkla lub suwaka z noniuszem. Ze względu n a  różnice w  równoległych 
w ynikach — oznaczeń dokonuje isię w 2—3 powtórzeniach.

W prowadzenie wyżej wym ienionych popraw ek (wynikające z prześle­
dzenia szczegółów technicznych m etody) przyczyniło się do uzyskiw ania 
przy pomocy m etody C. elegans zgodniej szych w yników między równo­
ległymi oznaczeniami i Skróciło czas je j trw ania.
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II. D o k ł a d n o ś ć  p o p r a w i o n e j  m e t o d y  C. elegans

Dokładność m etody polega na stopniu zgodności wyników m iędzy 
równoległym i oznaczeniami. Początkowo spraw dzono ją  na  bielicy lek­
kiej,, w ykonując na niej 20 równoległych oznaczeń.' W yniki tych ozna­
czeń umieszczono w tablicy  6. Średnice grzybni tu  podane ulegają pew ­
nym  niew ielkim  wahaniom  od 22 do 25 mm. Średnia arytm etyczna wy­
nosi okrągło 24 mm, a średni błąd pojedynczego oznaczenia 0,8 mm.

T a b l i c a  6

W ahania w średnicach grzybni C. e l e g a n s  rozw ijającej się przy  jednakow ej 
zaw artości fosforu w  -glebie

Nasuwało się podejrzenie, że stopień dokładności tej m etody będzie 
zależał od koncentracji fosforu w  glebie i od właściwości sorpcyjnych 
gleb. Jednak  prześledzenie tej dokładności n a  140 różnych glebach nie 
potwierdziło tych przypuszczeń. Dokonywano tu  oznaczeń w 3 powtórze­
niach; nigdy różnice nie przekraczały 3 mm, a przeciętnie wynosiły 
1—2 mm. Także oznaczenie fosforu w  3 powtórzeniach, w 8 różnych gle­
bach o w zrastających koncentracjach P 20 5 nie wykazało jakiejś w yraź­
niejszej zależności m iędzy wielkością średnicy grzybni a dokładnością 
m etody — tu  też różnice w równoległych oznaczeniach w ynosiły prze­
ciętnie 1 do 2 mm.

Stąd można przyjąć, iż obliczony błąd pojedynczego oznaczenia rów ny 
0,8 mm charakteryzuje  dokładność m etody n a  wszystkich glebach.

Świadczy to o tym, że m etoda ta, poddbnie jak  i inne m etody biolo­
giczne, pozwala pracować z dokładnością m niej więcej 10%.

III. C z u ł o ś ć  m e t o d y  C. elegans

W celu uzyskania pełniejszego obrazu w artości m etody C. elegans 
prześledzono także jej czułość. Czułość 'każdej m etody polega na jej zdol­
ności do w ykazyw ania możliwie jak  najw iększych zm ian w  wynikach 
pod w pływem  choćby nieznacznych zmian w  ilości badanego czynnika. 
W w ypadku m etody C. elegans czułość tę badano w  ten  sposób, że obser­
wowano zm iany w średnicach grzybni, wyw oływ ane przez traktow anie 
gleby w zrastającym i daw kam i K H 2P 0 4 . Postępując w  ten  sposób zda­
wano sobie spraw ę z tego, że wprow adzenie naw et do tej samej gleby 
określonych, jednakow ych daw ek KH2P 0 4 , n ie  jest równoznaczne



Przydatność grzyba С. elegans do badań  potrzeb nawozowych 129

z wprowadzeniem  takich samych — jednakow ych zmian w zawartości 
fosforu dostępnego dla grzyba. Z tego powodu badanie czułości tej m e­
tody mogło mieć jedynie charak ter porównawczy.

Tutaj porównano czułość m etody Cunninghamella elegans a) z czuło­
ścią m etody Egnera, Aspergillus niger w w ykonaniu Sekery i C. elegans 
w m odyfikacji wagowej na bielicy lekkiej ze Skierniewic oraz b) z czu­
łością m etody Egnera na 8 typach różnych gleb.

a) P rzy  porów nyw aniu czułości 4 metod na bielicy lekkiej, dawki 
K2HPO4 w zrastały co 1 tmg Pfa05/1 00 g gleby. W yniki tego porów nania prized«- 
staw iono na w ykresie 1, w yrażając .je w procentach; za 100 przyjęto wy-

------------------------- M etoda C. e leg a n s  ---------- — — — M etoda A. n ig er  S ekery

------------------------ M etoda Egnera  --------------------------  M etoda  w agow a C. e leg a n s

W ykres 1. Czułość porów nyw anych metod w liczbach względnych.

niki oznaczeń na glebie naturalnej, k tóre wyniosły: 1) dla m etody Egnera 
2 mg P 2O5/IOO g gleby 2) dla m efody C. elegans 4 m m  0  3) dla m etody
A. niger 115 mg i 4) dla m etody C. elegans wagowej 85 mg.

W ykres pokazuje wyraźnie, iż czułość m etody C. elegans w porów na­
niu z innym i m etodam i jest najw iększa i przewyższa niem al kilkakrotnie 
czułość m etody E g n e r a  — przy niższych koncentracjach fosforu — zaś

9 R o czn ik i G leb o zn a w cze
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W ykres 2. Czułość m etod C. elegans i Egnera na 8 różnych glebach: 1. piasek silnie 
p róchn iczny— pH  6,5; 2. piasek gliniasty mocny, pylasty  — pH 6,5; 3. m ada mocna — 
pH  6,2; 4. glina lekka pH  6,5; 5 p iasek zw ałow y— pH  6,5; 6. glina silnie spiasz- 
czona — pH  6,8; 7. piasek wodnolodowcowy — pH  5,4; 8. piasek gliniasty mocny. —
pH  6,5 (mierzono pH  zaw iesiny gleby w  wodzie). ------ met. C. e le g a n s ,--------------

met. Egnera.

przy wyższych koncentracjach fosforu maleje, upodabniając się do czuło­
ści innych metod. Czułość m etody A. niger S e к e r  y i C. elegans w mo­
dyfikacji wagowej jest zbliżona do czułości m etody Egnera.

Ta duża czułość m etody C. elegans rekom pensuje stosunkowo m ałą jej 
dokładność oraz pozwala łatwo odróżnić gleby ubogie od zasobnych w  fosfor.

Pozostałe m etody biologiczne okazały się o wiele m niej czułymi i stąd 
zostały pom inięte w dalszych doświadczeniach nad czułością.

b) P rzy  porów nyw aniu czułości m etody C. elegans z czułością m e­
tody Egnera na 8 różnych glebach, dawki fosforu w zrastały co 4 mg P 2O5 
na 100 g gleby.

Oznaczenia m etodą Egnera były dokonywane w 2 powtórzeniach, 
a m etoda C. elegans w 3 powtórzeniach. W yniki tych oznaczeń zostały 
zamieszczone na wykresie 2. Badano tu  średnie z równoległych oznaczeń 
w liczbach stosunkowych, przyjm ując za 100 wyniki uzyskane w glebach
0 natu ra lnej zawartości fosforu. W ynosiły one odpowiednio: 1) na piasku 
silnie próchnicznym  5,7 mg P i0 5/100g gleby dla m etody E g n e r a
1 20 m m  średnicy grzybni dla m etody C. elegans.

Z zamieszczonych wyników na w ykresie 2 można wnioskować, iż czu­
łość m etody C. elegans jest tym  większa od czułości m etody Egnera, im 
niższa jest zawartość fosforu przysw ajalnego dla grzyba (gleby 3, 6, 8), 
w m iarę zbliżania się do optym alnych koncentracji fosforu dla grzyba 
przyrosty  średnicy m aleją i po przekroczeniu tej koncentracji następuje 
zmniejszenie się jego średnicy. Natom iast przebieg czułości m etody Eg­
nera  jako czysto chemicznej m etody, jest (jednakowy przy wszystkich 
koncentracjach fosforu '(gleby 1, 2, 3, 4 i 5, 6, 7, 8).
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Różnice w czułości obu m etod m ają  sw oją w yraźną wymowę. Św iad­
czą one o tym, że obie m etody oznaczają różny fosfor, że czułość ich po­
chodzi n ie od jednakow ych form  fosforu. Je s t rzeczą zrozumiałą, iż dla 
m etody badania potrzeb nawozowych gleb jest ważna nie jakakolw iek 
czułość, ale tylko ta  czułość, k tóra jest w yw ołana fosforem dostępnym  
dla roślin wyższych. Należy przypuszczać, iż raczej ta form a fosforu w y­
w ołuje czułość m etody C. elegans. Przem aw ia za tym  ten  fakt, iż w m e­
todzie C. elegans czynnikiem  określającym  koncentrację fosforu w  glebie 
jest żywy organizm, podlegający ipodobnie jak  i rośliny wyższe praw om  
biologicznym; zaś w m etodzie Egnera czynnikiem  tym  jest zachowujący 
się we wszystkich niem al glebach jednakowo roztw ór buforow y o b a r­
dzo niskim  pH.

IV. P o r ó w n a n i e  m e t o d y  Cunninghamella elegans z m e t o d ą  
E g n e r a  n a  140 g l e b a c h

W poprzedniej części pracy wykazano, iż m etoda C. elegans może 
mieć charak te r ilościowy przy koncentracjach fosforu m niejszych od op­
tym alnej. S tw arza to możliwość qpracow ania liczb granicznych d la tej 
m etody; w tym  celu należałoby otrzym ane w yniki porównać z całą 
m asą doświadczeń polowych. W pracy tej nie można było dokonać tego 
porów nania bezpośrednio z doświadczeniami polowymi i stąd dokonano 
go pośrednio, poprzez liczby graniczne m etody Egnera. W tym  celu 
oznaczono fosfor w  140 różnych glebach m etodą C. elegans i m etodą Eg­
nera. Oznaczeń dokonywano w 3 powtórzeniach w w ypadku m etody 
C. elegans i w 2 powtórzeniach w w ypadku m etody Egnera (stosowano 
tzw. pojedynczą m etodę Egnera).

O trzym ane w yniki zestawiono w ten  sposób, iż w odpowiedniej, u sta ­
lonej dla liczb granicznych m etody Egnera klasie składu mechanicznego 
i pH, umieszczano liczby uzyskane obiema m etodami; cały m ateriał przy 
tym  został rozbity na  trzy  klasy: 1) klasę gleb wym agających koniecznie 
nawożenia fosforowego w edług wyceny m etodą Egnera, 2) klasę gleb 
słabo w ym agających nawożenia fosforem, i 3) klasę gleb nie w ym agają­
cych nawożenia fosforowego. Tablice n r 7, 8. 9 ilu stru ją  zestawienie i po­
rów nanie wyników obu metod.

Widać z nich, że na glebach, które na podstawie m etody Egnera zo­
sta ły  zaliczone do klasy w ym agającej koniecznie nawożenia fosforowego, 
średnica grzybni tylko w  7-miu wypadkach na  48 przekroczyła w ym iar 
13-tu m m  (tych 7 wypadków odpowiada niskim  zawartościom P 20 5 według 
m etody Egnera i znajduje się w  grupie gleb lekkich piaszczystych).

Na glebach, k tó re  n a  podstaw ie m etody Egnera zostały zaliczone do 
klasy słabo wym agającej nawożenia fosforowego, średnica grzybni tylko
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T a b l i c a  7

Porów nanie w yników  metody C .  e l e g a n s  z w ynikam i m etody Egnera. K lasa gleb 
koniecznie w ym agających nawożenia fosforem w edług wyceny m etodą Egnera

L. p. G leba рнНао
Ф  g r zy b n i  
C. e le g a n s  

w  m m

1
2
3
4
5
6
7
8 
9

10
11
12
13
14
15
16
17
18
19

20 
21 
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39

Piasek wodno-lodowcowy 
Piasek wodno-lodowcowy 
Piasek wodno-lodowcowy 
Piasek zwałowy 
Piasek zwałowy 
Piasek zwałowy 
Piasek zwałowy 
Piasek zwałowy 
Torf niski
Piasek wodno-lodowcowy 
Piasek zwałowy 
Piasek zwałowy 
Piasek zwałowy 
Piasek zwałowy 
Piasek zwałowy 
Mada lekka 
Piasek zwałowy 
Piasek wodno-lodowcowy 
Piasek zwałowy

Bielica lekka 
Bielica lekka 
Bielica lekka 
Bielica lekka 
Bielica lekka 
Bielica lekka 
Bielica lekka 
Bielica średnia 
Bielica średnia 
Bielica średnia 
Bielica średnia 
Bielica lekka 
Bielica lekka 
Bielica lekka 
Bielica lekka 
Bielica średnia 
Mada lekka 
Bielica średnia 
Bielica lekka 
Bielica średnia

a) Gleby lekkie
I

5.1 
5,4
5.7
6.3
6.2
6.3 
6,2
6.3
6.9
7.2
7.0
6.9
7.0
6.8
6.9
8.4 
6,8
6.9
7.3

b) G leby średnie
4.7
5.4
5.0
5.5
6.0
5.7 
6,0 
6,0 
6,0
5.7 
6,2 
6,2 
6,1 
6,2 
6,2 
6,2 
6,1
6.5
6.3
6.3

25
19
10
11
19
12
5
4
8
4 

12
5 

12 
29

9
4
9 

13 
12

9
11
12
11
7
7 

11
8

10 
10
8
4
4
4
4
8

18
7

13
9

P.O5
m g na 100 g g le b y  

w g m et. E gn era

2,2
2,2
1.3 
1,2 
1,9 
2,0 
2,1 
2,2
3.1
1.2 
2,0
3.0
3.3
4.0
4.1
4.2
4.5
4.6
5.0

1.5
1.5
2.1
3.4 
1,8 
2,0
2.5
2.6
3.5
4.0
1.0 
1,8 
2,0 
2,0 
2,1
2.3
2.4
2.4
2.4 
3,0
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Ciąg dalszy tablicy 7

L. p . G leba P H HfO
(Z) g r zy b n i  
C . e l e g a n s  

w  m m

P.Oe
m g na  100 g  g le b y  

w g m et. E gn era

40
41
42
43
44
45
46

47
48
49
50
51
52
53

Bielica średnia 
Mada lekka 
Bielica lekka 
Bielica lekka 
Mada średnia 
Mada lekka
Gleba b runatna średnia

Mada mocna 
Mada ciężka 
Mada ciężka 
Mada ciężka 
Bielica ciężka 
Mada mocna 
Mada ciężka

6.4 
6,1
6.5
6.5
7.5
6.7
6.7

c) Gleby ciężkie

6.4
7.3
7.3 
7,0 
6,6 
6,7
7.5

13
13
U
16
8

12
11

14 
9 
5

10
15 
9 
7

3.0
4.0
2.0 
2,0 
3,4
3.6
3.6

0,8
1,1
1.5
2.6 
3,1 
*3,1 
3,4

T a b l i c a  8

K lasa gleb słabo w ym agających naw ożenia fosforem w edług wyceny m etodąEgnera

L. p . G leba P H HaO J

j

!
ф  g r zy b n i 
C. e l e g a n s  

w  m m
л

P .O e
mg na 100 g  g le b y  

w g  m e t. E gn era

a) Glelby lekkie

54 Mada lekka 5,5 27 3,8
55 Piasek zwałowy 5,3 20 3,9
56 Piasek zwałowy 5,0 24 4,0
57 ' P iasek zwałowy 5,4 17 4,2
58 P iasek  zwałowy 6,0 18 4,2
59 Piasek zwałowy 6,2 21 4,0
60 Piasek zwałowy 6 , 3 4 27 5,2
61 Piasek wodno-lodowcowy 6,3 27 5,2
62 Piasek zwałowy 6,7 14 5.3

b) Gleby średnie

63 Bielica lekka 5,2 i 16 4,0
64 Bielica lekka 5,4 12 5,1
65 Bielica lekka 5,9 ! 22 6,2
66 Mada lekka 6,4 25 4,5
67 Bielica średnia 6,2 27 6,2
68 Bielica lekka 6,4 25 6,2
69 Mada lekka 6,1 27 7.2
70 i Bielica średnia 6,5 i .w 7,2
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Ciąg dalszy tablicy 8

L. p. G leba рн  нзо
Ф  grzybni 
C. e le g a n s  

w mm

P .O .
mg na 100 g gleby 
wg metody Egnera

71 Bielica średnia 6,5 24 7,2
72 Bielica lekka 6,2 22 7,4
73 Bielica średnia 6,5 24 8,0
74 Bielica lekka . 6,0 22 8,0
75 Mada lekka 6,7 12 5,1
76 Mada lekka 6,8 29 5,4
77 Mada lekka 7,0 17 5,4
78 Mada lekka 7,0 14 5,4
79 Gleba brunatna lekka 7,0 18 5,6
80 Gleba brunatna lekka 6,9 25 6,7
81 Gleba b runatna lekka 6,7 29 6,9
82 Gleba b runatna lekka 6,7 24 7,3
83 Gleba brunatna lekka 7,3 25 7,3
84 Gleba brunatna lekka 6,7 23 7,4
85 Gleba brunatna średnia 7,2 24 7,6
86 Gleba brunatna średnia 6,8 29 7,7
87 Gleba b runatna średnia 7,2 23 7,8
88 Gleba brunatna średnia 7,3 24 7,8
89 Gleba b runatna średnia 6,9 31 8,8
90 Bielica lekka 6,0 24 8,8
91 Gleba brunatna średnia 7,0 28 9.0

c) Gleby ciężkie
92 Bielica ciężka 6,2 24 4,4
93 Bielica ciężka 6,5 7 5,6
94 Bielica ciężka 6,2 15 6,8
95 Bielica ciężka 6,7 12 4,8
96 M ada ciężka 6,9 22 4,8
97 Mada mocna 7,6 4 4,0
98 Mada mocna 6,7 14 5,4
99 Mada ciężka 7,8 4 5,9

100 Mada ciężka 7,0 11 6,4
101 Mada ciężka 7,7 15 6,5
102 M ada ciężka 6,7 17 6,8
103 M ada mocna ' 8,4 9 7,7
104 Gleba brunatna ciężka 7,0 19 00 o /

105 Gleba brunatna ciężka 7,1 21 8,1

T a b l i c a  9
K lasa gleb nie w ym agających naw ożenia fosforem  według wyceny m etodą Egnera

L. p. Gleba PHh,0
Ф  grzybni 
C. E le g a n s  

w mm

T ,O e
mgr na 100 g gleby  
 ̂wg metody Egnera

a) Gleßy lekkie

106 Piasek zwałowy 4,6 5 * 8,0
107 Piasek silnie próchniczny 7.3 39 29,2
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Ciąg dalszy tablicy 9

L. p. G leba P^lIjO
Ф  g r z y b n i  
C. e l e g a n s  

w  m m

P « 0 5
m g na  100 g  g le b y  

w g  m eto d y  E gn era

b) Gleby średnie

108 Bielica lekka 5,9 28 j 7,2
109 Bielica lekka 5,6 28 1 7,2
110 Bielica lekka 6,0 31 7,4
111 Bielica lekka 5,7 22 8,2
112 Bielica średnia 6,4 25 8,2
113 Bielica średnia 6,5 25 11,0
114 Bielica średnia 6,3 24 12,8
115 Bielica lekka 6,5 28 13,8
116 Bielica lekka 6,4 33 15,7
117 Bielica lekka 6,4 33 29,2
118 Gleba brunatna lekka 6,9 38 9,1
119 Gleba brunatna lekka 6,9 29 9,7
120 Gleba brunatna lekka 7,'O 25 10.6
121 Gleba brunatna lekka 6,9 33 11,0
122 Gleba brunatna lekka 7,7 12 11,0
123 Gleba brunatna średnia 7,0 27 12,4
124 Gleba brunatna średnia 7,0 28 13,0
125 Gleba brunatna średnia 7,6 12 18,9
126 Gleba brunatna średnia 7,6 37 19,4
127 Gleba brunatna średnia 7,9 16 20,0
128 Gleba brunatna średnia 6,8 40 22,6
129 Mada lekka 8,0 21 35,0
130 Mada średnia 7,6 43 40,0
131 Mada średnia 7,9 39 40,0

c) Gleby ciężkie

132 Bielica ciężka 5,7 34 8,0
133 Bielica pyłowa ciężka 6,4 33 11,0
134 Mada tłusta 7,6 27 8,3
135 Mada mocna 7,4 7 9,4
136 Gleba brunatna 7,8 10 9,5
137 Mada mocna 7,0 16 11,2
138 Gleba brunatna 7,2 30 12,0
139 Mada ciężka 7,5 30 14,8
140 Mada mocna 7,0 24 15,8
141 Mada ciężka próchniczna 6,9* 15 18,0
142 M ursz ilasty 8,0 27 23,8
143 Mada mocna 7,0 37 40,0
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w 5 wypadkach na 51 oznaiczeń była m niejsza od 13 mm (nie biorąc pod 
uwagę gleb o pH  powyżej 7,6), k tórych nie traktow ano kwasem  cy try ­
nowym  jak tego wym aga oryginalna m etoda oraz w  5 w ypadkach w ięk­
sza od 27 mm.

Na glebach, k tóre na podstawie m etody Egnera zostały zaliczone do 
klasy nie w ym agającej nawożenia fosforem, średnica grzybni w 1 w y­
padku na 38 oznaczeń była m niejsza od 13 mm — oraz w 10 wypadkach 
m niejsza od 27 mm (nie biorąc pod uwagę gleb o pH  powyżej 7,6).

Jeśliby przyjąć, że klasie gleb w ym agających koniecznie nawożenia 
odpowiadają średnice grzybni m niejsze od 15 m-m — klasie gleb słabo 
w ym agających nawożenia odpowiadają średnice od 13 do 27 m m  — oraz 
klasie gleb nie wym agających nawożenia odpowiadają średnice grzybni 
przekraczające 27 mm, to wówczas i zgodność obu m etod dla klasy 1-szej 
wynosi 85,3%, dla klasy 2-ej 80,4% i d la klasy} 3-ej 73,7%. Ilu stru je  to 
tablica 10.

Zgodność m etody C. e l e g a n s  z m etodą Egnera

K lasa  g le b  w y m a g a ją c y c h  
n a w o ż en ia  fo s fo re m  w e d łu g  

w y c e n y  m etod ą  E gn era
K o n iec z n ie W ą tp liw ie N ie  w y m a g a ją ­

c y ch  w c a le

Zgodność obu m etod w 0 0 85,3 80,4 73,7
Ilość oznaczeń 53 52 39

Z przytoczonych tablic 7— 10 można wnioskować, iż w grubszych za­
rysach istnieje zgodność między wskazaniam i uzyskanym i przy pomocy 
obu metod. Polega ona na tym, iż wynikom  m etody Egnera wskazującym  
na coraz to większe potrzeby nawozowe odpowiadają coraz to m niejsze 
średnice grzyba. Zgodność ta jest najw iększa przy klasie gleb najbardziej 
wym agających nawożenia i  m aleje w m iarę przesuwania się ku  glebom 
coraz zasobniejszym w fosfor.

Natom iast w ram ach jednej z klas fosforowych nie widać bliższej za­
leżności między wielkością średnicy grzybni, a ilościami mg P 2O 5, jakie 
w ykazuje m etoda Egnera. A w w ypadku gleb silnie alkalicznych o pH  
powyżej 7,6 średnice grzybni są niem al w połowie wypadków niepropor­
cjonalnie małe w stosunku do wyników uzyskanych przy pomocy m e­
tody Egnera.

Przyczyn braku  bliższej zgodności między wynikam i obu metod 
w ram ach klas fosforowych należy szukać zarówno w samych zasadach 
na jakich opierają się te metody, jak  i w błędach popełnianych w czasie 
w ykonyw ania oznaczeń. Można sądzić, iż ze względu na branie pod 
uw agę większej ilości czynników wpływ ających na dostępność fosforu 
dla roślin wyższych, m etoda C. elegans daje lepszą ocenę potrzeb na­
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wozowych gleb. Jednak  pewność co do tego można uzyskać jedynie 
poprzez porów nanie wyników tych m etod z dużą liczbą wyników z do­
świadczeń polowych.

Oznaczenie fosforu w przeszło 140 glebaich pozwala nakreślić w b a r­
dzo dużym przybliżeniu dwie liczby graniczne dla m etody C. elegans 
w oparciu o liczby graniczne m etody Egnera. Pierw szą z nich jes t śred­
nica grzybni leżąca w  okolicy 13 mm; dzieliłaby ona gleby na koniecznie 
potrzebujące nawożenia fosforowego i na pozostałe. D rugą zaś jest śred­
nica leżąca w  okolicy 27 mm; dzieliłaby ona te pozostałe glefoy na słabo 
potrzebujące nawożenia i na niapotrzebujące go zupełnie.

V. S p r a w d z e n i e  z a p r o p o n o w a n y c h  l i c z b  g r a n i c z n y c h  
d l a  m e t o d y  Cunninghamella elegans n a  g l e b a c h  p o c h o d z ą ­

c y c h  z t r w a ł y c h  p a s ó w  s k i e r n i e w i c k i c h

Celem potw ierdzenia słuszności nakreślenia dw u liczb granicznych 
dla m etody C. elegans: 1-ej w  okolicy 13 mm i 2-ej w  okolicy 27 mm — 
dokonano oznaczeń fosforu m etodą C. elegans i m etodą Egnera w gle­
bach pochodzących z  trw ałych pasów skierniew ickich z kom binacji: 
CaPNK 1 CaNK.

Kom binacja CaNPK otrzym uje rocznie około 30 kg P 20 5 na ha i p raw ­
dopodobnie n ie reagow ałaby znaczniejszym i zwyżkami plonów na naw o­
żenie fosforowe; natom iast kom binacja CaNK od wielu la t jest nie nawo­
żona fosforem  i powinna dawać zwyżki plonów pod wpływem  nawożenia 
tym  składnikiem . Oprócz tego oznaczono fosfor w glebach z obu kom bi­
nacji po uprzednim  ipotraktowaniu ich K H ^P04 w ilości odpowiadającej
5-ciu mg P 2O5 na 100 g gleby. Oznaczeń dokonyw ano w 3 powtórzeniach 
jeśli chodzi o rtietodę C. elegans i w 2 powtórzeniach, jeśli chodzi o m etodę 
Egnera. W yniki są zamieszczone w tablicy 11.

Widać z nichr, że na wszystkich poletkach w yczerpanych z fosforu 
średnice grzybni były' m niejsze od 13 mm (z w yjątkiem  jednego w y­
padku); te sam e poletka p rzy  pomocy m etody Egnera są zaliczane do 
gleb koniecznie wym agających nawożenia fosforem. Natom iast poletka 
od w ielu la t nawożone fosforem dały średnice grzybni o przeciętnej w ar­
tości wynoszącej 26,1 mm; przy pomocy m etody Egnera należy je  zaliczyć 
do gleb stojących na  granicy słabo wym agających nawożenia fosforem 
i nie wym agających go zuipełnie.

Na tej podstaw ie można wnioskować, iż przynajm niej dla bielicy lek­
kiej ze Skierniewic jes t słuszne w ybranie średnicy równej 13 mim jako 
liczby granicznej, dzielącej w  przybliżeniu gleby na wym agające koniecz­
nie nawożenia fosforem i w ym agające go w ątpliw ie — podobnie jak  jest 
słuszne w ybranie średnicy odpowiadającej 27-miu mm, jako liczby gra-
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T a b l i c a  11

Potw ierdzenie słuszności nakreślenia liczib granicznylch dla m etody C. e l e g a n s  

w okolicy średnicy grzybni =  13 i 27 m m —n a  glebie pochodzącej z trw ałych pasów
demonstraicyjnydh ze Skierniewic

G leba z p a só w  C aN K G leba z p a só w  C aN P K

N a w ie z io n a N a w ie z io n a
N ie n a w ie z io n a 5 m g  P 80 6 N ie n a w ie z io n a 5 m g  P ,O e

na 100 g g le b y na lOo g  g le b y

P H ll20
E g n er  

m g Р ,О ъ 
n a 100 g  g le b y

śred n ica  g rzy b n i  
C. e l e g a n s  w  m m

1

p H Heo

1
E gn er  

m g P , 0 5 
na 100 g  g le b y

śre d n ica  g r zy b n i 
C. e le g a n s  w  m m

5,9 2,0 4 25 6,4 6 ,2 28 38
6,1 2,1 4 26 6 ,0 7,4 32 40
6,1 2 ,0 4 34 6,5 7,2 27 36
5,7 2 ,0 ! 6 26 6,7 1 1 ,0 26 38
6 ,0 1,8 ' 7 30 6,3 10 ,8 25 40
4,7 !  8 33 7,0 9,8 25 37
*5,4 1,5 10 27 5,7 8 ,2 25 38
5,9 2 ,0 U 25 6 ,2 7,4 28 37
6 ,0 2,1 I  12 24 6 ,8 8,9 24 39
4,9 2,5 1  12 30 7,0 7,9 24 36
5,0 2,4 13 33 6 ,8 6,2 23 35
6,9 4.0 1  15 25 6Д 7.1 27 38

nicznej, dzielącej w przybliżeniu gleby na wym agające w ątpliw ie i nie 
w ym agające zupełnie nawożenia fosforem.

M etoda C. elegans przy obecnym  rozpracowaniu nie potrafi określić, 
jakich ilości fosforu wym aga gleba -dla w ydania pożądanych plonów. Po­
siada ona jednak  cechy w yróżniające ją  spośród innych metod, jak  np.
a) to, że je s t m etodą biologiczną, przy pomocy której można oznaczać 
fosfor w glebie pozostającej niem al że w  stanie naturalnym ; b) to, że 
m etoda ta  posiada tak dużą czułość, iż przyrosty grzybni pod wpływem  
norm alnego nawożenia fosforem (30 kg P 20 5/ha =  1 mg P^Os/lOO g gleby) 
leżą poza granicam i błędu. Dzięki tym  cechom m etoda ta nadaje 
się do przeprow adzania m ikrodoświadczeń nawozowo-fosforowych z C. 
elegans.

Należy przypuszczać, iż zastosowanie takich m ikrodoświadczeń po­
zwoli uzyskiwać lepszą ocenę potrzeb nawozowych gleb w porów naniu 
z dotychczas stosowanym i metodami.

Stąd dalsze badania nad  sposobami oceny potrzeb nawozowych gleb 
powinny iść w k ierunku  m ikrodoświadczeń nawozowych, opieraljących 
się na w ynikach doświadczeń polowych.
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VI. M o d y f i k a c j a  w a g o w a  m e t o d y  Cunninghamella elegans.

1. C e c h y  g r z y b a  C. elegans um o ż l i w i a j ą c e  w a g o w ą  
' m o d y f i k a c j ę  m e t o d y  o r y g i n a l n e j

Badania botaniczne A. L e n d n e r  a (2) wykazały, iż C. elegans może 
rozwijać się na  podłożach płynnych. Nasunęło to myśl, ażeby zastosować 
go w sposób analogiczny jak  Aspergillus niger do badania potrzeb nawo­
zowych gleb.

Początkowo zakażano pożywkę płynną dla C. elegans jego zarodni­
kam i i wstawiano do inkubacji. Po dwóch dobach otrzym ywano bardzo 
ładną, białą grzybnię, pokryw ającą całą powierzchnię pożywki. Od spodu 
grzybnia m a charak ter zbitej, tw ardej, śliskiej „podeszwy“. Podeszwa ta 
daje się o wiele łatw iej odmyć z ziemi i części organicznych w  porów ­
naniu z grzybnią A. niger. W części powietrznej grzybnia zbudowana jest 
z białych cienkich nitek, zakończonych przew ażnie konidioforam i. W y­
sokość jeij przeciętnie wynosi około 1 cm (rys. 1). Ponieważ grzyb owocuje

.Rys. 1. F ragm ent owocującej części grzybni C. elegans (powiększe­
nie około 900 X); a — laseczka zarodnikonośna, b — główka duża, 

с — konidia duże, d — główki małe, e — konidia małe.

silnie dopiero po upływ ie tygodnia rozwoju, więc w czasie przem y w ania go 
nie następuje obsypywanie się zarodników — jak  to ma miejsce u A. niger.

Badania próbne wykazały dość w yraźną czułość i dokładność ku ltu r 
płynnych C. elegans w  w ykryw aniu dodawanego fosforu. Przystąpiono 
więc do opracowywania m odyfikacji wagowej oryginalnej m etody 
C. elegans.
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2. U s t a l e n i e  s p o s o b u  s z c z e p i e n i a  d l a  w a g -о w e j  m e ­
t o d y  C. elegans

M odyfikację m etody rozpoczęto od opracowania sposobu przyrządza­
nia zarodników do szczepienia. Do chwili przeniesienia zarodników na 
sączek sposób ten jest taki sam jak  w poprawionej metodzie oryginalnej 
C. elegans (patrz. str. 127). Zaś w  dalszym ciągu przem yte na sączku 
zarodniki pozostawia się do całkowitego obeschnięcia, przenosi do małego 
moździerza, dodaje się rów ną co do objętości ilość talku (ch. cz.), deli­
katnie rozciera się z nim  zarodniki i umieszcza w probóweczce (fiolce). 
Z niej rozsiewa się je na powierzchnię pożywki, k tórą  zalana jest gleba.

Ten siposób szczepienia przyjęto ipo uprzednim  przebadaniu różnych 
innych możliwości szczepienia grzybkiem  pożywki. Początkowo nasuw ały 
się następujące możliwości:

a) szczepienie kroplą odpowiednio gęstej zawiesiny zarodników,
b) szczepienie strzępkiem  grzybni obfitującej w zarodniki,
c) szczepienie proszkiem  sporządzonym ze zmieszania zarodników 

z talkiem ; przy czym należało tu  wypróbować czy celem przyrządzania 
proszku mieszać talk  z suchymi, czy też z w ilgotnym i zarodnikam i 
(świeżo zebranym i z sączka), oraz jaki powinien być stosunek talku do 
zarodników w proszku.

W yniki przebadania tych możliwości są zamieszczone w tablicy 12. 
Mówią one nam  że:

T a b l i c a  12

Waga grzybni w  m g/krysta lizato r przy różnyich sposobach szczepienia poży wki

Powtórzenia
Sposoby szczepienia

A в c ! D F G H ! i

I 327 266 292 326 372 100 371 363 369
II 217 238 279 396 381 100 350 365 361
III 334 277 305 382 390 98 398 366 364
IV 369 248 287 334 340 110 , 387 369 354

średnio 311 257 289 363 370 102 371 365 362

A) szczepienie strzępkiem  grzybni daje duże różnice w równoległych 
próbkach. Nawet m akroskopowo można było zaobserwować m iejsce gdzie 
padł strzępek grzybni. W m iejscu tym  grzyibnia była wyższa i bujniejsza 
w porów naniu z otoczeniem. Świadczy to  o nierów nom iernym  rozprow a­
dzeniu zarodników w  pożywce.

B) C) D) E) szczepienie kroplą zawiesiny o różnych stężeniach daje 
w yniki bardziej w yrównane, przy czym są one tym  większe, im jest w ięk­
sze stężenie zarodników. Ale już przy w prowadzeniu około 100 milionów 
zarodników w kropli dalśze zwiększanie ich ilości nie wpływa na wzrost
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wagi grzybni. Świadczą o tym  podobne plony grzybni przy trzykro tnym  
i dziesięciokrotnym  stężeniu zawiesiny.

F) szczepienie proszkiem, gdzie talk  był m ieszany z zarodnikam i wil­
gotnym i i dopiero w tedy suszony, daje w yniki równoległych oznaczeń 
dosyć w yrów nane ale stosunkowo niskie. Przyczyną niskich plonów 
mogły tu  być pewne niekorzystne dla zarodników procesy zachodzące 
w czasie stykania się ich z w ilgotnym  talkiem .

G) szczepienie proszkiem  sporządzonym  z samych zarodników daje 
w yniki dość w yrów nane i wysokie; zużywa się jednak p rzy  tym  dużo 
zarodników.

H) J) szczepienie proszkiem  sporządzonym  z taiku  zmieszanego z za­
rodnikam i suchymi w  stosunku 1 : 1 i 2,5 : 1 daje  wyniki najbardziej w y­
rów nane i wysokie. Stąd też ten  rodzaj szczepienia zastosowano do da l­
szych oznaczeń, używając przy tym  proszku o stosunku talku  do zarod­
ników jak 1 : 1, a  to w celu uniknięcia zwiększania ciężaru grzybni przez 
w prowadzanie większej ilości ta lku  na powierzchnię pożywki.

Pom ysł szczepienia pożywki zarodnikam i zmieszanymi z talkiem  po­
chodzi od S e  к  e r y  i S c h o b e r a  (11 i 12). Ten sposób pozwala na 
równom ierne rozprow adzenie zarodników na całą powierzchnię pożywki 
ze względu na hydrofobow e właściwości ta lku  oraz stw arza możliwość 
dłuższego przechowyw ania zarodników bez uszczerbku dla ich energii 
życiowej. Cechy te m ają  zasadnicze znaczenie* d la  dokładności metody. 
Prócz tego przy pomocy tego sposobu uzyskuje się grzybnię zwartą, śliską 
od strony  pożywki (korzystne działanie talku). Dzięki tem u nie nab iera  
ona na  sw ą pow ierzchnię żadnych zanieczyszczeń ani też cząstek gleby 
i daje się bardzo łatw o przemyć.

3. Z a g ł u s z a n i e  r o z w o j u  g r z y b a

Mimo zastosowania wyżej opisanego sposobu szczepienia, nie o trzy­
m ywano na glebie zgodnych wyników m iędzy równoległym i oznacze­
niam i fosforu w  glebie. Przyczyną tego było zagłuszanie rozwoju grzybni 
przez natu ra lną  m ikroflorę. U niknięto tego tu  w sposób analogiczny jak  
w popraw ionej oryginalnej m etodzie C. elegans, to znaczy przy pomocy 
taniny. W tym  celu prześledzono w pływ  w zrastających daw ek tan in y  na 
zahamowanie rozw oju natu ralnej m ikroflory gleby oraz na  związaną 
z tym  zgodność wyników między równoległym i oznaczeniami zakładając 
następujące doświadczenie: — Naważano pd 10 g gleby do krystalizato- 
rów  0 0  7 cm. Glebę tę zalewano pożywką d la  C. elegans w  ilości 30 m! 
(skład pożywki jak  na str. 118) ze w zrastającym i daw kam i tan iny  od 
0 do 7 g/l pożywki. Ponieważ jednak dodatek tan iny  powodował silne za­
kwaszanie pożywki, przeto w tej serii doprowadzano jej odczyn do pH  6.5
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(przy pomocy ługu sodowego) i porównywano plony stąd uzyskane z plo­
nam i zebranym i z serii, w iktórej odczyn pożywki n ie  był zobojętniany, 
lecz by ł uzależniony od koncentracji taniny. W celu uzyskania wysokich 
plonów grzybni pożywkę wzbogacono w KH2P 0 4 , w ilości odpowiadają­
cej 15 mg P^Os/lOOg gleby. Po zaszczepieniu pożywki zarodnikam i 
C. elegans, krystalizatorki przykryw ano szkiełkami zegarkowym i i w sta­
wiano do inkubacji na  okres 90 godzin przy tem peraturze 29°C.

Uzyskane plony łącznie z pom iaram i pH zestawiono w tablicy 13. 
Można z nich wnioskować, iż dodatek taniny do pożywtei jes t niezbędny 
dla otrzym yw ania wysokich plonów grzybni oraz zgodnych wyników 
z równoległych oznaczeń. Za optym alną dawkę taniny uznano 2 g na litr, 
jest to bowiem najniższa dawka, przy  której uzyskuje się najw yższe i n a j­
bardziej w yrów nane plony; odtąd tę dawkę stosowano w dalszych ba­
daniach.

T a b l i c a  13

Wjpływ koncentracji taniny w zobojętnianej i n ie zobojętnianej pożywce 
na plony grzybni C. e l e g a n s

u
P o ż у w к a

tO д  
O hń

Z o b o j  ę t n i o n a N i e z o b o j ę t n i o n a
CO ^
£ £ -M
а  Г *

рНн,о środowiska Waga grzybni w mg рНцаo środowiska Waga grzybni w mg
<D >> £
g в  t  

О S оW 2  a
przed we­

getacją
po w e­
getacji

średnia 
z 3 po­

wtórzeń
błąd * przed w e­

getacją
po w e­
getacji

średnia 
z 3 po­

wtórzeń
błąd *

0,0 6,8 5,8 83 37,2 6,8 5,4 66 28,9
1,0 6,7 3,7 266 13,6 4,5 3,3 153 5,6
2,0 6,8 3,6 326 6,0 4,5 3,3 175 ’ 4,1
3,0 6,9 3,8 315 7,9 4,4 3,1 166 5,8
4,0 6,7 3,7 310 10,2 4,4 3,0 163 9,0
5,0 6,8 3,7 310 10,7 4,3 2,9 159 12,5
6,0 6,9 3,9 311 13,4 4,3 2,8 143 13,2
7,0 6,7 3,8 !! 306 17,2 4,2 2,5 137 13,6

* Błąd pojedynczej obserwacji obliczony ze wzoru : c = j /  n — ~

Porów nanie plonów z pożywek zobojętnionych i kw aśnych przem aw ia 
stanowczo za neutralizow aniem  pożywki, w tedy to bowiem plony grzybni 
są o w iele wyższe od odpowiadających im  plonów z pożywek niezobojęt- 
nianych. Jędnocześnie stosowanie zobojętnionej pożywki nie dopuszcza 
do zakwaszenia się środowiska powyżej granicy, przy której staje się ono 
już szkodliwe dla rozw oju C. elegans to  znaczy poniżej pH 3,2.

Jednak  naw et w  zobojętnionej pożywce obserw uje się tak  znaczny 
wzrost kwasowości, iż zmusza to nas do robienia popraw ek w wynikach
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ze względu na pH  gleby; jest to niew ątpliw ie poważnym  m ankam entem  
tej metody. Źródło tego zakwaszania może leżeć w  w ypieraniu  jonów 
wodorowych z kom pleksu sorpcyjnego przez sole pożywki oraz fizjo­
logicznej działalności grzyba.

4. U s t a l e n i e  d a w k i  c u k r u

U stalanie dawki cukru  dla m etody C. elegans w m odyfikacji wagowej 
rozpoczęto od prześledzenia w pływu stężeń cukru na plon grzybni. W tym  
celu nastawiono doświadczenie, w  którym  C. elegans rozw ijał się na po­
żywkach ze w zrastającym i stężeniam i glukozy i sacharozy. W yniki do­
świadczenia zestawiono w tablicy 14. Na ich podstawie stężenie — 20 g 
cukru na 1 litr  pożywki można uznać za optym alne i to zarówno w w y­
padku sacharozy, jak i glukozy.

T a b l i c a  14
Plon grzybni w  m g przy różnych stężeniach cukru

1
1

R odzaj cu k ru
S tęż e n ia  cu k ru  w  g /l p o ż y w k i

0 1 10 20 30 50

Sacharoza brak
rozwoju

436 472 430 317

Glukoza brak
rozwoju

456 481 412 331

W dalszym  ciągu starano się ustalić ilość pożywki, jaką powinno .się 
zalewać próbkę badanej gleby w krystalizatorkach (o wym. 7 cm 0 ) . 
W tym  celu założono drugie doświadczenie, w którym  10-cio gramowe 
porcje zasobnej w fosfor glöby, zalewano w zrastającym i ilościami po­
żywki o koncentracji cukru =  20 g/l. Zakładając to doświadczenie zda­
wano sobie spraw ę z tego, że ilość wym aganej tu  pożywki jest uzależr-

T a b l i c a  15
W pływ ilości pożywki na plony grzybni C. e l e g a n s

P o ż y w k a  w  m l 
na k r y s ta liz a to r

P l o n y  g r z y b n i  w  mg  p o :

60 g o d z in a ch  | 90 g o d z in a c h  j 110 g o d z in a ch

15 380 490 492
20 404 516 517
25 418 527 524
30 402 524 519
40 347 485 508
50 300 460 496
60 — 366 457
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niona od ilości fosforu wprowadzanego do krystalizatonka wraz z glebą. 
Dlatego wzbogacono glebę w 40 mg P 2O.5 na 100 g — czyli w ilość zbli­
żoną do najwyższej, jaką się spotyka w naszych glebach. Doświadczenie 
założono w  3 powtórzeniach. Wyniki są zestawione w tablicy 15, plony 
z 3 powtórzeń podano jako średnie.

Wskazują one na to, że ze wzrostem ilości pożywki do 25 ml na kry- 
stalizator plon grzybni wzrasta; dalszemu wzrostowi ilości pożywki to­
warzyszy spadek plonu. Można to tłumaczyć tym, że przy większych 
ilościach pożywki koncentracja fosforu maleje — od niej zaś jest uza­
leżniony plon grzybni, a nie od absolutnej ilości fosforu.

Poza tym można obserwować przy 25 ml pożywki na krystalizator 
zacieranie się różnic między plonami zbieranymi po 90 i 110 godzinach 
rozwoju co wskazuje na to, iż w tych warunkach wegetację grzyba na­
leży przerywać najdalej po 90 godzinach.

5. O p i s  w a g o w e j  m e t o d y  C. elegans

Opierając się na wyżej opisanych wynikach, proponuje się następu­
jący przepis na wagową metodę C. elegans; 10 g badanej gleby (przesia­
nej przez sito o 0  2 mm) zalewa się pożywką w ilości. 25 ml w kry|sta'li- 
zatorkach o wymiarach: 7 cm średnicy i 4—5 cm wysokości. Skład po­
żywki jest taki sam jak w oryginalnej metodzie z tym, że zamiast 25 g 
ma ona rozpuszczonych 2 0  g glukozy w litrze (glukozę można zastąpić 
sacharozą) oraz, że zawiera 2 g taniny w litrze. Pożywkę doprowadza się 
do odczynu obojętnego przy pomocy NaOH, szczepi mieszaniną suchych 
zarodników z talkiem b. drobno zmielonym (w stos. 1 : 1 ) przez równo­
mierne rozsianie mieszaniny po powierzchni pożywki, a następnie kry- 
stalizatorki przykrywa się szkiełkami zegarkowymi; całość, wstawia się 
do termostatu o temperaturze od 27 do 30°C. Po 90 godzinach zdejmuje 
się wyrosłą grzybnię z powierzchni pożywki, przemywa się ją od gleby 
i zanieczyszczeń, suszy się przez około 24 godziny w temperaturze 
27—30°C i waży się. Plon grzybni porównuje się, zgodnie ze schematem 
mikrodoświadczenia Sekery i Schóbera, (12) z plonem uzyskanym z rów­
noległego oznaczenia, do którego jednak uprzednio dodano 2 0  mg Р*20 5 

w postaci KH2PO4 na 100 g glëby. Otrzymaną liczbę stosunkową, wyra­
żoną w «/o, odnosi się do liczb granicznych.

Wagowa metoda C. elegans nie została na razie wypróbowana pod 
względem swej wartości w  ocenianiu potrzeb nawozowych gleb. Czułość 
jej jest zbliżona do czułości metody A. niger  w wykonaniu Sekery oraz 
metody C. elegans i Egnera (wykres 2 ). Natomiast charakteryzuje się ona 
większą dokładnością niż wymienione wyżej metody mikrobiologiczne. 
Z tego względu oraz ze względu na swą prostotę w wykonaniu — zasłu­
guje ona na dalsze studia.

10 Roczniki Gleboznawcze
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K r ó t k i e  z e s t a w i e ń  ie w y n i k ó w

1) Nie udało się stw ierdzić obecności C. elegans w glebach polskich.
2) Prześledzenie szczegółów technicznych oryginalnej m etody C. ele­

gans pozwoliło na w prowadzenie do niej pew nych poprawek.
3) Dokładność popraw ionej m etody C. elegans wynosi około 10 °/0 

a więc w ykazuje dokładność innych m etod biologicznych.
4) Czułość popraw ionej m etody C. elegans w  określaniu fosforu 

„dostępnego“ jest większa od czułości m etody Egnera, m etody A. niger 
według Sekery i wagowej C. elegans.

5) Oznaczono fosfor m etodą C. elegans i m etodą Egnera w 143 róż­
nych glebach i na tej podstaw ie nakreślono dwie liczby graniczne dla 
m etody C. elegans; na tej również podstawie obliczono, że zgodność obu 
m etod w określaniu potrzeb nawozowych gleb względem fosforu wynosi: 
średnio dla 143 gleb — 77,8% (dla klasy koniecznie wym agającej nawo­
żenia — 85,3%, dla klasy w ym agającej w ątpliw ie nawożenia — 80,4%, 
dla klasy nie wym agającej nawożenia 73,7%).

6) Opracowano w zarysie wagową m etodę C. elegans.
7) Sądzi się, iż przydatność m etody C. elegans do oznaczania potrzeb 

nawozowych gleb je s t większa od przydatności innych metod.
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M. ГУРСКИ И О. НОВОСЕЛЬСКИ

О ПРИГОДНОСТИ ГРИБКД CU NNIG HAM ELLA ELEG AN S  
К ИССЛЕДОВАНИЮ ПОТРЕБНОСТИ ПОЧВ В ФОСФОРНЫХ

УДОБРЕНИЯХ

Р е з ю м е

1) Не оказалось возможным доказать присутствие C. elegans в по­
чвах Польши.

2) Детальная техническая проработка подлинного метода с C. eZe- 
gans дала возможность несколько улучщить метод.

3) Точность исправленного метода с C. elegans составляет около 
10% и походит на точность других биологических методов.

4) Чувствительность исправленного метода с C. elegans при опре­
делении доступного растениям фосфора превосходит чувствительность 
метода Эгнера, метода Aspergillus niger по Секере и весового метода с 
С, elegans.

5) Содержание ф осфора в 143 различных почвах было определе­
но по методу с C. elegans и по методу Эгнера и на основании этого 
были начерчены две предельные кривые для метода с C. elegans. 
Основываясь на них было установлено, что согласованность обоих 
методов при определении удобрительных потребностей почв в фос­
форе составляла в среднем 77,8% для каждой из 143 почв, причем 
в классе почв безусловно нуждающихся в удобрении согласованность 
достигала 85,3%, зато в классе почв с сомнительной потребностью 
в фосфорных удобрениях она составляла 80,4% и в классе почв не 
нуждающихся в удобрении 73,7%.

6) Проработана была схема весового метода с C. elegans.
7) Мы полагаем, что метод определения удобрительных потреб­

ностей с помощью C. elegans более пригоден для этой цели чем дру­
гие методы.



M. GÓRSKI and O. NOW OSIELSKI

THE SERVICEABILITY OF THE FUNGUS, CU N N IN G H AM ELLA  
E LE G A N S , FOR THE PURPOSE OF INVESTIGATING THE FER TILIZ­

ING REQUIREMENTS OF SOILS AS REGARDS PHOSPHORUS.

(Dept, of A gro-G hem istry — S. G .G. W. — W arsaw)

S u m m a r y

1) The presence of C. elegans in Polish soils was not established.
2) Careful observation of the technical details of the C. elegans m e­

thod m ade possible the in troduction of certain  corrections.
3) The accuracy of the im proved C. elegans m ethods am ounts to about 

10% and is sim ilar to th a t of other biological methods.
4) The sensitivity of the im proved C. eleqans m ethod in determ ining 

the phosphorus „available“ is g rea ter than th a t of the Egner method, 
or the Aspergillus niger m ethod (according Sekera).

5) Phosphorus was defined in  143 d ifferen t soils by m eans of the
C. elegans and the Egner m ethods and on this basis two lim itation values 
w ere established for the C. elegans m ethod and it was calculated th a t the 
conform ity of both m ethods in  defining the fertalizing requirem ents of 
soils in regard  to  phosphorus am ounts to: on an average for 143 soils — 
77,8% ((for the  class for which fertilisation is absolutely necessary — 
85,3%; fo r the class for which the necessity for fertilisation is doubtful 
— 80,4%; for the class not requiring fertilisation  — 73,7%).

6) The C. elegans weighing m ethod was w orked out in outline.
7) It is considered th a t the C. elegans m ethod is m ore serviceable 

than any o ther for determ ining the fertilising requirem ents of soils.
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