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ZASTOSOWANIE ROZNYCH MODELI DO OKRESLANIA LICZBY
BAKTERII W GLEBIE
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Streszczenie: Celem badan bylo dokonanie oceny zmian zachodzacych w liczebnosei
bakterii na tle cech fizyko-chemicznych gleb w systemach uzytkowania konwencjonalnego
i ckologicznego. Obiektem doswiadczen byla gleba plowa wytworzona z glin zwalowych o skladzie
mechanicznym piaskow gliniastych mocnych. Liczbg bakterii przedstawiono jako liczebnodé
tworzacych kolonie jednostek (CFU) wg Parkinsona oraz po wykerzystaniu wynikow wszystkich
obserwacji w modelu FOR wg Hattoriego. Liczebnodci tworzacych kolonie jednostek wyrazono
w stosunku do: | g $wiezej masy gleby, 1 g suchej masy gleby, 1 cm® gleby, 1 cm® roztworu
glebowego, 1 cm’® porowatosci gleby. Uzycie modelu FOR pozwala na dopasowanic uzytych
pozywek do potrzeb pokarmowych obserwowanych mikroorganizmaw. Uzyskiwane rezultaty
zaleza nie tyiko od sposobu postgpowania z probkami glebowymi, ale takze od sposobu hodowania
i pomiaru bakterii.

Stowa kluczowe: liczebnoéé bakterii, model FOR, sposdb uprawy.

WSTEP

Nawozenie wplywa nie tylko na plonowanie roélin, ale takze na rozw()
i czynnos¢ drobnoustrojow w glebie i na wywolywane przez nie przemiany orga-
nicznych i mineralnych sktadnikow tego Srodowiska. Jednostronne traktowanie
gleb lekkich nawozami mineralnymi, w szczegélnosci powodujacymi ich zakwa-
szenie, prowadzi do przyspieszania mineralizacji préchnicy i pogorszenia si¢ jej
jakosci. Korzystny wplyw nawozéw organicznych, zwlaszcza przy systematycz-
nym ich stosowaniu, na gromadzenie si¢ materii organicznej w glebie jest od
dawna znany i doswiadczalnie udokumentowany.
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Celem badan bylo dokonanie oceny zmian zachodzacych w liczebnosci bakte-
rii na tle cech fizyko-chemicznych gleby ze szczegdlnym uwzglednieniem za-
wartosci wegla organicznego w systemach uzytkowania konwencjonalnego
z nawozeniem mineralnym i ekologicznego z nawozeniem organicznym. Pozna-
nie tych zmian oraz zalezno$ci pomigdzy cechami gleby, a sposobami ich uzyt-
kowania daje mozliwos¢ w sposdb bardziej scisty oceni¢ znaczenie i wplyw dwu
systemdw uprawowych na zyznoéé gleb [5].

Okreslanie liczebnosci lub biomasy mikroorganizmow glebowych moze by¢
realizowane wieloma réznorodnymi metodami. Metody bezposrednie w zasadzie
nie pozwalaja na okreslenie cech fizjologicznych i taksonomicznych nawet, jesli
poddawany obserwac)i materiat traktuje sig fluorochromami sprzegnietymi z glo-
bulinowa frakcja specyficznych surowic.

Okreslanie liczebnosei grup fizjologicznych poprzez pomiar metabolitow (np.
CO., NH,) po wprowadzeniu okreslonego substratu obarczone jest blgdem wyni-
kajacym albo ze zréznicowania kinetyki przemian, albo z udziatu innych niz mi-
kroorganizmy grup edafonu.

Wyniki pomiaréw posrednich — polegajacych na sporzadzaniu mianowanych
zawiesin badanego materialu i wysiew do podlozy hodowlanych — zaleze¢ mogg
od postepowania z pobranymi prébkami glebowymi przed sporzadzeniem zawie-
sin [14], od dopasowania uzywanego podioza do badanego obiektu, a nawet od
sposobu realizacji pomiaru i od sposobu interpretacji wynikéw (I, 11].

Wychodzac z zalozenia, Ze liczebnosé mikroorganizmdw skorelowana jest ze
stezeniem dostgpnego substratu pokarmowego postanowiono sprawdzic, jak na
dokladnosé i powtarzalno$é okreslania liczebnosci bakterii glebowych metoda
rozcieficzed wplywaja: czas przetrzymywania probek gleby przed sporzadzeniem
zawiesiny, czas inkubacji podlozy z wyrastajacymi koloniami, dobor podloza
hodowlanego, sposob okreslania liczby kolonii oraz sposob wyrazania wynikow.

MATERIAL I METODY

Badaniom poddano préby gleby z dlugoletnich doswiadczen polowych pro-
wadzonych przez IUNG w Putawach. Obiektem badan byla gleba plowa wytwo-
rzona z glin zwalowych o skladzie mechanicznym piaskéw gliniastych mocnych,
na ktorej prowadzone byly doswiadczenia w systemie 4-ro polowego zmianowa-
nia typu norfolskiego. Préby gleby pobrano spod uprawy pszenicy ozimej nawo-
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zone) mineralnie i organicznie (obornikiem). Analizy mikrobiologiczne wykony-
wano po réznym czasie przetrzymywania probek glebowych w temperaturze
+7°C. Szczegblowy opis systemu uprawy przedstawit Kug [10] a wiasciwosci
fizyko-chemicznych obiektu przedstawili Hajnos i wsp. [6] oraz Sokolowska
i wsp. [17].

Wiasciwosci fizyko-chemiczne gleby przedstawia tabela 1.

Tabela 1. Fizyko-chemiczne wiadciwosei badanej gleby.
Table 1. Physico-chemical characteristics of examined soils,

Sposéb nawozenia Mineralne Organiczne
Zawartoé¢ wegla organicznego, % wag. 0,96 1,34
Gestosé objetosciowa, plem® 2,3 2,1

pH w H;0 6,7 7.5
Calkowita objgtosé poréw mm*/g 40,9 68,1
Porowatodé calkowita, % objglosciowy 94 14,3
Wilgotnosé, % wagowy 53 60
Powierzchnia wlagciwa porow, mzfg 0,43 0,83

W badaniach uzyto dwu podlozy: DNB (Diluted Nutrient Broth) wedlug
Hattori i Hattori {7] o skladzie: pepton 0,1 g., bulion odzywczy 0,1 g, NaCl 0,05
g, woda destylowana 1000,0 cm®, agar 15,0 g, oraz SEA (Soil Extract Agar) we-
diug Stotzky’ego i in. [18] o skladzie: K;HPO, 0,2 g, sacharoza 1,0 g, wyciag
glebowy 100,0 cm’, woda destylowana 0,9 dm’, agar 15,0 g.

Kolonie na plytkach liczono codziennie, po 24, 48, do 336 godzin od mo-
mentu inokulacji. Liczbg mikroorganizméw przedstawiano jako liczebnosé jedno-
stek tworzacych kolonie (CFU) wg Parkinsona i in. [15] oraz po wykorzystaniu
wynikéw wszystkich obserwacji w modelu FOR wg Ishikuri i in. [8], Ishikuri
i Hattori [9]. Jednostki tworzace kolonie wedtug modelu FOR x 10%1g $wiezej
gleby i parametry modelu FOR:

Ny =N_(I1—e 0y 1>y
gdzie: N.. = potencjalna liczba jednostek tworzacych kolonie x 10°, 4 = wspél-

czynnik kierunkowy, t, = czas opdznienia — czas, w ktérym pojawily si¢ pierwsze
kolonie (Tabele 2-5).
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Liczebnosci jednostek tworzacych kolonie przedstawiono w stosunku do: | g
$wiezej masy gleby, | g suchej masy gleby, 1 cm’ gleby, 1 cm’ roztworu glebo-
wego, | cm’ porowatosci gleby.

WYNIKI I DYSKUSJA

Uzyskane wyniki przedstawiono w kolejnych Tabelach 2-6. Tabele 2-5 obra-
Zujg szczegolowo pomiary liczebnoséci bakterii dokonywane za pomoca modelu
FOR. W Tabeli 6 zestawiono wyniki z liczebnosci bakterii na pozywce DNB
i SEA po 5 dniowym przetrzymywaniu probek gleby przed sporzadzeniem roz-
cienczen wedlug modelu FOR i wedtug Parkinsona. Wysiewy inkubowano przez
14 dni i uzyskane wyniki odniesiono do | g §wiezej masy gleby, 1 g suchej masy
gleby, | cm’ gleby, | cm’ roztworu glebowego, 1 cm’ porowatosci gleby.

Gleba badanych obiektow rozniac sig sposobem nawozenia roznila sig
w efekcie rowniez zawartoscia wegla organicznego, odczynem, ggstoscia objgto-
$ciowa, porowato$cig i wilgotnoscig (Tabela 1). Okazalo si¢, ze wywiera to
wplyw na liczebnos¢ zasiedlajacych glebe mikroorganizmow. Tabele 2-5 przed-
stawiaja liczebnosci jednostek tworzacych kolonie wyrastajacych na uzytych
podiozach DNB i SEA wedtug modelu FOR po zréznicowanym czasie przetrzy-
mywania probek glebowych przed pomiarem. Najwigcej kolonii wyrosto na pod-
lozu DNB z gleby nawozonej obornikiem, natomiast najmniej na podlozu SEA
z gleby nawozonej mineralnie. Uzycie modelu FOR pozwolilo stwierdzi¢, ze
uzyte podioza roznie wplywaly nie tylko na potencjalne liczebnosci N, lecz takze
na czas pojawienia si¢ pierwszej kolonii 1., (wczesniej na DNB) i kinetykg wzro-
stu A — (szybciej na DNB niz na SEA), oraz wczesniej z prob gleby nawozonej
obornikiem. Jak przestawiono w Tabelach 2-6 najwyzsza liczbg tworzacych ko-
lonie jednostek uzyskano w przypadku gleby nawozonej obornikiem i na podtozu
DNB. Wyniki nastgpnie przedstawiono w odniesieniu do réznych jednostek gleby
a wiec w stosunku do: | g $wiezej masy gleby, 1 g suchej masy gleby, | em’ gle-
by, | em® roztworu glebowego, 1 cni’ porowatosci gleby. Efekty przeprowadzo-
nych obliczen (wykorzystano do nich informacje z tabeli 1) przedstawiono
w tabeli 6. Wida¢ tu, Ze liczebnosci bakterii roznig si¢ nie tylko ze wzgledu na
badane obiekty, ale takze uzyte metody hodowli i pomiaru. Rézne rezultaty
otrzymuje sig rowniez stosujac rozne sposoby przedstawiania uzyskanych wyni-
kéw. W prowadzonych badaniach najlepsza dokladnos¢ uzyskiwano przedsta-
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wiajac liczebnosé bakterii w odniesieniu do 1 cm’ porowatodci badanych gleb
i wykorzystujac wyniki uzyskane modelem FOR.

Widac z przedstawionych rezultatéw, ze podajac wyniki badan mikroorgani-
zmow glebowych warto w opracowaniach zamieszczaé petne informacje dotycza-
ce fizykochemicznych wlasciwosci badanych obiektow, na co zwrocili juz weze-
$niej uwage Malicki [11], Dabek-Szreniawska i Kondracka [1], Dabek-
Szreniawska [2], Dabek-Szreniawska i in. [3, 4]. Szczegodlnie wazne wydaje si¢
uwzglednianie w interpretacji wynikow wiasciwosci fizycznych gleby. Nalezy
zaznaczy¢, ze pomiar zawsze realizowany jest w oparciu o $wiezg masg gleby
i zwykle przeliczany na jej sucha mase. Brak informacji o aktualnej wilgotnosci,
atakze gestosci objetosciowej i porowatosci utrudnia porownanie wlasciwodei
mikrobiologicznych badanych gleb, poniewaz jednostki masy nie sg w rzeczywi-
stosci przestrzenia zycia mikroorganizmow. Podawanie fizycznych wlasciwosci
gleby pozwoliloby ujednolicié¢ sposéb prezentacji wynikdw w kompleksowych
badaniach tego srodowiska. Kilkudniowe (w przedstawionej pracy pigciodniowe)
przetrzymywanie probek gleby przed sporzadzeniem jej rozcienczen zwigksza
precyzje pomiaru liczebnosci glebowych mikroorganizméw metoda hodowlana.
Na uzyskiwane rezultaty znaczacy wplyw wywiera uzyte podloze hodowlane,
decydujace o momencie pojawienia si¢ pierwszych kolonii oraz o kinetyce przy-
rastania ich liczby.

Tabela 2. Gleba nawozona mincralnie, wilg. 53% wag., DNB jednostki tworzace kolonie =107 /1g
swiezej gleby
Table 2, Minerally fertilized soil, moisture 33% /per weight, DNB. CFU 10°8 /g fresh soi

Przechowywa-
wanie gleby, N.. T, A
Dni
1 1764 0,307 0,217
2 126,5 1,022 0,243
3 141.6 1,032 0,213
4 160,8 (0,948 0,081
5 166,8 0,719 0,233
6 118,4 0,756 0,273
Srednia 148,41 0,7973 0,210
N.

o, 21,2217 0,250 0,060
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Tabels 3, Gleba nawozona mineralnie, wilg. 53% wag,, SEA. Jednosiki tworzace kolonie x10° /1g
Swiczej gleby
Table 3. Minerally fertilized soil, moisture 53% /per weight, SEA. CFU 10°* /g fresh soil

przechowywa-
wanisrﬁlcby. N, T. A

! 142,2 0,723 0,086

2 99.6 0,938 0,174

3 99,0 1,324 0,105

4 116,5 1,333 0,082

5 196,7 1,326 0,089

6 102,3 0.871 0,129
S”:,j‘"i" 126,05 1,085 0,1171

a, 34,97 0,250 0.0032

Tabela 4. Gleba nawozona organicznie, wilg. 60% wag., SEA Jednostki tworzace kolonie x10°%/1g
swiczei gleby
Table 4. Organically fertilized soil, moisture. 60% /per weight. SEA, CFU 107%g fresh soil

przechowywa-
wanic gleby, N, T, A
dni
1 234.6 1,106 0,137
2 258,6 1,247 0,147
3 2827 1,518 0,081
4 157,7 1,102 0,156
5 198,4 1,102 0,131
6 330,1 1,067 0,233
S";i“i“ 243,68 1,190 0,147

O, 55,88 0,157 0,044
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Tabela 5. Gleba nawozona organicznic, wilg. 60% wag., DNB. Jednostki tworzace kolonie x (0
/1g swiczej pleby
Table 5. Organically fertilized soil, moisturc. 60% /per weight, DNB, CFU 10°%/g fresh soil

przechowywa-
wanie gleby, N, T A
dni
1 420,0 0,131 0,177
2 3489 0,514 0,206
3 327,0 0,603 0,212
4 253,6 0,648 0,170
5 330,7 0,587 0,204
6 299,60 0,227 0,327
S":,’"'a 329,96 0451 0,216
a, 50,37 0,1987 0,051

Tabela 6. Wyniki badan prébek gleby po 5 dniach przetrzymywania przed sporzadzeniem rozcicnc-
zen przedstawione w stosunku do przyjetych sposobdw odniesienia. Liczba bakierii %x10%1g $wiczej
gleby

Table 6. The results of keeping the seil samples for 5 days before inoculation of the dilutions. The
number of colonies x10%1g of fresh soil

Nawozenie organiczne Nawozenie mineralne
Jednostka SEA DNB SEA DNB
Parkin FOR Parkin- FOR Parkin- FOR Parkin- FOR
50N san Son 50N
S
g'lgbj‘"ezq 15966 198,44 312,00 330,73 12766 1967 158,66 166,82
;{f;;’c"q 399,15 496,10 780,00 82683 27162 41851 337,57 354,94

wicm® gleby 838,21 104181 163800 173600 624,72 962,57 77641 81635
n/cm’ roz-
tworu gle- 266,10 330,73 520,00 551,21 240,86 371,13 29936 314,75
bowego
n/em’ po-

. 5861,23 728538 1145454 1214224 664596 10240,1 8259,6 868457
rowatosci

n - liczba bakterii w jednostkach tworzacych kolonic
n — number of colonies forming units (C.F.U).

Kilkukrotne (w czasie trwania pomiaru) zliczanie kolonii pozwala na uZycie
modelu FOR dla okreslenia potencjalnej liczby mikroorganizmow. Jednorazowe
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obserwacije liczby kolonii, aczkolwiek oszczedzaja czas, pozbawiaja jednoczesnie
kilku — wydaje si¢ waznych informacji. Nie informujq o kinetyce wzrostu kolonii,
o dopasowaniu uzytego podioza do potrzeb hodowlanych mikroorganizmow, o
momencie ukazania sie pierwszej kolonii, nie informuja rowniez o potencjalngj
liczebnosci tworzacych kolonie jednostek w badanym materiale glebowym. Jak-
kolwiek stosowanie modelu FOR zmusza do kilkukrotnego liczenia kolonii w
czasie trwania pomiaru, jednak pozwala wszystkie te informacje uzyskac.

WNIOSKI

1. Na wyniki liczebnosci bakterii w glebie znaczacy wplyw wywieralo uzyte

podloze hodowlane, decydujace o momencie pojawienia si¢ pierwszych kolo-

nii oraz o kinetyce przyrastania ich liczby.

Kilkukrotne (w czasie trwania pomiaru) zliczanie kolonii pozwala na uzycie

modelu FOR dla okreslenia potencjalnej liczby bakterii glebowych.

3. Uzycie modelu FOR pozwolito oceni¢ dopasowanie uzytych pozywek do po-
trzeb pokarmowych obserwowanych mikroorganizméw.

4. Uzyskiwane wyniki zalezaly nie tylko od sposobu postgpowania z probkami
glebowymi, sposobu hodowania i pomiaru drobnoustrojow, ale takze od przy-
jetej formy prezentac)i wynikow.,

o
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EVALUATION OF SOIL BACTERIA NUMBER BY VARIOUS MODELS
M. Dabek-Szreniawska, J. Malicki’

Institite of Agraphysics PAS, Doswiadczalna 4, 20-290 Lublin 27
"Technical University, Nadbystrzycka 40, 20-618 Lublin

Summary. The aim of the rescarch was to determine the changes in number of
microorganisms in so0il under ecological and conventional cultivation of winler wheal. The number
of bacteria was presented as a number of colony forming unit (CFU} acc. to Parkinson and after
using all the observations according 1o FOR model. The number of colony forming unils was
presented in refation to: 1 g of fresh soil, | g of dry soil, 1 cm’® soil, | cm? of soil dilution and | cm?
ol soil porosity. The obtained results depended not only on the method of dealing with the samples
and the way of measuring. They depended also on the used method of presenting the results. The
used of FOR model allowed for cvaluating the adequacy of the media for the needs of the observed
mICroorganisms.

Keywords: number of bacteria, model FOR, cultivation system.



