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Abstract: The effect of modified pH on survival of oligonitrophilic yeast in acid forest soils was
studied. In the experiments soil samples collected from humus horizons of six selected soil profiles
situated in Puszcza Biata Forest were used. In all soil samples maximum capillary capacity of water
and necessary dose of CaO to rise pH to the level of 7 have been determinated. The experiment was
arranged in three replications and consisted of the following treatments: natural soil, limed natural
soil, sterile soil and limed sterile soil. The soil samples, 50 g each, taken from particular combina-
tions were transferred to plastic-pots and inoculated with 1cm3suspension of oligonitrophilic yeasts
in saline containing 31- 104 cells. Moisture of soil samples was adjusted to 60% of the maximum
water capacity and maintained to the end of experiment. Yeast survival was measured after 1, 8,
15, 29, 35, and 49 days using the plate method. In all experimental combinations directly after soil
inoculation rapidly decreased the percentage of live yeast cells and after adaptation period it
gradually increased. Liming influenced the growth of oligonitrophilic yeast in a greater degree in
sterile soil than in natural.

Stowa kluczowe: drozdze oligonitrofilne, Lipomyces, pH gleby, gleby lesne, doswiadczenie wazo-
nowe.
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WSTEP

Gleba jest siedliskiem tysiecy zréznicowanych pod wzgledem jakosciowym i
iloSciowym gatunkow mikroorganizméw [Alexander 1977]. Wedtug Jonga
[1989] drobnoustroje glebowe stanowig 25% og6lnej biomasy Ziemi. Pomimo
wyizolowania i zidentyfikowania ok. 40 tys. gatunkéw drobnoustrojow wystepu-
jacych w srodowisku glebowym, to tylko nielicznym gatunkom potrafimy przy-
pisa¢ okre$lone funkcje w procesach metabolizmu gleby [Hawksworth, Mound
1991].
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Srodowisko glebowe jest bogatym Zrodtem licznych gatunkéw drozdzy, wyko-
rzystywanych w biotechnologii [De Mot 1990, Hatano iin. 1991, Holder iin.1989,
Horn iin. 1992, Imai, Kuwatsuka 1989, Jeffries 1990, Kock i in. 1991, Middelho-
ven i in. 1992, Neujahr 1990, Schisler i in. 1995]. Drozdze oligonitrofilne nie
stanowig odrebnej jednostki systematycznej, ajedynie grupe fizjologiczng wyod-
rebniong ze wzgledu na ich zdolno$é do zycia w $Srodowisku o minimalnej
zawartosci azotu, okreslangjako drozdze z rodzaju Lipomyces. Drozdze z rodzaju
Lipomyces rosna w postaci $luzowatych kolonii na bezazotowych podtozach
statych wykorzystujac jony amonowe dyfundujgce do podtoza z atmosfery [Kock
i in. 1991]. Drozdze wyizolowane z gleb Puszczy Bialej dodatkowo wykazujg
zdolnos$¢ rozwoju w warunkach silnego zakwaszenia srodowiska.

Celem niniejszej pracy byta ocena wptywu modyfikowanego pH na przezy-
walnos¢ drozdzy oligonitrofilnych w warunkach in vitro.

MATERIAL | METODY

Do badan stosowano prébki gleb pobrane z poziomoéw préchnicznych szesciu
réznigcych sie profili glebowych potozonych na terenie Puszczy Biatej (tab. 1).

Pobrane probki z poszczegdlnych typéw gleb po przewiezieniu do laborato-
rium przesiano przez sito o $rednicy oczek 1 mm i doprowadzono do stanu
powietrznie suchego. W prébkach tych okreslono na wstepie maksymalng poje-
mno$¢ wodna (PWm) gleb oraz ustalono dawke CaO potrzebng do podwyzszenia
pH do 7,0. Nastepnie prébki gleby podzielono na 2 czesci. Jedng cze$¢ pozosta-
wiono bez zmian (w stanie naturalnym), drugg wyjatowiono w autoklawie. W
kolejnym etapie probki naturalne i wyjatowione ponownie podzielono na dwie
grupy. Jedng grupe probek pozostawiono bez zmian, natomiast drugg grupe
potraktowano CaO w celu doprowadzenia pH do 7,0.

Z przygotowanych probek nawazono po 50 g do przeptukanych 75% alkoho-
lem etylowym i naswietlonych promieniami UV plastikowych wazonéw. Naste-
pnie do gleb w poszczegélnych wazonach wprowadzono po 1cm3 zawiesiny w
roztworze soli fizjologicznej zawierajacej 31- 104 komorek drozdzy oligonitrofil-
nych. Zawiesing komdrek uzyskano sptukujac roztworem soli fizjologicznej pie-
ciodniowa hodowle drozdzy na podtozu wg Saburouda (glukoza- 40 g, Aminobak
- 109, agar- 20 g oraz woda wodociggowa - 1000 ml). Liczba komdrek drozdzy
oligonitrofilnych w 1 cm3okreslono metodg ptytkowa na podtozu bezazotowym
(K2HPO04- 1g, MgS04-7H2 - 0,59, CaCO03- 5¢g, glukoza- 20 g, mikroelementy
- 1ml, 15 g agaru oraz woda wodociggowa 1000 ml). Odczyn pozywki doprowa-
dzono do wartosci pH 7,0. Do badanych gleb w wazonach dodano okreslong
objetos¢ jatowej wody destylowanej w celu doprowadzenia wilgotnosci do 60%
PWm. Uzyskang wilgotnos¢ gleby utrzymywano do kohca trwania doswiadczenia
systematycznie uzupetniajgc ubytki jatowg wodg destylowang. Wazony przykryto
jatowgq laboratoryjng folig aluminiowa ograniczajagc parowanie gleby. Hodowle
inkubowano w temperaturze pokojowej przez 49 dni. Wszystkie kombinacje
doswiadczalne przygotowano w trzech powtdrzeniach. Przezywalno$¢ drozdzy w
glebie inkubowanej w wazonach okreslano metodg ptytkowg po 1, 8, 15, 29, 35 i
49 dniach trwania doswiadczenia. Z poszczegllnych kombinacji pobierano i
odwazano okre$lone probki gleby i zawieszano w jatowej wodzie wodociggowej
przygotowujac rozciefczenia zawiesin glebowych w zakresie od 10 | do 10
Pobierano po 1cm3poszczegolnych rozciefczen gleb i wysiewano wgtebnie do
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TABELA 1 Charakterystyka pozioméw préchnicznych badanych profili glebowych wykorzysta-
nych w doswiadczeniu
TABLE 1. Some physico-chemical properties selected humus horizons of investigated soils profile

Nr Typ gleby Poziom  Gfeboko$¢ pH [g *kgd] C:N

pro- Soil type gene- Depth H20 KC1 C N

filu tyczny [em]

No. Genetic

of soil horizon

profile

14 Opadowo glejowa A 2-16 4,2 3,7 24,8 13 18,51
pseudogley soil

15 Rdzawa wiasciwa A 5-12 3,7 3,0 28,7 11 26,82
rusty soil

2la Murszowa AM 5-10 51 4,6 365,0 20,9 17,46
muck soil

33 Glejobielicowa A 3,5-13 33 2,8 63,2 2,8 22,25
gley-podzol soil

35 Gruntowo-glejowa A 1-17 41 34 66,5 6,3 10,44
gley soil

38 Czarna ziemia A 2,5-18 3,8 3,0 17,1 1,1 15,27
black earth

podtoza bezazotowego. W celu ograniczenia wzrostu bakterii i innych grzybow
do podtozy dodawanojatowe roztwory cykloheksamidu (50 ppm) i streptomycyny
(50 ppm). Hodowle inkubowano przez 15 dni w temperaturze 28°C. Uzyskane
wyniki opracowano statystycznie metodg analizy wariancji wykorzystujac pro-
gram komputerowy Statgraphics. Wyznaczono grupy homogeniczne korzystajac
z testu t-Studenta przy poziomie istotnosci a = 0,05.

WYNIKI I DYSKUSJA

Rozwdj drobnoustrojéw w srodowisku glebowym i ich bioréznorodnos¢ sg
warunkowane przez wiele czynnikéw Srodowiska. Te same gatunki drobnoustro-
jow moga wystepowaé czesto w drastycznie réznigcych sie warunkach srodowi-
skowych [Alexander 1977]. Duzy wpltyw na liczebno$¢ drobnoustrojow w glebie
wywiera zakwaszenie [Widmer i in. 1989, Amato i Ladd 1994]. Badane gleby
lesne charakteryzowaly sie niskimi wartosciami pH (od 3,3 do 5,1). W pracy
przedstawiono badania dotyczace wptywu zmian pH z kwasnego na obojetne na
przezywalnos$¢ w glebach lesnych drozdzy oligonitrofilnych.

Analizy wykazaty znaczne zmiany w liczebnosci wprowadzonych do gleby
drozdzy oligonitrofilnych w badanych kombinacjach dos$wiadczalnych. Bez
wzgledu na warto$¢ pH po zaszczepieniu gleby drozdzami nastgpit gwattowny
spadek liczby zywych komorek, a po okresie przystosowania liczba ta stopniowo
wzrastata. Reakcja ta moze wynikaé z potrzeby adaptacji tych organizméw do
nowych warunkéw srodowiska. W przypadku gleb niejatowionych na zachowanie
drozdzy moze roéwniez mie¢ wptyw wzajemna konkurencja pomiedzy drobnou-
strojami [Kottler, Alexander 1995, Vishniack 1995]. W dostepnej literaturze nie
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O niewapnowana, no limed | wapnowana, limed

Czas inkubacji (dni)
Time of incubation (days)
RYSUNEK 1. Wptyw wapnowania na wystepowanie drozdzy oligonitrofilnych w poziomie pro-
chniczym gleby opadowo-glejowej (*réznymi literami oznaczono rézniace sie $rednie)
FIGURE 1 Influence of liming on occurrence oligonitrophilic yeast in humus horizons of pseudo-
gley soil (*mean significant differences are marked with different letters)

znaleziono danych dotyczacych wpltywu wapnowania gleb na wystepowanie
drozdzy oligonitrofilnych. Wydaje sie jednak, ze obojetne pH jest czynnikiem
sprzyjajacym ich rozwojowi.

W przypadku gleby naturalnej opadowo glejowej (rys. 1) poczgtkowo stwier-
dzono w glebie wapnowanej istotnie wyzszg ilos¢ zywych komdrek. Nastepnie
poczawszy od 8 dnia do 35 dnia od analizy stwierdzono istotnie nizszg liczbe
jednostek tworzacych kolonie (jtk) w glebie wapnowanej. W ostatniej analizie (po
49 dniach) nie stwierdzono istotnych roznic w ilosci drozdzy oligonitrofilnych w
glebach kontrolnych i wapnowanych. W przypadku gleby jalowionej z tego
samego profilu nie stwierdzono istotnych réznic pomiedzy liczebnos$cig w dniu

O niewapnowana, no limed wwapnowana, limed

Czas inkubacji (dni)
Time of incubation (days)

RYSUNEK 2. Wptyw wapnowania na wystepowanie drozdzy oligonitrofilnych w poziomie pro-
chniczym gleby rdzawej (*réznymi literami oznaczono rézniagce sie Srednie)

FIGURE 2. Influence of liming on occurrence oligonitrophilic yeast in humus horizons of rusty soil
(*mean significant differences are marked with different letters)
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O niewapnowana, no limed Iwapnowana, limed
naturalna, natural jalowiona. sterile

Czas inkubacji (dni)
Time of incubation (days)

RYSUNEK 3. Wplyw wapnowania na wystepowanie drozdzy oligonitrofilnych w poziomie pro-
chniczym gleby murszowej (*réznymi literami oznaczono ro6znigce sie $rednie)

FIGURE 3. Influence of liming on occurrence oligonitrophilic yeast in humus horizons of muck
soil (*mean significant differences are marked with different letters)

1i 15 analiz. W pozostatych terminach analizy liczba zywych komdrek drozdzy
w glebie wapnowanej byta istotnie wyzsza niz w glebie niewapnowanej.

W glebie naturalnej rdzawej (rys. 2) stwierdzono istotne r6znice w liczebnosci
drozdzy oligonitrofilnych w zaleznos$ci od wapnowania w dwdch ostatnich termi-
nach analiz. W glebie jatowionej natomiast nie stwierdzono istotnego wplywu
wapnowania na liczebno$¢ drozdzy tylko w pierwszym terminie.

W glebie naturalnej murszowej (rys. 3) istotny wptyw wapnowania stwierdzo-
no we wszystkich terminach analiz z wyjatkiem drugiej analizy. Natomiast w
glebie jatowionej podczas dwoch pierwszych analiz nie stwierdzono istotnych
réznic w liczbie drozdzy pod wptywem wapnowania.

Czat Inkubacji (dni)
Tim» of incubation (days)

RYSUNEK 4. Wptyw wapnowania na wystepowanie drozdzy oligonitrofilnych w poziomie proé-
chniczym gleby glejobielicowej (*réznymi literami oznaczono roznigce sie Srednie)

FIGURE 4. Influence of liming on occurrence oligonitrophilic yeast in humus horizons of gley-po-
dzol soil (*mean significant differences are marked with different letters)



G. Gorzata, D. Jabtoriska-Gorzata, J. Chojnicki,
40 D. Gozdowski, S. Russel

O niewapnowana, no limed w,wapnowana, limed

naturalna, natural jatowiona, sterile

Czas inkubacjii (dni)
Time of incubation (days)

RYSUNEK 5. Wplyw wapnowania na wystepowanie drozdzy oligonitrofilnych w poziomie
préchniczym gleby gruntowo-glejowej (*réznymi literami oznaczono réznigce sie $rednie)
FIGURE 5. Influence of liming on occurrence oligonitrophilic yeast in humus horizons of gley soil
(*mean significant differences are marked with different letters)

W przypadku gleby naturalnej glejobielicowej (rys. 4) nie stwierdzono istot-
nego wptywu wapnowania na liczebno$¢ drozdzy oligonitrofilnych we wszystkich
terminach analiz. W glebie jatowionej glejobielicowej wapnowanie zwiekszyto
liczebno$¢ drozdzy poczawszy od 3 analizy.

W przypadku gleb naturalnych gruntowo-glejowych (rys. 5) istotnie wiekszg
liczbe drozdzy stwierdzono w dwoch pierwszych terminach analiz w glebie
niewapnowanej. W pozostatych terminach nie stwierdzono istotnego wptywu
wapnowania na liczebno$¢ drozdzy oligonitrofilnych. W glebach jatowionych z
tego samego profilu glebowego istotnego wptywu wapnowania nie stwierdzono
na liczbe drozdzy w 8 dniu do$wiadczenia.

O niewapnowana, no limed w wapnowana, limed

naturalna, natural jatowiona. sterile

Czas inkubacji (dni)
Time of incubation (days)
RYSUNEK 6. Wptyw wapnowania na wystepowanie drozdzy oligonitrofilnych w poziomie pro-
chniczym gleby typu czarna ziemia (*réznymi literami oznaczono rézniagce si¢ Srednie)
FIGURE 6. Influence of liming on occurrence oligonitrophilic yeast in humus horizons of black
earth (*mean significant differences are marked with different letters)
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W czarnej ziemi (rys. 6) nie stwierdzono istotnego wplywu wapnowania na jtk
drozdzy w terminach pierwszym i drugim analizy w glebie naturalnej oraz drugim
i trzecim w glebie sterylizowanej. W pozostatych terminach zaohserwowano
istotny wplyw wapnowania najtk drozdzy oligonitrofilnych.

Przezywalno$¢ mikroorganizméw introdukowanych do gleby ma zwigzek z
réznymi czynnikami srodowiskowymi, takimi jak: zasobno$¢ gleby w skiadniki
pokarmowe, temperatura, odczyn, zasolenie oraz r6zne biologiczne interreakcje.
Moze rowniez zaleze¢ w znacznym stopniu od wiasciwosci fizjologicznych
mikroorganizméw wprowadzonych do gleb [Kottier, Alexander 1995, Vishniack
1995].

Z]dostepnej literatury wynika, ze drozdze oligonitrofilne wykazujg znaczne
mozliwosci adaptacyjne do zmieniajacych sie warunkow srodowiska. Z niniejszej
pracy wynika, ze rowniez stosunkowo tatwo adaptujg sie do réznych wartosci pH.

Wydaje sie jednak, ze nasza wiedza o zachowaniu sie tych samych drobnou-
strojow w roznych warunkach srodowiskowych jest wcigz ograniczona i wyma-
gane sg do zrozumienia tego zjawiska dalsze badania naukowe.

WNIOSKI

1. Bezposrednio po wprowadzeniu do gleby drozdzy oligonitrofilnych ich liczebno$¢
spadata gwattownie, a nastepnie obserwowano wzrost liczby komdrek.

2. Wapnowanie wptyneto w wiekszym stopniu na liczebno$¢ drozdzy oligonitrofil-
nych w glebach jatowych niz naturalnych.
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