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Abstract: The studies were carried out on selected treatments of long-term fertilization experiment
at Lyczyn. The most probable number (MPN) of anaerobic, mesophilic, spore-forming, cellulolytic
bacteria was analysed by tube dillution technique and calculated using the Me Credy’s method. At
the same time the soil samples were analysed for pH and content of organic carbon, nitrogen,
phosphorus and potassium. The occurrence of investigated bacteria was affected by fertilization.
The highest number of cellulolytic bacteria was observed in pots emended both with mineral and
organic fertilizers applied. The regression analysis showed clear relation between organic carbon,
nitrogen, phosphorus, and potassium content in soil and occurrence of investigated cellulolytic
bacteria. The occurrence of anaerobic bacteria was affected by pH of investigated soils.
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WSTEP

Przemyst rolno-spozywczy, drzewny, papierniczy oraz tekstylny generuje kazde-
go roku okoto 140 do 180 mld ton odpadow lignocelulozowych ztozonych gtéwnie z
celulozy, lignin, ksylanu i pektyn [Bujak i Targonski 1988, Coughlan 1992].

Proces rozktadu substratéw lignocelulozowych w glebie zalezy od wielu czynni-
koéw biologicznych, miedzy innymi od skfadu mikroflory glebowej, jak réwniez od
czynnikéw abiotycznych, takich jak: odczyn gleby, temperatura, wilgotnos¢, zawar-
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tos¢ substancji organicznej, sktad granulometryczny itp. W ekosystemach rolniczych
duzy wptyw na rozklad celulozy majg zabiegi uprawowe oraz nawozenie mineralne i
organiczne [Gulays i wsp., 1984].

W warunkach naturalnych celulozajest rozktadana i wykorzystywanajako zrodto
wegla i substrat energetyczny, przede wszystkim przez zr6znicowang morfologicznie
i fizjologicznie grupe drobnoustrojéw celulolitycznych [Beguin, Aubert 1994; Coug-
hlan 1992]. W$rdd glebowych bakterii celulolitycznych, ktore biorg udziat w rozkta-
dzie celulozy, wystepuja zaréwno tlenowe, jak i beztlenowe bakterie mezofilne
nalezace do rodzaju Bacillus [Paul, Varma 1993; Kim, Kim 1995] i Clostridium [Khan
i Patel 1991]. Organizmy te przezywaja niesprzyjajace warunki srodowiska w postaci
endospor. Mimo wieloletnich badan prowadzonych nad tymi bakteriami wtasciwosci
celulolityczne mezofilnych bakterii glebowych z rodzaju Clostridium sg mato pozna-
ne, zwlaszcza ze bakterie te izolowano gtéwnie z kompostu, mutu rzecznego, drewna
i przewodu pokarmowego przezuwaczy [Hethener i in. 1992]. Wiekszo$¢ badan nad
przetrwalnikujacymi bakteriami celulolitycznymi ogranicza sie tylko do stwierdzenia
ich obecnosci w glebie i okreslenia aktywnosci enzymatycznej, bez uwzgledniania
wptywu na ich wystepowanie czynnikéw $rodowiska, w tym nawozenia mineralnego
i organicznego.

Celem niniejszej pracy byto zbadanie wptywu wieloletniego nawozenia mineral-
nego i organicznego obornikiem na dynamike wystepowania w glebie beztlenowych,
mezofilnych bakterii z rodzaju Clostridium zdolnych do rozktadu celulozy.

MATERIAL | METODY

Materiatem do badan byta gleba ptowa wytworzona z pytu pobrana z kombinacji
nawozowych wieloletniego, statycznego dos$wiadczenia nawozowego w tyczynie
(tab. 1). Opis doswiadczenia zawarty jest w publikacjach Gorskiej i in. [1999] oraz
Kuszelewskiego i tabetowicza [1992]. Probki gleby do badan pobierano 5-krotnie w
ciggu okresu wegetacji z warstwy ornej gleby, gtebokosci 0-20 cm. Wiasciwosci
fizyko-chemiczne badanych prdbek gleby przedstawia tabela 1

Najbardziej prawdopodobng liczbe (NPL) beztlenowych, mezofilnych, celulolity-
cznych bakterii przetrwalnikujacych oznaczano metodg rozcienczen w atmosferze
azotu, w pozywce CM3 [Weimer, Zeikus 1991] z dodatkiem paskdw bibuty filtracyj-
nej jako zrédtawegla (0,5 x 15 cm). NPL badanych drobnoustrojow obliczano stosujac
tabele Mc Credy’ego dla trzech powtdrzen [Girard, Rougieux 1967].

Wptyw odczynu gleby oraz zawartosci wegla organicznego, N-ogétem, doste-
pnych form P i K na liczebnos$¢ bakterii celulolitycznych z rodzaju Clostridium badano
statystycznie metoda regresji prostoliniowej, wptyw nawozenia okreslono metodg
analizy wariancji, natomiast grupy jednorodne wyznaczano testem t-studenta. Obli-
czenia statystyczne wykonano na $redniej liczbie badanych bakterii z pieciu termindw.
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TABELA 1 Wiasciwosci fizyko-chemiczne probek gleby pobranych z wieloletniego doswiadcze-
nia nawozowego (*azot ogétem, **formy dostepne)

TABLE 1. Physico-chemical properties of soil depending on the long-term organic and mineral
fertilization (*total N, **available forms)

Kombinacje nawozowe pH C Zawarto$¢ - Content
Fertilization [9-kg"q [g - kg“]]

H20 KC1 N* p** K>
O - bez nawozenia - no fertilization 5,70 4,98 3,5 0,50 0,09 0,03
Ob. - obornik, FYM-farmyard manure 5,81 5,17 5,7 0,65 0,04 0,06
N 4,92 4,11 6,0 0,53 0,09 0,03
N+Ob, N+FYM 5,54 4,58 6,8 0,72 0,05 0,09
Ca 6,85 6,22 6,7 0,47 0,02 0,03
Ca+0Ob, Ca+FYM 6,79 6,15 71 0,66 0,06 0,06
PK 5,24 4,15 6,1 0,51 0,08 0,11
PK+Ob, PK+FYM 6,45 5,87 6,8 0,66 0,14 0,13
NPK 5,84 4,67 6,7 0,52 0,08 0,05
NPK+Ob., NPK+FYM 5,68 4,67 7,7 0,78 0,10 0,12
CaN 6,00 5,24 6,3 0,53 0,02 0,03
CaN+Ob, CaN+FYM 6,71 6,28 7.8 0,74 0,07 0,09
CaPK 6,86 6,44 6,3 0,51 0,12 0,11
CaPK+0Ob, CaPK+FYM 6,94 6,53 6,5 0,66 0,17 0,12
CaNPK 6,28 5,68 7,2 0,56 0,09 0,10
CaNPK+0Ob, CaNPK+FYM 6,72 6,17 7,6 0,70 0,15 0,12

WYNIKI I DYSKUSJA

Wystepowanie przetrwalnikujacych bakterii celulolitycznych w glebie jest przed-
miotem licznych badani prowadzonych przez mikrobiologéw w ciggu minionych lat
[Vardavakis 1989; Béguin, Aubert 1994].

Rola bakterii z rodzaju Bacillus i Clostridium w Srodowisku naturalnym, w tym w
glebiejest znaczaca, zuwagi na ich udziat w rozktadzie materii organicznej, np. biatek,
pektyn, skrobi, kwasow nukleinowych, lignin, ksylanu, celulozy itp. [Fogarty i in.
1974a,b] oraz zdolnosci do syntezy nitrogenazy [Leschine i in. 1988; Goérska i in.
2001], ktéra odpowiedzialna jest za proces wigzania azotu czasteczkowego.

W zaleznosci od zastosowanego nawozenia badane probki gleb réznity sie odczy-
nem i zawartoscig pierwiastkdw biogennych. Gérska i inni [1999] wykazali, ze
liczebnos¢ tlenowych i wzglednie beztlenowych bakterii celulolitycznych z rodzaju
Bacillus w glebie zalezy od nawozenia mineralnego, organicznego obornikiem i
wapnowania. Podobne wyniki uzyskano w badaniach przeprowadzonych w ramach
niniejszej pracy, z ktérych wynika, ze wystepowanie bakterii z rodzaju Clostridium
zalezy od nawozenia (rys. 1). Liczebnos¢ bakterii z rodzaju Clostridium w warstwie
ornej gleby jest znacznie mniejsza niz bakterii z rodzaju Bacillus [Gérska i in. 1999].
Wskaznik ten waha sie w granicach od 32 komorek ¢ g-1 s. m. gleby na obiekcie
nienawozonym do 322 komorek w glebie przy pelnym nawozeniu mineralnym i
organicznym. Najnizsza liczebnos¢ bakterii celulolitycznych stwierdzono w kombi-
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RYSUNEK 1. Wplyw nawozenia na wystepowanie beztlenowych, mezofilnych, celulolitycznych
bakterii przetrwalnikujgcych w glebie (*réznymi literami oznaczono $rednie réznigce sie istotnie)
FIGURE 1. Effect of fertilization on the occurrence of anaerobic, mesophilic, spore-forming,
cellulolytic bacteria in the soil (*mean significant differences are marked with different letters)

nacji nienawozonej i niewapnowanej, natomiast najwyzsza na glebie zwapnowanej,
gdzie zastosowano obornik i nawozenie mineralne.

Wystepowanie beztlenowych, przetrwalnikujacych bakterii celulolitycznych w
glebie zalezy od terminu pobrania prébek do analiz (rys. 2), co jest zwigzane miedzy
innymi z warunkami klimatycznymi. Badane drobnoustroje wystepowaty najliczniej
w probkach gleby pobranych w sierpniu.

Obliczenia statystyczne wskazujg na istotny wptyw odczynu gleby na NPL bakterii
z rodzaju Clostridium (rys. 3), czego nie stwierdzono w przypadku bakterii z rodzaju

Czerwiec. June lipiec. July Sierpien, Wrzesien, Pazdziernik
August September October

RYSUNEK 2. Wptyw terminu na wystepowanie beztlenowych, mezofilnych, celulolitycznych
bakterii przetrwalnikujgcych w glebie (*roznymi literami oznaczono $rednie réznigce sie istotnie)
FIGURE 2. Effect of terms of analysis on the occurrence of anaerobic, mesophilic, spore-forming,
cellulolytic bacteria in the soil (*mean significant differences are marked with different letters)
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RYSUNEK 3. Zalezno$¢ miedzy odczynem gleby aNPL beztlenowych, mezofilnych, celulolitycz-
nych bakterii przetrwalnikujacych w glebie (*istotno$¢ wspétczynnika regresji przy cc=0,05)
FIGURE 3. The effect of pH on the occurrence of anaerobic, mesophilic, spore-forming, cellulolytic
bacteria in the soil (*significant regression coefficient at 0c=0.05)

Bacillus [Gdrska i in. 1999]. Analiza regresji prostej wykazata istotng liniowg zalez-
no$¢ pomiedzy zawartoscig wegla organicznego, azotu ogétem, dostepnych form
fosforu i potasu a liczebno$cig beztlenowych, mezofilnych, przetrwalnikujacych
bakterii celulolitycznych w glebie (rys. 4, 5, 6, 7). Wzrost wartosci wymienionych
wskaznikdw wplywa istotnie na wzrost liczebnosci badanej grupy drobnoustrojéw.
Podobne istotne zaleznosci statystyczne stwierdzono miedzy wystepowaniem w
glebie celulolitycznych bakterii z rodzaju Bacillus a zawartoscig wegla organicznego,
azotu og6tem, dostepnych form fosforu i potasu [Gorska i in. 1999].

RYSUNEK 4. Zalezno$¢ miedzy zawartoscig wegla a NPL beztlenowych, mezofilnych, celulolity-
cznych bakterii przetrwalnikujacych w glebie (*istotno$¢ wspotczynnika regresji przy a=0,05)
FIGURE 4. Effect of C content on MPN of anaerobic, mesophilic, spore-forming, cellulolytic
bacteria in the soil (“significant regression coefficient at a=0.05)
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RYSUNEK 5. Zalezno$¢ miedzy zawartoscig azotu ogdlnego a NPL beztlenowych, mezofilnych,
celulolitycznych bakterii przetrwalnikujacych w glebie (*wspotczyn. regresji istotny przy oc=0,05)
FIGURE 5. Effect of N-total content on MPN of anaerobic, mesophilic, spore-forming, cellulolytic
bacteria in the soil (*significant regression coefficient at 0c=0.05)

RYSUNEK 6. Zalezno$¢ miedzy zawartoscig dostepnego fosforu a NPL beztlenowych, mezofilnych,
celulolitycznych bakterii przetrwalnikujacych w glebie (*wspotczyn. regresji istotny przy a=0.05)
FIGURE 6. Effect of P-available content on MPN of anaerobic, mesophilic, spore-forming,
cellulolytic bacteria in the soil (*significant regression coefficient at a=0.05)

RYSUNEK 7. Zalezno$¢ miedzy zawartoscia dostepnego K a NPL beztlenowych, mezofilnych,
celulolitycznych bakterii przetrwalnikujacych w glebie (*wspotczyn.regresji istotny przy oc=0,05)
FIGURE 7. Effect of K available content on MPN of anaerobic, mesophilic, spore-forming,
cellulolytic bacteria in the soil (*significant regression coefficient at a=0.05)
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WNIOSKI

1. Wystepowanie beztlenowych, mezofilnych, przetrwalnikujacych bakterii celuloli-
tycznych zalezy od nawozenia i terminu pobrania probek gleby.

2. Liczebno$¢é mezofilnych bakterii celulolitycznych z rodzaju Clostridium wzrasta
proporcjonalnie do wzrostu wartosci pH oraz zawartosci w glebie wegla organicz-
nego, azotu ogdtem, fosforu i potasu dostepnego.
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