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AKTYWNOSC METABOLICZNA BAKTERII GLEBY, RYZOSFERY
I MIKQRYZOSFERY SOSNY (PINUS SYLVESTRIS L.
LASU NIE NAWOZONEGO I NAWOZONEGO MOCZNIKIEM
ORAZ CHLORKIEM POTASU

Zaklad Mikrobiologii oraz Zaklad Gleboznawstwa
Instytutu Biologii Uniwersytetu Mikotaja Kopernika
w Toruniu

PiSmiennictwo na temat wplywu nawozenia mineralnego na mikroflore
gleby i systemu korzeniowego roslin uprawnych i1 gleb leSnych przedsta-
wiono wczesniej [2].

Wiadomosci nasze na temat aktywnosci metabolicznej bakterii glebowych
sa fragmentaryczne. Wigcej wiadomo o aktywnosci metabolicznej gleb rol-
niczych i bakterii z nich wyizolowanych niz o aktywnosci gleb i bakterii
glebowych i strefy korzeniowej drzew lesnych. Wielu badaczy [4, 11, 15,
17] stosowalo metode manometryczna (aparat Warburga) jako wygodna
i szybka metode oznaczania ogoélnej aktywnosci metabolicznej populacji
drobnoustrojow' w probkach gleb lub czystych hodowlach tych organizméw.
Aparat Warburga stosowano rowniez w badaniach metabolizmu osadow
dennych, bakterii wyodrgbnionych z osadéow i wody jezior o roznej troficz-
noSci [3, 12, 13, 14].

Celem niniejszej pracy bylo zbadanie aktywnoéci metabolicznej bakterii
wyodregbnionych z gleby pozakorzeniowej oraz ze strefy korzeniowej sosny
rosnacej na glebie nie nawozonej i nawozone] mocznikiem i chlorkiem
potasu.

MATERIAL I METODY

Powierzchni¢, z ktorej pobierano probki gleb, oraz sposéb izolowania
bakterii opisano w poprzedniej pracy [2].
Aktywno$¢ metaboliczna bakterii wyizolowanych z gleby. ryzosfery i miko-
ryzosfery sosny badano metoda manometryczna w aparacie Warburga.
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Glukoza—Glucose
Powierzchnia kontrolna—Control soil

Powierzchnia nawozona— Fertilized soil
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Szczepy wedtug wzrastajacej aktywnosci—Strains in order of increasing activity

Ryc. 1. Pobieranie tlenu przez bakterie wyodrgbnione w pierwszych miesigcach z ryzosfery,
mikoryzosfery oraz z gleby pozakorzeniowej sosny Pinus silvestris L. Pierwszy rok badan
] — bakterie z gleby pozakorzeniowej. 2 — bakterie ryzosferowe, 3 — bakterie mikoryzosferowe

Oxygen uptake by bacteria isolated in the first months from root-free soil,

Fig. 1.
rhizosphere and mycorrhizosphere of pine. First year of studies
1 — root-free soil bacteria, 2 — rhizosphere bacteria, 3 -— mycorrhizosphere bacteria

Hydrolizat kazeiny— Casamino acids
Powierzchnia konfralna¥Confrol soil

Powierzchnia nawozona— Fertilized soil
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Szczepy wedtug wzrastajacej aktywnosci— Strains in order of increasing activity

Ryc. 3. Pobieranie tlenu przez bakterie wyodrgbnione po 12 miesiacach z ryzosfery, miko-

ryzosfery oraz z gleby pozakorzeniowej sosny Pinus silvestris L. Drugl rok badan
objasnienia — jak na ryc. 1

Fig. 3. Oxygen uptake by bacteria isolated after 12 months from root-free soil, rhizosphere
and mycorrhizosphere of pine. Second year of studies
explanation -— as in Fig. 1

Bakterie hodowano w pozywce A [5] i po 48-72 godzinach hodowli
w temperaturze 26°C bakterie zmywano ze skoséw i przemywano dwukrotnie
w buforze fosforanowym (0,01 M, pH 7,0) w wiréwce i powtdrnie zawieszano
w tym samym buforze. Zawiesiny takie, o zmetnieniu wynoszacym 200
jednostek Kletta, przy stosowaniu fotokolorymetru Klett-Summerson (filtr
niebieski nr 42) zawieraly w 1 ml okoto 1,2 x 10° komorek bakterii wediug
skali Mc Farlanda.

Do badan.zastosowano 5 substratow: glukozg, octan sodu, pirogronian
sodu, hydrolizat kazeiny (Casamino acids, Difco) oraz skrobi¢ rozpuszczalna.
Badania manometryczne wykonywano w temperaturze 26°C. Kazde naczynko
aparatu Warburga zawieralo 2 ml zawiesiny bakterii w buforze fosforanowym,
0,2 ml 0,5M KOH wraz z bibula (w studzience) oraz 1 ml (10 pmoli)

Ryc. 2. Pobieranie tlenu przez bakterie wyodrgbnione w pierwszych miesiacach z ryzosfery,
mikoryzosfery oraz z gleby pozakorzeniowej sosny Pinus silvestris L. Pierwszy rok badan

objasnienia — jak na ryc. | \

Ryc. 2. Oxygen uptake by bacteria isolated in the first months from root-free soil.
rhizosphere and mycorrhizosphere of pine. First year of studies
explanations — as in Fig. 1
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Hydrolizat kazeiny— Casamino acids
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Szczepy wedtug wzrastajacej aktywnosci— Strains in order of increasing activity

Ryc. 4. Pobieranie tlenu przez bakterie wyodrebnione po 12 miesigcach z ryzosfery, miko-

ryzosfery i z gleby pozakorzeniowej sosny Pinus silvestris L. Drugi rok badan
objasnienia - jak na ryc. 1

Fig. 4. Oxygen uptake by bacteria isolated from root-free soil, rhizosphere and mycorrhi-

zosphere of pine. Second year of studies
explanations —- as in Fig. 1

substratu w ramieniu bocznym. W przypadku hydrolizatu kazeiny oraz skrobi
stosowano 5mg w 1 ml buforu fosforanowego na kazde naczynko. W ba-
daniach stosowano wytrzasanie ciagle (faza gazowa bylo powietrze) i czas
wyrownania temperatur 20 min. Wyniki przedstawiono jako ilo§¢ pobranego
tlenu w ciggu 1h przez 1 gram suchej masy (lub w przeliczeniu na 10°
komorek).

WYNIKI

v

Zbadano aktywno$¢ oddechowa 106 szczepow pochodzacych z powierzchni
nawozonej (25 z gleby, 34 z ryzosfery i 47 z mikoryzosfery) oraz 98
szczepOw wyizolowanych z powierzchni nie nawozonej (28 z gleby, 41 z ryzo-
sfery i 29 z mikoryzosfery). Ogolem zbadano wigc aktywnos¢ metaboliczna
204 szczepOéw bakterii.

Gleba pozakorzeniowa. Bakterie wyodrgbnione z gleby najlepiej utle-
nialy hydrolizat kazeiny, a najstabiej skrobi¢ (tab. 1).

Szczepy pochodzace z gleby nawozonej w pierwszych miesigcach po
nawozeniu wykazywaly mniejsza aktywno$¢ utleniania prawie wszystkich
zastosowanych substratow oddechowych niz organizmy z gleby kontrolne;j.
Jedynie glukoza byla aktywniej utleniana przez organizmy pochodzace z gleby
nawozonej niz kontrolne;.



Tabela 1

Pobieranie tlenu przez bakterie wyodrebnione z gleby pozakorzeniowej
Oxygen uptake by bacteria isolated from the root-free soil

Srednie zuzycie tlenu cm®/g suchej masy bakterii/godz*
w obecnoéci substratow ul/10° komorek/godz**
Liczba | Mean oxygen uptake cm?®/gdry matter of bacteria/hour*

Pochodzenie zbadanych | in the presence of the substrates ul/10° of cells;hour**
$2CZepoOw — szczepOw
powierzchnia Number of]
Source of strains hydrolizat octan pirogronian
isolation studied | glukoza kazeiny sodu sodu skrobia
glucose | casamino | sodium sodium starch
acids acetate pyruvate
1-4 miesiecy po nawozeniu — 1-4 months after fertilization
Nie nawozona 10 10,96* 46,28 8,46 10,61 497
Non-fertilized . 5,19** 22,06 4,02 511 2,39
Nawozona 8 20,20* 35,98 6,02 4,12 2,13
Fertilized 9,69** 17,10 2,78 1,96 1,01
12 miesigcy po nawozeniu — 12 months after fertilization
Nie nawozona © 18 11,17* 22,62 13,84 4,78 i 3,95
Non-fertilized 5,18%* 10,82 6,28 2,18 1,69
Nawozona 17 9,82* 28,13 13,50 8,48 1,70
Fertilized 4,91** 14,06 6,75 4,25 0,85
Tabela 2

Pobieranie tlenu przez bakterie wyodrgbnione z ryzosfery sosny
Oxygen uptake by bacteria isolated from the rhizosphere of pine

Srednie zuzycie tlenu cm?/g suchej masy bakterii/godz*
w obecnosci substratow ul/10° komérek/godz**
Liczba | Mean oxygen uptake cm?/gdry matter of bacteria/hour*

Pochodzenie .
] zbadanych | in the presence of the substrates ul/102 of cells hour**
SzczepOw — :
. . szczepOw
powierzchnia
Number of]
Source of . . . .
isolation strains hydrolizat octan pirogronian
studied | glukoza kazeiny sodu sodu skrobia
glucose | casamino | sodium sodium starch
acids acetate pyruvate

1-4 miesigcy po nawozeniu — 1-4 months after fertilization

Nie nawozona 28 12,26* 51,68 18,01 12,83 4,55
Non-fertilized : 5,78** 24,01 7,81 6,10 2,15
Nawozona 19 11,37* 45,57 10,60 9,57 3,96
Fertilized 5,82+ 22,10 . 5,35 4,76 2,02
12 miesigcy po nawozeniu — 12 months after: fertilization:
Nie nawozona 13 10,36* 24,56 10,18 4,37 0,96
Non-fertilized 4,32%* 10,24 4,24 1,82 0,40
Nawozona 15 23,29* 33,96 17,59 9,82 2,74
Fertilized | 11,54** 18,08 8.80 491 1,37

Rocz. Gleb. — 4
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Tabela 3

_Pobieranie tlenu przez bakterie wyodrebnione z mikoryzosfery sosny
Oxygen uptake by bacteria isolated from the mycorrhizosphere of pine

Srednie zuzycie tlenu cm?/g suchej masy bakterii/godz*
w obecnoéci substratow ul/10° komérek/godz**
Liczba | Mean oxygen uptake cm®/gdry matter of bacteria/hour*

Pochodzenie zbadanych | in th A 9 of cells .
szczepow — y in the presence of the substrates pl 107 of cells hour
. . szczepOw
powierzchnia
Number of
Source of . . . .
. . strains hydrolizat octan pirogronian
isolation . . .
studied | glukoza kazeiny sodu sodu skrobia
glucose | casamino | sodium sodium starch
acids acetate pyruvate

1-4 miesigcy po nawozeniu — 1-4 months after fertilization

Nie nawozona 20 9,14* 55,98 12,07 7.31 3,75
Non-fertilized 4,32%* 26,84 5,44 3,58 1,22
Nawozona 29 10,57* 51,11 11,14 9,39 4,03
Fertilized 5,44** 25,59 5,79 4,65 2,05
12 miesiecy po nawozeniu — 12 months after fertilization
Nie nawozona 9 12,21* 28,97 12,50 5,34 0,86
Non-fertilized 5,09** 12,07 5,21 2,23 0,36
Nawozona 18 14,07* 42,67 15,50 4,22 1.47
Fertilized 6,40** 19,30 7.0 1.86 0,65

Po uplywie roku od nawozenia bakterie z gleby nawozonej aktywniej
utlenialy hydrolizat kazeiny oraz pirogronian sodu, ale nie byly to réznice
znaczace.

Ryzosfera. Najlepszym substratem oddechowym dla zbadanych bakterii
pochodzacych z ryzosfery drzew nawozonych i nie nawozonych byl hydrolizat
kazeiny (tab. 2). Najmniejsze zuzycie tlenu zaobserwowano w obecnosci
skrobi. Bakterie wyodrebnione w pierwszych miesiacach po zastosowaniu
nawozOw wykazywaly mniejsza aktywno$¢ oddechowa wobec wszystkich za-
stosowanych substratow w pordéwnaniu z organizmami wyodregbnionymi
z ryzosfery roSlin powierzchni nie nawozonej. Natomiast po uplywie roku
od nawozenia bakterie wyodrgbnione z ryzosfery ro$lin nawozonych utlenialy
aktywniej wszystkie potaczenia organiczne zastosowane do badan.

Mikoryzosfera. Bakterie mikoryzowe, podobnie jak glebowe i ryzo-
sferowe, najlepiej utlenialy hydrolizat kazeiny, a najstabiej skrobi¢ (tab. 3).
Bakterie wyizolowane z mikoryzosfery drzew nawozonych w pierwszych miesia-
cach po wysianiu nawozow utleniaty zastosowane zwiazki organiczne z podobna
aktywnoscia jak organizmy pochodzace z mikoryzosfery roslin kontrolnych.

Po uplywie roku bakterie pochodzace z mikoryzosfery drzew powierzchni
nawozonej lepiej utlenialy hydrolizat kazeiny niz organizmy z mikoryzosfery

Rocz. Gleb. —4*



Aktywno$¢ metaboliczna bakterii gleby, ryzosfery... 51

kontrolnej. Pozostale substraty organiczne utleniane byly z aktywnoscia
zblizong lub nieznacznie lepiej (glukoza i octan sodu) w porOéwnaniu z
bakteriami pochodzacymi z mikoryzosfery drzew kontrolnych.

DYSKUSJA

Przydatno$¢ metod manometrycznych w badaniach metabolizmu gleby
lub czystych szczepéw wyizolowanych z tego Srodowiska podkreslato wielu
badaczy [4, 8, 17]. Badania te, jak juz wspomniano, dotyczyly gldéwnie
gleb uprawnych lub bakterii wyodrgbnionych z tych gleb.

W niniejszej pracy przedstawiono wyniki badan nad aktywno$cia odde-
chowa bakterii gleby i strefy korzeniowej sosny rosnacej na glebie nie
nawozonej i nawozonej mocznikiem i chlorkiem potasu. Wybdr substratow
do przeprowadzonych dos$wiadczen (glukoza, hydrolizat kazeiny, octan,
pirogronian sodu i skrobia) byl podyktowany do§¢ powszechnym wystgpo-
waniem zastosowanych substancji w glebie. Jak wiadomo, aminokwasy i cukry
proste naleza do najwazniejszych skladnikéw wydzielin korzeniowych roslin
[8, 9, 10, 16].

W niniejszej pracy stwierdzono, ze najlepszym substratem oddechowym
dla zbadanych bakterii, niezaleznie od ich pochodzenia, byt hydrolizat
kazeiny. Wyrazna preferencja w wykorzystywaniu polaczen bialkkowych przez
bakterie glebowe wydaje si¢ w pelni uzasadniona powszechnym wystepo-
waniem tych polaczen w glebie. Same mikroorganizmy przyczyniaja si¢ do
zmian skladu wolnych aminokwasow w tym Srodowisku zaro6wno przez ich
rozklad, jak i synteze [6].

Znacznie mniej chetnie wykorzystywanym substratem oddechowym byla
glukoza, chociaz jest ona uznawana za jedno z najlatwiej dostgpnych zrodet
wegla i energii w glebie. Nie stanowi to jednak reguly, o czym S$wiadcza
wyniki niniejszych badan oraz obserwacje wykonane przez innych autorow
[15], ktorzy twierdzili, Zze utlenianie glukozy w glebie lesnej przebiegato
w umiarkowanym, a nawet malym tempie, przy czestym wystgpowaniu
fazy zastoju.

Niewiele jest danych na temat utleniania przez mikroflorg glebowa
niektorych kwasow organicznych. Stwierdzono, ze ich mieszaniny moga by¢
utleniane szybciej niz glukoza, czy hydrolizat kazeiny [4, 15]. Octan i piro-
gronian sodu zastosowane w naszych badaniach naleza wedlug Bose i in.
[1] do najstabiej utlenianych zwiazkdéw przez mikroflore gleby. Niektorzy
badacze [17] stwierdzili, ze sposrdd 7 substratéw (sacharoza, glukoza, alanina,
ksyloza, octan, pirogronian i bursztynian) pirogronian nalezal do najwol-
niej pobieranych substancji zaréwno przez szczepy wyizolowane z ryzosfery
pszenicy, jak i z gleby kontrolnej. Natomiast octan nalezal do najchetniej
przez te bakterie utlenianych substratow.
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Wyniki niniejszej pracy wykazaly, ze niezaleznie od pochodzenia bakterii
pirogronian byl stabo wykorzystywanym substratem oddechowym. Przeciwnie,
octan byl utleniany podobnie jak glukoza w stopniu umiarkowanym,
a niekiedy nawet chetniej (glownie przez organizmy ryzosferowe i miko-
ryzosferowe).

Niezwykle skromny jest stan wiedzy dotyczacej aktywnos$ci amylolitycznej
bakterii glebowych. Stwierdzono, ze skrobia jest rozkladana na ogdt mato
intensywnie i nie przez wszystkie bakterie. ROwniez bakterie zbadane w tej
pracy charakteryzowaly si¢ malym pobieraniem tlenu w obecnosci skrobi.

Poroéwnanie oddychania bakterii wyodrgbionych z powierzchni nawozone;j
1 kontrolnej sugeruje, ze aktywno$¢ mikroflory bakteryjnej gleby moze mieé
przypuszczalnie zwiazek z jej nawozeniem, glownie ze zmianami w skladzie
rodzajowym i gatunkowym drobnoustrojéow pod wptywem nawozenia. W strefie
korzeniowej roslin kontrolnych (ryzosferze i mikoryzosferze) dominujaca grupa
bakterii byly formy pleomorficzne nalezace do gatunku Arthrobacter globi-
formis. W glebie pozakorzeniowej formy pleomorficzne byly réwnie liczne
jak laseczki nalezace do gatunku Bacillus circulans. Nawozenie spowodowato
wzrost liczebnosci paleczek G(—) Pseudomonas fluorescens w ryzosferze
imikoryzosferze. W glebie pozakorzeniowej pod wplywem nawozenia zwigkszyt
si¢ znacznie procentowy udzial laseczek Bacillus circulans wsrod populacji
bakterii. Nawozenie spowodowalto wigc zmiany w sukcesji bakterii w zbadanych
Srodowiskach. To bylo z pewnoscia powodem zaro6wno zmian w $redniej
aktywnosci oddechowej (metabolicznej), jak réwniez w przedstawionych na
rysunkach szeregach tej aktywnosci. Jest bowiem rzecza oczywista, Ze nie
tylko rodzaje, czy gatunki nalezace do tego samego rodzaju, lecz nawet
szczepy bakterii moga rozni¢ si¢ aktywnoscia metaboliczna.

]

WNIOSKI

— Najlepszym substratem oddechowym dla wszystkich zbadanych bakterii
byt hydrolizat kazeiny. Najmniejsze zuzycie tlenu zaobserwowano w obecnos$ci
skrobi.

— Najwieksze roznice w aktywnosci oddechowej bakterii wyizolowanych
po zastosowaniu nawozow zaobserwowano u organizméw pochodzacych z ry-
zosfery, a najmniejsze u mikoryzosferowych.

~ Ogélnie bakterie wyizolowane w pierwszych miesiagcach po nawozeniu
gorzej utlenialy zastosowane potaczenia organiczne niz organizmy wyodreb-
nione po uplywie roku od nawozenia.
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METABOJIMYECKASA AKTUBHOCTb BAKTEHHWH TOYBbI. PU3OCPEPBI
U MUKOPH3OCOHEPBI COCHBI (PINUS SYLVESTRIS L.) JIECA
HEYIOBPAEMOI'O U YAOBPAEMOI'O MOYEBHHON U XJIOPUJIOM KAJIMS

Kadeapa mukpobuosnorun, Kadenpa nousosenenuss MHCTUTYyTa GHOJIOTMH VYHHBEpPCHTETA
um. H. Konepuuka B Topyhe

Pe3ome

ABTOpBI M3y4a/ BIHSHME ABYX BHAOB MMHEPA/bHBIX YNOODEHHH (MOYEBHMHBI, XJIOPHCTOBO
Kaaus) Ha MeTaboJMYECKYI0 aKTHBHOCTh OakTepuii nousbl, pusocdeps! 1 MHKPOPH3OCHEDHI
cocHbl. Cnoco6HOCTh 6OakTepuif OKMCIEHHS pa3HBIX OpPTaHHYECKMX COENMHEHMH (TJIIOKO3BI,
PacTBOPHMOTO Kpaxmaia, YKCYCHOKHCJIOrO HaTpHs, TMIPOJIHM3aTa Ka3euHbl) ONpENEsiH PeCu-
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POMETpHYECKHIM METOOOM B anmapate BapOypra. B obuiem uucne Obina nmpoaHalu3mpoBaHa
meTabosinueckas akTUBHOCTh 204 mraMmoB OakTepuit. Jlyuiium pecnupauMoHHBIM cybcTpaToM
OKa3ajca TMOPOJM3AaT Ka3euHa, a Haubosee TPYAHBIM /I8 OKMCJIEHHS OKa3ancs Kpaxmall.
3HayuTeNbHBIE Da3/IMYUA B OKHCIMTESBLHOW cnocoGHOCTH Oblm OOHapykeHBl y OakTepwii
pu3ocdeps! COCHbI Ha yOOOPeHHBIX yuyacTkaX. CaMbIMHM HE3HAYUTEJIbHBIMU OKa3alduCh Pa3JIMuUA
y 6GakTepuit MMKOpHM30Chepbl, M30JMPOBAHHBLIX M3 3THX YyuacTkoB. CoBOKymHOCTh OakTepuit
M30JIMPOBAaHHBIX B TEYEHHE NEPBBIX MECALEB NOCJIE BHECEHUA MOYEBMHBI M XJIOPUCTOTO Kajus
Ha OIBITHBIE YYaCTKM XapaKTepH30BaJiaCh MeHbLIEH CHOCOOHOCTBIO OKHCJIEHHS MCCIIEAYEMBIX
OpraHuYeckux cyGCTpaTOB B CpaBHEHMM C OakTepUSAMH H3O0JHPOBAHHBIMH Yepe3 rol Hocie
BHECEHHs yI06peHHi.

H. DAHM., E. STRZELCZYK. Z. PRUSINKIEWICZ

METABOLIC ACTIVITY OF SOIL. RHIZOSPHERE AND MYCORRHI-
ZOSPHERE BACTERIA OF PINE (PINUS SYLVESTRIS L.) ISOLATED
FROM NON-FERTILIZED AND FERTILIZED SOIL WITH UREA
AND POTASSIUM CHLORIDE

Laboratory of Microbiology and Laboratory of Soil Science,
Instytute of Biology, N. Copernicus University

Summary

Studies were carried out on the influence of mineral fertilizers (urea and potassium
chloride) on the development of bacteria capable of utilizing different organic compounds
(glucose, sodium acetate, sodium pyruvate, casamino acids and soluble starch). The respiro-
metric method (Warburg apparatus) was applied. In general the metabolic activity of 204
bacterial strains was studied. It was found that the best respiratory substrate were casamino
acids. The lowest oxygen uptake in the bacteria studied was shown in the presence
of starch. Greatest differences in the respiratory activity were found in the rhizosphere
and the smallest in mycorrhizosphere organisms. In general the bacteria isolated during
the first months after fertilization oxidized to a smaller degree the organic substrates
used than those derived after one year.

Dr Hanna Dahm Wplynelo do redakcji w lipcu 1986
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