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PRZYDATNOSC GRZYBA CUNNINGHAMELLA ELEGANS DO
BADANIA POTRZEB NAWOZOWYCH GLEB WZGLEDEM FOSFORU
(Z Zakladu Chemii Rolnej SGGW — Warszawa)

Poza metodg polowa nie posiadamy takich metod badania potrzeb na-
wozowych gleb, ktore obejmowalyby caloksztalt czynnikow wplywaja-
cych na ilosé fosforu, jaka przyswoi ro§lina w ciggu wegetacji. Dlatego
wyniki otrzymywane dotychczas stosowanymi metodami majg charakter
wzledny i aby nabra¢ wlasciwego znaczenia musza byé odnoszone do
doswiadezen polowych i z nimi byé porownywane. Jest to réwnoznaczne
z koniecznoscig opracowania tzw. liczb granicznych. Dotychczas dla na-
szych warunkéw nie zostaly one rozpracowane w stosunku do zadnej
metody. Opracowanie ich jest bardzo uciazliwe i polaczone z olbrzymimi
kosztami. Z tego wzgledu powinno sie opracowaé je przede wszystkim
dla takiej metody, ktora 1) obejmowalaby mozliwie jak najwiecej czyn-
nikéw wplywajacych na przyswajalnosé fosforu z gleby, 2) przedstawia-
laby wartos¢ jako metoda w ogdle, tzn. dawalaby wyniki zgodne w réow-
nolegtych oznaczeniach i bylaby czula na zmiany w iloSci badanego
czynnika, 3) bylaby prosta w wykonaniu, predka i nada]a,ca sie przez to
do masowego uzycia.

W pracy niniejszej chodzilo o ustalenie, w jakim stopniu metoda Cun-
ninghamella elegans spelnia wymienione wyzej warunki oraz jaka
przedstawia wartos¢ jako metoda badania potrzeb nawozowych gleb
w poréwnaniu do innych metod.

Literatura zwigzana $cile z tym zagadnieniem jest stosunkowo uboga.

W 1905 r. Lendner A. (1) donosi o zidentyfikowaniu nowego ga-
tunku grzyba z rodzaju Cunninghamella — C. elegans.

W 1908 r. tenze autor (2) opisuje cechy botaniczne i fizjologiczne tego
gatunku.

W 1935 r. Mehlich A, Fred E. B.i Truog E. (3) przesledzili
przeszto 15 gatunkéw roznych grzybéw pod wzgledem ich sposobu re-
agowania na zmiany w ilosci fosforu dostepnego. Okazalo sig, iz sposréd
nich C. elegans byl najwrazliwszy na zmiany w zawartosci fosforu, da-
wal najszybszy i najregularniejszy rozwo6j poziomy oraz gesta bialg
grzybnie. Na tej podstawie autorzy ci opracowali metode oznaczania
fosforu dostepnego w glebie. Oto opis tej metody: — ,.glebe przesiana



118 M. Gorski i O. Nowosielski

przez sito o Srednicy 2 mm nasyca sie pozywka (specjalnie utozong dla
C. elegans) do okolo 60% maksymalnej pojemnosci wodnej. Sktad po-
zywki jest nastepujacy:

glukoza . . . <« . . . 250¢g
NH,NO, . . e e e 25 g
pepton . . . . . . . 0,5 g
roztwor soli mineralnych . 5,0 ml
woda destylowana . . . . . 1000,0 ml

odczyn obojetny

Roztwor soli mineralnych zawiera w 100,0 ml wody:

KCl . . . . . .. .. . 20,0 g
MgSO,-7HO . . . . . . . .100¢g
FeSO,-7THO . . . . . . . . 02¢g
ZnSO,-7H,O . . . . . . . . 02¢g

Po wymieszaniu gleby z pozywka umieszcza sie ja w malych szalkach
Petriego i wygladza sie jej powierzchnie lopatks. Nastepnie szczepi sig
ja na $rodku kropelka bardzo gestej, bogatej w zarodniki zawiesiny.
Szczepienia dokonuje sie przy pomocy ezy o Srednicy 3 mm. Wiek
grzybni, z ktérej zbiera sie zarodniki do szczepienia, musi wynosi¢ co
najmniej tydzien, ale nie moze przekraczaé¢ 4 tygodni. Zaszczepiong glebe
wstawia sie do wiekszego naczynia o okres§lonej wilgotnosci i przykrywa
sie szklang plyta. Calo$¢ umieszcza sie w termostacie na przeciag 48 godz.,
w temperaturze od 27 do 30° (optymalna temperatura = 29%. W' tych
warunkach, w zaleznosci od ilosci fosforu dostepnego w-glebie, rozwija
si¢ na jej powierzchni wiekszy lub mniejszy krazek grzybni. Rzadko sie
zdarza, aby mikroflora gleby zagluszyla rozwdj grzybni; zapobiega sie
temu przez trzymanie prébki gleby w okolo 40°C przez kilka dni.

C. elegans jest malo wrazliwy na odczyn Srodowiska i moze sie roz-
wija¢ w zakresie od pH 3,2 do pH 8,6. Natomiast jest bardzo wrazliwy
na obnizanie sie zawartosci fosforu rozpuszczalnego, jakie towarzyszy
wzrostowi alkaliczno$ci. Dlatego tez w tej metodzie nalezy traktowac
gleby o pH powyzej 7,6 odpowiednimi ilo$ciami kwasu cytrynowego
w celu doprowadzenia ich reakcji do obojetnej lub stabo alkalicznej
(pH 6,8—1,5).

W 1935 r. ci sami autorzy (4) oglaszajag pewne poprawki do tej me-
tody. Dalej metoda ta zajmowali sie¢ w roku 1936 pracownicy laborato-
rium Wisconsin (5) oraz Reuszer H. W. (6), w roku 1938 Mooers
C. A. (7)iwkohcu Sziszelowa (8).

Z przegladu literatury wynika, iz metoda C. elegans pozwala przez
prosty pomiar $rednicy otrzymaé wartoSci dotyczace ilosci dostepnego
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fosforu znajdujacego sie w glebie. Tym réznj sie¢ ta metoda od innych
metod mikrobiologicznych, ktére albo oceniaja ilosé  dostepnego fosforu
w sposob jakoSciowy, jak np. metoda Azotobaktera w wykonaniu W i-
nogradskiego-Ziemieckiej albo, jesli nawet nosza charakter
" ilosciowy to sg bardziej skomplikowane (np. metoda Aspergillus niger
w wykonaniu Sekery i Schobera (12,13)).

Totez postanowiliSmy zaja¢ sie ta metody i to tym bardziej, iz prze-
pisy dotyczace jej wykonania wykazuja pewme luki i niescislosci.

BADANIA WLASNE

I. Badania nad oryginalng metodg Cunninghamella elegans

1. Spos6b otrzymywania zarodnikow C. elegans. Po
dokonaniu licznych -bezowocnych préb odszukania organizmu C. elegans
w naszych glebach sprowadzono czysta jego kulture z Muzeum Mykolo-
gicznego w Baarn (Holandia). Cechy morfologiczne i fizjologiczne spro-
wadzonego grzyba odpowiadaly takimze cechem podanym przez L end-
nera w charakterystyce tego gatunku (2).

Kulture te rozmnazano przez zaszczepianie podloza chlebowego za-
rodnikami réznego wieku od 1 do 6 miesiecy. Przygotowanie podtoza
chlebowego jest bardzo proste. Chleb kroi sie na kromki o grubo$ci okolo
1 cm i wysciela sie nimi szalki Petriego. Nastepnie nasyca sie go woda.
Kwasny chleb nalezy zneutralizowa¢ przez dodanie do wody odpowied-
niej ilosci lugu. Po dostatecznym nasyceniu chleba woda szalki przy-
krywa sie, zawija si¢ je w papier i sterylizuje przez 90 minut przy 1,5
atmosfery. Wysterylizowany chleb szczepi sie kultura grzyba i wstawia
do termostatu o temperaturze 29°C.

Otrzymywano zawsze bardzo szybki i silny rozwéj grzybni, ktéra wy-
pelniala sobg nawet cala objetosé duzych szalek Petriego (20 cm $rednicy
i 3 em wysokosci). Szalki z grzybnig mozna potem przetrzymywaé row-
niez i w temperaturze pokojowej, unikajac jednak zbyt silnych jej wahan.

Zarodniki C. elegans nie tracg zdolhosSci kietkowania w tych warun-
kach juz po 2 miesigcach przechowywania, jak to podawal Lendner,
lecz zachowuja ja nawet po przeszlo pét roku. Normalnie do badan me-
todycznych pobierano zarodniki z kultur nie mtodszych od dwutygodnio-
wych i nie starszych od miesiecznych, trzymajac sie pod tym wzgledem
Scisle wskazoéwek autoréow (3) oryginalnej metody.

Pobierania zarodnikéw dokonywano przez zalewanie kultury woda
destylowana i przeprowadzenie do niej zarodnikéw przy pomocy pocie-
rania powierzchni grzybni bagietka. Kilkakrotne potarcie sprawia to, ze
zarodniki obsypuja sie z gléwek zarodnikono$nych i mieszajg sie z woda
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tworzac zawiesine. Te zawiesing przemoszono na bibule filtracyjna, gdzie
przemywano ja od fosforu i innych zwigzkoéw, jakie mogly sie tam dostaé
z chleba. Pozostale na saczku zarodniki przenoszono do malych szalek
Petriego i rozcienczano woda destylowang do stanu péiplynnej papki.
Malutka kropelka takiej papki szczepiono gleby. Plon zarodnikéw z jed-
nej szalki przecietnie wystarcza na okoto 100 szczepien.

Ten sposbb produkowania i przyrzadzania do szczepienia zarodnikéw
odbiega nieco od tego, jaki zalecaja Mehlich i wspélautorzy. Ci bo-
wiem po pierwsze: grzybnie, z ktoérej ma sie otrzymaé zarodniki, hodujg
na brzeczce $cigtej agarem (25 g brzeczki, 20 g agaru i 11 wody); po dru-
gie: przyrzadzaja zawiesine zarodnikéw wprost z podloza hodowlanego
przez zalanie go woda destylowana i wstrzgsanie. Zalecany przez mich
sposéb jest wprawdzie prostszy, ale nie pozwala uzyskaé¢ dostatecznie
gestej zawiesiny zarodnikéw, nie uwzglednia przemycia ich od zanie-
czyszczen i fosforu oraz wydaje slabiej plonujaca grzybnie.

2. Wiek zarodnik6éw uzywanych o szczepienia;
Sprawdzono takze, jakim wahaniom bédzie ulegala s$rednica grzybni
w miare jak wiek zarodnikéw bedzie coraz bardziej przekraczal 4 tygo-
dnie. W tym celu wymieszano dokladnie okolo 800 g gleby z pozywks
i nabito nia male szalki Petriego; zaszczepiono je papkami zarodnikow
o réznym wieku i wstawiono w jednym naczyniu do termostatu na 36
godzin w temperaturze 29°C. Wyniki tego do$wiadczenia sg zebrane
w tablicy 1.

Tablica 1

Wplyw wieku zarodnikéw na $rednice grzybni C. elegans

Wiek zarodnikoéw 10 dni |4 tygodnie|2 miesiace|3 miesiqcel«l miesigce|6 miesiecy

Srednica grzybni w mm | 25—25 25—25 25—24 24—23 21—20 18—16

Liczby zawarte w tablicy 1 pozwalaja stwierdzi¢, ze do szczepienia
mozna uzywaé nawet zarodnikéw dwumiesigeznych. Tymczasem w ory-
ginalnej metodzie nie zaleca sie¢ stosowania zarodnikéw starszych od
4-tygodniowych.

W doswiadczeniu tym nie wzieto pod uwage zarodnikéw mlodszych
od tygodniowych dlatego, ze jeszeze nawet z tygodniowych kultur trudno
jest “otrzymaé wiekszg ilos¢é zarodnikéw. Grzybnia najbardziej plonuje
w zarodniki — w wypadku rozwoju na chlebie — dopiero po dwéch ty-
godniach od chwili zaszczepienia.

3. Gesto§é uzywanej do szczepienia zawiesiny
zarodnikoéw. Szczepienie gleb sposobem zalecanym w oryginalnej
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metodzie nie dawalo dobrych rezultatéw, przeto w dalszych badaniach
szukano innego, mozliwie najlepszego sposobu szczepienia. W tym celu
przyrzadzono 5 zawiesin zarodnikéw o réznej gestosci i kladziono malut-
kie ich kropelki przy pomocy bardzo cienkiej, szklanej paleczki na po-
wierzchnie gleby. Kropelki te czesto rozlewaly sie po powierzchni gleby,
zamiast leze¢ na jej srodku. Stad sprébowano umieszczaé je do uprzednio
zrobionych na srodku gleby dotkéw, o srednicy okolo 1 do 2 mm i glebo-
kosci okolo 1 mm. Wyniki doswiadczenia zostaly ujete w tablicy 2.

MTablica 2

Wplyw sposobu szczepienia i gesto$ci zawiesiny zarodnikéw na zwartosé i ksztalt
krazkéw grzybni

Srednica grzybni przy umieszczaniu kropli

Stezenie zawlesiny zawiesiny zarodnikéw :
zarodnikéw
na powierzchni gleby we wgtebieniu
A ,papka” 20X24 24x23 21x23 24X24 23<24 24X23

+4++ H++ Ft++ | A+ A+ A+

B ,papka” rozcien- 20X25 24x24 22x25 2423 23x23 24X24
czona 10 razy ++ ++ ++ ++ ++ ++

(o] ,,papka" rozcien- 23 X23 21X24 24x22 23X24 23XxX24 24x24
czona 100 razy + + + + + +

D ,papka’™ rozcien- 20X25 24X23 21X24 | 24X24 23x24 23X23

czona 1000 razy - - — — — -
+++ oznacza grzybnie gesta, silnie odcinajaca sie od tta gleby

+ . . rzadka, ktorej kontury zlewajg sie z tltem gleby
++ . ’ rzadszg, slabiej odcinajgca sie od tla gleby
— . - zupelnie watla, nie nadajgcg sie¢ do pomiarow.

Wyniki przytoczonej tabelki wskazujg na to, ze zalecane w oryginal-
nej metodzie szczepienie gleby kropla zawiesiny kladzionej na jej po-
wierzchnig daje krazki grzybni nieregularne, o ksztaltach czesto mocno
wydtuzonych. Natomiast szczepienie przez umieszczenie kropli ,papki‘
zarodnikéw w wglebieniu wykonanym na $rodku gleby daje regularny
rozwo6j grzybmni. '

Zwarto$¢ i zwigzana z tym mozliwo§¢ dobrego pomiaru Srednicy
grzybni spadata w miare rozcienczania zarodnikéw i przy kombinacji D
byla najstabsza:

Gestosé zawiesiny nie miata wplywu na wielkosé Srednicy; ale grzyb-
nie gleb szczepionych rzadszymi zawiesinami byty watle, rzadkie i trudne
do pomiaru. Dlatego tez wybrano sposéb szczepienia, przy ktérym
,,papke* umieszcza sie do wglebienia znajdujacego sie na srodku gleby.
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Zastosowanie tego sposobu szczepienia mialo bardzo duze znaczenie
dla dokladnosci metody i dla otrzymywania przy jej pomocy zgodnych
wynikéw miedzy réwnoleglymi oznaczeniami.

4, Zagluszanie rozwoju grzly-ba przez mikroflore
naturalng gleby. Nastepnym zagadnieniem, ktére wymagalo lep-
szego rozwiazania niz to, jakie mialo w metodzie oryginalnej — bylo za-
gadnienie zagluszenia rozwoju grzyba przez naturalng mikroflore glebows.

Poczatkowo powtarzano kilkakrotnie oznaczanie fosforu trzymajac sie
Scisle przepisow metody oryginalnej, nie otrzymywano jednak zgodnych
.wynik6w miedzy réwnoleglymi powtoérzeniami, a w wielu wypadkach
obserwowano zupelne zahamowanie rozwoju grzybni.

W metodzie oryginalnej zaleca sie w takich razach przetrzymywanie
gleb przed analiza w temperaturze okoto 40°C przez kilka dni. Powinno
to zabi¢ lub oslabi¢ naturalng mikroflore do tego stopnia, aby nie byla
ona w stanie zagluszaé rozwoju grzyba. Niestety jednak zastosowanie sie
do tych zalecen nie dawalo pozytywnych rezultatow i nadal obserwo-
wano zahamowywanie rozwoju grzybni i w zwiazku z tym brak zgod-
nosci miedzy réwnolegtymi oznaczeniami.

Nalezy przypuszczaé, iz wprowadzenie do gleby cukru wraz z pozywka
mineralng i latwo dostepnymi zwigzkami azotu nie moze pozostaé bez
znaczenia dla naturalnej mikroflory. Najprawdopodobniej powoduje ono
zachwianie sie naturalnego stosunku azotu do fosforu i w warunkach
optymalnej wilgotnosci i temperatury wywoluje gwaltowne objadanie
gleby z fosforu przez naturalng mikroflore. Przetrzymywanie gleby
w temperaturze 40°C moze op6znié troche ten proces, ale go nie likwi-
duje. Intensywniejszy jego przebieg godzi w sama zasade metody, ktora
przeciez opiera si¢ na zaleznoSci rozwoju grzyba od koncentracji fosforu
w, glebie. Z tego wiec wzgledu najstuszniejszym rozwigzaniem sprawy
objadania gleby z fosforu przez naturalng mikroflore bylo jej zniszcze-
nie; pozwoliloby to bada¢ koncentracje fosforu przyswajalnego w glebie,
jaka rzeczywiscie istnieje w momencie pobrania préobki do oznaczenia.
Cel ten mozna bylo osiggnaé przez zastosowanie odpowiedniego antysep-
tyku (zabijanie mikroflory temperaturg odrzucono ze wzgledu na uru-
chamianie sie fosforu w trakcie ogrzewania gleby).

Antyseptykiem takim okazala sie tanina (glukozydowe polgczenie
kwasu gallusowego z glukozg). Jest to ten sam zwiazek, ktéry sluzy jako
antyseptyk i zrédto wegla przy metodzie A. niger Sekery. Wprowadza
sie ja do gleby wraz z pozywka. Ilos¢ taniny niezbedna dla unieszkodli-
wienia mikroflory zalezy po czesci od jej zabdjczego dzialania, a po cze-
$ci od sktadu mechanicznego gleby. Ilosé te ustalono dla gleby (o skia-
dzie mechanicznym zblizonym do przecietnego dla gleb polskich), to zna-
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czy dla piasku gliniastego mocnego. Przy ustalaniu koncentracji taniny
chodzilo o takg dawke, ktora przygluszalaby mozliwie jak najmocniej
naturalng mikroflore gleby, ale jeszcze nie wplywala ujemnie na rozwdj
grzyba.

W tym celu nastawiono doswiadczenie ze wzrastajacymi koncentra-
cjami taniny i obserwowano rozwéj grzybni. Wyniki tych badan sg przed-
stawione w tablicy 3.

Tablica 3
Wplyw koncentracji taniny na rozwdj grzybni
110§¢ taniny w g na litr Sred'nica grzybni w mm mierzona po uptywie:
pozywki T
28 godzin 36 godzin
1 niemal brak rozwoju 15, 17, 18, 18
2 ™ 20, 21, 22, 22
3 - - 22, 22, 22, 23
4 6, 6, 17, 6 23, 24, 24, 25
5 7, 7, 17, 10 24, 25, 26, 26
6 7, 7, 1, 5 25, 26, 26, 27
7 7,07 7, T 29, 30, 30, 30
8 8 8 9 9 26, 27, 27, 28
10 12, 12, 12, 13 26, 26, 27, 28
15 14, 14, 14,- 15 i 26, 26, 27, 27
0 brak rozwoju 13, 15, 16, 17
0 ale gleba niemal brak rozwoju 15, 17, 18, 18
trzymana w 40° C przez 2 doby

Wskazujg one na staly wzrost srednicy grzybni w miare jak ros$nie
koncentracja taniny — przy 28 godzinach rozwoju grzyba. Natomiast
odezyty dokonane po 36 godzinach rozwoju wykazaty, iz Srednica grzybni
ro$nie w miare wzrostu koncentracji taniny ale tylko do pewnego ste-
zenia, to jest do 7 g na litr. Dalszy wzrost koncentracji taniny dziala juz
ujemnie na wzrost grzybni.

tad koncentracje odpowiadajaca 7 g taniny na litr pozywki uznano
za optymalng i taka wlasnie koncentracjg poslugiwano sie w dalszych
oznaczeniach.

5. Wptyw cukru w pozywce na rozwoéj C. elegans.
W zwigzku z wprowadzeniem taniny, ktéra zawiera w sobie miedzy in-
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nymi i glukoze, trzeba bylo na nowo ustali¢ ilo§¢ cukru w pozywce. W tym
celu zalozono doswiadczenie kombinowane, w ktérym dodawano wzra-
stajace iloSci cukru przy réznych koncentracjach taniny. Jako cukru
uzyto mieszaniny sacharozy z glukozg w stosunku 10:1 (ten rodzaj cu-
kréw zastosowano ze wzgledéw ekonomicznych na podstawie poprzednio
przeprowadzonych doswiadczen z ktérych wynikalo, iz sacharoza dziala
podobnie do glukozy).

Wyniki do§wiadczen zebrano w tablicy 4. Wnioskujgc z nich, za naj-
lepsza dawke cukru mozna uznaé¢ 22-gramows dawke przy 7 g taniny/l
pozywki; przy tej koncentracji cukru Srednica grzybni jest stosunkowo
najwieksza, a jednoczeénie wyrazisto$é jej i czytelnosé odezytow jest wy-
starczajgco dobra. -

Tablica 4
Wplyw koncentracji taniny i cukru na rozwdj i wyrazisto§é grzybni
Koncentracja Koncentracja Srednica grzybni W mm po
taniny w g/l cukru w g/t Wyglad grzybni;
pozywki pozywki 26 godzinach 36 godzinach
0 15 5, 7 10, 14 bardzo watla
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 $§redni ,,
4 i 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 » ’
i 26 23, 24 24, 24 ;ilne przerosty
7 30 25, 25 25, 26 nieczytelna
12 22 20, 21 21, 22 nieczytelna

Przerosty i slaba czytelno§¢ przy innych kombinacjach sg spowodo-
wane prawdopodobnie nadmierng iloScig cukru w stosunku do ilosci
fosforu.

6. Wptyw pozywki na zmiany odczynu gleby. Wpro-
wadzenie taniny powoduje zmiane pH pozywki z 6,8 na 4,0. Traktowanie
gleby tak mocno zakwaszong pozywka mogloby spowodowaé uruchomie-
nie fosforu, zwlaszcza na glebach lekkich. Azeby tego unikngé pozywke
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z taning doprowadzano do odczynu obojetnego przy pomocy NaOH. Litr
pozywki z 7g taniny wymaga do swego zoboje¢tnienia okolo 30 ml
0,2 n NaOH. '

Bylo teraz rzecza interesujacy stwierdzenie w jakim stopniu pozywka,
lub sam grzyb, zmieniajg odczyn gleby. W celu przesledzenia tego za-
gadnienia 7 réznych typéw gleb o rozmaitym odczynie nasycano po-
zywka, wywolywano na nich rozmaity rozwéj grzybni (przy pomocy 4
wzrastajagcych dawek P»Os; w postaci KHygPO4) i we wszystkich tych
kombinacjach mierzono odczyn gleby przed i po nasyceniu jej pozywka
oraz po 36 godzinach rozwoju grzybni (w tym ostatnim wypadku mie-
rzono odczyn warstewki gleby znajdujacej sie¢ tuz pod grzybnig). Wyniki
pomiar6éw zestawiono w tablicy 5.

Przytoczone wyniki nie pozwalaja wyciagnaé wnioskéw stwierdzaja-
cych, iz rozwdj grzybni dziala zakwaszajaco na glebe.

Natomiast wyrazniejszy wplyw na zmiane odczynu gleby ma samo
wprowadzenie pozywki do gleby. Wywoluje ono poczatkowo silny spa-
dek pH, zwlaszcza na glebach lzejszych (tabl. 5 — gleba nr 1, 2, 6). (Wi-
docznie kationy soli mineralnych pozywki musialy tu wyprze¢ wiekszag
ilos¢ jonéw H z kompleksu sorpcyjnego). Natomiast gleby ciezsze
(4,5, 7) i piaski prochniczne (3) nie zmienily znaczniej swego odczynu po
wprowadzeniu do nich pozywki.

We wszystkich wypadkach, po wprowadzeniu pozywki, tworzy sie
nowy stan réwnowagi miedzy kompleksem sorpcyjnym a roztworem gle-
bowym i wtedy nie obserwuje si¢ juz wiekszych zmian w odczynie gle-
by bez wzgledu na rozwéj grzybni.

7. Wplyw stopnia nasycenia gleby pozywka i wil-
gotno$ci atmosfery inkubacji na rozwéj grzybni
Ostatnim zagadnieniem bylo przeSledzenie wplywu stopnia nasycenia
gleby pozywka i wilgotnosci atmosfery otaczajacej grzybnie na jej roz-
wo6j. W tym celu zalozono doswiadczenie, w ktérym gleby nasycano wzra-
stajacymi ilo§ciami pozywki (co 0,5 ml/100 g gleby). Serie takie podda-
wano oznaczeniom na fosfor metoda C. elegans, z tym jednak, ze umiesz-
czano je w krystalizatorach, ktéorych dna byly wyscielane bibulg, nasy-
cang wzrastajagcymi ilo$ciami wody od 0 do 8 ml na krystalizator; przy-
krywano je szklanymi plytamj i wstawiano do termostatu.

Przy slabym nasyceniu gleby pozywka uzyskiwano za male -$rednice
grzybni. Natomiast takie masycanie, przy ktéorym na powierzchni gleby
wystepowala cienka blonka pozywki, wywolywalo nieregularny rozwdj
grzybni z silnymi przerostami. Zgodnie z uwagami autoréw oryginalnej
metody ilos¢é pozywki potrzebna do wlasSciwego nasycenia gleby ulega
znacznym wahaniom, ktére zalezg od skladu mechanicznego gleby.
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Tablica 5

Wplyw pozywki i rozwoju grzybni na odczyn réznych gleb nawozonych
warastajacymi dawkami P:0s

Odczyn gleby i Srednica grzybni po 36 godzinach rozwoju,

%‘ %' przy wgrastajacych dawkach P;O; (mg/100 g pleby)
Gleba C E ® 'g <! gleba niena- o

g E E. 8 '; wieziona +4 mg +8 mg +12 mg

g § g §§ PHH,0 pHuo|. @ |pHyo|. D@ |oH

Og |08 a 9w mm 30| wmm L0 | w mm H,0 wm

1. Piasek wodno- | 6,2 5.4 5,4 19 5,4 27 54 28 5,4 25

lodowcowy '
(7°/o czesci |
splawialnych) |

2. Piasek zwato- | 70 | 57 | 60 | 17 | 57 | 27 | 56 | 27 | 55 | 25
wy (3%, czesci
sptawialnych) !

3. Piasek proch- | 6,0 | 53 | 5.1 20 51 | 25 51 | 24 51 | 23
niczny (18%/,
czeSci spla-
wialnych)

4. Piasek glinia- 6,5 6,3 6,0 35 5,9 35 5,6 40 5,9 32
sty mocny
(17%, czesci
sptawialnych)

5. Glina spiasz- 68 | 64 | 62 | 65 6,0 | 24 61 | 25 60 | 30
czona (239,
czesci spla-
wialnych)

6. Piasek pylasty | 55 | 45 | 4.5 12 4,4 17 44 | 23 43 | 24
mocny (209/,
czeSci spla-
wialnych)

bl

Glina lekka 6,7 6,2 6,0 11 6,0 21 6,1 25 5,8 33
(289/, czesci
splawialnych)

8. Mada mocna 6,7 6,1 5,7 14 6,0 22 | 6,0 25 6,2 30
(389, czesci
sptawialnych)

Nawilgocenie bibuty woda miato wplyw na wyrazistos¢ odczytow.
Nie moze by¢ ono mniejsze od 2ml (przy normalnym krystalizatorze
Neubauera) ani wigksze od 5—6 ml, gdyz w jednym i drugim przypadku
ofrzymuje si¢ duze przerosty i nieregularny rozwoj grzybni.
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8. Opis metody C. elegans po wprowadzeniu do niej
poprawek. Wprowadzenie wyzej opisanych poprawek, a zwlaszcza
zastosowanie taniny, pozwolito skrécié okres rozwoju grzybni z 48 godz.
do 36. Wprawdzie jeszcze i po 36 godz. nastgpuje pewne rozszerzanie sig
krazka grzybni, ale odbywa sie ono kosztem zacierania si¢ réznic miedzy
probkami o roéznej koncentracji fosforu. To skrécenie okresu rozwoju
grzybni ulatwilo mierzenie jej $rednicy; bowiem po 36 godz. spotyka sie
o wiele rzadziej przerosty grzybni niz po 48-godzinnym jej rozwoju.

Po uwzglednieniu wszystkich dokonanych tu poprawek opis metody
przedstawia sie nastepujaco: Probke powietrznie suchej gleby nasyca sie
pozywka do tego stopnia, azeby po umieszczeniu jej i wygladzeniu w szalce
Petriego (0 ¢ 50mmm) nie wystapila na powierzchni cienka warstewka
plynu. Pozywke przyrzadza sie w taki sam sposéb, jak w metodzie ory-
ginalnej (patrz str. 118) z tym, ze wprowadza sie do niej jeszcze 7 g taniny
na 1 litr NaOH i 30 ml 0,2 n NaOH na 1 litr pozywki. Zamiast glukozy mozna
uzywac¢ mieszaniny sacharozy z glukoza w stosunku 10 :1 (w litrze po-
zywki rozpuszcza sie 22 g mieszaniny cukréw). Glebe umieszcza sie
w szalkach Petriego, wygladza sie jej powierzchnie i szczepi sie ja mala
kropelka ,,papki“ zarodnikéw, ktorg kladzie sie do dolka (o wym.
1—2mm @ i 1 mm glebokosci), wykonanego w samym srodku powierz-
chni, przy pomocy cienkiej paleczki szklanej lub drewnianej. Zawiesine
zarodnikow uzyskuje sie w ten sposob, iz grzybnie w wieku od 1 do 8 ty-
godni zalewa sie woda destylowang, do ktérej przeprowadza sie zarod-
niki przy pomocy bagietki. Kilkakrotne pocieranie powierzchni grzybni
bagietka odrywa konidia od gléwek zarodnikonosnych. Nagromadzaja sie
one w wodzie, tworzac mniej lub wiecej gesta zawiesine. Zawiesine te
przenosi sie na saczek z bibuly filtracyjnej — odmywa sie zarodniki od
zanieczyszczen i fosforu i zbiera sie je w postaci ,,papki do malego, szkla-
nego naczynka. Zbyt gesta ,,papke” rozciencza sie nieco kropla wody
i w takim stanie szczepi sie nig glebe. Szczepienia dokonuje sie przy po-
mocy cienkiej paleczki szklanej lub drewnianej (zaostrzona zapatka).
Zaszczepione plytki wstawia sie do neubauerowskich krystalizatoréow
(okolo 12 em @), ktérych dno jest pokryte bibula, nasycong kilkoma ml
wody. Krystalizatory wstawia sie do termostatu (po przykryciu ich szkla-
nymi plytami) na przeciag 36 godzin — do temperatury = 27—30°C. Po
tym czasie mierzy sie¢ Srednice rozwijajacej sie grzybni przy pomocy
cyrkla lub suwaka z noniuszem. Ze wazgledu na réznice w réwnolegltych
wynikach — oznaczen dokonuje sie w 2—3 powtérzeniach.

Wprowadzenie wyzej wymienionych poprawek (wynikajace z przesle-
dzenia szczegblow technicznych metody) przyczynito sie do uzyskiwania
przy pomocy metody C. elegans zgodniejszych wynikow miedzy réwno-
leglymi oznaczeniami i skrécilo czas. jej trwania.
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II. Doktadno$¢é poprawionej metody C. elegans

Dokladno$é metody polega na stopniu zgodnosci wynikéw miedzy
rownoleglymi oznaczeniami. Poczatkowo sprawdzono ja na bielicy lek-
kiej, wykonujgc na niej 20 réwnoleglych oznaczen. Wyniki tych ozna-
-czen umieszczono w tablicy 6. Srednice grzybni tu podane ulegaja pew-
nym niewielkim wahaniom od 22 do 25 mm. Srednia arytmetyczna wy-
nosi okraglo 24 mm, a Sredni blad pojedynczego oznaczenia 0,8 mm.

Tablica 6

Wahania w Srednilcach grzybni C. elegans rozwijajacej sie¢ przy jednakowej
zawartosci fosforu w glebie

$rednica grzybni w mm X

1 za i 24 %10 25X 5,
ilo§é oznaczen — —

22x1, 234,

Nasuwalo sie podejrzenie, ze stopien dokladnosci tej metody bedzie
zalezal od koncentracji fosforu w glebie i od wlasciwosci sorpcyjnych
gleb. Jednak przeS§ledzenie tej dokladno$ci ma 140 -r6Znych' glebach nie
potwierdzilo tych przypuszczen. Dokonywano tu oznaczen w 3 powtérze-
niach; nigdy réznice nie przekraczaly 3 mm, a przecigtnie wynosily
1—2 mm. Takze oznaczenie fosforu w 3 powtérzeniach, w 8 réznych gle-
bach o wzrastajacych koncentracjach P,O; nie wykazato jakiejs wyraz-
niejszej zaleznosci miedzy wielkoscia $rednicy grzybni a dokladnoscig
metody — tu tez réznice w rownoleglych oznaczeniach wynosily prze-
cietnie 1 do 2 mm.

Stad mozna przyja¢, iz obliczony blad pojedynczego oznaczenia rowny
0,8 mm charakteryzuje dokladno§¢ metody na wszystkich glebach.

' Swiadeczy to o tym, ze metoda ta, podobnie jak i inne metody biolo-
giczne, pozwala pracowaé¢ z dokladnoscig mniej wigcej 10%o.

III. Czutos$¢ metody C. elegans

W celu uzyskania pelniejszego obrazu wartosci metody C. elegans
przesledzono takze jej czulo§é. Czulosé kazdej metody polega na jej zdol-
noéci do wykazywania mozliwie jak najwiekszych zmian w wynikach
pod wplywem cho¢by mnieznacznych zmian w iloéci badanego czynnika.
W wypadku metody C. elegans czulos¢ te badano w ten sposéb, ze obser-
wowano zmiany w $rednicach grzybni, wywolywane przez traktowanie
gleby wzrastajagcymi dawkami KH,PO,. Postepujac w ten sposéb zda-
wano sobie sprawe z tego, ze wprowadzenie nawet do tej samej gleby
okreélonych, jednakowych dawek KH,PO,, nie jest réwnoznaczne
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z wprowadzeniem takich samych — jednakowych zmian w zawartosci
fosforu dostgpnego dla grzyba. Z tego powodu badanie czuto$ci tej me-
tody moglo mie¢ jedynie charakter poréwnaweczy.

Tutaj poréwnano czulo$¢ metody Cunninghamella elegans a) z czulo-
$cia metody Egnera, Aspergillus niger w wykonaniu Sekery i C. elegans
w modyfikacji wagowej na bielicy lekkiej ze Skierniewic oraz b) z czu-
toscig metody Egnera na 8 typach réznych gleb.

a) Przy poréwnywaniu czuloéci 4 metod na bielicy lekkiej, dawki
KoHPO, wzrastaty co 1'mg PpO;/100 g gleby. Wyniki tego poréwnania przed-
stawiono na wykresie 1, wyrazajac je w procentach; za 100 przyjeto wy-
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Wykres 1. Czulo$¢ poréwnywanych metod w liczbach wzglednych.

niki oznaczen na glebie naturalnej, ktére wyniosty: 1) dla metody Egnera
2 mg P,05/100 g gleby 2) dla mefody C. elegans 4 mm () 3) dla metody
A. niger 115 mg i 4) dla metody C. elegans wagowej 85 mg.

Wykres pokazuje wyraznie, iz czulo$¢ metody C. elegans w poréwna-
niu z innymi metodami jest najwieksza i przewyzsza niemal kilkakrotnie
czuto$é metody E g n er a — przy nizszych koncentracjach fosforu — za$

9 Roczniki Gleboznawcze
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Wykres 2. Czulo$¢ metod C. elegans i Egnera na 8 réznych glebach: 1. piasek silnie

préchniczny — pH 6,5; 2. piasek gliniasty mocny, pylasty — pH 6,5; 3. mada mocna —

pH6,2; 4. glina lekka pH 6,5; 5 piasek zwalowy — pH6,5; 6. glina silnie spiasz-

czona — pH 6,8; 7. piasek wodnolodowcowy — pH 5,4; 8. piasek gliniasty mocny. —

:pH 6,5 (mierzono pH zawiesiny gleby w wodzie). —— met. C. elegans, — — — —
met. Egnera.

przy wyzszych koncentracjach fosforu maleje, upodabniajac sie¢ do czulo-
Sci innych metod. Czulo§é metody A. niger Sekery i C. elegans w mo-
dyfikacji wagowej jest zblizona do czulo$ci metody Egnera.

Ta duza czulo$¢ metody C. elegans rekompensuje stosunkowo maia jej
dokladno$é oraz pozwala latwo odréznié gleby ubogie od zasobnych w fosfor.

Pozostate metody biologiczne okazaly sie o wiele mniej czulymi i stad
zostaly pominiete w dalszych do$wiadczeniach nad czuloscia.

b) Przy por6wnywaniu czutosci metody C. elegans z czuloscia me-
tody Egnera na 8 réznych glebach, dawki fosforu wzrastaly co 4 mg P,O;
na ‘100 g gleby.

Oznaczenia metodg Egnera byly dokonywane w 2 powtérzeniach,
a metoda C. elegans w 3 powtérzeniach. Wyniki tych oznaczen zostaly
zamieszczone na wykresie 2. Badano tu Srednie z ré6wnoleglych oznaczen
w liczbach stosunkowych, przyjmujac za 100 wyniki uzyskane w glebach
o naturalnej zawartosci fosforu. Wynosily one odpowiednio: 1) na piasku
silnie prochnicznym 5,7mg P34O5/100g gleby dla metody Egnera
i 20 mm S$rednicy grzybni dla metody C. elegans.

Z zamieszczonych wynikéw na wykresie 2 mozna wnloskowac iz czu-
lo$é metody C. elegans jest tym wieksza od czuloSci metody Egnera, im
nizsza jest zawarto$¢ fosforu przyswajalnego dla grzyba (gleby 3,6, 8),
w miare zblizania sie do optymalnych koncentracji fosforu dla grzyba
przyrosty $rednicy maleja i po przekroczeniu tej koncentracji nastepuje
zmniejszenie sie jego $rednicy. Natomiast przebieg czulosci metody Eg-
nera jako czysto chemicznej metody, jest jednakowy przy wszystkich
koncentracjach fosforu (gleby 1,2,3,4 i 5,6,7, 8).
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Roéznice w czutoéci obu metod majg swojg wyrazng wymowe. Swiad-
czg one o tym, ze obie metody oznaczaja rézny fosfor, ze czulo§¢ ich po-
chodzi nie od jednakowych form fosforu. Jest rzecza zrozumialg, iz dla
metody badania potrzeb nawozowych gleb jest wazna nie jakakolwiek
czulos¢, ale tylko ta czulos¢, ktéra jest wywolana fosforem dostepnym
dla ro$lin wyzszych. Nalezy przypuszcza¢, iz raczej ta forma fosforu wy-
woluje czulo$é metody C. elegans. Przemawia za tym ten fakt, iz w me-
todzie C. elegans czynnikiem okres$lajagcym koncentracje fosforu w glebie
jest Zzywy organizm, podlegajacy podobnie jak i roéliny wyzsze prawom
biologicznym; za§ w metodzie Egnera czynnikiem tym jest zachowujacy
sie we wszystkich niemal glebach jednakowo roztwér buforowy o bar-
dzo niskim pH.

IV. Por6wnanie metody Cunninghamella elegans z metoda
. Egnera na 140 glebach

W poprzedniej czeSci pracy wykazano, iz metoda C. elegans moze
mieé charakter iloSciowy przy koncentracjach fosforu mniejszych od op-
tymalnej. Stwarza to mozliwoé¢ opracowania liczb granicznych dla tej
metody; w tym celu nalezaloby otrzymane wyniki poréwnaé z calg
masg do$§wiadczen polowych. W pracy tej nie mozna bylo dokonaé¢ tego
poréwnania bezposrednio z doswiadczeniami polowymi i stad dokonano
go posrednio, poprzez liczby graniczne metody Egnera. W tym celu
oznaczono fosfor w 140 réznych glebach metoda C. elegans i metoda Eg-
nera. Oznaczen dokonywano w 3 powtdérzeniach w wypadku metody
C. elegans i w 2 powtérzeniach w wypadku metody Egnera (stosowano
tzw. pojedynczg metode Egnera). ’

Otrzymane wyniki zestawiono w ten sposoéb, iz w odpowiedniej, usta-
lonej dla liczb granicznych metody Egnera klasie skladu mechanicznego
i pH, umieszczano liczby uzyskane obiema metodami; caly material przy
tym zostal rozbity ma trzy klasy: 1) klase gleb wymagajacych koniecznie
nawozenia fosforowego wedlug wyceny metoda Egnera, 2) klase gleb
slabo wymagajacych nawozenia fosforem i 3) klase gleb nie wymagaja-
cych nawozenia fosforowego. Tablice nr 7, 8, 9 ilustruja zestawienie i po-
réwnanie wynikéw obu metod.

Widaé z nich, ze na glebach, ktére na podstawie metody Egnera zo-
staty zaliczone do klasy wymagajacej koniecznie nawozenia fosforowego,
$rednica grzybni tylko w 7-miu wypadkach na 48 przekroczyta wymiar
13-tu mm (tych 7 wypadkéw odpowiada niskim zawartosciom P,O; wedlug
metody Egnera i znajduje sie w grupie gleb lekkich piaszczystych).

Na glebach, ktore na podstawie metody Egnera zostaly zaliczone -do
klasy stabo wymagajacej nawozenia fosforowego, $rednica grzybni tylko
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Tablica 7

Porownanie wynikow metody C. elegans z wynikami metody Egnera. Klasa gleb
koniecznie wymagajgcych nawozenia fosforem wedlug wyceny metodg Egnera

@ grzybni P,O;

L. p. Gleba PHH,0 C. elegans mg na 100 g gleby

w mm wg met. Egnera

a) Gleby lekkie
1 Piasek wodno-lodowcowy 5.1 25 2,2
2 Piasek wodno-lodowcowy 5,4 19 2,2
3 Piasek wodno-lodowcowy 5,7 10 1,3
4 Piasek zwalowy 6,3 11 1,2
5 | Piasek zwalowy 6,2 19 1,9
6 Piasek zwalowy 6,3 12 2,0
7 Piasek zwatowy 6.2 ‘ 5 2,1
8 | Piasek zwalowy 6,3 ‘ 4 2,2
9 Torf niski 6,9 8 3,1
10 Piasek wodno-lodowcowy | 7.2 4 1,2
11 Piasek zwalowy 7,0 12 2,0
12 Piasek zwalowy 6,9 5 3,0
13 Piasek zwalowy 7,0 12 : 3,3
14 Piasek zwalowy 6,8 29 4,0
15 Piasek zwalowy 6,9 9 41
16 Mada lekka 8,4 4 42
17 | Piasek zwalowy 68 9 45
18 | Piasek wodno-lodowcowy 6.9 13 4,6
19 | Ppiasek zwalowy 7,3 12 5,0
b) Gleby Srednie

20 Bielica lekka 4,7 9 1,5
21 Bielica lekka 5,4 11 1,5
22 Bielica lekka 5,0 12 2.1
23 Bielica lekka 5,5 11 3.4
24 Bielica lekka 6,0 7 1,8
25 ! Bielica lekka 5,7 : i I 2,0
26 | Bielica lekka 6,0 | 11 i 2,5
27 Bielica Srednia 6,0 ! 8 I 2,6
28 | Bielica $rednia 60 | 10 3,5
29 | Bielica $rednia 5,7 | 10 4,0
30 Bielica $rednia 6,2 i 8 1,0
31 Bielica lekka 6,2 ; 4 1,8
32 Bielica lekka 6,1 4 2,0
33 Bielica lekka 6,2 | 4 2,0
34 Bielica lekka 6,2 | 4 2,1
35 | Bielica frednia 62 | 8 2.3
-36 Mada lekka 6,1 | 18 2,4
37 Bielica §rednia 6,5 1 2,4
38 Bielica lekka 6,3 13 2,4
39 Bielica srednia 6,3 9 3,0
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Ciag dalszy tablicy 7

@ grzybni PyO¢

L. p Gleba PHH,0 C. elegans mg na 100 g gleby

W mm wg met. Egnera

40 Bielica $rednia 6,4 13 3,0
41 Mada lekka 6,1 13 4,0
42 Bielica lekka 6,5 11 2,0
43 Bielica lekka 6,5 16 2,0
44 Mada $rednia 75 8 3,4
45 Mada lekka 6,7 12 3,6
46 Gleba brunatna s$rednia 6,7 11 3,6
¢) Gleby ciezkie
47 Mada mocna 6,4 14 0,8
48 Mada ciezka 7.3 9 1,1
49 Mada ciezka 7.3 5 1,5
50 Mada ciezka 7,0 10 2,6
51 Bielica ciezka 6,6 15 3,1
52 Mada mocna 6,7 9 3,1
53 Mada ciezka 75 7 3,4
b Tablica 8

Klasa gleb stabo wymagajacych nawozenia fosforem wediug wyceny metodgEgnera
I @ grzybni l P,O;

L.p Gleba PHH,0 ’ C. elegans mg na 100 g gleby

i W mm wg met. Egnera

a) Gleby lekkie
54 Mada lekka 5,5 ! 27 3.8
55 Piasek zwatowy 5,3 20 3,9
56 Piasek zwalowy 5,0 24 4,0
57 |' Piasek zwatowy 5,4 17 4,2
58 Piasek zwalowy 6,0 18 4,2
- 59 Piasek zwatowy 6,2 21 4,0
60 | Piasek zwalowy 6.3 27 5,2
T 61 Piasek wodno-lodowcowy 6,3 27 5,2
62 Piasek zwalowy 6,7 14 5.3
b) Gleby srednie

63 | Bielica lekka 5,2 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 $rednia 6,2 27 6,2
68 Bielica lekka 6,4 25 6,2
69 Mada lekka 6,1 27 7.2
70 | Bielica $rednia 6.5 18 7.2
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Cigg dalszy tablicy 8

- @ grzybni PyOs

L. p Gleba PHY0 C. elegans mg na 100 g gleby

W mm wg metody Egnera
71 Bielica §rednia 6,5 24 7,2
72 Bielica lekka 6,2 22 7,4
73 Bielica $rednia 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
m 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 brunatna lekka 6,7 29 6,9
82 Gleba brunatna lekka 6,7 24 1,3
83 Gleba brunatna lekka 7.3 25 73
84 Gleba brunatna lekka 6,7 23 7,4
85 Gleba brunatna érednia 7.2 24 7,6
86 Gleba brunatna Srednia 6,8 29 7,7
87 Gleba brunatna $rednia 7.2 23 7.8
88 Gleba brunatna $rednia 7,3 24 7,8
89 Gleba brunatna Srednia 6,9 31 8,8
90 Bielica lekka 6,0 24 8,8
91 Gleba brunatna $rednia 7,0 28 9.0

. c) Gleby ciezkie
92 Bielica ciezka 6,2 24 4,4
93 Bielica ciezka 6,5 7 5,6
94 | Bielica ciezka 6,2 15 6.8
95 Bielica cigzka 6,7 12 4,8
96 Mada ciezka 6,9 22 4.8
97 Mada mocna 7,6 4 4,0
98 Mada mocna 6,7 14 5.4
99 Mada ciezka 7.8 4 5,9
100 Mada ciezka 7,0 11 6,4
101 Mada ciezka 77 15 6,5
102 Mada ciezka 6,7 17 6,8
103 Mada mocna - 8,4 9 YN
104 Gleba brunatna cigzka 7,0 19 8,0
105 Gleba brunatna ciezka 7,1 21 8,1
Tablica 9
Klasa gleb nie wymagajacych nawozenia fosforem wedlug wyceny metoda Egnera
@ grzybni T,0s .
L. p. Gleba ‘ PHH,0 C. Elegans mgr na 100 g gleby
W mm 'wg metody Egnera
a) Gleby lekkie

106 I Piasek zwatowy 4,6 | 5 8,0
107 Piasek silnie prochniczny 73 39 29,2




136 M. Gérski i O. Nowosielski

Ciag dalszy tablicy 9

@ grzybni PO,

L. p. Gleba PHI1,0 C. elegans mg na 100 g gleby
! W mm wg metody Egnera
b) Gleby sSrednie
108 | Bielica lekka 5.9 28 7.2
109 | Bielica lekka 5.6 28 7,2
110 | Bielica lekka 6,0 31 7.4
111 Bielica lekka 5,7 22 8.2
112 Bielica srednia 6.4 25 8,2
113 | Bielica Srednia 6,5 25 11,0
114 | Bielica s$rednia 6,3 24 12,8
115 | Bielica lekka 6,5 28 13,8
116 | Bielica lekka 6,4 33 15,7
117 | Bielica lekka 6,4 33 29,2
118 | Gleba brunatna lekka 6.9 38 9,1
119 | Gleba brunatna lekka 6,9 29 9.7
120 | Gleba brunatna lekka 70 25 10.6
121 | Gleba brunatna lekka 6,9 33 11,0
122 | Gleba brunatna lekka 7.7 12 11,0
123 | Gleba brunatna s$rednia 7,0 27 12,4
124 | Gleba brunatna $rednia 7,0 28 13,0
125 Gleba brunatna srednia 7.6 12 18.9
126 | Gleba brunatna $rednia 7.6 37 19,4
127 | Gleba brunatna srednia 7.9 16 20,0
128 | Gleba brunatna srednia 6.8 40 22,6
129 Mada lekka 8,0 21 35,0
130 Mada $rednia 7,6 43 40,0
131 Mada Srednia 7,9 39 40,0
c) Gleby ciezkie

132 Bielica ciezka 5,7 34 8,0
133 Bielica pylowa ciezka 6.4 33 11,0
134 | Mada ttusta 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 ciezka 75 30 14,8
140 Mada mocna 7,0 24 15,8
141 | Mada ciezka préchniczna 6.9 15 18.0
142 Mursz ilasty . 8,0 27 23,8
143 | Mada mocna 7,0 37 40,0
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w 5 wypadkach na 51 oznaczen byla mniejsza od 13 mm (nie biorac jpod
uwage gleb o pH powyzej 7,6), ktérych nie traktowano kwasem cytry-
nowym jak tego wymaga oryginalna metoda oraz w 5 wypadkach wigk-
sza od 27 mm.

Na glebach, ktore na podstawie metody Egnera zostaly zaliczone do
klasy nie wymagajacej nawozenia fosforem, $rednica grzybni w 1 wy-
padku na 38 oznaczen byla mniejsza od 13 mm — oraz w 10 wypadkach
mniejsza od 27 mm (nie biorgc pod uwage gleb o pH powyzej 7,6).

Jesliby przyja¢, ze klasie gleb wymagajacych -koniecznie nawozenia
odpowiadajg Srednice grzybni mniejsze od 15 mm — klasie gleb slabo
wymagajacych nawozenia odpowiadajg Srednice od 13 do 27 mm — oraz
klasie gleb nie wymagajacych nawozenia odpowiadaja Srednice grzybni
przekraczajace 27 mm, to woéwcezas i zgodnosé obu metod dla klasy 1-szej
wynosi 85,3%, dla klasy 2-ej 80,4% i dla klasyl 3-ej 73,7%. Ilustruje to
tablica 10.

Zgodno$¢ metody C. elegans z metoda Egnera Tablica 10

Klasa gleb wymagajacych
nawozenia fosforem wedtug Koniecznie Watpliwie
wyceny metoda Egnera

Nie wymagaja-
cych wecale

Zgodno$¢ obu metod w % 85.3 80,4 73,7
Ilo$¢ oznaczen 53 52 39

Z przytoczonych tablic 7—10 mozna wnioskowa¢, iz w grubszych za-
rysach istnieje zgodno$¢ miedzy wskazaniami uzyskanymi przy pomocy
obu metod. Polega ona na tym, iz wynikom metody Egnera wskazujacym
na coraz to wieksze potrzeby nawozowe odpowiadaja coraz to mniejsze
Srednice grzyba. Zgodnos¢ ta jest najwieksza przy klasie gleb najbardziej
wymagajgcych nawozenia i maleje w miare przesuwania sie ku glebom
coraz zasobniejszym w fosfor. )

Natomiast w ramach jednej z klas fosforowych nie wida¢ blizszej za-
lezno$ci miedzy wielkosdcig $rednicy grzybni, a ilosciami mg P,O;, jakie
wykazuje metoda Egnera. A w wypadku gleb silnie alkalicznych o pH
powyzej 7,6 Srednice grzybni sa niemal w polowie wypadkéw niepropor-
cjonalnie mate w stosunku do wynikéw uzyskanych przy pomocy me-
tody Egnera. .
~ Przyczyn braku blizszej zgodnosci miedzy wynikami obu metod
w ramacl klas fosforowych nalezy szukaé zar6wno w samych zasadach
na jakich opieraja si¢ te metody, jak i w btedach popelnianych w czasie
wykonywania oznaczen. Mozna sadzié, iz ze wzgledu na branie pod
uwage wiekszej ilosci czynnikéw wplywajacych na dostepnosé fosforu
dla ro$lin wyzszych, metoda C. elegans daje lepsza ocene potrzeb na-
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wozowych gleb. Jednak pewnos$¢ co do tego mozna uzyskaé¢ jedynie
poprzez poréwnanie wynikow tych metod z duza liczbg wynikéw z do-
Swiadczen polowych.

Oznaczenie fosforu w przeszlo 140 glebach pozwala nakres$li¢ w bar-
dzo duzym przyblizeniu dwie liczby graniczne dla metody C. elegans
w oparciu o liczby graniczne metody Egnera. Pierwsza z nich jest Sred-
nica grzybni lezagca w okolicy 13 mm; dzielilaby ona gleby na koniecznie
potrzebujace nawozenia fosforowego i na pozostate. Drugs za$§ jest $red-
nica lezaca w okolicy 27 mm; dzielilaby ona te pozostale gleby na stabo
potrzebujace nawozenia i na niepotrzebujace go zupelnie.

V.Sprawdzenie zaproponowanych liczb granicznych
dla metody Cunninghamella elegans na glebach pochodza-
cych z trwatych pasow skierniewickich

Celem potwierdzenia slusznosSci nakreslenia dwu licZb granicznych
dla metody C. elegans: 1-ej w okolicy 13 mm i 2-ej w okolicy 27 mm —
dokonano oznaczen fosforu metoda C. elegans i metoda Egnera w gle-
bach pochodzacych z trwalych paséw skierniewickich z kombinacji:
CaPNK i CaNK. )

Kombinacja CaNPK otrzymuje rocznie okolo 30 kg P;O5 na ha i praw-
dopodobnie nie reagowalaby znaczniejszymi zwyzkami plonéw na nawo-
zenie fosforowe; natomiast kombinacja CaNK od wielu lat jest nie nawo-
zona fosforem i powinna dawaé zwyzki plonéw pod wplywem nawozenia
tym sktadnikiem. Oprécz tego oznaczono fosfor w glebach z obu kombi-
nacji po uprzednim potraktowaniu ich KHgPO, w ilosci odpowiadajacej
5-ciu mg P20; na 100 g gleby. Oznaczen dokonywano w 3 powtdrzeniach
jesli chodzi o metode C. elegans i w 2 powtorzeniach, jesli chodzi o metode
Egnera. Wyniki sa zamieszczone w tablicy 11.

Wida¢ z miclr, ze na wszystkich poletkach wyczerpanych z fosforu
$rednice grzybni byly mniejsze od 13 mm (z wyjatkiem jednego wy-
padku); te same poletka przy pomocy metody Egnera sa zaliczane do
gleb koniecznie wymagajacych nawozenia fosforem. Natomiast poletka
od wielu lat nawozone fosforem daly $Srednice grzybni o przecigtnej war-
tosci wynoszacej 26,1 mm; przy pomocy metody Egnera nalezy je zaliczyé¢
do gleb stojacych na granicy slabo wymagajacych nawozenia fosforem
i nie wymagajacych go zupelnie.

- Na tej podstawie mozna wnioskowa¢, iz przynajmniej dla bielicy lek-
kiej ze Skierniewic jest stuszne wybranie Srednicy réwnej 13 mm jako
liczby granicznej, dzielgcej w przyblizeniu gleby na wymagajace koniecz-
nie nawozenia fosforem i wymagajace go watpliwie — podobnie jak jest
sluszne wybranie $rednicy odpowiadajacej 27-miu mm, jako liczby gra-
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Tablica 11
Potwierdzenie stusznodci nakre$lenia liczb granicznych dla metody C. elegans
w okolicy érednicy grzybni = 13 i 27 mm —na glebie pochodzacej z trwalych pasow
demonstracyjnych ze Skierniewic

Gleba z paséw CaNK .Gleba z paséw CaNPK
Nawieziona Nawieziona
Nienawieziona 5 mg P,0O; Nienawieziona | 5 mg PyOs
na 100 g gleby E na 100 g gleby
R |
- Eener $érednica grzybni . Egner érednica grzybni
PHR,0 naT(ﬁJ :‘gc;;by C. elegans w mm | PHH0 na rll:)go :‘.g?e“by C. elegans w mm
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 11,0 26 38
6,0 1,8 ! 7 30 6,3 10,8 25 . 40
4,7 15 8 33 7.0 9,8 25 37
‘5,4 1,5 10 27 5,7 8,2 25 38
5,9 2,0 11 25 6,2 7.4 28 37
6,0 2,1 12 24 6,8 8,9 24 39
4,9 2,5 ’ 12 30 7,0 7,9 24 36
5,0 2,4 13 33 6,8 6,2 23 35
6,9 4.0 . 15 25 6,1 7.1 27 38

nicznej, dzielacej w przyblizeniu gleby na wymagajace watpliwie i nie
wymagajace zupelnie nawozenia fosforem.

Metoda C. elegans przy obecnym rozpracowaniu nie potrafi okreslié,
jakich ilosci fosforu wymaga gleba dla wydania pozgdanych plonéw. Po-
siada ona jednak cechy wyro6zniajace ja spoSr6d innych metod, jak np.
a) to, ze jest metoda biologiczng, przy pomocy ktérej mozna oznaczaé
fosfor w glebie pozostajacej niemal ze w stanie naturalnym; b) to, ze
metoda ta posiada tak duzg czulo$¢, iz przyrosty grzybni pod wplywem
normalnego nawozenia fosforem (30 kg P:Os/ha = 1 mg P»05/100 g gleby)
lezg poza granicami bledu. Dzieki tym cechom metoda ta nadaje
si¢ do przeprowadzania mikrodoswiadczen nawozowo-fosforowych z C.
elegans. '

Nalezy przypuszczaé, iz zastosowanie takich mikrodoswiadczen po-
zwoli uzyskiwaé lepsza ocene potrzeb nawozowych gleb 'w poréwnaniu
z dotychczas stosowanymi metodami.

Stad dalsze badania nad sposobami oceny potrzeb nawozowych gleb
powinny i§¢ w kierunku mikrodoswiadczen nawozowych, opierajacych
sie na wynikach do$wiadczen polowych.
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VI. Modyfikacja wagowa metody Cunninghamella elegans.

1. Cechy grzyba C. elegans umozliwiajgce wagowa
modyfikacje metody oryginalnej

Badania botaniczne A. Lendnera (2) wykazaty, iz C. elegans moze
rozwija¢ sie na podlozach plynnych. Nasuneto to mys$l, azeby zastosowaé
go w spos6b analogiczny jak Aspergillus niger do badania potrzeb nawo-
zowych gleb.

Poczatkowo zakazano pozywke plynng dla C. elegans jego zarodni-
kami i wstawiano do inkubacji. Po dwoch dobach otrzymywano bardzo
tadng, bialg grzybnie, pokrywajaca catg powierzchnie pozywki. Od spodu
grzybnia ma charakter zbitej, twardej, $liskiej ,,podeszwy‘. Podeszwa ta
daje sie o wiele latwiej odmy¢ z ziemi i czeSci organicznych w poroéw-
naniu z grzybnig A. niger. W czeSci powietrznej grzybnia zbudowana jest
z bialych cienkich nitek, zakonczonych przewaznie konidioforami. Wy-
soko$¢ jej przecietnie wynosi okolo 1 em (rys. 1). Poniewaz grzyb owocuje

E
B

Rys. 1. Fragment owocujacej czesci grzybni C. elegans (powigksze-
nie okoto 900 X); a — laseczka zarodnikonosna, b — gléwka duza,
¢ — konidia duze, d — glowki male, e — konidia male.

silnie dopiero po uplywie tygodnia rozwoju, wiec w czasie przemywania go
nie nastepuje obsypywanie sie¢ zarodnikéw — jak to ma miejsce u A. niger.

Badania probne wykazaly dos¢ wyrazng czuto$é i dokladnogé kultur
ptynnych C. elegans w wykrywaniu dodawanego fosforu. Przystgpiono
wiec do opracowywania modyfikacji wagowej oryginalnej metody
C. elegans.
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2. Ustalenie sposobu szczepienia dla wagowej me-
tody C. elegans

Modyfikacje metody rozpoczeto od opracowania sposobu przyrzadza-
nia zarodnikéw do szczepienia. Do chwili przeniesienia zarodnikéw na
sgczek sposéb ten jest taki sam jak w poprawionej metodzie oryginalnej
C. elegans (patrz. str. 127). Zas§ w dalszym ciggu przemyte na saczku
zarodniki pozostawia sie do calkowitego obeschnigcia, przenosi do malego
mozdzierza, dodaje sie réwng co do objetosci ilo$é talku (ch. cz.), deli-
katnie rozciera si¢ z nim zarodniki i umieszcza w proboéweczce (fiolce).
Z niej rozsiewa sie je na powierzchnie pozywki, ktorg zalana jest gleba.

Ten sposéb szczepienia przyjeto po uprzednim przebadaniu réznych
innych mozliwosci szczepienia grzybkiem pozywki. Poczatkowo nasuwaty
sie nastgpujgce mozliwosci:

a) szczepienie kropla odpowiednio gestej zawiesiny zarodnikéow,

b) szczei)ienie strzepkiem grzybni obfitujacej w zarodniki,

c) szczepienie proszkiem sporzadzonym ze zmieszania zarodnikow
z talkiem; przy czym nalezalo tu wyprébowaé¢ czy celem przyrzadzania
proszku mieszaé¢ talk z suchymi, czy tez z wilgotnymi zarodnikami
(Swiezo zebranymi z sgczka), oraz jaki powinien byé¢ stosunek talku do
zarodnikéw w proszku.

Wyniki przebadania tych mozliwosci sg zamieszczone w tablicy 12.
Moéwig one nam ze:

Tablica 12

Waga grzybni w mg/krystalizator przy réznych sposobach szczepienia pozy wki
Sposoby szczepienia ' T

Powtorzenia T
A | B | ¢ | p | CF | 6 | m | 1
; " [

I 327 266 292 | 326 372 100 . 371 ‘ 363 369

1I 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

Srednio 311 257 289 363 370 102 371 l 365 | 362

A) szczepienie strzepkiem grzybni daje duze réznice w réwnoleglych
probkach. Nawet makroskopowo mozna bylo zaobserwowaé¢ miejsce gdzie
pad! strzepek grzybni. W miejscu tym grzybnia byla wyzsza i bujniejsza
w poréwnaniu z otoczeniem. Swiadczy to o nieréwnomiernym rozprowa-
dzeniu zarodnikéw w pozywce. \

B) C) D) E) szczepienie kroplg zawiesiny o roznych stezeniach daje
wyniki bardziej wyrownane, przy czym sj one tym wieksze, im jest wiek-
sze stezenie zarodnikéw. Ale juz przy wprowadzeniu okolo 100 milionoéw
zarodnikéw w kropli dalsze zwiekszanie ich ilosci nie wplywa na wzrost
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wagi grzybni. Swiadcza o tym podobne plony gfzybnri przy trzykrotnym
i dziesieciokrotnym stezeniu zawiesiny.

F) szczepienie proszkiem, gdzie talk byl mieszany z zarodnikami wil-
gotnymi i dopiero wtedy suszony, daje wyniki réwnoleglych oznaczen
dosy¢ wyroéwnane ale stosunkowo niskie. Przyczynag niskich plonéw
mogly tu byé pewne niekorzystne dla zarodnikéw procesy zachodzgce
w czasie stykania sie ich z wilgotnym talkiem.

G) szczepienie proszkiem sporzadzonym z samych zarodnikéw daje
wyniki do§¢ wyréwnane i wysokie; zuzywa sie jednak przy tym duzo
zarodnikéow.

H) J) szczepienie proszkiem sporzadzonym z taiku zmieszanego z za-
rodnikami suchymi w stosunku 1:11i 2,5:1 daje wyniki najbardziej wy-
réwnane i wysokie. Stad tez ten rodzaj szczepienia zastosowano do dal-
szych oznaczen, uzywajac przy tym proszku o stosunku talku do zarod-
nikéw jak 1:1, a to w celu unikniecia zwiekszania ciezaru grzybni przez
wprowadzanie wiekszej ilosci talku na powierzchnie pozywki.

Pomyst szczepienia pozywki zarodnikami zmieszanymi z talkiem po-
chodzi od Sekery i Schobera (11 i 12). Ten sposéb pozwala na
réwnomierne rozprowadzenie zarodnik6w na cala powierzchnie pozywki
ze wzgledu na hydrofobowe wlasciwosci talku oraz stwarza mozliwosé
dtuzszego przechowywania zarodnikéw bez uszczerbku dla ich energii
zyciowej. Cechy te majg zasadnicze znaczenie- dla dokladno$ci metody.
Proécz tego przy pomocy tego sposobu uzyskuje sie grzybnie zwartg, $liskg
od strony pozywki (korzystne dzialanie talku). Dzieki temu nie mabiera
ona na swa powierzchnie zadnych zanieczyszczen ani tez czastek gleby
i daje sie bardzo latwo przemyé.

3. Zagltuszanie rozwoju grzyba

 Mimo zastosowania wyzej opisanego sposobu szczepienia, nie otrzy-
mywano na glebie zgodnych wynikéw miedzy réwnoleglymi oznacze-
niami fosforu w glebie. Przyczyng tego bylo zagluszanie rozwoju grzybni
przez naturalng mikroflore. Uniknieto tego tu w sposdb analogiczny jak
w poprawionej oryginalnej metodzie C. elegans, to znaczy przy pomocy
taniny. W tym celu prze$ledzono wplyw wzrastajacych dawek taniny na
zahamowanie rozwoju naturalnej mikroflory gleby oraz ma zwiazana
z tyrri zgodno$é wynikéw miedzy réwnolegtymi oznaczeniami zakladajac
nastepujace doswiadczenie: — Nawazano po 10 g gleby do krystalizato-
réw o @ 7cm. Glebe te zalewano pozywka dla C. elegans w ilosci 30 ml
(sktad pozywki jak na str. 118) ze wzrastajgcymi dawkami taniny od
0 do 7 g/1 pozywki. Poniewaz jednak dodatek taniny powodowal silne za-
kwaszanie pozywki, przeto w tej serii doprowadzano jej odczyn do pH 6.5
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(przy pomocy lugu sodowego) i poréwnywano plony stad uzyskane z plo-
nami zebranymi z serii, w ktérej odczyn pozywki nie byl zobojetniany,
lecz byt uzalezniony od koncentracji taniny. W celu uzyskania wysokich
plonéw grzybni pozywke wzbogacono w KH,PO,, w iloéci odpowiadaja-
cej 15mg P»05/100g gleby. Po zaszczepieniu pozywki zarodnikami
C. elegans, krystalizatorki przykrywano szkietkami zegarkowymi i wsta-
wiano do inkubacji na okres 90 godzin przy temperaturze 29°C.
Uzyskane plony lgcznie z pomiarami pH zestawiono w tablicy 13.
Mozna z nich wnioskowa¢, iz dodatek taniny do pozywki jest niezbedny
dla otrzymywania wysokich plonéw grzybni oraz zgodnych wynikéw
z rownoleglych oznaczen. Za optymalng dawke taniny uznano 2 g na litr,
jest to bowiem najnizsza dawka, przy ktorej uzyskuje sie najwyzsze.i naj-
bardziej wyré6wnane plony; odtad te dawke stosowano w dalszych ba-

daniach.
- Tablica 13

nglyw koncentracji taniny w zobojetnianej i nie zobojetnianej pozywce
na plony grzybni C. elegans

P o 2 y w k a
I —e— -
,:!;,i Zobojetniona Niezobojetniona
[
j; 3 . [ PHH,O Srodowiska Waga grzybni w mg | pH}j,0 Srodowiska | Waga grzybni w mg
e~ X
g —g g' przed we- | po we- ézrgdg(i: blad * przed we-| po we- irgd:;f blad *
¥ 8 8| getacja getacji | wtérzef a getacja | getacli | wtérzen a
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 3,3 195 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 43 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

| —_ 2
* Blad pojedynczej obserwacji obliczony ze wzoru: c=]/2_(_N;—x_).

Poréwnanie plonéw z pozywek zobojetnionych i kwasnych przemawia
stanowczo za neutralizowaniem pozywki, wtedy to bowiem plony grzybni
sg o wiele wyzsze od odpowiadajgcych im plonéw z pozywek niezobojet-
nianych. Jednoczednie stosowanie zobojetnionej pozywki nie dopuszcza
do zakwaszenia sie srodowiska powyzej granicy, przy ktorej staje sie¢ ono
juz szkodliwe dla rozwoju C. elegans to znaczy ponizej pH 3,2.

Jednak nawet w zobojetnionej pozywce obserwuje sie¢ tak znaczny
wzrost kwasowosci, iz zmusza to nas do robienia poprawek w wynikach
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ze wzgledu na pH gleby; jest to niewatpliwie powaznym mankamentem
tej metody. Zrodlo tego zakwaszania moze leze¢ w wypieraniu jonoéw
wodorowych z kompleksu sorpcyjnego przez sole pozywki oraz fizjo-
logicznej dzialalno$ei grzyba.

4 Ustalenie dawki cukru

Ustalanie dawki cukru dla metody C. elegans w modyfikacji wagowej
rozpoczeto od przesledzenia wplywu stezen cukru na plon grzybni. W tym
celu nastawiono doSwiadczenie, w ktéorym C. elegans rozwijal sie na po-
zywkach ze wzrastajagcymi stezeniami glukozy i sacharozy. Wyniki do-
$wiadczenia zestawiono w tablicy 14. Na ich podstawie stezenie = 20g
cukru na 1 litr pozywki mozna uzna¢ za optymalne i to zar6wno w wy-
padku sacharozy, jak i glukozy.

Tablica 14
Plon grzybni w mg przy réznych stezeniach cukru
B ; Stezenia cukru w g/l pozywki T
Rodzaj cukru T T

l 0 | 10 | 20 30 | 50

Sacharoza .| brak 436 472 430 317
rozwoju

Glukoza | brak 456 481 412 331
| rozwoju

W dalszym ciaggu starano sie¢ ustali¢ ilo§¢ pozywki, jaka powinno sie
zalewaé probke badanej gleby w krystalizatorkach (o wym. 7cm Q).
W tym celu zalozono drugie doswiadczenie, w ktorym 10-cio gramowe
porcje zasobnej w fosfor gleby, zalewano wzrastajacymi iloSciami po-
zywki o koncentracji cukru = 20 g/l. Zakladajac to doSwiadczenie zda-
wano sobie sprawe z tego, ze ilo$¢ wymaganej tu pozywki jest uzalez-

Tablica 15
Wplyw ilosci pozywki na plony grzybni C.elegans

Pozywka w ml Plony grzybni w mg po:
na krystalizator 60 godzinach v 90 godzinach i 110 godzinach
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 ilosci fosforu wprowadzanego do krystalizatorka wraz z gleba.
Dlatego wzbogacono glebe w 40 mg P»Os na 100 g — czyli w ilos¢ zbli-
zong do najwyzszej, jaka sie spotyka w naszych glebach. Doswiadczenie
zalozono w 3 powtérzeniach. Wyniki sa zestawione w tablicy 15, plony
z 3 powtérzen podano jako Srednie.

Wskazujg one na to, ze ze wzrostem ilosci pozywki do 25 ml na kry-
stalizator plon grzybni wzrasta; dalszemu wzrostowi iloSci pozywki to-
warzyszy spadek plonu. Mozna to tlumaczyé tym, ze przy wiekszych
ilosciach pozywki koncentracja fosforu maleje — od niej za$ jest uza-
lezniony plon grzybni, a nie od absolutnej ilosci fosforu.

Poza tym mozna obserwowaé¢ przy 25ml pozywki na krystalizator
zacieranie si¢ roznic miedzy plonami zbieranymi po 90 i 110 godzinach
rozwoju co wskazuje na to, iz w tych warunkach wegetacje grzyba na-
lezy przerywaé najdalej po 90 godzinach.

5.0pis wagowej metody C. elegans

Opierajac sie na wyzej opisanych wynikach, proponuje sie nastepu-
jacy przepis na wagowa metode C. elegans; 10 g badanej gleby (przesia-
nej przez sito o ¢ 2mm) zalewa sig¢ pozywka w ilosci. 25 ml w krystali-
zatorkach o wymiarach: 7cm $rednicy i 4—5 ecm wysokosei. Skiad po-
zywki jest taki sam jak w oryginalnej metodzie z tym, ze zamiast 25 g
ma ona rozpuszczonych 20 g glukozy w litrze (glukoze mozna zastgpic¢
sacharozg) oraz, ze zawiera 2 g taniny w litrze. Pozywke doprowadza sie
do odczynu obojetnego przy pomocy NaOH, szczepi mieszaning suchych
zarodnikéw z talkiem b. drobno zmielonym (w stos. 1:1) przez réwno-
mierne rozsianie mieszaniny po powierzchni pozywki, a nastepnie kry-
stalizatorki przykrywa sie szkielkami zegarkowymi; calo$é, wstawia sie
do termostatu o, temperaturze od 27 do 30°C. Po 90 godzinach zdejmuje
sie wyrosla grzybnie z powierzchni pozywki, przemywa sie ja od gleby
i zanieczyszczen, suszy sie przez okolo 24 godziny w temperaturze
27—30°C i wazy sie. Plon grzybni poréwnuje sie, zgodnie ze schematem
mikrodo$wiadczenia Sekery i Schobera, (12) z plonem uzyskanym z réow-
noleglego oznaczenia, do ktérego jednak uprzednio dodano 20 mg P.Os
w postaci KH,PO, na 100 g gleby. Otrzymana liczbe stosunkowa, wyra-
zong w %o, odnosi sie¢ do liczb granicznych.

Wagowa metoda C. elegans nie zostala na razie wyprbébowana pod
wzgledem swej wartosci w ocenianiu potrzeb nawozowych gleb. Czulosé
jej jest zblizona do czulosci metody A. niger w wykonaniu Sekery oraz
metody C. elegans i Egnera (wykres 2). Natomiast charakteryzuje sig ona
wieksza dokladnosciag niz wymienione wyzej metody mikrobiologiczne.
Z tego wzgledu oraz ze wzgledu na swa prostote w wykonaniu — zastu-
guje ona na dalsze studia.

10 Roczniki Gleboznawcze



146 M. Gorski i O. Nowosielski

Krotkie zestawienie wynikow

1) Nie udalo sie stwierdzi¢ obecnosci C. elegans w glebach polskich.

2) PrzeSledzenie szczeg6léw technicznych oryginalnej metody C. ele-
gans pozwolilo na wprowadzenie do niej pewnych poprawek.

3) Dokladno$¢ poprawionej metody C. elegans wynosi okoto 10"/0
a wiec wykazuje dokladnosé innych metod biologicznych.

4) Czulo$¢ poprawionej metody C. elegans w okreslaniu fosforu
,dostepnego* jest wieksza od czuto$ci metody Egnera, metody A. niger
wedlug Sekery i wagowej C. elegans.

5) Oznaczono fosfor metoda C. elegans i metoda Egnera w 143 roz-
nych glebach i na tej podstawie nakre§lono dwie liczby graniczne dla
metody C. elegans; na tej réwniez podstawie obliczono, ze zgodno$¢ obu
metod w okreslaniu potrzeb nawozowych gleb wzgledem fosforu wynosi:
$rednio dla 143 gleb — 77,8%0 (dla klasy koniecznie wymagajacej nawo-
zenia — 85,3%, dla klasy' wymagajacej watpliwie nawozenia — 80,4%,
dla klasy nie wymagajacej nawozenia 73,7%o).

6) Opracowano w zarysie wagowa metode C. elegans.

7) Sadzi sie, iz przydatno$é metody C. elegans do oznaczania potrzeb
nawozowych gleb jest wieksza od przydatnosci innych metod.
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M. TYPCKH KU O. HOBOCEJIbCKH

O MNMPUIrogHOCTH T’PUBKA CUNNIGHAMELLA ELEGANS
K UCCJNIEONOBAHHIO MNMOTPEBHOCTH MNMOYB B ®OCPOPHDbIX
YOOBPEHHAX

Peswome

1) He oxasanock BO3MOXHbIM nOKa3aTb npucytcteue C. elegans B rmo-
ysax [Monbum.

2) ertanbHas TexHWuyeckas npopaboTka nopgnavHHoro meropa ¢ C. ele-
gans pfana BO3MOYKHOCTb HECKOJIbKO YNYUYLIUTb METOH.

3) TouHocTe HcnpasnenHoro metopa c C. elegans cocTaBnsieT OrRONO
10°/y ¥ MOXOAMT Ha TOYHOCTb APYrMX GHOJIOTMYECKHX METOLOB.

4) UyscTBUTENbHOCTbL MCnpasneHHoro Metopa ¢ C. elegans npu onpe-
[eNeHUH [OCTYMHOro pacTeHHsM pochopa NPeBOCXOAHT YyBCTBHTENILHOCTD
meTopa JrHepa, metona Aspergillus niger no Cerkepe u BecoBoro mMeropna c
C. elegans.

5) Copepskanve ¢pocdopa B 143 pasnuuHbix mousBax 6bino onpepene-
Ho no Metony ¢ C. elegans ¥ no metoay JrHepa M Ha OCHOBaHHHM 3TOro
6L HauepyeHbl ABe MNpepnenvHble KpuBble ang Metopma ¢ C. elegans.
OcHoOBLIBasicb Ha HMX ObLIO YCTaHOBJIEHO, YTO COrJlaCOBAaHHOCTb 060HUX
MEeTOLOB MpH ornpefesieHnH ynobpHUTenbHbIX noTpebHocTed nous B ¢oc-
¢dope cocraBnsina B cpenHem 77,8%/y nna Kawmpod u3 143 nous, npuuem
B KJlacCe noysB 6e3yCNoBHO HYKAAIOLMXCA B yLOOPEHWH COrNlacoBaHHOCTb
pocrturana 85,3%/,, 3aTo B Knacce NMOYB C COMHWTENbHON MNOTPeGHOCTEIO
B ¢ocdopHbix ynobpenusx oHa cocrasnsna 80,4/, u B Knacce nouys He
HY’KOAIOWIMUXCA B ynobpenun 73,7°/,.

6) lNpopaboTtaHa 6bina cxema BecoBoro Mertoma ¢ C. elegans.

7) Mbl nonaraem, 4TO MeTOj oOnpepefieHus Yyno6pHTenbHbIX noTpeb-
Hoctel ¢ nomouwsblo C. elegans 6onee nNpuropeH Ang 3TOW UENM YeM Jpy-
rie MeTonbl.
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THE SERVICEABILITY OF THE FUNGUS, CUNNINGHAMELLA
ELEGANS, FOR THE PURPOSE OF INVESTIGATING THE FERTILIZ-
ING REQUIREMENTS OF SOILS AS REGARDS PHOSPHORUS.

(Dept. of Agro-Chemistry — S. G .G. W. — Warsaw)

Summary

1) The presence of C. elegans in Polish soils was not established.

2) Careful observation of the technical details of the C. elegans me-
thod made possible the introduction of certain corrections.

3) The accuracy of the improved C. elegans methods amounts to about
10%o and is similar to that of other biological methods.

4) The sensitivity of the improved C. elegans method in determining
the phosphorus ,available* is-greater than that of the Egner method,
or the Aspergillus niger method (according Sekera).

5) Phosphorus was defined in 143 different soils by means of the
C. elegans and the Egner methods and on this basis two limitation values
were established for the C. elegans method and it was calculated that the
conformity of both methods in defining the fertalizing requirements of
soils in regard to phosphorus amounts to: on an average for 143 soils —
77,8%0 (for the class for which fertilisation is absolutely necessary —
85,3%; for the class for which the necessity for fertilisation is doubtful
— 80,4%0; for the class not requiring fertilisation — 173,7%).

6) The C. elegans weighing method was worked out in outline.

7) It is considered that the C. elegans method is more serviceable
than any other for determining the fertilising requirements of soils.



