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AOB — bakterie utleniajace amoniak,

DHA — aktywnos¢ dehydrogenazowa,

EC — Komisja Enzymatyczna (Migdzynarodowej Unii Biochemii),
Eh — potencjat dksydoredukcyj ny,

AEh — zmiana wartosci potencjatu oksydoredukeyjnego,

h — wysokos¢,

NIR — test najmniejszych istotnych réznic przy 95% przedziale ufnosci,
NPL — najbardziej prawdopodobna liczba bakterii,

ODR — wspolezynnik mikrodyfuzji tlenu,

pF —potencjal wody glebowej,

R — wspoélezynnik korelacji,

s.m. — sucha masa gleby,

TPF — trifenyloformazan,

"~ TTC — chlorek 2,3,5 trifenyloterazoliowy,

V' — objetosé.






1. WPROWADZENIE

Mikroorganizmy stanowig gtdwne zrodto enzymow glebowych. Powszechnie
uwaza si¢, iz adekwatng miara zywotnosci gleby jest oznaczenie aktywnosci de-
hydrogenaz — enzymoéw wewnatrzkomoérkowych, zlokalizowanych w cytoplazmie
zywych, nienaruszonych komoérek mikroorganizméw. Pomiar ten dostarcza bo-
wiem informacji o czynnosci biologicznej i oddechowej calej populacji organi-
zméw glebowych.

Gleba czgsto jest porownywana do czarnej skrzynki. Jej biologia stanowi
trudny obszar do doktadnych badan ze wzgledu na heterogennos¢ utworu glebo-
wego, ogromng bioréznorodno$¢ bytujacych w niej organizmdow oraz wiele
wspotdziatajacych ze soba proceséw fizykochemicznych, zachodzacych w tym
Srodowisku. Rozwdj poszczegdlnych grup mikroorganizméw w danym ekosys-
temie glebowym warunkowany jest dostepnoscia tlenu, wegla i wody. Dotychczas
zidentyfikowano tylko mata cze$é organizméw glebowych (okoto 12% bakterii
15% grzybdéw), a dane literaturowe podaja, ze okoto 99% drobnoustrojéw nie
tworzy kultur na pozywkach.

W Polsce, pod wptywem procesow glebotwdrczych i na bazie rodzimej skaly
macierzystej uksztaltowaty sie¢ gleby, ktérych procentowy udzial w powierzchni
kraju szereguje si¢ nastgpujaco: gleby brunatne i bielicowe stanowig facznie 82%
powierzchni kraju, gleby bagienne hydrogeniczne (9%), mady (5%), czarne zie-
mie (2%), czarnoziemy oraz redziny (po 1%). W przedstawionej pracy, opartej na
obserwacjach prowadzonych w trakcie osuszania gleb do badan nad aktywnoscia
dehydrogenazowa (DHA) wykorzystano material reprezentujacy wszystkie
wspomniane powyzej typy gleb.

Ztozonos¢ interakcji zachodzacych w wymiarze czasowym pomigdzy skatg
macierzysta, klimatem glebowym, krajobrazem, uzytkowaniem gleby a zywymi
organizmami sprawiaja, iz rozwdj badan nad biologia utworu glebowego, pomi-
mo niewatpliwych postepow, podaza jednak w zwolnionym tempie.

W literaturze $wiatowej, tylko nieliczni autorzy zwracaja uwage na wspotza-
leznos¢ aktywnosci enzymatycznej od czynnikow fizyko-chemicznych gleby.
Brak jest natomiast prac analizujacych wzajemne interakcje czynnikéw fizycz-
nych, chemicznych i biologicznych migdzy soba, ktére facznie stanowia o ogdlnej
DHA w srodowisku glebowym i warunkuja zycie mikroorganizméw. Stad probe
opisania wspomnianych wspoéizaleznosci podjgto w ramach przedstawionej roz-
prawy. Postawiono takze hipotezg, iz DHA mikroorganizméw glebowych moze
by¢ uzyta jako swoisty indykator zaréwno niedoboru tlenu w glebie, wykazujac



wowczas najwyzsze wartosci, jak rowniez warunkéw dobrego natlenienia, co
przeklada si¢ na spadek DHA. Obserwacje zmian zachodzacych w glebie podczas
Jej osusznia prowadzono w zakresie od jej pelnej pojemnosci wodnej (pF 0), do
punktu bedacego miarg wody fatwo dostgpnej i jednoczesnie stanowiacym odpo-
wiednik silnego hamowania wzrostu roslin — pF 3,2.

Reasumujac zatem cel pracy stanowito wykazanie wspoétzaleznosci miedzy li-
czebnos$cig mikroorganizméw glebowych i DHA a parametrami aeracyjnymi (pF,
ODR, Eh), podczas postepujacego w Srodowisku glebowym procesu reoksydacji —
poprawy warunkéw aeracyjnych po réznym okresie zalania gleb woda.

Praca zostala wykonana w Katedrze Biochemii i Chemii Srodowiska Katolic-
kiego Uniwersytetu Lubelskiego Jana Pawla II, na bazie materialu glebowego
pobranego z Banku Gleb Mineralnych Polski, znajdujacego si¢ w posiadaniu In-
stytutu Agrofizyki im. B. Dobrzanskiego Polskiej Akademii Nauk w Lublinie.

2. GLEBA JAKO SRODOWISKO ZYCIA MIKROORGANIZMOW

Jak wynika z licznych badan zrozumienie funkcjonowania gleby jako $rodo-
wiska zycia organizméw, wymaga znajomosci jej budowy. Odnosi si¢ to zaréwno
do wielkosci, jak i ksztaltu jej komponentow oraz ich polaczenia w agregaty, sta-
nowiace najwazniejszy czynnik, odpowiadajacy za aktywnos$¢ mikrobiologiczna
(Czyz 2004, Pagliai i in. 2004, Witkowska-Walczak 2006, Acosta-Martinez i in.
2007, Sey i in. 2008). Nannipieri i in. (2003) zauwazyli, iz wzajemne interakcje
pomiedzy bioréznorodnoscia organizméw zywych, a funkcjonowaniem $rodo-
wisk glebowych sa nadal malo poznane i rozumiane. Badacze ci dowodza, ze
gleba posiada kilka cech (faza stala, umozliwiajaca tworzenie si¢ agregatow, bo-
gate zrédlo energii oraz dostgpnosé mikro i makroelementéw), ktdre stanowia
o tym, iz tworzy ona optymalne Srodowisko do wzrostu i rozwoju, wystepujacych
obok siebie zréznicowanych organizméw glebowych (schemat 1).

Agnelli i in. (2004), Libudzisz i in. (2007) oraz Stepniewski i Stepniewska
(2009) zwracaja uwage na fakt, ze gleba stanowi srodowisko biologicznie niejed-
norodne (heterogenne), w ktérym wystepuja znaczne rdznice w sktadzie i wiasci-
wosciach, zaleznie od miejsca, z ktérego pochodzi. Charakteryzuje ja struktura
gruzetkowata, zlozona z granul elementarnych o wymiarach od 0,5 do 5 mm,
powstajacych z czastek mineralnych, zlepionych przez substancje humusowe oraz
$luz. Granule elementarne tworza zas wigksze agregaty, z kanalikami i otworami
wypelnionymi roztworem glebowym i fazq gazowag (Dexter 2004, Witkowska-
Walczak 2006). Nannipieri i in. (2003), Libudzisz i in. (2007), a takze Kunicki-



Goldfinger (2008) opisuja, ze drobnoustroje sa adsorbowane na powierzchni
agregatow, bytuja w substancjach humusowych, kompleksach organiczno-
mineralnych i na czgsciowo roztozonych czastkach materii organicznej, tworzac
mikrokolonie. Powstawanie agregatow glebowych umozliwia dziatanie mikroflo-
ry i korzeni roslin, wytwarzajacych wiokna i nitki polisacharydowe, ktére faczac
si¢ z czastkami ilastymi tworza kompleksy organiczno-mineralne (Acosta-
Martinez 1 in. 2007). Ponadto stabilno$¢ wspomnianych agregatéw jest scisle
uzalezniona od aktywnosci mikroorganizmow glebowych (Sey i in. 2008).

5% przestrzeni glebowej Biomasa Troficzne
zajetej przez organizmy,
biologicznie aktywne
przestrzenie (agregaty)

AN

1

mikroorganizmow interakcje

GLEBA JAKO SRODOWISKO ZYCIA

MIKROORGANIZMOW
Koloidy glebowe Faza stala, mozliwos¢ Reakcje
adsorbujace absorpcji enzymatyczne
biologiczne zewnatrzkomorkowych
molekulv (DNA. enzvmow

Schemat 1. Gldwne cechy charakterystyczne gleby jako $rodowiska zycia dla organizméw glebo-
wych (wg Nannipieri i in. 2003)

Agregaty glebowe dzielone sa na dwie kategorie:

e mikroagregaty; o $rednicy mniejszej niz 250 pum,
e makroagregaty; o srednicy wigkszej niz 250 pm.

Wedlug Paula i Clarka (2000) oraz Sey’a i in. (2008) wymiary porow znajdu-
jacych si¢ w mikroagregatach wahaja si¢ w granicach od 0,2 do 6 um, zas w ma-
kroagregatach od 25 do 100 pm. W glebie na ogoét mikropory (<0,2 pm), wypel-
nione sa woda, zaleznie od potencjatu (pF), natomiast makropory (0,2-30 pm)
powietrzem. Zgodnie z doniesieniami Turskiego i Witkowskiej-Walczak (2004)
woda retencjonowana w porach glebowych o $rednicach 18,5-0,2 pm jest po-
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wszechnie dostgpna dla mikroorganizméw i korzeni roslin, podczas gdy woda
trudno dostgpna, wypetnia pory o $rednicy 2-0,2 pm. Misztal (1997) podaje, iz
objeto$¢ makroporow (>30 um), na podstawie krzywej sorpcji wody, zawiera sie
w przedziale pF 0-2, objetos¢ mezoporow (od 30 do 0,2 pm) powstaje w zakresie
pF 2-4,2 podczas gdy mikropory (<0,2 um), wystepuja przy potencjale glebowym
pF 4,2 (granicy stanowiacej punkt trwatego wigdnigcia roslin).

Dane literaturowe dowodza, iz najbardziej preferowane przez bakterie sa pory
o srednicy 0,8-3 um. Znaleziono S$cista korelacje pomiedzy biomasa bakterii
i wystgpowaniem poréw o srednicach w przedziale 0,8-1,2 pm oraz pomiedzy
liczba poréw o wymiarach 30-90 um i biomasa nicieni (Paul i Clark 2000). We-
dtug Younga i Ritza (2000) pory o $rednicy < 6 pm pozytywnie wplywaja na
rozwdj i bytowanie bakterii glebowych, zas te > 6 um maja juz negatywny efekt
i nie s preferowane przez populacje bakteryjne. Grzyby glebowe natomiast nie
przenikaja do agregatéw o $rednicy porow < 30 pm (Paul i Clark 2000).

Agnelli i in. (2004), Dexter (2004) oraz Watson i Kelsey (2006), zauwazyli,
ze obecnos¢ agregatéw glebowych bogatych we frakcje ilasta wplywa na reakcje
enzymdw z ich substratami. Czasteczki mineratdéw ilastych zdolne sa bowiem do
- adsorbowania enzymow, np. ureaz czy proteaz, co chroni je przed hydrolizg en-
zymatyczng (Gianfreda i Bollag 1996, Pons i in. 2000, Young i Ritz 2000).

Pietramellara i in. (2009) zwracaja uwagg na fakt, iz czastki state gleby zdolne
sa do adsorbowania na swojej powierzchni zewnatrzkomérkowego DNA, uwol-
nionego podczas lizy komdrek, a ktory to stanowi¢ moze doskonate zrodto wegla,
azotu czy fosforu, dostgpnych dla mikroorganizméw glebowych, szczegdlnie
w srodowiskach ubogich w formy biogenne. Dell’Anno i Danovaro (2005) osza-
cowali, ze egzocellularne DNA obecne w glebie jest w stanie pokry¢ 4,7-47%
dziennego zapotrzebowania mikroorganizméw na C, N i P. Pietramellara i in.
(2009) zauwazyli rowniez, iz obecnos¢ frakcji ilastej zwigksza zdolnosé gleb do
wigzania na ich powierzchni uwolnionych z komérek kwasow nukleinowych. Cai
i1in. (2007a) dowiedli zas, iz zewnatrzkomorkowe DNA jest efektywniej chronio-
ne przed destruktywnym dziataniem nukleaz, kiedy pozostaje zwigzane przez
frakcje ilasta gleby.

Rozpatrujac obecnos¢ mikroorganizméw w glebie, dokonano ich podziatu na
dwie grupy (Libudzisz i in. 2007, Kunicki-Goldfinger 2008):

e mikroorganizmy autochtoniczne — wystepujace we wszystkich typach

gleb, w obfitosci zas w glebach rolniczo niewykorzystywanych,

e mikroorganizmy zymogenne — bytujace w glebie okresowo i rozwijajace

si¢ po wprowadzeniu do srodowiska glebowego substancji organiczne;j.
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Wsrdd autochtonow wystepuja wszystkie grupy mikroorganizmow (archeony,
bakterie, grzyby) oraz glony i pierwotniaki. Przewaznie sa to organizmy saprofi-
tyczne, bytujace na martwej substancji organicznej, tlenowe, nie fermentujace
sacharydéw (Libudzisz i in. 2007). Autochtoniczna mikroflora glebowa obejmuje
przede wszystkim liczne Gram-dodatnie lub zmienne w reakcji Grama, nieprze-
trwalnikujace pateczki, rozpadajace si¢ w czasie rozwoju na formy ziarenkowate
(Kunicki-Goldfinger 2008).

Przeciwienstwem mikroflory autochtonicznej sg organizmy zymogenne, kto-
rych rozwoj uwarunkowany jest doptywem swiezej, fatwo przyswajalnej materii
organicznej. Organizmy te moga okresowo przebywacé w glebie w stanie anabio-
zy, po czym gwaltownie namnazaja si¢ w odpowiednich warunkach (Liesack i in.
2000, Libudzisz i in. 2007, Lee i in. 2008).

Dane literaturowe dowodza, iz najwigksze zageszczenie mikroorganizméw
w glebie wystepuje w warstwie uprawnej (powierzchniowej) oraz wokot korzeni
roslin — ryzosferze (Nannipieri i in. 2003, Kunicki-Goldfinger 2008, Lee i in.
2008, Xiang i in. 2008). W warstwie powierzchniowej (na ok. 100 m*) znajduje
si¢ $rednio 70 kg masy bakterii i 10-15 kg masy grzybowej (Zawadzki 1999).
Natomiast w 1 gramie gleby liczebno$¢ bakterii waha si¢ w granicach 10°10’
(Atlas i Bartha 1998). Srednia zawartos¢ poszczegdlnych grup mikroorganizméw
w ekosystemie glebowym przedstawiono w tabeli 1.

Tabela 1. Srednia zawarto$¢ mikroorganizméw w glebie uprawnej do glebokosci 25 cm (wg Libu-
dzisz i in. 2007)

Table 1. Average content of microorganisms in cultivated soil to the depth of 25 ¢cm (according to
Libudzisz et al. 2007)

Mikroorganizmy Liczba mikroorganizmoéw w 1 g gleby
Microorganisms Number of microorganisms in 1g of soil
Ogolna liczba bakterii, w tym: 5107
Total number of bacteria, including:
Promieniowce — Actinomycetes 2:10°
Amonifikatory — Ammonia oxidizing bacteria 4:-10°
Denitryfikatory — Denitrifying bacteria 1-10°
Bakterie tlenowe — Aerobic bacteria 9-10°
Bakterie beztlenowe — Anaerobic bacteria 2:10°

Grzyby — Fungi 1-10°




3. WPLYW STANU NATLENIENIA NA MIKROORGANIZMY GLEBOWE

Zycie drobnoustrojéw w srodowisku glebowym oraz uzytkowanie gleb przez
czlowieka zwiazane sa z naprzemiennymi cyklami ich nawilzania i osuszania.
Naturalne wahania uwilgotnienia gleb i ich reoksydacja stanowia wazng zmienna
srodowiskowa, wplywajaca bezposrednio na metabolizm zywych mikroorgani-
zmow, scisle zalezny od stanu fizycznego gleby (Young i Ritz 2000, Brzezinska
iin. 2005, Song i in. 2008, Finlay i Esteban 2009). Mikroorganizmy reaguja
bowiem w odmienny sposob na okreslony czynnik srodowiskowy, ktérego dzia-
lanie moze by¢ zabdjcze dla jednych gatunkow a korzystne dla wzrostu i rozwo-
ju innych (Pett-Ridge i Firestone 2005, Libudzisz i in. 2007, Dance 2008, Song
iin. 2008).

Wilgotnos¢ oraz natlenienie gleb stanowia wazne czynniki determinujace wy-
stgpowanie w danym Srodowisku okreslonej populacji drobnoustrojow. Wzrasta-
jaca w ostatnich czasach, takze w Polsce czestotliwo$é powodzi, okresowych
podtopien, czy tez przeciagajacych si¢ okreséw suszy, wskazuje i uzasadnia po-
dejmowanie dzialan majacych na celu glgbsze poznanie zjawisk zachodzacych
w tym czasie w srodowisku glebowym.

3.1. Dostepnos¢ tlenu

Jak wynika z licznych badan, obecnos¢ tlenu jest podstawowym czynnikiem
decydujacym o skladzie oraz aktywnosci mikroflory glebowej. Szereg danych
literaturowych potwierdza tez fakt, iz najwigksze zmiany w skladzie powietrza
glebowego zachodzg pod wplywem dzialalnosci mikroorganizméw glebowych
oraz korzeni roslin wyzszych (Picek i in. 2000, Bennicelli 2002, Bohrerova i in.
2004, Xiang i in. 2008).

Podzial mikroorganizméw glebowych ze wzgledu na obecnos¢ tlenu w $ro-
dowisku glebowym przedstawiony zostat w tabeli 2.

Brune i in. (2000) zauwazyli, iz dostgpnos¢ tlenu wywiera olbrzymi wptyw na
sytuacj¢ energetyczng mikroorganizmdw, bytujacych w danym ekosystemie gle-
bowym. Sporzadzajac bilans energetyczny dostepnosci tlenu dla zywych organi-
zmow oszacowali, ze proces utleniania NADH (£,” = =320 mV) w polaczeniu
z redukcjg tlenu do postaci wody (£,” = +818 mV) powoduje zmiang uzyskanej
wolnej energii (4G””) o — 220 kJ mol™, podczas gdy ta sama reakcja w potaczeniu
z redukcja CO, do CH, (E,” = —244 mV) przynosi zmiang¢ energetyczna na po-
ziomie jedynie —15 kJ-mol™.
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Gilles-Gonzales i Gonzales (2005), Wilson i Reeder (2008) oraz Finlay i Este-
ban (2009) okreslili, iz wrazliwo$¢ drobnoustrojow na obecnos¢ tlenu zwiazana jest
z posiadaniem przez nie specyficznych bialek hemowych, tzw. HaemAT, zlokali-
zowanych w cytoplazmie badz mitochondriach, ktére odbierajq i przekazuja wysy-
fane im informacje na temat warunkéw tlenowych, panujacych w $rodowisku.

Dane literaturowe podaja, iz minimalna objeto$¢ poréow wypelnionych powie-
trzem dostateczna do pokrycia potrzeb tlenowych mikroorganizméw i korzeni
roslin powinna wynosi¢ okoto 10% ogdlnej objetosci poréw (Zawadzki 1999,
Witkowska-Walczak 2006).

Tabela 2. Podzial mikroorganizméw glebowych wedlug reakcji na tlen (wg Libudzisz i in. 2007)
Table 2. Soil microorganisms classification by oxygen reaction (according to Libudzisz et al. 2007)

Tlenowce Beztlenowce fakultatywne Beztlenowce
Aerobes Facultative anaerobes Anaerobes

Micromycetes, Actinomycetes,

Nitrosomonas, Thiobacillus denitrificans, — Desulfovibrio desulfuricans
Nitrobacter, Paracoccus denitrificans, Rhodospirillaceae, Chro-
Thiobacillus, Hydrogenomo- Saccharomyces matiaceae, Chlorobiaceae,
nas, Ierrobacillus, Carbox- Clostridium
ydomonas, Azotobacter, Propionibacterium
Azomonas, Fusobacterium
Arthrobacter, Prevotella

Derxia, Porphyromonas
Beijerinckia, Methanobacterium
Rhizobium,

Pseudomonas

Jednakze przy pokryciu powierzchni gleby woda, jak zdarza si¢ czesto pod-
czas bardzo obfitych opadow lub powodzi (stres tlenowy-anoksja), dyfuzja tlenu
do gleby ulega niemalze calkowitemu zahamowaniu, konsekwencja tego jest
spowolnienie aktywnosci mikrobiologicznej aerobdéw (Liesack i in. 2000, Horn
2002, Gianfreda i in. 2005).

Stwierdzono, iz zmiana metabolizmu z tlenowego na beztlenowy zachodzi
w srodowisku glebowym wtedy, gdy stezenie tlenu spadnie ponizej 1% (Brune
iin. 2000, Paul i Clark 2000, Carrasco i in. 2006, Finlay i Esteban 2009). Mozna
pokusi¢ si¢ wigc o stwierdzenie, iz bakterie tlenowe przygotowuja warunki do
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rozwoju bakterii beztlenowych, gdyz ich wzrost w mikrosiedlisku powoduje wy-
czerpywanie zasobow tlenu, co pociaga za soba w konsekwencji wzmozony roz-
woj organizméw fakultatywnych i anaerobowych (Brzezifiska i in. 2005, Pett-
Ridge i Firestone 2005, Wiodarczyk i Kotowska 2006, Finlay i Esteban 2009).
Mikroorganizmy fakultatywne charakteryzuja si¢ zdolnoscia do wytwarzania
energii w warunkach anoksycznych, w przeciwienstwie do obligatoryjnych anae-
robow, ktére ging w srodowiskach natlenionych. Organizmy odporne na obecno$é
tlenu zawieraja odpowiednie enzymy: dysmutaze badz katalaze (tab. 3), zdolne do
usuwania toksycznych form tlenu (Atlas i Bartha 1998, Paul i Clark 2000).

Tabela 3. Enzymy bakteryjne chroniace komorki przed toksycznymi formami tlenu (wg Atlas
i Bartha 1998)

Table 3. Bacterial enzymes protecting their cells against the toxic forms of oxygen (according to
Atlas and Bartha 1998)

; . . . Katalaza Dysmutaza ponadtlenkowa
Mikroorganizmy — Microorganisms . .
Catalase Superoxide dismutase
Aeroby — Aerobes + +
Fakultatywne anaeroby — Facultative anaerobes + +
Mikroaerofile — Microaerophiles - +

Obligatoryjne anaeroby — Obligatory anaerobes = =

Liczne prace opisuja, iz niedotlenienie srodowisk glebowych powoduje zna-
czace zmiany w skfadzie i metabolizmie oddechowym, bytujacych w nich mikro-
organizmow (Bohrerova i in. 2004, Pett-Ridge i Firestone 2005, Brzezinska 2006,
Witodarczyk i Kotowska 2006, Xiang i in. 2008). Zmiany te w gtéwnej mierze
dotycza fakultatywnych beztlenowcow, ktore w warunkach tlenowych korzystaja
z obecnosci tlenu, za$ w stanie stresu tlenowego zdolne sa do korzystania z in-
nych, nieorganicznych akceptoréw elektronow (Atlas i Bartha 1998, Kottler i in.
2001, Xiang i in. 2008). Organizmy anaerobowe nie posiadajg enzymdw, takich
jak np. katalazy, ktére spetniatyby funkcje ochronna przed szkodliwym dla nich
wplywem tlenu (Kawasaki i in. 2005, Pett-Ridge i Firestone 2005).

Song i in. (2008) oraz Stepniewski i Stgpniewska (2009) dowiedli, ze w wa-
runkach stresu tlenowego (niedobor tlenu), dostepnos¢ mikro- i makroelementow
w srodowisku glebowym spada 2-4 krotnie w poréwnaniu do srodowisk dobrze
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natlenionych. Bytowanie wigc w warunkach anoksycznych wymaga od zyjacych
drobnoustrojow znacznie wyzszych wydatkow energetycznych. Co wigcej, ogra-
niczenie dostgpnosci tlenu skutkuje zmianami w strukturze zbiorowisk mikroor-
ganizmoéw, objawiajacymi si¢ redukcja ich zrdéznicowania gatunkowego i spadkiem
liczebnosci (Song i in. 2008). Bezposredni zwiazek pomiedzy zroznicowaniem
populacji drobnoustrojow glebowych, a ograniczeniem tlenowym przedstawiony
jest rowniez w pracach Urukawy i in. (2000) oraz Chuanga i in. (2007). Brune i in.
(2000), a takze Das i Dangar (2008) podajg zas, iz wiele sposrod gatunkdw fakulta-
tywnych anaerobdw dobrze adaptuje si¢ do warunkéw zwiazanych ze stresem tle-
nowym i cechuje si¢ zdolnoscia do utrzymywania zyciowych funkcji metabolicz-
nych na wyréwnanym poziomie niezaleznie od obecnosci, badz braku tlenu w $ro-
dowiskach w ktorych bytuja. Wigkszos¢ drobnoustrojow beztlenowych formuje
bowiem spory, a te gatunki, ktdre nie posiadaja takich mozliwosci modyfikuja swoj
metabolizm i w ten sposob wytrzymujg stany anoksyczne (Atlas i Bartha 1998).
Das i Dangar (2008) jako przyktad gatunku dobrze znoszacego niedobor tlenu
wskazuja na bakteri¢ Bacillus thuringiensis. Kawasaki i in. (2005) z kolei twierdza,
ze takimi organizmami sa bakterie z rodzaju Clostridium, a w szczego6lnosci Clo-
stridium acetobutylicum, C.butyricum, C. glycolicum 1 C. aminovalericum. Wedtug
badan prowadzonych przez tych badaczy, mikroorganizmy z rodzaju Clostridium,
do niedawna uwazane za drobnoustroje beztlenowe, stanowia specyficzna grupe
mikroorganizmow, posiadajacych system umozliwiajacy im metabolizowanie tlenu.
Kawasaki i in. (2004) okreslili ponadto, iz w komoérkach Clostridium znajduja si¢
aktywne NADH-oksydazy, odpowiadajace za redukcje tlenu. Enzymy te uaktyw-
niajq si¢ szybko, notowany jest bowiem nawet ich 5-krotny wzrost juz po 30 minu-
tach od przekroczenia granicy 3% tlenu w $rodowisku glebowym. Kiisel i in.
(2001) dowiedli, iz bakterie glebowe Clostridium glycolicum, zdolne sa do wzrostu
w obecnosci nawet 6% tlenu w srodowisku, podczas gdy generalnie drobnoustroje
z tego gatunku toleruja maksymalnie 1-3% tlenu w powietrzu glebowym. Kawasaki
i in. (2005) unikalne zdolnosci tych mikroorganizméw, laczyli z posiadaniem przez
niektére ich odmiany, jak: Clostridium aminovalericum, specyficznych genéw, tzw.
nox4, odpowiedzialnych za metabolizm tlenu.

3.2. Potencjal oksydoredukcyjny

Rola potencjatu oksydoredukcyjnego (£h), warunkujacego dostgpnos$¢ sub-
stratow w $rodowisku glebowym a ponadto spetniajacego zasadnicza rolg w regu-
lacji liczebnosci i zréznicowaniu gatunkowym mikroorganizméw zostata przed-
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stawiona w opracowaniach Liidemanna i in. (2000), Pett-Ridge’a i Firestone’a
(2005), Hinesa (2006) oraz Songa i in. (2008). Libudzisz i in. (2007) oraz Kunic-
ki-Goldfinger (2008) podaja, iz bezwzgledne beztlenowce (anaeroby), rosnace
wylacznie w nieobecnosci tlenu, preferuja srodowiska o niskim potencjale oksy-
doredukcyjnym (EAh) ponizej 0,2 V podczas gdy wzgledne beztlenowce rosnace
zarowno w obecnosci jak i przy braku tlenu, zdolne sa do bytowania zaréwno
przy obnizonym (wartosci ujemne) potencjale oksydoredukcyjnym, jak i przy
Jjego dodatnich wartosciach. Aeroby natomiast, rosnace tylko w obecnosci tlenu,
preferuja wartosci EA w zakresie od 0,2 do 0,4 V.

Wartos¢ potencjalu redoks w rozwijajacej si¢ hodowli bakteryjnej zalezy nie
tylko od wlasciwosci buforujacych sktadnikow podioza, lecz jest rowniez mody-
fikowana przez dziatalnos¢ samych drobnoustrojéow. Mechanizm ten, prowadzacy
do obnizenia Eh podloza polega prawdopodobnie na tym, ze bakterie wytwarzaja
w rezultacie procesdw niezupelnego utleniania substratu, substancje zredukowane
(Kunicki-Goldfinger 2008). Warto zdaé sobie sprawe, iz zapas wszystkich sub-
stratow w biosferze jest skoficzony, jednakze dzigki zamknigtym cyklom obiegu
pierwiastkéw, od 2 miliardow lat trwa na Ziemi nieprzerwanie globalny proces
redoks (Weiner 2006). Wspomniane reakcje zachodza przy udziale enzymow
(biokatalizatorow), ktére wydzielane sa przez mikroorganizmy glebowe.

Nowym aspektem we wspodlczesnej mikrobiologii staje si¢ obecnie odkrycie
Ntarlagiannis i in. (2007), zwracajace uwage na zdolno$¢ niektérych bakterii do
tworzenia polaczen w formie nanodru-
tow (fot. 1), uktadajacych si¢ w swo-
istego rodzaju sieci w srodowisku gle-
bowym. Sie¢ taka umozliwia bakteriom
uwolnienie si¢ od elektrondw, wytwa-
rzanych podczas metabolizmu oraz
przetransportowanie ich w niekiedy
odlegle miejsca, petniace role ,,sklado-
wisk elektronow” (Ball 2007).

Najlepiej poznanym i opisanym do-
Fot. 1. Obraz komoérek bakteryjnych z widocz- tad gatunkiem pod wzgledem posiada-
nymi polaczeniami w formie wiokienkowych — nia specyficznych nanodrutow jest bak-
nanodrutow (wg Balla 21?07} N teria Shewanella oneidensis. Ntarla-
Pt I, e s bt < gy n, (Z00T) wyrata pogid i
nanowires (according to Ball 2007) mikroorganizmy faktycznie wykorzy-

stuja owe nanodruty w celu przetacza-




17

nia elektronéw. Podobne obserwacje prowadzone byly przez Finlay’a i Esteban
(2009), ktérzy zauwazyli, iz pewne gatunki bakterii aerobowych (Loxodes ma-
gnus, L. striatus, Spirostomum teres, Frontonia leucas) takze maja zdolnos¢ two-
rzenia miedzy soba potaczen w formie nanodrutdow.

Song i in. (2008), prowadzac badania nad zroéznicowaniem mikroorganizmow
glebowych pod wplywem zmian potencjatu redoks, wzigli pod uwagg trzy skrajne
srodowiska bytowania drobnoustrojéw glebowych, a mianowicie: glebe czarno-
ziemng (Meadow-Chernozeni) dobrze natleniona, sezonowo zalewana oraz zalana
stale. Badacze ci stwierdzili, iz w warunkach tlenowych dominujaca grupa mikro-
organizmow byly bakterie Gram-ujemne i promieniowce, za$ grzyby mikoryzowe
stanowily 12% liczebnosci wszystkich organizméw. Takze stezenie DNA mikroor-
ganizméw bylo 4,5 razy wyzsze w glebach natlenionych anizeli w srodowiskach
anaerobowych. W warunkach za$ beztlenowych najwyzsza liczebnos¢ (16%
wszystkich drobnoustrojow) wykazaty bakterie Gram-dodatnie, co wskazuje na ich
niewielka wrazliwo$é na tlen w poréwnaniu z innymi grupami organizmow. Byly
bowiem one wykrywane na poziomie >10%, zarobwno w warunkach tlenowych jak
i beztlenowych. Ponadto Song i in. (2008) zaobserwowali, iz liczebnos¢ bakterii
Gram-dodatnich wykazywala tendencj¢ wzrostowa (nawet do 33%) wraz ze zwigk-
szaniem si¢ glebokosci profilu glebowego i spadkiem potencjatu redoks.

Dos$wiadczenia tych badaczy zwracaja takze uwagge na istnienie podobienstw
w strukturze oraz réznorodnosci gatunkowej mikroorganizméw bytujacych w sro-
dowiskach o niskim potencjale redoks (anoksja glebowa), badz zalewanych czaso-
wo. Trudno za$ znalez¢ jakiekolwiek podobiefistwa wspomnianych grup z organi-
zmami zyjacymi w warunkach aerobowych, czyli przy wysokich wartosciach Eh.
Obserwacje te stanowig zatem ewidentny dowdd, iz to dostgpnos¢ tlenu, a co za
tym idzie stan redoks srodowiska glebowego stanowi niezwykle wazny czynnik,
determinujacy wystepowanie okreslonej populacji mikroorganizmow.

3.3. Wilgotnos¢ gleby

Jak wykazaly liczne badania, zycie mikroorganizmoéw jest mozliwe tylko przy
dostepie wody. Ich funkcje zyciowe sg uzaleznione nie tylko od zawartosci wody
w $rodowisku, ale rowniez od stezenia rozpuszczonych zwiazkéw (Atlas i Bartha
1998, Libudzisz i in. 2007, Kunicki-Goldfinger 2008, Sey i in. 2008, Xiang i in.
2008). Zwiazki te, ulegajac hydratacji, zmniejszaja zasoby wody, bedacej do dys-
pozycji komérek drobnoustrojéw (Holmstrup 2001). Warunki wodno-powietrzne
stanowia zatem niezwykle wazny czynnik regulujacy aktywno$¢ mikroorgani-
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zmow, jako ze od tego uzalezniony jest ich typ metabolizmu oraz szereg przysto-
sowan, jakie musza wyksztafci¢ w odpowiedzi na panujace warunki $rodowisko-
we (Brzezinska i in. 2000, Stepniewski i in. 2000a, Gleeson i in. 2008, Unger i in.
2009). Schimel i in. (2007) zwracaja uwage na fakt, iz dostepnos¢ wody wptywa
ponadto na stan osmotyczny komorek mikroorganizméw oraz bezposrednio wa-
runkuje pH danego srodowiska glebowego, jego temperature, dyfuzje gazéw jaka
w nim zachodzi oraz poziom i dostgpno$¢ substratow. Okresy suszy i zwiazany
ztym stres wodny, a nastgpnie gwattowne nawodnienie srodowiska glebowego
znajdujg szybkie odbicie w charakterze spolecznosci mikroorganizméw (Young
i Ritz 2000). Wedtug Gleesona i in. (2008) w warunkach nawodnienia gleby, po
dlugim okresie suszy ma miejsce liza komérek mikroorganizméw potaczona
z uwolnieniem z nich wewnatrzkomérkowych enzymoéw. Ponadto w takich wa-
runkach dochodzi do wzrostu szybkosci mineralizacji zardwno wegla jak i azotu.
Badacze ci wysuneli wigc koncepcje, iz autotroficzne bakterie utleniajace amo-
niak (AOB), ze wzgledu na ich sporg wrazliwos$¢ na naprzemienne warunki osu-
szania i zalania, moga stanowi¢ swoisty indykator stresu wodnego w $rodowisku
glebowym. Dowiedli takze, iz ta grupa mikroorganizméw wykazuje molekularne
zréznicowanie w zaleznosci od warunkéw srodowiskowych (zalanie, susza). Po-
twierdzeniem tej hipotezy stalo si¢ znalezienie przez Gleesona i in. (2008) istotne;j
korelacji (p<0,001) pomiedzy potencjalem wody glebowej a zréznicowaniem
gatunkowym bakterii, zwigzanych z przemianami azotu w srodowisku glebowym.

Atlas i Bartha (1998) oraz Libudzisz i in. (2007) podaja, iz do okre$lenia za-
potrzebowania drobnoustrojéw na wode stworzono termin aktywnosci wody
w srodowisku (a,,). Wartos¢ tego wskaznika okresla stosunek cisnienia parcjalne-
go roztworu glebowego do cisnienia parcjalnego czystej wody (Kunicki-Goldfinger
2008). Przyjeto, ze czysta chemicznie woda ma aktywnos$¢ réwna 1; ze wzrostem
stezenia zwigzkow rozpuszczonych aktywno$¢ wody maleje ponizej tej wartosci
(Atlas 1 Bartha 1998). Niemniej jednak, nawet bardzo znaczne obnizenie aktywno-
sci wody w Srodowisku nie musi oznaczaé $mierci komorek. Niektore drobnoustro-
Je, zwlaszcza formy przetrwalnikowe, moga w suchych srodowiskach przetrwaé
przez wiele lat w stanie anabiozy (Libudzisz i in. 2007). Gianfreda i Bollag (1996)
wykazali, iz spadek zawartosci wody w glebie moze réwniez prowadzi¢ do powsta-
nia hipertonicznego ci$nienia osmotycznego, powodujac w konsekwencji obnizenie
aktywnosci mikrobiologicznej, badz wysuszenie komorek bakteryjnych. Podobne
doswiadczenia prowadzone byly przez Pascuala i in. (2007).

Minimalne wartosci aktywnosci wody dla réznych drobnoustrojéw glebo-
wych przedstawiono w tabeli 4.
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Tabela 4. Minimalna wartos$¢ aktywnosci wody (a,,), niezb¢dnej dla wzrostu roznych mikroorgani-
zmow (wg Libudzisz i in. 2007 oraz Kunickiego-Goldfingera 2008)

Table 4. Minimum values of water activity (a,,), indispensable for growth of different microorgan-
isms (according to Libudzisz et al. 2007 and Kunicki-Goldfinger 2008)

Minimalna a,,

. Mikroorganizmy — Microorganisms
Minimum a,, & Y g

1,0 Caluobacter, Spirillum
0,98 Pseudomons, Vibrio
0,95 bakterie Gram-ujemne — Gram-negative bacteria,
0,92 glony morskie — marine algae,
0,91 Bacillus, Lactobacillus
0,90 Gram-dodatnie ziarniaki — Gram positive coccus bacteria
0.85 niektdre grzyby strzgpkowe — some filamentous fungi,
0,88 Staphylococcus aureus
0,80 wigkszo$¢ drozdzy — most yeasts
0,75 wigkszo$¢ grzybow strzgpkowych — most filamentous fungi,
0,60 bakterie i glony halofilne — bacteria and halophil algae

Grzyby, w poréwnaniu z innymi drobnoustrojami, zdolne sa do bytowania przy
stosunkowo niskich wartosciach a,,. Wzrost wiekszosci z nich jest bowiem zaha-
mowany przy aktywnosci wody wynoszacej 0,80 (Libudzisz i in. 2007). Bakterie
za$ sa bardziej wrazliwe od grzybow na spadek aktywnosci wody w Srodowisku
glebowym. Dla wigkszosci gatunkow bakterii optymalna warto$¢ a,, miesci sig
w zakresie 0,98- 0,99 (Atlas i Bartha 1998). Wedtug danych przedstawionych przez
Libudzisz i in. (2007), najnizsza aktywnoscia wody, przy ktérej stwierdzono wzrost
bakterii, jest a,, = 0,75 i dotyczy to bakterii halofilnych (Halomonas, Vibrio, Pseu-
domonas, Bacillus, Paracoccus). Gleeson i in. (2008) dowiedli, iz lepsza tolerancja
grzybow i bakterii Gram-dodatnich na stres wodny wynika z budowy ich sciany
komorkowej, ktora jest duzo grubsza anizeli u innych grup mikroorganizméw. Po-
dobne wnioski pojawiaja si¢ rowniez w pracy Schimela i in. (2007).

Wzrost i bytowanie drobnoustrojéw w glebie o niskiej zawartosci wody jest
mozliwe dzieki syntetyzowaniu w komodrkach, badz pobieraniu ze $rodowiska
i akumulacji substancji rozpuszczalnych (np. sacharydéw, polihydroksyalkoholi,
aminokwaséw, chlorkéw sodu czy potasu). Substancje te dziataja bowiem stabili-
zujaco na rownowage osmotyczng uktadu komorka-srodowisko. Bakterie glebo-
we w warunkach stresu osmotycznego syntetyzuja gtdwnie aminokwasy, przy
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czym bakterie Gram-dodatnie preferuja zwykle trimetyloglicyng i proling podczas
gdy Gram-ujemne — kwas glutaminowy (Libudzisz i in. 2007).

Jedng z wielkosci fizycznych, ktora okresla wiazanie wody przez glebe jest
potencjal wody glebowej (badz zwyczajowo-sita ssaca gleby), definiowany jako
pF =log h (cm H,0). Jest to logarytm dziesi¢tny z wysokosci stupa wody 4 (cm),
ktorego ci$nienie odpowiada potencjatowi wody glebowej (Walczak i in. 2001a,
Stepniewska i in. 2003, Groenevelt i Grant 2004). Bednarek i in. (2005), definiu-
jac pF zwracaja uwage na fakt, iz okresla on prace potrzebng do usunigcia jed-
nostki masy wody poza zasieg sit (adhezji i kohezji) utrzymujacych te wode
w glebie. Wspomniane dwie skfadowe sity reguluja rowniez ruch wody w glebie
oraz jej pobieranie przez korzenie ro$lin i mikroorganizmy glebowe (Misztal
1997).

Warto$¢ pF 0 odpowiada pelnej pojemnosci wodnej (wszystkie pory glebowe
wypelnione sa woda), zas pF réwne 2,2 jest miarg polowej pojemnosci wodnej,
okres$lajacej maksymalna ilos¢ wody, jaka konkretna gleba moze utrzymaé bez
kontaktu z woda gruntowa (Atlas i Bartha 1998, Bednarek i in. 2005). Natomiast
wartos¢ pf” wynoszaca 4,2 odpowiada punktowi trwatego wiednigcia roslin (Tur-
ski 1 in. 1984). Zwiazek pomigdzy potencjalem wody w glebie, wyrazonym
w jednostkach pF, a jej zawarto$cia okreslona jako procentowa wilgotnosé gleby,
nazywa si¢ krzywa wigzania wody przez glebg (krzywa sorpcji wody) lub po pro-
stu krzywa pF.

Podzial mikroorganizméw glebowych pod wzgledem potencjatu wody gle-
bowej przy ktorym moga si¢ one rozwija¢, uwzglednia 3 grupy drobnoustrojow
(Glinski i in.1983, Bednarek i in. 2005):

e organizmy higrofilne, ktére moga rozwija¢ si¢ przy wysokim potencjale

wody, ale nie przekraczajacym pF 4,85 (np. bakterie, niektore grzyby),

e organizmy mezohigrofilne, ktérych aktywnos¢ zanika dopiero przy po-

tencjale rzedu pF 4,85-5,48 (np. wigkszos¢ grzybow),

e organizmy kserofilne, zdolne do proceséow zyciowych jeszcze przy po-

tencjalach wody ponad pF 5,48 (np. niektore plesnie: Aspergillus niger,
A. glaucus, Penicilium glaucum).

Bednarek i in. (2005) wykazali, iz potencjalem granicznym, powyzej ktorego
nie stwierdza si¢ juz zadnych proceséw mikrobiologicznych jest pF 5,68. Stad tez
wartosci pF = 4,2, identyfikowanej przez wielu autoréw z wilgotnoscig trwalego
wigdnigcia roslin nie mozna traktowac¢ jako absolutnej granicy biologicznej uzy-
tecznosci wody glebowej, gdyz aktywnos¢ wigkszosci mikroorganizméw glebo-
wych, zamiera dopiero przy znacznie wigkszych wartosciach pF. Wedlug Glin-
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skiego i in. (1983) maksimum respiracji mikrobiologicznej gleby wystepuje naj-
czgsciej w przedziale potencjalu wody odpowiadajacemu pF 2-4. Stwierdzono
rowniez, iz nawilzenie wysuszonej gleby powoduje wzrost liczebnosci mikroor-
ganizméw glebowych na skutek zwigkszonej podatnosci na rozkfad biologiczny
substancji organicznej, spowodowany cz¢sciowym jej utlenieniem w trakcie su-
szenia (Glinski i in. 1983, Bennicelli i in. 1999, Pett-Ridge i Firestone 2005).

4. FUNKCJA OKSYDOREDUKTAZ W GLEBIE

Oksydoreduktazy (EC 1.) stanowia klase enzymdéw katalizujacych reakcje
zwiazane z przeniesieniem protonu i elektronu lub samego elektronu z donora na
akceptor, ktorym moze by¢ zwiazek organiczny, nieorganiczny, badz tlen (Wlo-
darczyk 2000, Brzezinska i in. 2005, Kunicki-Goldfinger 2008).

Wiele z tych enzymow znanych jest jako:

e oksydazy — katalizujace przenoszenie wodoru na tlen w wyniku czego
powstaje woda lub nadtlenek wodoru (oksydazy pierwszego zespotu —
produktem jest woda, np. oksydaza cytochromowa, oksydazy drugiego
zespotu — produktem jest nadtlenek wodoru, np. oksydaza ksantynowa),

e peroksydazy — katalizujace utlenianie nadtlenkiem wodoru réznych sub-
stratow (np. peroksydaza glutationowa lub askorbinowa),

o oksygenazy — Kkatalizujace proces wbudowywania tlenu w czasteczke,
wsrod nich mozemy wyréznic: dioksygenazy — wlaczajace 2 atomy tlenu
do substratu, oraz monoksygenazy — wiaczajace 1 atom tlenu do hydrok-
sylowego substratu, podczas gdy drugi atom tlenu wigzany jest w cza-
steczke wody z udzialem NAD(P)H,

o hydroksylazy — katalizujace reakcje z udziatem tlenu,

e dehydrogenazy — katalizujace utlenienie substratu w procesach odde-
chowych.

4.1. Dehydrogenazy glebowe-integralna cze$¢ zywych mikroorganizmow

Dehydrogenazy sa enzymami nalezacymi do klasy oksydoreduktaz, katalizu-
jacych reakcje utleniania i redukeji (Brzezinska i in. 1998, Gianfreda i in. 2005).
Jak podaja liczne prace, sa to enzymy wylacznie wewnatrzkomorkowe zlokalizo-
wane w cytoplazmie badz strukturach cytoplazmatycznych, a odpowiadajace za
utlenianie substratu w procesach oddechowych (Roldan i in. 2005, Brzezinska
2006, Mijangos i in. 2006, Moreno i in. 2007, Tripathi i in. 2007). Dehydrogena-
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zy sg wysoce specyficzne. Wobec kazdego utlenionego w komoérce substratu ist-
nieje wlasciwa jemu dehydrogenaza (Kunicki-Goldfinger 2008).

Dick i Tabatabai (1992), Brzezifiska i in. (2000) oraz Wiodarczyk (2000)
stwierdzili, ze najwigksza ilos¢ dehydrogenaz glebowych wystepuje w mikroorga-
nizmach anaerobowych, szczegolnie w warunkach zalania gleb woda, co stwarza
sprzyjajace warunki namnazania si¢ organizméw beztlenowych. Wedtug Witodar-
czyk (2000), aktywne dehydrogenazy zdolne sg do wykorzystywania zaréwno O,
jak i zwigzkéw Mn i Fe, jako akceptora elektronéw. Stad DHA mikroorganizméw
glebowych stanowi doskonate odzwierciedlenie zmian w populacji drobnoustrojow
glebowych, analogicznie do Eh. Brzezifiska i in. (1998 i 2000) znalezli wysoka
korelacj¢ pomiedzy DHA a Eh oraz ODR. Badacze ci zasugerowali ponadto, iz
zarowno zawartos¢ wody w glebie, jak i temperatura warunkuja zmiany w DHA
poprzez wplyw na jej status oksydoredukcyjny. Podobne rezultaty i obserwacje
wynikaja z badan przedstawionych przez Stepniewskiego i in. (2000a).

Liczni autorzy wskazuja, iz pomiar aktywnosci dehydrogenaz stanowi wskaz-
nik funkcji oddechowej, zwiazanej z aktywnos$ciq metaboliczng calej populacji
bakteryjnej (Brzezinska 2002, Moreno i in. 2007, Koper i in. 2008, Vogeler i in.
2008). Gianfreda i in. (2005) wykazali, ze udzial dehydrogenaz w przemianach
materii organicznej gleby prowadzi do wytworzenia energii i produktéw, ktorymi
czesto sa CO, 1 H,0.

DEHYDROGENAZY
materia organiczna gleby > H'+e + ATP + produkty
ADP + Pi

Alef i Nannipieri (1995) opisali, iz reakcje katalizowane przez dehydrogenazy
mozliwe sa dzigki obecnosci ich specyficznych koenzymoéw (przede wszystkim
NAD), bezposrednio ulegajacych redukcji podczas utleniania substratu, a nastep-
nie szybko regenerowanych podczas przekazywania protonéw i elektrondw na
kolejny uktad redoks. Od utlenianego substratu dehydrogenazy odczepiaja dwa
atomy wodoru, ktore to nastgpnie przylaczaja do rdéznych przenosnikdéw. Proces
dehydrogenacji (odwodorowania) ma miejsce z wykorzystaniem koenzymdw
pirydynowych lub flawoproteinowych, w zaleznosci od typu dehydrogenazy (Ku-
nicki-Goldfinger 2008).

Najczgsciej spotykane sa:

e dehydrogenazy pirydynowe — jako koenzym wykorzystujace dinukle-

otydy pirydynowe (NAD lub NADP),
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e dehydrogenazy flawinowe — kiedy w roli koenzymu wystepuje FMN
badz FAD.

Szereg badan potwierdzit fakt, iz dehydrogenazy glebowe uwolnione z zywych
komoérek mikroorganizméw w srodowisku glebowym sa nietrwale i szybko ulegaja
dezaktywacji. Stad tez pomiary aktywnosci tej grupy enzymdw utozsamiane sa
z obecnoscia 1 zywotnoscia calej populacji drobnoustrojow (Wiodarczyk 2000, Singh
i Kumar 2008). Nannipieri i in. (1996 i 2003) oraz Vogeler i in. (2008) zaobserwowa-
li, ze obecnos¢ dehydrogenaz skorelowana jest z zawartoscig oraz dostepnoscig
w srodowisku glebowym: wody, tlenu, wegla organicznego i azotu ogélnego. Anali-
zujac aktywnos¢ dehydrogenaz mozna stwierdzi¢ zatem, iz enzym ten okresla inten-
sywnos¢ 1 kierunek proceséw biochemicznych w procesie glebotworczym.

Dzis aktywnos¢ enzymow glebowych jest uzywana jako wskaznik ogdlnej ak-
tywnosci biologicznej gleby, jak tez jej zyznosci bardziej niz inne wskazniki bio-
logiczne, takie jak intensywnos$¢ oddychania, czy tez okreslanie liczebnosci mi-
kroorganizméw (Koper i in. 2004, Roldan i in. 2005, Yang i in. 2005, Jezierska-
Tys i Frac 2008).

4.2. Czynniki Srodowiskowe wplywajace aktywujaco na DHA

Aktywatorami enzymatycznymi sa/moga by¢ substancje wzmagajace lub
umozliwiajace dziatanie enzymow. Najczesciej zaliczane sq do nich zwiazki ni-
skoczasteczkowe, ktorych obecno$¢ w miejscu katalizy enzymatycznej przyspie-
sza przebieg reakcji. Aktywatorami enzyméw moga byé jony metali (np. Mn*",
Mg*', Zn**, Ca™, rzadziej Co’", Cu**, Ni*"), czy aniony wspétdziatajace z biatka-
mi (np. CI'). Jon metalu moze by¢ zlokalizowany w katalitycznym centrum en-
zymu (bierze wowczas bezposredni udzial w reakcji) lub tez w innym fragmencie
molekuly (stabilizuje wtedy jej aktywna konformacj¢). Niektére aktywatory en-
zymatyczne chronia enzymy przed dziatlaniem czynnikoéw chemicznych, inne
odszczepiajg od nieczynnych proenzymdéw blokujace je grupy chemiczne. Role
aktywatorow DHA czgsto przejmujg rowniez czynniki srodowiskowe m.in.: wil-
gotnos¢, temperatura czy pH. Jednakowoz wazny pozostaje rowniez wplyw gle-
bokosci oraz pory roku na aktywnos¢ dehydrogenaz glebowych.

4.2.1. Wilgotnos¢ gleby

Juz w latach 70-tych pojawialy si¢ prace, dotyczace zaleznosci aktywnosci
enzymatycznej od panujacych warunkéw srodowiskowych, w tym uwilgotnienia
podioza. Wzrost poziomu DHA zawsze obserwowany byt przy wyzszej wilgotno-



24

sci gleby (Barros i in. 1995, Nayak i in. 2007, Pascual i in. 2007). Notowano nawet
2,5-krotny wzrost aktywnosci w glebie przy przejsciu do wilgotnosci stanowiacej
pF 0, natomiast Xiang i in. (2008) stwierdzili 5-krotnie wyzsza DHA w glebie zala-
nej, anizeli w warunkach suchych. Taki kierunek przemian wskazuje na zwigkszone
znaczenie bakterii anaerobowych, zasiedlajacych wilgotne Srodowiska glebowe
w tworzeniu DHA (Wtodarczyk 2000, Pascual i in. 2007). Chendrayan i in. (1980),
poréwnujac glebg o wilgotnosci odpowiadajacej 60% pelnej pojemnosci wodnej
z gleba zalang stwierdzili, iz ma miejsce znaczacy wzrost DHA w warunkach zala-
nia. Wzrostowi temu towarzyszyt jednoczesnie spadek wartosci Eh (Brzezifiska i in.
2000), oraz wzrost jonéw Fe’" (Chendrayan iin. 1980, Glinski i in. 1986, Step-
niewska 1988). Brzezinska i in. (2000) potwierdzili wzrost DHA w glebie Eutric
Histosol przy 100% wilgotnosci, natomiast zaobserwowali spadek DHA kiedy wil-
gotnos¢ gleby przekroczyta 200% w/w. Badania Stepniewskiego i in. (2000a) stano-
wig doskonale potwierdzenie korelacji pomiedzy DHA i pF. Obserwowali oni bo-
wiem spadek DHA wraz ze wzrostem wartosci pF (p<0.001). Taki kierunek przemian
wskazuje na typowa reakcje gleb mineralnych na proces wysycenia woda, co zostato
opisane przez Chendryana iin. (1980), Glinskiego i in. (1986), Brzezinska i in.
(1998). Subhani i in. (2001), notowali wysoka, pozytywna korelacje (R = 0,87**),
miedzy wilgotnoscia gleb i poziomem DHA. Glinski i wspotautorzy (1983, 1986,
2004) wykazali, iz DHA jest nie tylko odbiciem warunkéw wilgotnosciowych ale
i tlenowych, pozostajac w Scislej korelacji z dostepnoseia tlenu dla korzeni roslin.
Omawiana aktywnos$¢ wzrastala do 10 razy przy spadku ODR <40 pgrm™s’.
Wzrost czynnosci dehydrogenaz glebowych w wyniku zalania gleb woda sygnali-
zowany byt rowniez przez Tiwariego i in. (1989), Brzezifiska i in. (2001a), Wiodar-
czyk i in. (2002), Hinojosg i in. (2004) oraz Pascuala i in. (2007).

4.2.2. Zawarto$¢ wegla organicznego

Dotychczas przeprowadzone badania, potwierdzaja istnienie dodatniej korela-
cji migdzy DHA i zawartoscia materii organicznej w glebie (De Mora i in. 2005,
Tripathi i in. 2007, Koper i in. 2008, Lee i in. 2008, Xiang i in. 2008). Pascual
i in. (2000) notowali niski poziom DHA w glebach jatlowych, w ktorych ubytek
materii organicznej utrzymywat si¢ powyzej 10 lat. Spadek aktywnos$ci enzyma-
tycznej wraz z uptywem czasu moze by¢ wynikiem postepujacego zjawiska erozji
(Pascual i in. 2000, Song i in. 2008). Koper i in. (2008) znalezli $cista zalezno$é
pomigdzy zawartoscia wegla organicznego a DHA w glebach bielicoziemnych,
opisana przez nich wspotczynnikiem korelacji w zakresie R = 0,56-0,98.
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Doswiadczenie przeprowadzone przez Kumar i wspdtautordw (1992) nie tyl-
ko potwierdza istnienie wspomnianej zaleznosci, lecz jednoczesnie wskazuje na
wyrazny zwigzek pomiedzy omawiang aktywnoscia, a liczebno$cia grzybow czy
bakterii, bytujacych w danym srodowisku glebowym. Podobne obserwacje pro-
wadzone byly rowniez przez Dabek-Szreniawska i in. (1996). Badania wykazaly,
iz rozmieszczenie bakterii w glebie nie jest rownomierne, przy czym na ogét ich
ilos¢ zwigksza si¢ w miarg wzrostu zawartosci rozkladajacej sie substancji orga-
nicznej oraz wystgpujacych w glebie korzeni roslin (Aon i in. 2001, Fontaine i in.
2003, Agnelli i in. 2004, Lee i in. 2008). Wraz ze zwigckszeniem zawartosci wegla
organicznego w glebach nastgpowal wzrost liczby mikroorganizméw a w nastep-
stwie tego wzmozenie DHA (Fontaine i in. 2003, Lee i in. 2008).

Bolton i in. (1993) wykazali istnienie $cislej zaleznosci pomiedzy aktywno-
scig dehydrogenaz, fosfataz i sulfataz a zawartoscia wegla i azotu organicznego.
Stad tez zmiany w aktywnosci enzyméw, a co za tym idzie mikroorganizmow,
decyduja o dostgpnosci mikro i makroelementéw dla korzeni roslin, stajac sie
indykatorami decydujacymi o jakosci gleby (Nannipieri 1994, Ajwa i in. 1999,
Aon iin. 2001, Lee i in. 2008, Kumpiene i in. 2009). Doswiadczenia za$ Agnelle-
go i in. (2004), Goberny i in. (2006) oraz Songa i in. (2008) stanowia doskonale
potwierdzenie spadku zawartosci wegla organicznego wraz ze wzrostem gleboko-
sci profilu glebowego, czego konsekwencja jest redukcja biomasy mikroorgani-
zmow w warstwach podpowierzchniowych.

4.2.3. Temperatura

Powszechnie znany jest fakt, iz temperatura inaktywacji enzymow w tak specy-
ficznym 1 heterogennym $rodowisku, jakim jest gleba jest zawsze okofo 10-20°C
wyzsza, anizeli w innych uktadach (Kunicki-Goldfinger 2008). W warunkach
naturalnych optimum aktywnosci enzymatycznej wystepuje w zakresie tempera-
tur 40-50°C, jednakze w warunkach laboratoryjnych w zupetnosci wystarcza za-
stosowanie temperatur nizszych (30-37°C), ktore to gwarantuja otrzymanie pre-
cyzyjnych wynikéw (Frankenberger i Dick 1983).

Trasar-Cepeda i in. (2007) badajac hiszpanskie gleby takowe stwierdzili naj-
wyzsza DHA w przedziale temperatur 57-70°C, co zwiazane jest z faktem, iz dehy-
drogenazy jako enzymy wewnatrzkomérkowe, wykazuja maksimum aktywnosci
przy temperaturach optymalnych dla wzrostu mikroorganizméw. Trevors (1984)
znalazt pozytywna korelacj¢ migdzy temperatura (5-70°C), a DHA (R = 0,99),
okreslajac ponadto 58-krotny wzrost aktywnosci enzymatycznej przy wzroscie
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temperatury do 20°C, w poréwnaniu z aktywnos$cia okreslong przy 5°C. Subhani
iin. (2001) opisali wspomniang zalezno$¢ wspolczynnikiem korelacji R = 0,82
i wyznaczyli optymalny przedziat dla aktywnosci dehydrogenaz na 25-40°C.

Znane sa tylko nieliczne wyjatki wsrod enzymoéw, jak np. rybonukleazy, ktore
sa zdolne do przetrwania w stanie aktywnym przez pewien okres w temperaturze
okoto 100°C. Nalezy zaznaczy¢, ze w temperaturze niskiej (okoto 0°C) enzymy
dziafaja powoli, ale wykazuja duza trwalos¢ (Kaczkowski 1999).

4.2.4. Glgbokos¢ profilu glebowego

Eksperymenty laboratoryjne potwierdzaja fakt, iz dehydrogenazy glebowe
wykazuja zréznicowanie wraz z glebokos$cia profilu glebowego. Ich aktywno$é
osiaga maksymalne warto$ci w poziomach wierzchnich (Stepniewski i in. 2000a).
Wraz ze zwigkszaniem si¢ glebokosci profilu glebowego, obserwowany jest spa-
dek aktywnosci tych enzyméw (Ros i in. 2003, Yang i in. 2005, Levyk i in. 2007),
co niewatpliwie zwiazane jest z rozmieszczeniem przestrzennym mikroorgani-
zmOw (Blume i in. 2002, Agnelli i in. 2004, Levyk i in. 2007, Pascual i in. 2007).
Badania Paula i Clarka (2000) dowodza, iz najwyzsza liczebnos¢ zardwno grzy-
bow, bakterii tlenowych, jak i nitryfikatorow wystepuje w warstwie 0-7,5 cm,
podczas gdy obligatoryjne beztlenowce i denitryfikatory spotykane sa w war-
stwach podpowierzchniowych. Zazwyczaj jednak najwigksze skupiska mikroor-
ganizmoéw spotykane sa na glgbokosci 5-20 cm (Lavahun i in. 1996). Xiang i in.
(2008) wykazali 4-krotnie wyzsza DHA mikroorganizméw glebowych w war-
stwie powierzchniowej (0-5 cm), anizeli w podglebiu (90-100 cm) gleby Pachic
Argiustol (FAO). W glab profilu maleje liczebnos¢ mikroorganizméw, gdyz
zmniejsza si¢ ilos¢ prochnicy oraz wydzielin z korzeni roélin, ktére to stanowia
gldwne zrédlo pokarmu dla zyjacych w glebie organizméw (Januszek i Lasota
2001, Taylor i in. 2002, Sullivan i in. 2005, Song i in. 2008). Doswiadczenia pro-
wadzone przez Levyk i in. (2007) pokazaly, iz DHA okre$lona w warstwie po-
wierzchniowej (0-4 cm) gleb antropogenicznych jest o okoto 25-30% wyzsza
anizeli w glebszych warstwach profili. Podobne obserwacje notowali réwniez
Marinari i in. (2006).

Paul i Clark (2000) stwierdzili ponadto, ze bakterie z rodzaju Bacillus stano-
wig na ogdt wigkszy procent ogdlnej liczby mikroorganizméw w gérnej, niz gleb-
szej czgsci profilu glebowego, za$ sposrdd grzybdw proporcjonalnie wigcej Chry-
sosporium izolowano z glgbokosci 30 cm niz 10 cm. Potwierdzili oni takze, iz
mikroorganizmy liczniej wystepuja w poziomach o przewadze frakcji pylastej lub
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pytowo-ilastej, niz w piaszczystej. Song i in. (2008) wykazali za$, ze wraz ze
wzrostem glebokosci profilu glebowego rosnie liczba bakterii Gram-dodatnich, co
sugeruje, iz ta grupa mikroorganizméw moze stanowié¢ swoisty indykator warun-
kéw anoksycznych w srodowiskach glebowych. Podobne obserwacje prowadzone
byly réwniez przez Fierera i in. (2003).

4.2.5. Odczyn gleby

Dane literaturowe podaja, iz granice pH w ktérych dehydrogenazy wykazuja
stosunkowo wysoka aktywno$¢ mieszcza si¢ migdzy pH 5,5-7,8. Wiodarczyk i in.
(2002) stwierdzili maksimum DHA przy pH 7,1. Ros i in. (2003), testujac dwie
gleby w zakresie pH 7,2-8,4, znalezli optimum w granicach 7,6-7,8. Trevors
(1984) na podstawie badan wiasnych stwierdzil, ze DHA obniza sic w miare
spadku pH probek gleby od poczatkowej wartosci 7,7. Wedlug Von Mersi
i Schinnera (1991) najwyzsza DHA wystepuje przy pH 7-7,5. Levyk i in. (2007)
zaobserwowali, ze zakwaszenie srodowiska glebowego (pH 1,5-4,5) skutkuje
silng inhibicja DHA w poréwnaniu z glebami o odczynie obojetnym. Ponadto
konsekwencja zakwaszenia Srodowiska jest rowniez wzrost dostgpnosci metali
cigzkich oraz spadek przyswajalnych form P i K, co wptywa na redukcje DHA
(Wytupek i in. 2004).

Warto rowniez zwroci¢ uwage na fakt, iz oznaczona w glebach DHA stanowi
wypadkowa dziatania i zywotnosci wszystkich, bytujacych w danym srodowisku
drobnoustrojow. Stad kazdy z enzymdéw moze si¢ charakteryzowaé swoistym
optimum dziatania, np. dehydrogenaza jablczanowa, izolowana z Coccochloris
peniocystis najwyzsza aktywnos¢ przejawiata przy pH 6,5-7,1 (Norman i Colman
1991), podczas gdy dehydrogenaza aldehydowa izolowana z Pseudomonas aeru-
ginosa — przy pH 9.,4.

Generalnie dane literaturowe podaja, iz najkorzystniejsze warunki dla DHA
w glebach zblizone sa do odczynu obojetnego (Brzezinska i in. 1998, Wiodarczyk
iin. 2002).

4.2.6. ZmiennoS$¢ sezonowa

Dehydrogenazy sa enzymami wykazujacymi zmienno$¢ aktywno$ci wraz
z porami roku (Gianfreda i Bollag 1996). Januszek (1993) notowal wysoka ak-
tywnos$¢ enzymatyczng gleb w koncu wiosny, latem i na poczatku jesieni. Podob-
ne zmiany DHA zostaly opisane w pracy Wyczotkowskiego i in. (2006). Obser-
wacje Wilodarczyk (2000) wskazuja, iz najwyzsza DHA w glebie Orthic Luvisol
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wystapita wiosna i latem (marzec-wrzesien), zas najnizsze wartosci rejestrowane
byly zima. Okoto 4-krotny wzrost DHA na poczatku marca zwiazany jest z wio-
sennym odrodzeniem si¢ do zycia mikroorganizméw glebowych (Wlodarczyk
2000, Aon i in. 2001). Skawryto-Bednarz (2008), potwierdzita wzrost liczebnosci
bakterii (0 9,1%) i promieniowcow (o0 35,7%), w okresie od czerwca do pazdzier-
nika. Ponadto autorka wykazata korelacj¢ pomigdzy ogdlna liczba bakterii i pro-
mieniowcdw a DHA w glebie brunatnej (R = 0,99). Furczak (2006) znalazta naj-
wyzsza DHA w glebie ptowej w okresie kwitnienia ro$lin, co sugerowaloby
wzrost wystgpowania aktywnych fizjologicznie drobnoustrojow. Latem zas, na
podwyzszenie poziomu aktywnosci enzymoéw ma wplyw wysoka temperatura,
opady oraz przypadajacy w tym czasie okres wegetacji roslin (Wlodarczyk 1998,
Blume i in. 2002, Bastida i in. 2006). Wiodarczyk (2000), prowadzac doswiad-
czenia laboratoryjne na glebie Haplic Phaeozem okreslita, iz DHA zanotowana
w czerwecu byla okolo dwukrotnie wyzsza od wartosci otrzymanych w maju
i pazdzierniku. Glinski i in. (1986), obserwowali redukcje DHA w czerwcu, za$
gwaltowny jej wzrost w lipcu, jako wynik naprzemiennych cykli osuszania i na-
wilzania gleb. Podobne wyniki prezentowane byly rowniez w pracy Kandeler
i Murera (1993). Ajwa i in. (1999) zaobserwowali, iz DHA mierzona w sierpniu
byla 0 30% wyzsza od aktywnosci notowanej w kwietniu badz czerwcu. Tripathi
i in. (2007) potwierdzili maksimum DHA w warstwie powierzchniowej (0-20 cm)
gleb Indii we wrzesniu, oraz redukcj¢ aktywnosci enzymatycznej w styczniu.
Kaimi i in. (2006) znalezli natomiast pozytywna korelacje pomiedzy obecnoscia
mlodych korzeni roélin, a wzrostem DHA, co $wiadczy o pozytywnym wplywie
roslin na liczebno$¢ mikroorganizméw oraz ich metabolizm. Obserwacje Bastidy
1in. (2006) dowiodty ponadto, iz DHA utrzymuje si¢ na wysokim poziomie nawet
w glebach nie uprawianych przez 15 lat.

4.3. Czynniki §rodowiskowe wplywajace inhibujaco na DHA

Substancje hamujace dzialanie enzymdw to inhibitory reakcji enzymatycz-
nych. Inhibicja enzymu moze zachodzi¢ pod wplywem matych czasteczek lub
Jjondéw, zaréwno nieodwracalnie jak i odwracalnie. Niespecyficznymi inhibitorami
enzymow sa jony metali cigzkich (Cu, Pb, Hg, Ag). Wiaza si¢ one fatwo i w spo-
sob nieodwracalny ze wszystkimi biatkami, powodujac rozlegte zmiany ich kon-
formacji, prowadzace do denaturacji, ktorej czesto towarzyszy wypadanie biatka
w postaci osadu. Szczegdlnie podatne na wiazanie jondw metali cigzkich sa grupy
sulthydrylowe (-SH); metal moze si¢ rowniez wbudowa¢ w mostek disiarczkowy.
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Wsrod wielu prac z ostatniego okresu dominuje problematyka wplywu zanie-
czyszczenia gleby, najczedciej w wyniku dziafalnosci cztowieka na DHA gleb.
Powiazanie zagadnien z zakresu zanieczyszczenia gleb metalami ciezkimi badz
pestycydami z aktywnoscig wlasnie dehydrogenaz, dowodzi stusznosci uznania
tychze enzyméw za doskonale indykatory skazenia srodowiska glebowego.

4.3.1. Metale cigzkie

Liczne prace wskazuja, iz zawarto$¢ w glebie metali cigzkich, badz ich
zwiazkodw w znaczacy sposob wplywa na aktywnos¢ biologiczna gleby, wyrazong
przy pomocy aktywnosci enzymatycznej (Alef i Nannipieri 1995, Chaperon
i Sauve 2007). Metale cigzkie w srodowisku glebowym charakteryzuja si¢ duza
trwaloscia, przez co sa w stanie przez dlugi czas oddziatywaé na aktywno$é mi-
krobiologiczna (Khan i Scullion 2000, Cela i Sumner 2002, De Mora i in. 2005,
Khan i in. 2005, Kumpiene i in. 2009). Maja tez zdolno$¢ do nieodwracalnej ku-
mulacji w komérkach mikroorganizméw, czego konsekwencja jest zaburzenie
procesow wewnetrznych oraz trwale uszkodzenie komérek.

Badania Songa i in. (2008) wskazuja, iz aktywno$¢ metaboliczna mikroorgani-
zmoéw hamowana jest przez metale cigzkie, niemniej jednak ich obecnos¢ w $rodo-
wisku glebowym nie wptywa na redukcj¢ biomasy mikroorganizméw. Landi i in.
(2000) obserwowali spadek DHA w wyniku zanieczyszczenia gleby kadmem.
Roéwniez Moreno i in. (2001), badajac wptyw Cd na DHA stwierdzili, ze wzrost
stezenia tego pierwiastka w glebie juz po 3 godzinach od dodania powoduje inhibi-
cj¢ aktywnosci enzymatycznej. Ponadto wykazali, iz warto$¢ ekologicznej dawki
(EDso), wykazuje tendencje¢ wzrostowa wraz z czasem ekspozycji na zanieczysz-
czenie gleby Cd. Welp (1999), testujac wplyw Co, As, Hg, Pb, Cd i Cu na DHA
wykazal, iz wszystkie te metale obnizajg aktywno$¢ enzyméw w glebie, przy czym
najsilniejsza inhibicja aktywnosci powodowana byla dodatkiem Hg, Cu i Cd.
Z kolei negatywny wptyw Zn i Cu na DHA zostal potwierdzony w badaniach Ka-
siak i in. (1986), Stuczynskiego i in. (2003), Kizilkayi i in. (2004), Malley’a i in.
(2006). Istotna korelacj¢ pomigdzy zawarto$cia Zn, w zakresie 8-23 mg-kg", a DHA
stwierdzili rowniez Koper i in. (2004). Kasiak i in. (1986) wykazali ponadto, iz
DHA gwaltownie maleje w poziomie A gleby lessowej, podczas gdy stezenie form
rozpuszczalnych Zn, Pb i Cu osiaga wartosci odpowiednio 10, 0,25 i 0,1 mgkg’
gleby. Natomiast w poziomie B, DHA nie zalezy juz od form rozpuszczalnych Zn, Pb
i Cu. Inhibujace dziatanie Zn, Cd i Pb w dawce odpowiednio 200, 1 i 140 mg-kg™" na
DHA zostato takze potwierdzone w badaniach Mikanowej (2006). Podobny efekt
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spowodowany jest obecnoscia w glebie Ni (Wyszkowska i Wyszkowski 2003),
aczkolwiek zaobserwowano réwniez zalezno$é, iz stosowanie nawozenia Mg
ogranicza ujemne oddziatywanie Ni na DHA.

Spadek DHA w glebie moze by¢ tez konsekwencja obecnosci Cr (Irha i in.
2003, Stepniewska i Wolinska 2004 i 2005). Jakkolwiek, badania Acevesa i in.
(2007) pokazaly, iz dodatek Cr(IIT) stymuluje DHA po 120-180 dniach inkubacji
nawet 0 9-29%, podczas gdy wzbogacenie gleby Cr(VI), pociaga za sobg inhibi-
cj¢ aktywnosci oksydoreduktaz o 50%, juz po 30 dniach inkubacji. Carrasco i in.
(2006), badajac wptyw metali cigzkich na aktywnos$¢ enzymow oksydoredukcyj-
nych stwierdzili negatywna korelacje DHA nie tylko ze stezeniem Fe i Pb, ale
rowniez z wartosciq przewodnictwa elektrolitycznego oraz zasoleniem $rodowi-
ska glebowego. Obecno$¢ w glebie zwiazkow As(Ill) i As(V) takze przyczynia
si¢ do obnizenia DHA poprzez toksyczny wplyw na zywotnos¢ bakterii i blokade
ich metabolizmu, czego potwierdzeniem sa badania prowadzone przez Ghosha
1in. (2004) oraz Fernandeza i in. (2005).

4.3.2. Nawozenie gleby i pestycydy

Nieracjonalne nawozenie gleby oraz powszechne stosowanie w rolnictwie
preparatow chemicznych (pestycydow), stato si¢ powaznym i zlozonym proble-
mem mikrobiologii i enzymologii srodowiska glebowego.

Dick i Tabatabai (1992) oraz Acosta-Martinez i in. (2007) zauwazyli, iz na-
wozenie organiczne wplywa korzystniej na ogdlng aktywno$é biologiczna niz
nawozenie mineralne, ktére poprawiajac wiasciwosci fizykochemiczne gleby,
moze wywiera¢ ujemny wplyw na jej aktywno$¢ enzymatyczna. Piotrowska
i Koper (2007), najwyzsza DHA notowali w glebie ptowej pobranej z obiektow
nawozonych obornikiem, za$ nizsza z obiektow nawozonych nawozami mineral-
nymi. Z mocznika wprowadzonego do gleby w postaci granulatu, moze uwalnia¢
si¢ amoniak w stezeniu zabdjczym dla organizméw glebowych (Paul i Clark
2000). Doswiadczenia Ajwy i in. (1999), Barabasza i Voriseka (2001), Masto i in.
(2006) oraz Mijangos i in. (2006), zwracajg uwage na mozliwo$é inhibicji DHA
wraz z wprowadzeniem do gleby zwiazkow azotu.

Wigkszos¢ autoréw udowodnita inhibicje DHA w glebach, do ktérych doda-
wano rozne pestycydy (Baran i in. 2004, Menon i in. 2005, Pandey i Singh 2006,
Sukul 2006, Stepniewska i in. 2007). Podobnie dzialaja policykliczne weglowo-
dory aromatyczne badz odpady olejowe (Kaimi i in. 2006).
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Krzysko-Lupicka (2008) podaje, ze jednym ze zjawisk zaburzenia metaboli-
zmu bakterii w obecnosci herbicydow, a tym samym spadku aktywnosci enzyma-
tycznej gleby jest zakidcenie biologicznego wiazania azotu. Dodatek herbicydéw
(np. Roundupu) okresowo hamuje rozwdj diazotroféw niesymbiotycznych, nawet
do 30 dni po jego wprowadzeniu do srodowiska glebowego. Paul i Clark (2000)
do najbardziej wrazliwych na zanieczyszczenie pestycydami mikroorganizmow
zaliczaja réwniez bakterie nitryfikacyjne. Wedlug Cai’a i in. (2007b), herbicyd
o nazwie acetochlor [2-chloro-N-(etoksymetylo)-N-(2-etylo-6-metylofenylo) ace-
tamid], w ilosci od 10 do 100 mgkg' nie ma wplywu redukujacego na DHA,
dopiero dawka powyzej 250 mg-kg" powoduje nawet 60% inhibicj¢ aktywnosci.
Podobnie stosowanie insektycydu o nazwie fenamiphos (izopropyloamidofosfo-
ran etylu-3-metylo-4-fenylu), w dawce do 5 kg-ha™ nie wywiera wplywu na DHA
srodowiska glebowego (Megharaj i in. 1999).

Niektorzy badacze stwierdzaja nawet wzrost DHA, np. w wyniku dodania do
gleby herbicydu jakim jest atrazyna (2-chloro-4-etyloamino-6-izopropyloamino-
1,3,5-triazyna). Wedtug Moreno i in. (2007) DHA osiagata maksymalne wartosci
w glebach zawierajacych nawet 1000 mg-kg" atrazyny. Zastosowanie do gleby
insektycydu o nazwie acetamprid w dawce od 0,5 do 50 mg-kg™' réwniez powodu-
Je stymulacje DHA po 14 dniach od zastosowania (Yao i in. 2006). Analogicznie,
Singh i Kumar (2008) stwierdzili stymulacj¢ DHA 0 22% w wyniku wprowadze-
nia do gleby acetampridu. Podobnie w wyniku stosowania diazinonu [tiofosforan
0,0-dietylo-O-(2-izopropylo-6-metylopirymidyn-4-ylu)], zaobserwowano wzrost
DHA po 30 dniach od dodania, nawet o 44,08% (Singh i Singh 2005). Stymuluja-
cy efekt zauwazyli tez Menon i in. (2005) po zastosowaniu chlorpyrifosu (tiofos-
foran O,0-dietylo-O-3,5,6-trichloro-2-pyridylu). Wedlug powyzszych wynikow
wprowadzenie do gleby niektorych herbicydow przez dlugi czas moze utrzymy-
wac w niej wysoka aktywno$¢ badanych enzyméw.

5. MATERIALY I METODY
5.1. Charakterystyka materialu glebowego

Do badan wykorzystano wzorcowy material glebowy, pochodzacy z Banku
Gleb Mineralnych PAN w Lublinie. Stosowano glebe przechowywang w stanie
powietrznie suchym, rozdrobniona i przesiang przez sita o $rednicy oczek 1 mm.
Lokalizacj¢ pobierania prob glebowych umieszczono w tabeli 5, a podstawowa
charakterystyke materiatu badawczego w tabeli 6.
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Tabela 5. Miejsce pobrania badanych gleb (Glinski i in. 1991)
Table 5. Localization of soils used in the experiment (according to Glinski et al. 1991)

Nr - Wspolrzedne
Typ gleby Banku Mlé]S'(EO- Gmina Wojewddztwo geograficzne
Soil type wosé , S .
Bank Community Province Geographical
(FAO) Place v ;
number coordinates
Orthic 18 Danowo Golenidéw Szczecinskie 14°57°, 53°31°
Bodssl 424 Swieryz Lowicz Skierniewickie 19°52°, 52° 08’
- 701 Kolnica Grodkow Opolskie 17°20°, 50° 45°
B 308 WS;‘:; Tarnowo Poznarskic 16° 44°, 52°27°
Cambisol 373 Wola };/_ Znin Bydgoskie 17°40°, 52° 55°
amotso 802 ‘ Gérno Kicleckie 20°51°, 50° 50°
chowa
Tyszki- I 0 47> 590 9Q>
Mollic 208 Labno Kolno Lomzynskie 22°42°,52°28
e 376 L — Inowroctaw Bydgoskie 18°20°, 52° 47’
Y 442 Konstantynow Lodzkie 19°19°, 51° 46
Rszew
Bt 87 J\‘;\'/‘gl‘l”cza Stare-Pole Elblaskic 19°08°, 54° 03’
F/'l 5ol 957 Zawadka Lupanow Tarnowskie 20°16°,49°51°
uvso 967 o Brzostek Tarnowskic 21°23°, 49° 54°
Chelmskie
Rendzi 563 Bezek Siedliszcze Czgstochow- 23°20°, 50°51°
Ls”t “’”1" 727 Wojslawice  Kozie Glowy skie 19° 08’ 50° 35°
proso 728 Rudniki Wilodowice ~ Czgstochow- 19°26°, 50° 32’
skie
Futri 1 Rzedziny Dobre Szczecinskie 14°20, 53°32°
HI.";’? ] 32 Grzybowo Kolobrzeg Koszalinskie 15°31°, 54° 10°
e 170 Zygmunty Krypno Bialostockie 22°50°, 53° 15
Havli 687 Lubna Lubna Opolskie 17° 38, 50° 20°
apric 688 Mochéw Glogéwek Opolskie 16°15°, 51°31°
Phaeozem

794 Zlota Zlota Kieleckie 20° 34°, 50° 23
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5.2. Wyznaczenie zdolnosci retencyjnych gleb

Materiat glebowy umieszczano w cylindrach (V= 100 cm’, 2 = 5 cm) i pod-
dawano 10 dniowej pre-inkubacji w stanie pelnego wysycenia woda. Po tym cza-
sie proby glebowe ustawiano na porowatych plytach kaolinowych, petniacych
rolg pdtprzepuszezalnego filtra, o odpowiedniej sile ssacej do momentu uzyskania
stanu rownowagi w temperaturze pokojowej (Glinski i in. 2002). Wyznaczono
nastgpujace wartosci pF: 0; 1,5; 2,2; 2,7; 3,2. Okre$lony stan energetyczny wody
w glebie uzyskiwano dzigki procesowi desorpcji ze stanu pelnego nasycenia do
zadanego potencjatu wody glebowej.

Czas konieczny na ustalenie si¢ stanu rOwnowagi i osiagniecie zadanego punktu
pF wynosit od 19 do 25 dni w przypadku gleb bielicowych, 13-20 dni w glebach
brunatnych, czarnych ziemiach i madach rzecznych oraz 13-19 dni w przypadku
redzin, czarnoziemow i gleb murszowych. Po kazdorazowym przyroscie ci$nienia
i ustaleniu si¢ rownowagi termodynamicznej, probki byly wazone. Bezposrednio po
zwazeniu i ustaleniu si¢ mas przystgpowano do pomiaréw ODR oraz Eh.

5.3. Wyznaczenie mikrodyfuzji tlenu (ODR)

Pomiaru ODR dokonano metoda wprowadzong przez Lemona i Ericssona
(1952), zas zmodyfikowana przez Malickiego i Bieganowskiego (1999). Metoda ta
wykorzystuje zjawisko elektrochemicznej redukcji tlenu na umieszczonej w glebie
katodzie platynowej, przy jej ustalonym wzgledem gleby potencjale (0,65 mV).
Wedlug Lemona i Ericssona (1952) katoda petniac role analogiczna do korzenia
rosliny pobiera tlen, obnizajac tym samym jego stezenie w warstwie przykorze-
niowej (Bieganowski 2005). A

Pomiaru dokonano z uzyciem miernika ODR (PAN, Lublin), wyposazonego
w katode, elektrode poréwnawcza (nasycona elektroda kalomelowa - NEK), regulo-
wane Zrédfo napigcia oraz amperomierz. Podczas oznaczen ODR uwzgledniono czas
polaryzacji elektrody, ktéry wynosi 4 min — po takim czasie nat¢zenie pradu stabilizuje
si¢ i osiaga stan quasi-stacjonarny, zwiazany z ustaleniem si¢ gradientu tlenu (Glinski i
in. 2002). Kazdy odczyt przeprowadzony zostat w trzech powtorzeniach. Prad redukcji
tlenu czasteczkowego na katodzie przeliczono na ODR, postugujac sie wzorem:

ODR (pgrm™s™) = MI/nFA » (1)

gdzie: M — masa gramoczasteczkowa tlenu (g'mol™), I — natezenie pradu (A), n —
ilos¢ elektronow potrzebnych do redukceji 1 czasteczki tlenu (wynosi 4), F — stala
Faradaya, 4 — powierzchnia elektrody (m?).
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5.4. Oznaczenia potencjometryczne (pH, Eh)

Pomiary potencjometryczne zostaly przeprowadzone z uzyciem miernika wielo-
funkcyjnego (pH/O,/cond) model pIONeer 65 (Radiometr Analytical S.A.). Ozna-
czen pH dokonano z wykorzystaniem kombinowanej elektrody szklanej typu Cartro-
de pHC 5977, podczas gdy potencjat oksydoredukeyjny (£#) oznaczano przy uzyciu
ukladu elektroda platynowa — elektroda chlorosrebrowa. Uzyskane wartosci Eh (V)
sprowadzono do postaci EA; zgodnie ze wzorem (Stgpniewska i in. 2001):

Eh;=Eh-0,059 (7 - pH) (2)
5.5. Pomiar aktywnosci dehydrogenazowej (DHA)

Oznaczenie przeprowadzono wedtug metody Casida i in. (1964), wykorzy-
stujac do pomiaréw spektrofotometr UV-VIS Hitachi 2001 (Japan). Jako sub-
strat zastosowano chlorek 2,3,5 trifenylotetrazoliowy (TTC), ktéry pod wply-
wem dehydrogenaz ulega przeksztatceniu do trifenyloformazanu (TPF), zwiaz-
ku o czerwonym zabarwieniu, wykazujacego maksimum absorbancji $wiatla
przy dlugosci fali 485 nm (rys. 1).

/,’__f: \\ //';':.::l"\\
<\ /> N\ //
N/ \\
//\ / // ey
N—N . NN
/ j\\ /4 9 , ::.’\\ p 7
/ /
\ C\ 2H+2e . N\ /,;’/L’ C H +HCI
e N+ C I— ................ / N“ N
\ \
// \ </ \,
\t\ /;/ \\1\ //
2,3,5-trifenylotetrazoliowy 1,3,5-trifenyloformazan (TPF)

chlorek (TTC)

Rys. 1. Reakcja redukeji TTC
Fig. 1. Reaction of TTC reduction



38

Tlos¢ powstatego produktu (TPF) zalezna jest od aktywnos$ci enzymow (dehydro-
genaz), wilgotnosci i masy gleby uzytej do wykonania oznaczenia, masy uzytego
substratu, temperatury oraz czasu inkubacji. Okreslenie DHA przeprowadzone zostalo
bezposrednio po zdjeciu prob z ptyt ssacych oraz dokonaniu pomiarow ODR i Eh. Do
6 g gleby o odpowiednim pF (0; 1,5; 2,2; 2,7; 3,2) dodano 120 mg weglanu wapnia,
2 ml wody destylowanej, 1 ml 3% TTC i poddano 20 godz. inkubacji w 30°C, po
czym dodano 25 ml etanolu i odstawiono w ciemne miejsce na 1 godz. Roztwory
przesaczono przez saczki o gestosci 84 gm™ (FILTRAK) i poddano pomiarom spek-
trofotometrycznym. Kazde oznaczenie zostalo wykonane w trzech powtdrzeniach.

DHA obliczono postugujac si¢ nastgpujacym wzorem:

A= (CVImet)f 3)

gdzie: 4 — aktywnos¢ dehydrogenazowa gleby wyrazona w pg TPF na 1 minute
ina 1 g suchej masy gleby (ug TPF-g" ‘min™), C — stezenie trifenyloformazanu
(TPF) w przesaczu (ug-cm™), V — objetosé roztworéw dodanych do gleby podczas
oznaczenia (cm’), m — masa probki gleby (g), ¢ — czas inkubacji (min), f — wspot-
czynnik wilgotno$ci = 1 +m yoay w glebie/ M gleby suche;.

5.6. Okreslenie liczebnosci mikroorganizmow glebowych

Liczebnos¢ mikroorganizméw glebowych wyznaczono w warstwach po-
wierzchniowych w obrgbie danego typu gleby, charakteryzujacego si¢ najwyz-
szymi wartosciami DHA, tj. glebie murszowej nr 1, czarnej ziemi nr 208, glebie
brunatnej nr 308, redzinie nr 563, glebie bielicowej nr 701, czarnoziemie nr 794
oraz madzie rzecznej nr 967. Uwzgledniono 3 stopnie uwilgotnienia gleby, od-
powiadajace nastgpujacym warto$ciom potencjatu wody glebowej: pF 0; 1,5; 3,2.

5.6.1. Sklad podlozy

Szczegotowa charakterystyka podlozy na ktérych prowadzono oznaczenia
mikrobiologiczne zostata ujeta w tabeli 7.



Tabela 7. Skiad podiozy zastosowanych w biezacym eksperymencie
Table 7. Composition of culturing media applied in the current experiment
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Organizmy glebowe Rodzaj podioza Sktad Zrédto
Soil organisms Type of medium Content (g/1) Source
) . VY — Biatko migsne — Peptone 5,0
Bakterie ogotem I\% O4ZYWCZY  Eistrakt miesny — Beef extract 3,0 Merck
Total bacteria utritive agar Agar-agar 12
Asparagina - Asparagine 0,05
Nystatyna - Nystatyne 0,1
Promicniowce Pozywka Skrobia rozpuszczalna 2,0
Actinomycetes Pochona Amylum soluble PN-89
Pochon medium  Agar 15
Standard soli Winogradskiego 50
Winogradsky standard
Bakterie 1% woda Kazeina — Casein 10
amonifikacyjne peptonowa NaCl 5,0 Yohsprle
Ammonia 1% peptone Na,HPO, 1,5
oxidizing bacteria water KH,PO, 9,0
Woda destylowana 1,0
. Badives Distilled water
Bakterie . . (NH4),SOq4 2,0 Grabinska-
; ; Winogradskiego :
nitryfikacyjne Vinogradsky K,HPO, 1,0 Loniewska,
Nitryfying bacteria T MgSO, 7TH,0 0,5 1996
NaCl 2,0
FeSO, 7H,0 0,4
MgSO, 7H,0 0,5
Pozywka Czapka Ko HP), L0
Grzyby i Doxa ed 0;2
Fungi Czapek and Dox NaMO; 8.0 PN-89/2
medium FeSO, 7H,0 0,01
Sacharoza —Saccharose 30
Agar 15

5.6.2. Oznaczenie ogélnej liczby bakterii

Ogoblna liczbe bakterii wyznaczono stosujac posiew powierzchniowy z zawie-
siny gleby w 0,85% roztworze NaCl na podioze agaru odzywczego (Merck). Na
ptytki Petriego (@ 90 mm) z pozywka, wprowadzono 0,2 cm’ odpowiedniego
rozcieficzenia roztworu glebowego (od 10" do 10, ktéry rozprowadzono na
calej powierzchni uzywajac sterylnej glaszczki. Inkubacje prowadzono przez
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14 dni w temperaturze 28°C (Grabifiska-Loniewska 1996). Wynik podano jako
0g0dlna liczbe bakterii w przeliczeniu na 1 g s.m. gleby.

5.6.3. Oznaczenie liczby promieniowcéw

Liczebnos¢ promienioweéw wyznaczono metoda plytkowa na podlozu wy-
bidrezym Pochona (PN-89). Stosowano posiew powierzchniowy z roztwordw
glebowych w ilosci 0,2 cm’, rozcienczonych w 0,85% NaCl, w zakresie 10™-107,
Inkubacje prowadzono w 25°C przez 14 dni (Polski Komitet Normalizacji, Miar
i Jako$ci, PN-89/Z-04111/02). Po inkubacji zliczano wyroste na podtozu kolonie.
Wynik ostateczny podano jako ogdlng liczbe promieniowcéw w 1 g s.m. gleby.

5.6.4. Oznaczenie NPL bakterii amonifikacyjnych

Liczebnos¢ bakterii amonifikacyjnych wykonano metoda fermentacyjna pro-
boéwkowa. Do podwojnego szeregu probowek, zawierajacych po 9 cm® wody pep-
tonowej (Merck), dodano odpowiednie objetosci zawiesin glebowych (w 0,85%
NaCl), rozcieficzonych w zakresie od 10" do 107, Prébki inkubowano w temperatu-
rze 26°C, przez okres 7 dni. Po okresie inkubacji, dokonano obserwacji wzrostu
bakterii (zmgtnienie, obecnos¢ kozucha, osad). Obecnos¢ amoniaku wykazano przy
uzyciu odczynnika Nesslera (Grabinska-Loniewska 1996), na podstawie zmiany
barwy hodowli na pomaranczowo.

Wynik oznaczenia podano jako NPL bakterii amonifikacyjnych w 1 g s.m.
gleby, odczytang z tablic na podstawie rachunku prawdopodobienstwa (Polski
Komitet Normalizacji i Miar PN-75/C-04615.05).

5.6.5. Oznaczenie NPL bakterii nitryfikacyjnych

Liczebnos¢ bakterii nitryfikacyjnych przeprowadzono metoda fermentacyjna
probéwkowa. Do podwdjnego szeregu probéwek, zawierajacych po 9 cm® podto-
za mineralnego Winogradskiego (Grabinska-Loniewska 1996), wprowadzono
odpowiednie objetosci zawiesin glebowych (w 0,85% NaCl), rozcienczonych
w zakresie od 10" do 10™. Proby inkubowano w temperaturze 26°C, przez okres
14 dni. Obecnos¢ bakterii nitryfikacyjnych I fazy przyjeto na podstawie stwier-
dzenia w hodowli azotanéw (III), zas$ II fazy — azotandéw (V). Oznaczenie azota-
now (III) wykonano metoda kolorymetryczng przy uzyciu odczynnika Griessa.
Karminowe zabarwienie hodowli wskazywato na obecnos¢ azotandw (I11). Ana-
logicznie, w hodowlach bakteryjnych do ktorych uprzednio dodano odrobine
pytu cynkowego w celu redukcji NO;™ do NO,', a nastepnie odczynnika Griessa
przeprowadzono oznaczenia azotanéw (V). Pojawienie si¢ rozowego zabarwie-
nia potwierdzato obecnos¢ azotanéw w hodowlach.
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Wynik przeprowadzonych oznaczei podano jako NPL bakterii nitryfikacyjnych
w1 gs. m. gleby (wg Polskiego Komitetu Normalizacji i Miar PN-75/C-04615.05).

5.6.6. Oznaczenie liczby grzybow

W celu oznaczenia liczebnosci grzybéw w badanych prébkach glebowych wy-
konano posiew powierzchniowy roztworéw glebowych na wybiéreze podtoze aga-
rowe Czapka i Doxa (BTL). Aby zahamowa¢ wzrost bakteryjny do podtoza dodano
30 mg:dm™ streptomycyny. Na plytki Petriego (@ 90 mm) z agarem wprowadzono
po 0,2 cm’ odpowiedniego rozcieficzenia zawiesiny gleby w 0,85% NaCl, ktore
nastepnie rozprowadzono po catej powierzchni jalowa glaszczka. Posiewy wykona-
no w trzech rownolegltych powtérzeniach dla rozcieniczen 10'-10

Inkubacje prowadzono w 25°C przez 14 dni (Polskie Normy, PN-89/2-04111/03).
Wynik ostateczny podano jako ogolna liczbe¢ grzybéw w 1 g s.m. gleby.

5.7. Analiza statystyczna wynikéw

Analiza wynikéw — test ANOVA oraz prosta regresja, wraz z uwzglednieniem
najmniejszych istotnych réznic przy 95% przedziale ufnosci (NIR) — umieszczo-
nych na wykresach zostala przeprowadzona z zastosowaniem programow Stat-
graphics Plus 3.0 oraz Statistica 8.0.

6. WYNIKI BADAN

6.1. Charakterystyka wlaSciwosci fizyko-chemicznych badanych gleb

Heterogenne srodowisko glebowe wymagato szczegétowego opisu szeregu
parametrow fizyko-chemicznych, warunkujacych wzrost, rozwéj i bytowanie
mikroorganizméw w glebach. Wsrod nich zasadnicza role odgrywaja: dostepnosé
wody, mikrodyfuzja tlenu i stan oksydoredukcyjny podtoza.

6.1.1. Dostepnos¢ wody (zdolnosci retencyjne gleb)

W celu oszacowania zdolnosci retencjonowania wody w badanym materiale
glebowym, sporzadzono krzywe retencji, tj. krzywe obrazujace zalezno$é pomie-
dzy pF, a wilgotnoscia (% v/v). Charakterystyki wlasciwosci wodnych gleb nale-
zacych do 7 typow gleb mineralnych (bielicowych, brunatnych, czarnych ziem,
mad rzecznnych, redzin, murszowych, czarnozieméw), z uwzglednieniem 3
warstw profili glebowych (powierzchniowej, podpowierzchniowej, podglebia),
przedstawiono na rysunkach 2-8.
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Rys. 2. Charakterystyki potencjatu wody glebowej (pF), w funkcji wilgotnosci (% v/v) w glebach
bielicowych Orthic Podzols (poziom powierzchniowy, podpowierzchniowy i podglebie)
Fig. 2. Soil water potential characteristics (pF) versus moisture (% v/v) in the Ortic Podzol samples

(surface layer, subsurface layer, subsoil)
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Rys. 3. Charakterystyki potencjatu wody glebowej (pF), w funkcji wilgotnosci (% v/v) w glebach
brunatnych Eutric Cambisols (poziom powierzchniowy, podpowierzchniowy i podglebie)

Fig. 3. Soil water potential characteristics (pF) versus moisture (% v/v) in the Eutric Cambisol
samples (surface layer, subsurface layer, subsoil)
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Rys. 4. Charakterystyki potencjatu wody glebowej (pF), w funkcji wilgotnosei (% v/v) w czarnych

ziemiach Mollic Gleysols (poziom powierzchniowy, podpowierzchniowy i podglebie)

Fig. 4. Soil water potential characteristics (pF) versus moisture (% v/v) in the Mollic Gleysol sam-
ples (surface layer, subsurface layer, subsoil)
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Rys. 5. Charakterystyki potencjalu wody glebowej (pF), w funkcji wilgotnosci (% v/v) w madach

rzecznych Eutric Fluvisols (poziom powierzchniowy, podpowierzchniowy i podglebie)

Fig. 5. Soil water potential characteristics (pF) versus moisture (% v/v) in the Eutric Fluvisol sam-
ples (surface layer, subsurface layer, subsoil)
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Rys. 6. Charakterystyki potencjalu wody glebowej (pF), w funkcji wilgotnosci (% v/v) w redzinach
Rendzina Leptosols (poziom powierzchniowy, podpowierzchniowy i podglebie)
Fig. 6. Soil water potential characteristics (pF) versus moisture (% v/v) in the Rendzina Leptosols
samples (surface layer, subsurface layer, subsoil)
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Rys. 7. Charakterystyki potencjatu wody glebowej (pF), w funkcji wilgotnosci (% v/v) w glebach
murszowych Eutric Histosols (poziom powierzchniowy, podpowierzchniowy i podglebie)
Fig. 7. Soil water potential characteristics (pF) versus moisture (% v/v) in the Eutric Histosol sam-
ples (surface layer, subsurface layer, subsoil)
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Rys. 8. Charakterystyki potencjalu wody glebowej (pF), w funkeji wilgotnosci (% v/v) w czarno-
ziemach Haplic Phaeozems (poziom powierzchniowy, podpowierzchniowy i podglebie)

Fig. 8. Soil water potential characteristics (pF) versus moisture (% v/v) in the Haplic Phaeozem
samples (surface layer, subsurface layer, subsoil)

Analizujac ukfad danych mozna stwierdzi¢, iz proby glebowe charakteryzo-
waly si¢ r6zna zdolnodcia do zatrzymywania wody. Rdznice dostrzegane byly
rowniez w obrebie tego samego typu gleby, co $wiadczy o niejednorodnosci gleb
pod wzgledem statycznych wiasciwosci hydrofizycznych.

Charakter przebiegu krzywych retencji w réznych warstwach profili glebo-
wych Orthic Podzol (rys. 2), Eutric Cambisol (rys. 3), Mollic Gleysol (rys. 4) oraz
Haplic Phaeozem (rys. 8), jest podobny w zakresie potencjatow pF 0-1,5 gdzie
mozna obserwowa¢ minimalne spadki wilgotnosci. Po przekroczeniu wartosci pF
1,5, wilgotnos¢ najbardziej gwaltownie obniza si¢ w glebach Orthic Podzol oraz
Mollic Gleysol (o 7% v/v). Silny spadek wilgotnosci powyzej pF 1,5 (z 24 do 9%
v/v), notowany byt takze w przypadku Eutric Cambisol nr 802. Krzywe pF spo-
rzadzone dla czarnozieméw (Haplic Phaeozem) w zakresie pF 2,2-3,2 wykazuja
fagodny spadek, swiadczacy o niewielkiej réznicy w zawartosci wody (rys. 8).
Najwigksze zroznicowanie wykazal czarnoziem nr 794, charakteryzujacy sie naj-
wyzszymi zdolnosciami retencyjnymi. W tym przypadku spadek nachylenia
krzywej pF jest wyrazny juz przy pF 1,5 gdzie w stosunku do pelnego wysycenia
gleby woda (pF 0) wystapity réznice w wilgotnosci dochodzace do 8% v/v. Po-
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wyzej wartosci pF 1,5 wspomniany spadek jest nieco tagodniejszy (do 3% v/v),
a wilgotno$¢ czarnoziemu zmniejsza si¢ nieznacznie (0 2% v/v).

Specyficzny jest natomiast charakter przebiegu krzywych retencji wyznaczo-
nych dla mad rzecznych (Eutric Fluvisol), w pordwnaniu z innymi typami gleb
(rys. 5). Krzywe retencji wyznaczone dla mady nr 87 oraz nr 967 w calym zakre-
sie pF 0- 3,2 wykazuja minimalne réznice w wilgotnosci w granicach 1-4% v/v
(warstwa powierzchniowa) i 1-7% v/v (warstwa podpowierzchniowa i podglebie).
Najwieksza dynamika zmian wilgotnosci charakteryzowala sie mada nr 957, w
ktérej zaobserwowano minimalny spadek wilgotno$ci w zakresie pF 0-1,5 (do 1%
v/v), za$ powyzej wartosci pF 2,2 wilgotno$¢ malata w granicach 4-7% v/v.

Krzywe retencji otrzymane dla redzin (Rendzina Leptosol) maja fagodny
przebieg, Swiadczacy o réznicy wilgotnosci (maksymalnie do 9% v/v), w catym
badanym zakresie potencjatu wody (pF 0-3,2), dla redzin nr 727 i nr 728 (rys. 6).
Najwigksze roznice w zatrzymywaniu wody wystapily w redzinie nr 563, gdzie
dos¢ gwaltowny spadek wilgotnosci odnotowano juz przy pF 1,5, natomiast w
kolejnych analizowanych punktach pF obserwowano stopniowe obnizanie sie
wilgotnosci do 11-9% v/v (pF 3,2).

Dynamiczny i zréznicowany przebieg wykazuja krzywe retencji, opracowane
dla gleb murszowych (Eutric Histosol) — rysunek 7. Wraz ze wzrostem pF, ob-
serwowano duze réznice w zmniejszaniu si¢ wilgotnosci (w zakresie pF 0-3,2),
dochodzace nawet do 32% v/v w warstwie powierzchniowej, 20% v/v w warstwie
podpowierzchniowej i 21% v/v w podglebiu. Z analizy otrzymanych danych wy-
nika fakt, iz gleby murszowe najwigksze ilosci wody retencjonujg w warstwie
powierzchniowej i s3 one wyzsze niz w warstwie podpowierzchniowej oraz pod-
glebiu 0 16-20% v/v.

Roznice w wilgotnosei przy wybranych wartosciach potencjatu glebowego
przekroczyly 10% w przypadku gleb bielicowych (warstwa powierzchniowa),
murszowych, czarnozieméw oraz redzin, co $wiadczy o duzej niejednorodnosci
wspomnianych typéw gleb pod wzgledem statycznych charakterystyk wodnych.
Natomiast gleby brunatne, czarne ziemie, mady rzeczne oraz bielicowe (warstwa
podpowierzchniowa i podglebie), okazaty si¢ by¢ homogeniczne pod wzgledem
statycznych charakterystyk hydrofizycznych, biorac pod uwage roznice w wilgot-
nosciach, nie przekraczajace 10%.

Najwigksza ilos¢ wody w warstwach powierzchniowych przy pF 0 retencjo-
nowaly gleby murszowe (41-30%), redziny (41-21%) oraz czarnoziemy (42-
18%). W pozostatych typach gleb ilos¢ zatrzymanej wody (pF 0), wahala sie
w graniach (29-16%). Wyniki analizy statystycznej, uwzgledniajacej rozna zdol-
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nos¢ gleb do zatrzymywania wody, zostaly przedstawione na rysunku 9. Wspo-
mniane réznice nie miaty charakteru zmian statystycznie istotnych (p>0,05).
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Rys. 9. Zawartos¢ wody tatwo dostepnej (% v/v) w warstwie powierzchniowej gleb reprezentujg-
cych poszczegélne ich typy (nr 1-murszowa, nr 208 — czarna ziemia, nr 308 — brunatna, nr 563 —
redzina, nr 701 — bielica, nr 794 — czarnoziem, nr 967 — mada), przy wybranych wartosciach pE,
(n=21, p>0,05). Wartosci srednie z 3 powtérzen

Fig. 9. Easily available water content (% v/v) in the surface layer of the following soil types (No.
1 — Eutric Hostosol, No. 208 — Mollic Gleysol, No. 308 — Eutric Cambisol, No. 563 — Rendzina
Leptosol, No. 701 — Orthic Podzol, No. 794 — Haplic Phaeozem, No. 967 — Eutric Fluvisol), at
selected values of pF, (n =21, p>0.05). Average values form 3 replicates

W punkcie pF 3,2 stanowiacym granicg wody fatwo dostepnej dla mikroorga-
nizmow i korzeni roslin, jej ilos¢ utrzymywata si¢ w zakresie 13- 8% v/v, wyjatek
stanowity mady i czarnoziemy, ktére przy pF 3,2 zdolne byly do zatrzymania
20% v/v wody. Gigbsze warstwy profili glebowych, charakteryzowata mniejsza
zdolno$¢ retencyjna w pordwnaniu z warstwa powierzchniowa, aczkolwiek
w przypadku mad rzecznych oraz dwdch redzin (nr 727, nr 728), zaobserwowano
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tendencje odwrotna i to wlasnie warstwy podpowierzchniowe oraz podglebie
zatrzymywaly o ok. 10% v/v wody wigcej, anizeli warstwa powierzchniowa.

6.1.2. Dostepnosc¢ tlenu (ODR)

Zdolnosci retencyjne badanego materiatu glebowego wplynetly na réznicowa-
nie si¢ kolejnego parametru — dostgpnosci tlenu dla mikroorganizméw i korzeni
roslin (ODR). Wyznaczone wspotzaleznosci miedzy ODR a pF z uwzglednieniem
wszystkich badanych gleb (n = 315), przedstawiono na rysunku 10.
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Rys. 10. Zalezno$¢ wspolczynnika mikrodyfuzji tlenu (ODR) od potencjatu wody glebowej (pF)
w catym zbiorze badanych gleb podczas procesu reoksydacji (n =3 15, p<0,001)

Fig. 10. Dependence of oxygen microdiffussion coefficient (ODR) on water potential (pF) in the
investigated soils during the reoxidation process (n =315, p<0.001)

Na podstawie wykonanych pomiaréw wykazano, ze pF okreslajacy zdolno$é
gleby do zatrzymywania wody w $rodowisku glebowym stanowi istotny czynnik
determinujacy dostepno$¢ tlenu dla mikroorganizméw i korzeni roslin (p<0,001).
Analizujac otrzymane zaleznosci mozna stwierdzi¢, iz wszystkie badane gleby
stanowity homogenne $rodowisko dla drobnoustrojow glebowych, biorac pod
uwage parametr ODR, opisujacy dostgpnosé tlenu dla mikroorganizmow i korzeni
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roslin. W kazdym z uwzglednionych pozioméw profili glebowych réznice w war-
tosciach ODR warunkowane potencjatem wody glebowej byly statystycznie istot-
ne. Najnizsze warto$ci ODR wystapily przy pF 0, gdzie ksztaltowaly si¢ w zakre-
sie 3-12 pg O;m™s™”'. Stan maksymalnego wysycenia gleb woda nie zapewnia
zatem korzystnych warunkéw do wzrostu i rozwoju korzeni roslin, biorac pod
uwagg fakt, iz krytyczne wartosci ODR ponizej ktorych utrudniony jest ich opty-
malny wzrost szacuje si¢ na 35 ug O,y m=s™.

6.1.3. Stan oksydoredukcyjny podloza (Eh-)

Zaleznos¢ obrazujaca wzajemne powiazanie pomiedzy potencjalem redoks
a potencjalem wody glebowej, wyznaczona w obrebie trzech pozioméw WSZyst-
kich badanych gleb przedstawiono na rysunku 11.
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Rys. 11. Zalezno$¢ potencjatu redoks (Eh;) od potencjalu wody glebowej (pF) w calym zbiorze
badanych gleb, podczas procesu reoksydacji (n = 315, p<0,001)
Fig. 11. Dependence of redox potential (Ek;) on water potential (pF) in the investigated soils during
the reoxidation process (n =315, p<0.001)



50

W warstwach powierzchniowych oraz podpowierzchniowych wartosci potencjatu
redoks nie przekraczaly 485 mV, za$ dochodzity do 495 mV w podglebiu, przy pF 3,2.

Zmiany potencjatu oksydoredukcyjnego (AE#h;), wyznaczone w kazdej z ana-
lizowanych gleb na podstawie réznicy pomigdzy pF 0 i 3,2 stanowiacym granice
dostgpnosci wody dla korzeni roslin i mikroorganizmoéw glebowych nie przekra-
czaly 130 mV.

Rozktad wartos$ci Eh; jest zwigzany z odczynem badanych gleb. Wyznaczone
srednie wartosci odczynu gleb oscylowaly w granicach pH obojetnego (6,8-7,3).
Wyjatek stanowily gleby brunatne, gdzie w podglebiu notowano pH w granicach
4,87-5,93 oraz gleby murszowe z odczynem zdecydowanie kwasnym w zakresie
3,52-5,98 (tab. 6).

Zalezno$¢ pomigdzy odczynem badanych gleb a Eh podioza, sporzadzona
w catym analizowanym zbiorze ujgto na rysunku 12. W kazdym z trzech pozio-
moéw profili glebowych wykazano liniowa korelacj¢ (»<0,001) miedzy potencja-
tem redoks a odczynem gleb.
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Rys. 12. Wspétzaleznos¢ potencjatu oksydoredukeyjnego (Eh;) od odczynu (pH) badanych gleb (n =315,

p<0,001)
Fig. 12. Correlation of redox potential (£4;) and reaction (pH) of the investigated soils (n = 315, p<0.001)
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6.2. DHA mikroorganizm6w glebowych

Wraz z procesem osuszania gleb od ich petnej pojemnosci wodnej (pF 0) do
granicy wody dostepnej i uzytecznej dla mikroorganizméw i korzeni roslin (pF
3,2) obserwowano obnizanie si¢ aktywnosci enzymatycznej. Im wyzsze byly
wartosci pF, a wigc analogicznie im gleba stawata sig bardziej sucha i lepiej
natleniona tym notowany poziom DHA byt nizszy. Stad maksymalne wartosci
DHA wystgpowaly przy catkowitym wysyceniu gleb woda (pF 0), badz pF 1,5,
Wysokie wartosci DHA notowane w Srodowiskach wilgotnych, z mata dostep-
nodcig tlenu sugeruja, iz mikroorganizmy glebowe tworzace te aktywnosé nale-
23 do grupy organizméw higrofilnych i anaerobowych, preferujacych wilgotne
srodowiska o ograniczonej dostepnosci tlenu. Zmiany w DHA, zachodzace
w trzech warstwach profilu glebowego: powierzchniowej, podpowierzchniowej
i podglebiu badanych gleb determinowane zréznicowanymi wartosciami PF
zostaty przedstawione na rysunku 13.

Dodatkowo przeprowadzono test dehydrogenaz na prébkach kontrolnych
(autoklawowanych). Nie stwierdzono redukcji TTC.

Dysponujac wiedza na temat DHA w poszczegdlnych typach gleb (rys. 13)
do bardziej szczegdtowych badan (liczebno$é mikroorganizmow) wyodrgbniono
po jednym przedstawicielu z kazdego typu gleby. Skoncentrowano sie na tych
glebach, ktére posiadaly najwyzsza DHA, a mianowicie: Eutric Histosol nr 1,
Eutric Fluvisol nr 967, Orthic Podzol nr 701, Haplic Phaeozem nr 794, Mollic
Gleysol nr 208, Rendzina Leptosol nr 563 i Eutric Cambisol nr 308. Zestawienie
najbardziej aktywnych gleb, reprezentujacych poszczegélne typy w obrebie ich
warstw powierzchniowych, przedstawiono na rysunku 14. Zastosowanie jedne;
skali wartosci DHA ufatwia poréwnanie poziomu badanej aktywnosci enzyma-
tycznej w zaleznosci od typu gleby

Rownania regresji wyznaczone dla najaktywniejszych enzymatyczne przed-
stawicieli badanych typéw gleb tj: Eutric Histosol nr 1, Eutric Fluvisol nr 967,
Orthic Podzol nr 701, Haplic Phaeozem nr 794, Mollic Gleysol nr 208, Rendzi-
na Leptosol nr 563 i Eutric Cambisol nr 308, w obrebie warstw powierzchnio-
wych zestawiono w tabeli 8.
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Rys. 13. Srednie wartosci DHA w warstwach powierzchniowych, podpowierzchniowych i pod-

glebiu badanych gleb
Fig. 13. Averages values of DHA in surface, subsurface and subsoil horizons of the investigated soils

N
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BMollic Gleysol B Eutric Cambisol OOrthic Podzol

Rys. 14. DHA w funkcji potencjalu wody glebowej (pF) w warstwach powierzchniowych najak-
tywniejszych enzymatycznie gleb, podczas procesu reoksydacji. Na rysunku podano wartosci
$rednie wraz odchyleniami standardowymi

Fig. 14. DHA versus soil water potential (pF) in the surface layers of the most enzymatic-active
soils, during the reoxidation process. The Figure presents the mean values with standard deviations

Biorac pod uwage warunki optymalne dla bytowania mikroorganizméw odpowie-
dzialnych za tworzenie DHA (pF 0 i pF 1,5), najbardziej aktywna okazala si¢ gleba
murszowa nr 1 z wartos$ciami DHA w granicach 205-198 pg TPF-g"min™-10° oraz
gleba bielicowa nr 701 z aktywnoscig na poziomie 124-144 ng TPF-g"min™10°.
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Wysoka DHA w zakresie 105-81,2 pg TPF-g"min™-10° wykazala tez redzina nr 563.
Pozostale typy gleb charakteryzowata aktywno$¢ ponizej 100 pg TPF-g"'smin™-10.

Tabela 8. Rownania regresji i wspolczynniki korelacji, przypisane zaleznosciom DHA od pF
w warstwach powierzchniowych najaktywniejszych gleb (n = 15)

Table 8. Linear regression and correlation coeficients describing the dependence of DHA versus pF
in the surface layers of the most active soils (n = 15)

Typ gleby — Soil type Roéwnania — Equations R
Eutric Histosol y=8221x*-91,37x + 304,2 0,92
Haplic Phaeozem y=-12,17x + 7,27 0,92
Rendzina Leptosol y=-14,99x + 116,5 0,99
Eutric Fluvisol y =—1,664x*+5,795x + 27,14 0,96
Mollic Gleysol y =-2,63x + 39,37 0,98
Eutric Cambisol y= 2.478x%*—24,92x + 1 10,8 0,92
Orthic Podzol y=06,75x>—7491x + 213 0,85

Wartoéci w zakresie 83,7-81,2 ug TPF-g"min™ 10 zarejestrowano w glebie bru-
natnej nr 308. Aktywno$¢ czarnoziemu nr 794 plasowata si¢ na poziomie 66,6-2,1 ug
TPF-g’I-min'I-IO'C’, za$ w czarnej ziemi nr 208 odnotowano DHA w zakresie 36,6-
34,6 pg TPF-g"min™-10%. Najnizsza DHA w granicach 32-31,2 pg TPF-g"min™-10°
wystapita w madzie rzecznej nr 967.

Test ANOVA przeprowadzony na catym zbiorze badanych gleb (n = 315),
wykazat istotne réznice w DHA w warstwach powierzchniowych (p<0,001) oraz
podpowierzchniowych (p<0,01), podczas gdy w podglebiu zmiany DHA, wraz
z postepujacym procesem reoksydacji nie byly statystycznie istotne (p>0,05) —
rysunek 15. Wartosci DHA okre$lone w warstwach powierzchniowych obnizyty
si¢ 3-krotnie, biorac pod uwage réznicg pomigdzy pF 0 a pF 3,2. Dwukrotny spa-
dek notowano w warstwach podpowierzchniowych, zas 1,5 raza wspomniane
wartosci réznity si¢ w podglebiu.

Warto rowniez zwroci¢ uwage na fakt, iz DHA w warstwach podpowierzch-
niowych byla nizsza o 73% za$ w podglebiu o 84% w pordéwnaniu do wartosci
notowanych w poziomach powierzchniowych.
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Rys. 15. Zalezno$¢ DHA (ug TPF-g"'min") od potencjatu wody glebowej (pF) w badanych gle-
bach podczas procesu reoksydacji (n = 315, p<0,001 w warstwie powierzchniowej, p<0.01
w warstwie podpowierzchniowej, p>0,05 w podglebiu)
Fig. 15. Dependence of DHA (ng TPF g min™") on the soil water potential (pF) in the investi-
gated soil types during reoxidation process (n = 315, p<0.001 in surface layer, p<0.01 in subsur-
face layer, p>0.05 in subsoil)

W ramach niniejszej pracy potwierdzono istotny wplyw glebokosci profilu
glebowego na warto$¢ DHA, co obrazuje rysunek 16.
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Rys. 16. DHA (ug TPF-g"-min™") na roznych glebokosciach profilu glebowego (n = 900, p<0,001)
Fig. 16. DHA (ug TPF g min™') at different depths of soil profile (n = 900, p<0.001)
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6.3. Zalezno$¢ liczebno$ci mikroorganizméw od potencjalu wody glebowej

6.3.1. Ogolna liczebnos$¢ bakterii glebowych

Testowane grupy drobnoustrojow glebowych preferowaly dos¢ wilgotne pod-
toza, stad przy pelnym wysyceniu gleb woda (pF 0) wystapity maksymalne war-
tosci ich liczebnosci. Wraz z osuszaniem si¢ podloza, a wiec ze wzrostem poten-
cjalu wody glebowej, nastgpowat stopniowy spadek liczebnosci badanych grup
mikroorganizméw. Analiza statystyczna uzyskanych wynikéw potwierdza istotny
(p<0,001) wptyw pF na ogélng liczebnos¢ mikroorganizméw (rys. 17).
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Rys. 17. Ogolna liczba bakterii (-10°) wystepujaca w 1 g gleby przy pF 0; 1,5; 3,2 (n =63, p<0,001)
Fig. 17. Total number of bacteria (-10°) occurring in 1 g of soil at pf 0; 1.5; 3.2 (n =63, p<0.001)

Zroznicowanie liczebnosci bakterii glebowych w glebach nalezacych do roz-
nych typéw przedstawiono na rysunku 18.
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Rys. 18. Ogolna liczba bakterii (-10°) przy pF 0 w glebach reprezentujacych poszczegoélne typy
gleb. Objasnienia jak na rysunku 9

Fig. 18. Total numbers of bacteria (-10°) at pF 0 in the soils representing individual soil types.
Explanations as in Figure 9
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Ogolna liczba bakterii glebowych byla najwyzsza w czarnej ziemi nr 208
przy pF 0, gdzie w 1g gleby stwierdzono obecnosé¢ 21-10° bakterii. Wysoka li-
czebnoscig mikroorganizméw cechowat si¢ takze czarnoziem nr 794, kiedy ogdl-
na liczba bakterii wyniosta 11-10%g" gleby. W glebie brunatnej nr 308 oraz ma-
dzie rzecznej nr 967 w warunkach pelnego wysycenia woda liczba bakterii gle-
bowych wyniosta 8-10%g" gleby. W pozostalych analizowanych glebach, liczba
mikroorganizméw nie przekroczyla wartosci 5-10%g™". W glebie murszowej nr 1
przy pF 0, oszacowano ich liczbe na 3-10°, w redzinie nr 563 na 4-10° zas w bieli-
cynr 701 na 2,8-g" gleby.

Reasumujac, sposréd wszystkich analizowanych typow gleb znaczaca roznice
w liczebnosci mikroorganizméw wykazala czarna ziemia nr 208. Pozostate gleby
stanowily homogenna grupg, pozbawiong statystycznie istotnych réznic pod
wzgledem ogdlnej liczby bakterii.

6.3.2. NPL bakterii amonifikacyjnych

Bakterie amonifikacyjne preferowaly wilgotne srodowiska (pF 0), odpowia-

dajace pelnemu wysyceniu gleb woda (rys. 19).
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Rys. 19. NPL amonifikatoréw (-10°) wystepujaca w 1 g gleby przy pF 0; 1,5; 3.2 (n = 63, p<0,001)
Fig. 19. MPN of AOB (-10°) occurring in 1 g of soil at pF 0; 1.5; 3.2 (n = 63, p<0.001)

Zroznicowanie NPL amonifikatorow w glebach nalezacych do réznych typéw
przedstawiono na rysunku 20. Sposrod badanych typow gleb jedynie redzina nr 563
oraz gleba brunatna nr 308 roznily si¢ istotnie (p>0,05) od pozostatych pod wzgle-
dem liczebnosci bakterii amonifikacyjnych. Ich liczba dochodzita do 11:10°g"
w redzinie nr 563 oraz 7-10>g" glebie brunatnej nr 308, zas w pozostatych glebach
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utrzymywala si¢ na poziomie 1,8-2:10°g" gleby. Stad gleba murszowa nr 1, czarna
ziemia nr 208, czarnoziem nr 794, gleba bielicowa nr 701 i mada rzeczna nr 967
zostaty uznane za jednorodna grupg gleb, cechujaca sie¢ podobnym poziomem
liczebnosci amonifikatorow.
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Rys. 20. NPL bakterii amonifikacyjnych (-10°) w glebach reprezentujacych poszczegdlne typy gleb.
Objasnienia jak na rysunku 9
Fig. 20. MPN of AOB (-10°) in the soils representing individual soil types. Explanations as in Figure 9

6.3.3. NPL bakterii nitryfikacyjnych

W catosciowym ujeciu wynikoéw (n = 63) NPL nitryfikatorow wzrastata w za-
kresie pF 0-pF 1,5. Natomiast w granicach pF 1,5-pF 3,2 notowano spadek, nie
wykazujac jednak statystycznie istotnych roznic w ich liczebnosci (rys. 21).
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Rys. 21. NPL nitryfikatoréw (-10%) wystepujaca w 1 g gleby przy pF 0; 1,5; 3,2 (n = 63, p>0,05)
Fig. 21. MPN of nitrifiers (-10%) occurring in 1 g of soil at pF 0; 1.5; 3.2 (n = 63, p>0.05)
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Przedstawiony przebieg zaleznosci wskazuje zatem na niewielki wplyw stanu
aeracji na populacje nitryfikatorow wraz z poczatkiem redukeji ich liczebnosci
w warunkach ograniczonej dostepnosci wody (pF 3,2). Zréznicowanie NPL bak-
terii nitryfikacyjnych w glebach nalezacych do réznych typéw przedstawiono na

rysunku 22.
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Rys. 22. NPL bakterii nitryfikacyjnych (-10%) w glebach reprezentujacych poszczegolne typy'gleb.

Objasnienia jak na rysunku 9
Fig. 22. MPN of nitrifiers (- 10%) in the soils representing individual soil types. Explanations as in Figure 9

Bakterie nitryfikacyjne reprezentowaly populacje o liczebnosci 20-10*g™ gle-
by jedynie w redzinie nr 563 oraz czarnej ziemi nr 208, zas w pozostatych gle-
bach wahajaca si¢ w znacznie mniejszym zakresie od 1,3 do 7-10*g™".

6.3.4. Liczebno$¢ promieniowcow

Zréznicowanie warunkéw wilgotnosciowych w procesie reoksydacji, powodowa-
fo obnizenie liczebnosci promieniowcdw (p>0,05) co zostalo przedstawione na ry-

sunku 23. i

Liczebnos¢ promieniowcow
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Rys. 23. Liczebno$¢ promieniowcow (-10%) wystepujaca w 1 g gleby przy pF 0; 1,5; 3,2 (n = 63, p>0,05)
Fig. 23. Actinomycetes abundance (-10%) occurring in 1 g of soil at pF 0; 1.5; 3.2 (n = 63, p>0.05)
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Zroznicowanie liczebnosci promieniowcow w zaleznosci od gleby reprezentu-
jacej poszczegolne ich typy przedstawiono na rysunku 24.
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Rys. 24. Liczebnosé promieniowcéw (-10%) w glebach reprezentujacych poszczegdlne typy gleb.
Objasnienia jak na rysunku 9

Fig. 24. Actinomycetes abundance (-10%) in the soils representing individual soil types. Explanations
as in Figure 9

Jak wida¢ z prezentowanego uktadu danych gleba brunatna nr 308 wykazywa-
fa znaczace statystycznie réznice pod wzgledem liczebnosci promieniowcow,
w pordwnaniu z pozostalymi typami badanych gleb. W glebie brunatnej nr 308
przy jej pelnej pojemnosci wodnej (pF 0) notowano liczebno$¢ promieniowcow
na poziomie 37-10*g™" gleby. W pozostatych typach gleb liczba promieniowcéw
nie przekraczata 5-10%g "' gleby.

6.3.5. Liczebno$¢ grzybow

Grzyby stanowily najmniej liczng populacje organizmoéow glebowych, sposrod
wszystkich drobnoustrojéw, oznaczanych w ramach niniejszej pracy. Wplyw
potencjatu wody glebowej na liczbe grzybow przedstawiono na rysunku 25.

Obserwowano brak zmiennosci liczebnosci grzybdéw w zakresie pF 0-1,5
podczas gdy wzrost potencjatu wody glebowej do pF 3,2 spowodowat wyrazne ob-
nizenie ich liczebnosci, nie byly to jednakze réznice istotne statystycznie (p>0,05).

Zréznicowanie liczebnosci grzybéw w glebach nalezacych do réznych typow
przedstawiono na rysunku 26. Najliczniejsza ich grupa wystapita w czarnej ziemi
nr 208, gdzie w 1g gleby stwierdzono 5,5-10° (przy pF 0). W pozostatych typach
gleb nie stwierdzono statystycznie istotnych réznic w ich liczebnosci, ktéra waha-
ta si¢ w granicach 0,1-1,2:10° g”' gleby.
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Rys. 25. Liczebnos$¢ grzybow wystepujaca w 1 g gleby przy pF 0; 1,5; 3,2 (n = 63, p>0,05)
Fig. 25. Abundance of fungi occurring in 1 g of soil at pf 0; 1.5; 3.2 (n = 63, p>0.05)
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Rys. 26. Liczebno$¢ grzybdéw w glebach reprezentujacych poszczegolne typy gleb. Objasnienia jak na
rysunku 9
Fig. 26. Fungi abundance in the soils representing individual soil types. Explanations as in Figure 9

6.4. Zalezno$¢ DHA od parametrow aeracyjnych (pF, ODR, El)

Przeanalizowano wzajemne korelacje pomigdzy DHA a parametrami aeracyj-
nymi, determinujacymi aktywnos$¢ enzymatyczna w badanych typach gleb. Wy-
niki analizy statystycznej, wraz z wyznaczonymi wspdlczynnikami R przedsta-
wiono w tabeli 9.

W przypadku warstw powierzchniowych gleb Orthic Podzol, widoczny jest
znaczacy wplyw jedynie ODR na poziom DHA. W warstwie podpowierzchniowej
za$, to pF stanowi gldwny czynnik determinujacy DHA, podczas gdy w podgle-
biu, przy niskiej aktywnosci enzymatycznej, nie stwierdzono statystycznie istot-
nej zaleznosci od ktoregokolwiek z analizowanych parametrow.
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W glebach Eutric Cambisol potwierdzono natomiast znaczacy wplyw pF na
DHA w warstwie powierzchniowej. Wykazano negatywne korelacje z pF i Eh;
w warstwie podpowierzchniowej oraz podglebiu.

Tabela 9. Roznice istotne statystycznie pomigdzy DHA i parametrami fizycznymi (pF, ODR, Eh;),
opisane przez wspdlczynniki korelacji (R) w badanych poziomach profili glebowych (n = 45)

Table 9. Statistical significance of differences between DHA and physical parameters (pF, ODR,
Ehy), described by correlation coefficient (R) in the investigated soils layers (n = 45)

DHA Warstwa — Layer pF ODR Eh;
Pownerthmowg — Surface B _0.37% _
Podpowierzchniowa — _0.34* ~ _

Orthic Podzol Subsurface ” _ B
Podglebie — Subsoil
' Powierz;hniowg — Surface —0.40%* _ _
Eutric Podpowierzchniowa —
. —0,38%* - —0,41%*
Cambisol Subsurface _0.35% _ _0.54%%x
Podglebie — Subsoil ’ ’
Powierzchniowa — Surface B _ _0.78*xx
A Podpowierzchniowa — _0,51%%% —0.33* _
Mollic Gleysol ~ Subsurface 0.5 %+ _0.4]%* _
Podglebie — Subsoil ’ ’
Powierzchniowa — Surface 0,554+ _ _0.43%
Podpowierzchniowa — o B -0 5,6***
Eutric Fluvisol ~ Subsurface B _ _0’ 4%
Podglebie — Subsoil ’
Pl Pownerz?hmow?. — Surface ~0,35% —0,40%* _0.47%*
Leptosol Podpowierzchniowa — _0.5] ¥*% _ _
eptoso Subsurface ’
Powierzchniowa — Surface _0.49H** _0.7]F** _
Podpowierzchniowa — T T _031*
Eutric Histosol ~ Subsurface B 3 ”
Podglebie — Subsoil
Powierzchniowa — Surface _0.64%+* _0.62%** _0.48%*
Haplic Podpowierzchniowa — o o T
Phaeozem Subsurface LA Rk _ * B
Podglebie — Subsoil Ol B2
lzistawmme Powierzchniowa — Surface
(i in; 5) Podpowierzchniowa — —0,31%** —0, 3] *F** -
Total éamibing Subsurface —0,2] #4x* —0,17** =
2 S : o * _ =
tiog fit = 315 Podglebie — Subsoil 0,16

— brak istotnych réznic — non-significant differences, * — wspolezynnik R wraz z istotnymi roznicami przy
p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 — *R coeflicient with significant differences at p<0.05, **p<0.01, ¥**p<0.001.
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W warstwie powierzchniowej Mollic Glyesol stwierdzono istotny wplyw Eh;
na DHA. W poziomie podpowierzchniowym DHA zalezala gtownie od pF oraz
w niewiele mniejszym stopniu od ODR. Rownie silny efekt pF znalazt odzwier-
ciedlenie w poziomie DHA notowanym w podglebiu, podczas gdy ODR w nieco
mniejszym, lecz istotnym stopniu ksztattowat analizowana aktywnos$¢ w tej czesci
profilu glebowego (p<0,01).

W wszystkich trzech warstwach warstwach profilu glebowego Eutric Fluvisol
DHA pozostawata w ujemne;j korelacji z pF i Eh;.

DHA w warstwach powierzchniowych gleb Rendzina Leptosol w najwigkszym
stopniu zalezna byla odpowiednio od Eh;, ODR oraz pF. W warstwach podpo-
wierzchniowych, zdecydowanie to pF znaczaco warunkowal DHA (p<0,001) w tym
typie gleb.

W poziomach powierzchniowych gleb Eutric Histosol DHA wykazala staty-
stycznie istotng zalezno$¢ od wigkszosci omawianych parametrow aeracyjnych
(poza Eh;). Niemniej jednak, sposrdd nich dat si¢ zauwazy¢ najwigkszy wplyw
ODR. Réwniez statystycznie istotny, okazat si¢ wptyw potencjatu wody glebowe;.

Silny wplyw pF i ODR na warto$ci DHA, zostal statystycznie potwierdzony
w warstwach powierzchniowych oraz podglebiu Haplic Phaeozem.

6.5. Zaleznos$¢ liczebnosci mikroorganizméw od parametrow fizyko-chemi-
cznych gleb

Przeanalizowano wplyw czynnikéw aeracyjnych, warunkujacych bytowanie
drobnoustrojéw w danym $rodowisku glebowym, na ich liczebnos¢. Prezentowa-
ne wyniki dotycza calego zakresu biezacego doswiadczenia, a wiec pF 0-3,2
(n = 63). Otrzymane rezultaty umieszczono w tabeli 10.

Istnienie znaczacej wspoélzaleznosci (p<0,05) dodatniej zaznaczono za pomo-
cq ,, 7, ujemnej ,— °, za$ nieistotny statystycznie wplyw oznaczono jako ,ns”.
Umieszczenie wartosci pF przy znaku ,.+” lub .~ wskazuje na wystegpowanie
wspomnianych korelacji tylko przy konkretnej wartosci potencjatu wody glebo-
wej. Wykazano, iz kazdy z omawianych parametréw wplywa na liczebnos$¢ mi-
kroorganizmow glebowych.

Mikrodyfuzja tlenu (ODR) warunkowata ogdlng liczebnos¢ bakterii i promie-
niowcdw w calym zakresie pF, zas w przypadku bakterii nitryfikacyjnych i grzy-
bow jej wplyw uwidocznit si¢ przy najwyzszych wartosciach potencjatu wody
glebowej — pF 3,2. Nie obserwowano natomiast istotnej wspdtzaleznosci miedzy
ODR a NPL bakterii amonifikacyjnych.



64

Stan natlenienie podloza, wyrazony poprzez Eh, znaczaco warunkowat li-
czebnos$¢ bakterii amonifikacyjnych, wptywal na rozwdj nitryfikatoréw i promie-
nioweow (przy pF 1.5), podczas gdy nie wywieral istotnego efektu na ogdlna
liczebnos¢ bakterii oraz grzybdw.

Potencjal wody glebowej (pF) znaczaco modyfikowat rozwéj jedynie ogdlnej
liczby drobnoustrojow i populacji bakterii amonifikacyjnych.

Tabela 10. Roznice istotne statystycznie pomigdzy liczebnoscia ogolna bakterii, amonifikatorow,
nitryfikatoréw, promieniowedw i grzybow a parametrami fizykochemicznymi i biologicznymi (n =
63 lub n = 21— tylko przy okreslonym pF)

Table 10. Statistical significance of differences between total numbers of bacteria, AOB, nitrifiers
bacteria, Actinomycetes and fungi abundance and physicochemical and biological paremeters (n =
63 orn =21 at a proper pF only)

Liczebnos¢
mikroorganizmow
— Abundance pF ODR Ehy DHA %C
of microorganisms

Ogodlna liczba bakterii
— Total number

of bacteria B * ns. R L) ~ (pF0.1,9)
Amonifikatory

- AOB = n.s. — (F0, 1,5 + (pF32) — (pF 0)
Nitryfikatory

Nltrlfymg bacteria n.s. + (pF 3,2) ~(pF 1,5) + (pF 1,5) —(pF 1,5)
Promieniowce FpF 0, 1.5)

Actinomycetes n.s. —(pF32) —(pF 0, 1.5) —(F32) — (pF 0, 15)
Grzyby

Fungi n.s. + (oF32) n.s. n.s. n.s.

— korelacja ujemna — nagative correlation,
+ korelacja dodatnia ujemna — positive correlation,
n.s. réznice nieistotne statystycznie — n.s. non-significant differences.

Ponadto wykazano wspotzaleznosé¢ DHA z liczebnoscia grup mikroorganizméw
glebowych (poza grzybami) przy potencjale wody pF 1,5 oraz 3,2. Korelacji nie
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obserwowano przy maksymalnym wysyceniu gleb woda (pF 0). W przypadku NPL
bakterii amonifikacyjnych najsilniejsza pozytywna korelacja (R = 0,94*%) z DHA
wystapita przy pF 3,2 (n = 21, p<0,05). Podobna zaleznos¢ zanotowano pomiedzy
NPL nitryfikatorow (R = 0,55*, p<0,05), za$ promieniowce w warunkach pF 3,2
wykazaty negatywna korelacj¢ z DHA (R =-0,51%*, p<0,05).

Materia organiczna (% C) pozostawata na niskim poziomie w kazdej z gleb
w ktérych oznaczano liczebnos¢ drobnoustrojow (tab. 6), stad nie wywierata zna-
czacego wplywu na populacje grzybow, zas w przypadku NPL bakterii amonifi-
kacyjnych istotna, ujemna zalezno$¢ zostata zanotowana w warunkach petnej
pojemnosci gleb (pF 0), a takze w warunkach pF 1,5.

7. DYSKUSJA

Liczne prace z ostatnich lat wskazuja na zainteresowanie zmianami DHA w $ro-
dowisku glebowym, zwigzanymi z zanieczyszczeniem gleb metalami ciezkimi (Stu-
czynski i in. 2003, Stepniewska i Wolinska 2004 i 2005, Malley i in. 2006, Chaperon
i Sauve 2007), pestycydami (Pandey i Singh 2006, Cai i in. 2007b, Moreno i in. 2007,
Stepniewska i in. 2007), czy policyklicznymi weglowodorami aromatycznymi (Beni-
tez i in. 2004, Kaimi i in. 2006, Achuba i Peretiemo-Clarke. 2008).

Dehydrogenazy postrzegane sa jako indykator odzwierciedlajacy stopien za-
nieczyszczenia $rodowiska glebowego (Alef i Nannipieri 1995, Paul i Clark,
2000, Shen i in. 2005, Achuba i Peretiemo-Clarke 2008), badz wskaznik $wiad-
czacy o jego zyznosci (Nannipieri i in. 1996, Koper i in. 2004).

Przede wszystkim jednak dehydrogenazy, bedace enzymami wylacznie we-
wnatrzkomorkowymi swiadcza o intensywnosci metabolizmu oddechowego po-
pulacji drobnoustrojéw (Praveen-Kumar i Tarafdar 2003), co sprawia, ze sq trak-
towane jako swoisty indykator, okreslajacy catkowita aktywno$é mikrobiolo-
giczng gleby (Nannipieri i in. 2003, Praven-Kumar i Tarafdar 2003, Brzezinska
2006, Moreno i in. 2007, Piotrowska-Cyplik i in. 2007).

Retencjonowanie wody

Gléwnym czynnikiem determinujacym réznicowanie si¢ pozostatych parame-
trow aeracyjnych w biezacym eksperymencie byt pF. Badane gleby réznita zdol-
nos¢ do zatrzymywania wody, stad pelna pojemnos¢ wodna (pF 0), oscylowala
w szerokim zakresie zawartosci wody od 42% do 16% v/v, za$ punkt pF 3,2 uzna-
wany jako granica wody tatwo dostepnej, odpowiadat ilosci retencjonowanej wody
na poziomie 15-4% v/v (wyjatek stanowily mady rzeczne, zdolne do zatrzymania
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nawet 20% v/v wody przy pF 3,2). Stwierdzono, ze najwigksza zdolnos¢ sposrod
wszystkich analizowanych typow gleb (rys. 9) do zatrzymywania wody, wykazy-
waly gleby murszowe (43-11% v/v), redziny (43-13% v/v) i czarnoziemy (42-20%
v/v), za$ najmniejsza gleby brunatne (18-9% v/v) oraz bielicowe (16-5% v/v).

Wysoka zdolno$¢ retencyjna gleb murszowych (46-5% v/v), obserwowali tez
Walczak i in. (2001a), ktorzy faczyli ten fakt z posiadaniem przez ten typ gleby
wystarczajacej ilosci poréw srednich, w ktorych to retencjonowana jest woda
uzyteczna dla roslin i drobnoustrojéw glebowych. Ponadto Walczak i in. (2001b)
obserwowali réwnie duza zdolnos¢ retencyjng w czarnych ziemiach, wahajaca sie
w granicach 44-13% v/v (pF 0-4,2). Wlodarczyk i Witkowska-Walczak (2006)
opisaly wysoka efektywnos¢ w utrzymywaniu wody (52-45% v/v) przez gleby
murszaste przy pF 0, stwierdzajac jednoczesnie, iz wzglednie dobre warunki
wodne dla wzrostu i rozwoju roslin wystepuja jedynie w warstwie powierzchnio-
wej tych gleb, gdzie ilo$¢ wody tatwo dostepnej dla roslin i mikroorganizméw
wynosi 10-15% v/v.

Mikrodyfuzja tlenu

ODR istotnie korelowat z pF" w kazdej z trzech analizowanych glebokosci (rys. 10).
Dostepnos¢ tlenu w zakresie pF 0-3,2 wahala si¢ w granicach 3-120 pg O;m™s™. Naj-
nizsze wartosci ODR stwierdzono przy pelnym wysyceniu gleb woda (pF 0), zas
maksimum jego dostgpnosci wystgpowalo wraz z poprawa warunkéw aeracyj-
nych gleb przy pF 3,2.

Podobna tendencj¢ wzrostu mikrodyfuzji tlenu wraz ze zwigkszaniem si¢ warto-
sci pF notowali Stgpniewski i in. (2000b) oraz Feng i in. (2002). Brzezinska i in.
(1998) obserwowali dostgpnos¢ tlenu w glebach, wahajaca si¢ w przedziale 0,5-80 pg
Oym™s™, podczas gdy badania Stepniewskiego i in. (2000b) okreslaja zakres ODR
zmierzony w glebach wegierskich (Fluvic Gleysol, Vertic Gleysol, Orthic Solonetz)
na 0,5-64 ug Oym™s’. Stepniewska i in. (2004) prowadzac dos§wiadczenia w zrozni-
cowanych warunkach cisnienia ssacego gleb zaobserwowali, iz wartosci ODR moga
zawiera¢ si¢ w przedziale od 0 do nawet 200 pg O, m™>s™.

Dane literaturowe podaja, ze poziom ODR, ponizej ktérego utrudniony jest
optymalny wzrost korzeni ro$lin wynosi 35 pg O;m™s™ (Glinski i Stepniewski
1985, Stepniewski i in. 2002, Wlodarczyk i in. 2008). Feng i in. (2002) okreslili
ten poziom o wiele nizej na 20 pg O,y m™s™.

Krytyczne wartoéci ODR <35 pug O, m™s™', wyznaczone w ramach biezacego
doswiadczenia mieszczg si¢ zatem w zakresie pF 0-1,5.
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Potencjal oksydoredukcyjny

Z dotychczas przeprowadzonych badan wynika, ze gleba o prawidlowych sto-
sunkach wodno-powietrznych wykazuje wartosci potencjatu oksydoredukcyjnego
powyzej 300 mV (Stgpniewski i in. 2000b, Mazurkiewicz 2002, Stepniewska i in.
2004, Brzezinska 2006). Oznaczane wartosci E# w glebie stanowia bowiem wy-
padkowa wszystkich par redoks, wystepujacych w osrodku glebowym, tworzac
tzw. potencjal mieszany (Stgpniewska i in. 2001). Wartos¢ tego wskaznika zalezy
zatem w decydujacy sposob od dostepnosci akceptorow elektrondéw (tlenu cza-
steczkowego, azotanéw, tlenkéw Mn i Fe), znajdujacego si¢ na szlaku przemian
materii organicznej stanowiacej zrédlo elektrondéw. Istotnym warunkiem wspo-
mnianych przemian jest zywotnos¢ mikroorganizméw, katalizujacych na drodze
enzymatycznej szeregu procesOw utleniania i redukcji (Stepniewska i in. 2001).

Oznaczone w przedstawionej pracy wartosci £h ze wzgledu na zmienno$¢ pH,
skorygowano do Eh;. W analizowanym zakresie wilgotnosci gleb (pF 0-3,2) ksztat-
towaly si¢ one w przedziale 420-480 mV. Wykazano istnienie znaczacej korelacji
migdzy Eh; i pF (rys. 12). Zalezno$¢ ta znalazta potwierdzenie w kazdym z trzech
analizowanych pozioméw. Zmiany potencjatu redoks w warstwie powierzchniowej
calego zbioru analizowanych gleb dochodzity do 60 mV, co spowodowane byto
przejsciem od petnego wysyceniem gleb woda (pF 0) do wartosci pF 3,2.

Drew (1990) w swoich badaniach stwierdzil, iz korzystne warunki dla rozwo-
Jjuroslin zachodza w zakresie £/ 200-750 mV. Obserwacje za$ Stepniewskiej i in.
(2004) potwierdzity, iz potencjal redoks w dobrze natlenionych glebach mineral-
nych Polski zawiera si¢ w przedziale 400-600 mV.

W badaniach Stgpniewskiego i in. (2000b) wartosci srednie EA we wszystkich
czgsciach profili gleb wegierskich pozostawaty w zakresie 377-458 mV, przejawia-
Jjac tendencj¢ wzrostowa przy wyzszych wartosciach pF, analogicznie jak obser-
wowano w niniejszym do$wiadczeniu. Do$wiadczenia Wiodarczyk i Witkowskiej-
Walczak (2006) wykazaly, iz przedzial Eh, wystgpujacy w glebach murszastych
w zakresie pF 0-3,2, miesci si¢ granicach 478-574 mV. Wyczerpywanie si¢ akcep-
toréw elektrondéw w wyniku niedostatku tlenu czasteczkowego przy Eh okoto 400
mV powoduje redukcje¢ azotanéw (V), ktorych zawarto$¢ w glebie wynosi na ogét
od kilku do kilkudziesigciu mg-kg™, zaleznie od nawozenia mineralnego (Tiwari i
in. 2002, Stgpniewska i in. 2004). Warto$¢ Eh pozostajgca na poziomie 380 mV
powoduje redukcje tlenkéw manganu do Mn™, za$ ponizej 300 mV ma miejsce
redukcja tlenkdw zelaza (Stgpniewska 1988, Mazurkiewicz 2002).

Nalezy zaznaczy¢, ze w zadnym z analizowanych w biezacej pracy profili
glebowych Eh nie spadlo ponizej wartosci 300 mV w trakcie inkubacji trwajacych
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do momentu ustalenia si¢ stanu rébwnowagi przy pF 3,2 (20-25 dni), co stanowi-
toby poczatek redukcji zelaza.

Aktywnos$¢ dehydrogenazowa (DHA)

Pod wzgledem DHA (rys. 27) gleba murszowa nr 1 réznita si¢ istotnie od po-
zostatych gleb, wykazujac najwyzsza sposréd nich aktywnos$¢ enzymatyczng
(p<0,001). Ponadto odnotowano znaczace roznice pomiedzy gleba bielicowa nr
701, a czarng ziemia nr 208 i madq rzecznag nr 967. Roznice w DHA pomiedzy
innymi przedstawicielami gleb nie byly juz znaczace (p<0,05).
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Rys. 27. DHA (ug TPF-g"*min™") w warstwie powierzchniowej gleb reprezentujacych poszczegolne
typy (n = 63). Objasnienia jak na rysunku 9

Fig. 27. DHA (pg TPF g min™') in surface layer of soils representing individual types (n = 63).
Explanations as in Figure 9

Na podstawie przeprowadzonych badan wykazano, ze DHA w osrodku glebo-
wym warunkowana jest poprzez szereg parametrow fizycznych (wilgotnosé, do-
stgpnos¢ O,, potencjat oksydoredukcyjny, glebokos¢ profilu glebowego), a takze
biologicznych (liczebnos¢ mikroorganizméw glebowych). Wszystkie te komponen-
ty wptywaja na réznicowanie si¢ aktywnosci enzymatycznej, stad w ramach przed-
stawionej rozprawy uwzgledniono wzajemne powiazania i interakcje jakie nie-
ustannie zachodza migdzy nimi w $rodowisku glebowym.

DHA a glebokos$¢ w profilu glebowym

Poziom DHA okreslony w powierzchniowych warstwach gleb istotnie prze-
wyzszal wartosci notowane w warstwach glebszych (»p<0,001), co niewatpliwie
zwiazane jest ze spadkiem aktywnos$ci drobnoustrojéw glebowych i ich rozmiesz-
czeniem przestrzennym w profilu glebowym. Wyniki uzyskane w ramach oma-
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wianego eksperymentu potwierdzaja spadek aktywnosci enzymatycznej nawet
0 75% w warstwach podpowierzchniowych oraz o 83% w podglebiu.

Glifiski i in. (2000) obserwowali wyzszg o 70% DHA w warstwach po-
wierzchniowych gleb wegierskich, anizeli w glebszych poziomach profili glebo-
wych. Brzezinska (2006) stwierdzita nawet 9-krotny wzrost DHA w materiale
pobranym z powierzchniowych warstw gleb, anizeli w warstwach podpowierzch-
niowych i az 25-krotnie wyzsza aktywnos$¢ na powierzchni niz w podglebiu. Po-
dobne zaleznosci opisali Glifiski i in. (2000), Stepniewski i in. (2000a), Taylor
iin. (2002), Yang i in. (2005), Skawryto-Bednarz (2008).

Liczebno$¢ mikroorganizmow

Liczebnos¢ mikroorganizméw glebowych determinowana byta gléwnie po-
tencjalem wody glebowej. Wigksza liczbe drobnoustrojow stwierdzono przy pet-
nym wysyceniu gleb woda (pF 0), po czym notowano sukcesywny spadek liczeb-
nosci wraz ze wzrostem pF, gdy zachodzit proces osuszania gleby. Badania Da-
bek-Szreniawskiej i in. (2004), Rigobelo i Nahasa (2004), Furczak i Joniec
(2007), Schimela i in. (2007) oraz Finlay’a i Esteban (2009) wskazywaty na to, iz
metabolizm drobnoustrojow glebowych jest Scisle uzalezniony od stosunkéw
wodno-powietrznych.

W biezacej pracy najliczniejsza populacje drobnoustrojow stwierdzono w czar-
nej ziemi nr 208, gdzie dochodzita ona do 21:10%g™ s.m. gleby (pF 0). O polowe
mniejsza liczebno$é obserwowano w czarnoziemie nr 794 (11-10%g™), za§ w glebie
brunatnej nr 308 dochodzila ona do 8:10%g" s.m. W pozostatych glebach ogdlna
liczba mikroorganizméw nie przekraczata poziomu 5:10%g". Uzyskane wyniki
potwierdzity wysoka aktywnos$¢ biologiczng analizowanych gleb, pomimo stosun-
kowo dhugiego okresu ich przechowywania w zasobach Banku. 10-dniowa pre-
inkubacja z nieograniczonym dostgpem wody wystarczyla do odrodzenia si¢ zycia
biologicznego w probach glebowych. Notowane wartosci liczebnosci mikroorgani-
zmoOw pozostaja na poziomie liczebnosci drobnoustrojow stwierdzanym przez in-
nych badaczy w materiale swiezo pobranym z terenu, a niejednokrotnie nawet
przewyzszajacym ten poziom. Song i in. (2008) oraz Gleeson i in. (2008) dowiedli,
iz populacja drobnoustrojéw utleniajacych amoniak (AOB) dobrze adaptuje si¢ do
stresow zardéwno wodnych jak i tlenowych i jest w stanie namnazaé si¢ w ciagu
kilku minut po zalaniu gleb woda. Moze to stanowi¢ wytlumaczenie tak duzej li-
czebnosci i aktywnosci tych mikroorganizméw w analizowanym materiale glebo-
wym, ktory przechowywany byt w stanie powietrznie suchym, a mimo to wykazy-
wal znaczaca DHA. Szybka adaptacja bakterii szlaku azotowego w warunkach za-
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lania gleb podkreslona zostata w pracach Dabek-Szreniawskiej i in. (2004), Marty-
niuka i in. (2007) oraz Piotrowskiej-Cyplik i in. (2007). Dabek-Szreniawska i in.
(1996) oznaczyta liczebno$¢ drobnoustrojow w nienawozonych redzinach i glebach
brunatnych (34,7-19,2:10%g™). Jezierska-Tys (2004) notowata poziom liczebnosci
bakterii na poziomie 60-10%g" w glebie plowej, za§ Wyczotkowski i in. (2006)
okreslili ogdlng liczebnos¢ mikroorganizméw w tym samym typie gleby na 5-
30-10%g". Taok i in. (2007) w glebach kompostowych szacowali ogdlng liczebnosé
mikroorganizméw na okoto 580:10° g gleby.

Bakterie amonifikacyjne, analogicznie jak pozostale bakterie glebowe, prefero-
waly wilgotne $rodowiska, stad maksimum liczebnosci wystepowalo przy pF 0, zas
ich istotny spadek notowano przy pF 1,5 i pF 3,2. Najwieksza liczbe bakterii amoni-
fikacyjnych wykazano w redzinie nr 563, gdzie dochodzita ona do 11-10>g". Dabek-
Szreniawska i in. (1996) okreslili rowniez w redzinie wystepowanie NPL amonifika-
toréw na 30-10%g™, co bylo o ponad 270% wigkszym wynikiem, anizeli liczebno$¢
bakterii amonifikacyjnych przedstawiona w omawianej pracy. Ta sama autorka (Da-
bek-Szreniawska, 2004) wyznaczyla ich ilo$¢ w glebie plowej na 214-10°-g". Marty-
niuk 1 in. (2007) w glebie pod uprawa pszenicy ozimej obserwowali liczebnos¢ bakte-
rii amonifikacyjnych obejmujacy zakres 7,8:10%g"-480-10*g”, w zaleznosci od
terminu pobrania (czerwiec-wrzesien).

Oznaczana w ramach biezacej pracy liczebnos¢ bakterii nitryfikacyjnych w po-
rownaniu z bakteriami amonifikacyjnymi pozostawata na wysokim poziomie
20-10*g™ jedynie w redzinie nr 563 oraz czarnej ziemi nr 208, zas w pozostatych
typach gleb dochodzita do wartosci 7-10*g™" gleby. Szostak i in. (2005) podkreslili,
iz nizsza liczebnos¢ nitryfikatoréw w stosunku do bakterii amonifikacyjnych jest
korzystna ze wzgledéw srodowiskowych. Powstaty bowiem w procesie nitryfikacji
azot azotanowy jest sktadnikiem mniej stabilnym anizeli azot amonowy. Nadmiar
za$ azotanow w glebie prowadzi do nadmiernego gromadzenia NO;™ w roslinach, co
stanowi niebezpieczenstwo dla zdrowia ludzi i zwierzat (Kobus 1996).

Grzyby i promieniowce rdwniez nie wykazywaly istotnych zmian w liczebno-
sci w badanym zakresie potencjatu wody glebowej. Stanowily ponadto najmnie;j
liczebna populacje sposréd oznaczanych w pracy mikroorganizméw. Promie-
niowce wystepowaly najliczniej w glebie brunatnej nr 308 (37-10"g™), podczas
gdy w innych typach gleb nie przekraczaty liczby 5-10%g™ (rys. 24). Liczebnos¢
grzybéw dochodzita do 5,5-10%-g" jedynie w czarnej ziemi nr 208, za§ w pozosta-
tych glebach zawartos¢ ich oscylowata w granicach 0,1-1,2:10%g™ (rys. 26). Niska
liczebno$¢ grzybéw w stosunku do bakterii wg Kobusa (1996) jest zjawiskiem ko-
rzystnym, poniewaz grzyby powoduja wydzielanie zwigzkow toksycznych, szko-
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dliwych dla $rodowiska. McLean i Huhta (2000) wykazali wzrost zréznicowania
gatunkowego i ilosciowego populacji grzybow wraz z postepujacym osuszaniem
srodowiska glebowego. Podobne badania prowadzone byly przez Wilkinsona i in.
(2002), oraz Schimela i in. (2007). Gleba brunatna nr 308, czarna ziemia nr 208
oraz re¢dzina nr 563, roznily si¢ znaczaco (p<0,05) od innych gleb, biorac pod uwa-
ge oznaczang liczebnos¢ mikroorganizmoéw glebowych. W tabeli 11 przedstawiono
roznice, jakie stwierdzono we wspomnianych typach gleb.

Tabela 11. Statystycznie istotne réznice w liczebnosci mikroorganizméw glebowych pomiedzy

gleba brunatna (nr 308), czarng ziemia (nr 208) i redzina (nr 563) , n =21, p<0,05

Table 11. Statistically significant differences in microorganisms abundance between Eutric Camb-
sol (No. 308), Mollic Gleysol (No. 208) and Rendzina Leptosol (No. 563), n =21, p<0.05

Ogélna
b‘;fj::‘“ NPL NPL Liczebnosé I;(‘fnif:;‘lofs
Typ gleby Amonifika- Nitryfikatorow Grzybow p oo
: Total . - . cow
Soil type onr el torow MPN of nitrifi- Fungi Actinomvcet
MPN of AOB ers abundance i il
of bacte- abundance
ria
Brunatna
308 — Eutric + + +
Cambisol 308
Czarna ziemia
208
Mollic Gley- v - *
sol 208
Redzina 563
Rendzina + +

Leptosol 563

Znak ,,+” oznacza, ze dana gleba istotnie rézni si¢ od pozostatych typdéw gleb
pod wzgledem liczebnosci konkretnej grupy mikroorganizméw. Inne gleby (bieli-
ca nr 701, mada rzeczna nr 967, czarnoziem nr 794, murszowa nr 1) stanowity
jednorodna grupe, biorac pod uwagg liczebnos¢ drobnoustrojéw glebowych okre-

slong przy wartosciach pF (0; 1,5; 3,2).
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Wplyw parametréw aeracyjnych (pF, ODR, Eh) na DHA

W przeprowadzonych badaniach szczegdlng uwage poswiecono DHA, jako ze
stanowi ona odzwierciedlenie aktywnosci mikroflory glebowej. Stwierdzono, iz
dehydrogenazy glebowe wykazujq silng zalezno$é¢ (p<0,05) od wilgotnosci $ro-
dowiska glebowego. Notowano bowiem wyzsza DHA przy pF 0, a nastepnie wraz
z postgpujacym procesem osuszania gleb aktywnos¢ enzymatyczna ulegata stop-
niowemu obnizeniu, stad przy pF 3,2 oznaczano juz nizszy $rednio o 40-85%
poziom DHA.

Brzezinska i in. (1998) oraz Glinski i in. (2000) obserwowali analogiczna ten-
dencj¢ zmian DHA, wykazujaca wyzszy poziom przy pelnym wysyceniu gleb
woda, a nastepnie ulegajaca stopniowemu spadkowi wraz ze wzrostem potencjatu
wody glebowej. Podobne obserwacje notowat tez Stepniewski i in. (2000a), bada-
jac szereg profili gleb srodkowej Europy. Brzezifiska i in. (2001a b) oraz Lee i in.
(2002), obserwowali srednio 5-6 razy wyzsza DHA w warunkach peinego zalania
gleb woda, anizeli w $rodowiskach suchszych.

Uzyskane wyniki wykazuja réwniez, iz istnieje znaczaca ujemna korelacja
DHA - ODR w warstwie powierzchniowej badanych profili glebowych (n = 315).
Stepniewski i in. (2000a) podobna zalezno$¢ w 6 typach gleb wegierskich opisali
wspdtezynnikiem R = —0,27***, natomiast Brzezinska i in. (2001a) wyznaczyli
R =-0,63* w glebach Orthic Luvisols.

Wyzsze wartosci DHA notowano przy niskim poziomie dostgpnosci tlenu dla
mikroorganizméw glebowych (3-25 pg O, m™s™), ktéry odpowiadat zakresowi
pF 0-1,5, a wigc wilgotnosciom ponizej ktorych stwierdzono krytyczna wartosé
ODR. Glifiski i in. (1986), Brzezinska i in. (1998) oraz Stepniewski i in. (2005)
obserwowali wzrost DHA ponizej wartosci ODR 15 ug'm™s™.

W omawianej pracy nie wykazano istnienia bezposredniej zaleznosci Eh, —
DHA analizujac dane z calego zbioru gleb (n = 315). Przeprowadzono zatem ana-
lizy statystyczne dla poszczegdlnych typdw gleb, w wyniku ktérych stwierdzono
istotng ujemna zalezno$¢ DHA od Eh; w warstwie powierzchniowej (n = 45)
czarnych ziem, mad rzecznych, redzin oraz czarnozieméw, gdzie wspoétczynniki
korelacji wynosity odpowiednio: R = —0,78%** —0,43* —0,47** i —0,48.

Ujemne korelacje miedzy Eh i DHA opisywane byly rowniez w pracach Brze-
zinskiej i in. (1998) — R = —0,75%**; —0,83*** —(),87*** (odpowiednio dla tem-
peratury 10, 20 i 30°C), Stepniewskiego i in. (2000a),Wtodarczyk i in. (2002)
oraz Nayak i in. (2007). Brzezinska i in. (1998) dowiedli ponadto, iz gtéwnym
czynnikiem determinujacym poziom DHA jest stan aeracyjny gleby, a w szcze-



73

golnosci jej potencjal oksydoredukcyjny. Podobne wnioski pojawily si¢ tez w pracy
Wrhodarczyk i in. (2001) oraz Menona i in. (2005).

Zalezno$¢ DHA od liczebnosci mikroorganizmow

W przeprowadzonym doswiadczeniu trudno byto stwierdzi¢ bezposrednia
i istotna korelacje miedzy DHA a liczebnoscia drobnoustrojéw glebowych, rozpa-
trujac caly zbidr gleb (n = 63). Biezace badania pokazaly, iz gleby wykazujace
najwyzszy poziom DHA (murszowa nr 1, bielicowa nr 701, redzina 563) pod
wzgledem liczebnosci mikroorganizméw zaliczone zostaty do najmniej licznych,
za$ charakteryzujaca si¢ najwyzsza liczebnoscia bakterii — czarna ziemia nr 208
nalezala do gleb mato aktywnych enzymatycznie. Wykazang negatywna korelacje
DHA - ogblna liczba bakterii, mozna ttumaczy¢ rdéznorodnoscia gatunkowa mi-
kroorganizméw zdolnych do wzrostu na podtozu agaru ogoélnego, ktore nieko-
niecznie preferuja TTC jako akceptor elektrondw, stad nie wykazuja wptywu na
DHA, a ponadto ich kolonie w momencie oznaczenia moga znajdowac sie w sta-
dium nieaktywnym (Praveen-Kumar i Tarafdar 2003).

Brak istotnej zaleznosci pomiedzy liczebno$cia mikroorganizmoéw wystepuja-
cych w glebach a DHA notowany byt rowniez przez Kamaludeena i in. (2003),
Rigobelo i Nahasa (2004) oraz Piotrowska-Cyplik i in. (2007). Piotrowska-Cyplik
i Cyplik (2008) nie znajdujac jakiejkolwiek korelacji pomigdzy oznaczeniem
ogdblnej liczby mikroorganizméw metoda tradycyjng — plytkowa a pomiarem
DHA wnioskowali, ze okreslenie ogdlnej liczby mikroorganizméw nie daje pelne;j
informacji na temat stanu fizjologicznego flory gleby, podobnie jak oznaczenie
DHA nie prezentuje pelnego obrazu aktywnosci mikrobiologiczne;j.

Otrzymane wyniki sg trudne w interpretacji a dane literaturowe nie sa jedno-
znaczne. Garcia-Gil i in. (2000) zauwazyli korelacj¢ miedzy biomasa mikroorgani-
zméw a DHA (R*= 0,88%), natomiast w pracy Nayak i in. (2007) podobna wspétza-
leznos¢ opisana zostata jako R = 0,45*. Baskar i in. (2003) oraz Praveen-Kumar
i Tarafdar (2003) obserwowali wyzsza DHA w glebach o duzej liczebnosci bakterii,
jednakze nie opisali tej wspolzaleznosci matematycznie. Furczak i Joniec (2007)
notowaly pozytywne korelacje (od 0,69* do 0,75***), miedzy liczebnoscia bakterii
oligotroficznych, makrotroficznych, celulolitycznych a DHA.
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8. WNIOSKI

Przeprowadzone badania dotyczace DHA mikroorganizmow glebowych, wy-
znaczanej podczas procesu osuszania gleb i zwigzanych z tym zmian stanu aeracji
srodowiska glebowego pozwolity na sformutowanie nastepujacych wnioskdw:

1. DHA traktowana zwykle jako test zywotnosci gleby warunkowana jest w
sposob istotny statystycznie przez:

o pF(p<0,05),
e ODR(R=-0,31%),
o FEh(R=-0,43*do—0,78**%*),
wykazujac ujemne korelacje z kazdym z wymienionych parametrow aeracyjnych.

2. Liczebno$¢ mikroorganizméw glebowych podczas procesu reoksydacji
zalezy w sposdb statystycznie istotny od:

o pF (p<0,05 dot. ogdlnej liczby bakterii oraz NPL bakterii amonifi-

kacyjnych),
e ODR (R =0,51* do 0,86***) za wyjatkiem NPL bakterii amonifika-
cyjnych,

e [Eh(R=-0,48* do 0,77***) za wyjatkiem populacji grzybow,
wykazujac ujemne wspolzaleznosci z pF oraz Eh, za$ dodatnia z ODR.

3. Bezposrednia istotna korelacja liczebnosci mikroorganizméw glebowych
z DHA wystapita w warunkach wilgotno$ci odpowiadajacej silnemu hamowaniu
wzrostu rodlin (pF 3,2) i dotyczyla:

e bakterii amonifikacyjnych (R = 0,94**%*),

e bakterii nitryfikacyjnych (R = 0,55%),

e promieniowcdéw (R =-0,51%)
Wspomniana zalezno$¢ byla dodatnia w przypadku NPL bakterii amonifikacyj-
nych i nitryfikacyjnych, za§ ujemna w przypadku liczebnosci promieniowcow, na
co wskazujq przypisane wspotczynniki korelacji (R).

4. Zrealizowane badania potwierdzity postawiong hipotez¢ odnosnie DHA
jako indykatora stanu natlenienia gleb w catym analizowanym zakresie potencjatu
wody glebowej (pF 0-pF 3,2). DHA osiagata bowiem najwyzsze wartosci przy
pelnej pojemnosci gleb (pF 0) za§ wraz z osuszaniem srodowiska glebowego do
pF 3,2 poziom jej aktywnosci sukcesywnie ulegat obnizeniu.
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10. STRESZCZENIE

W Polsce, w procesach glebotworezych i na bazie rodzimej skaty macierzy-
stej uksztattowaly sig gleby, ktorych procentowy udzial w skali kraju jest nastepu-
Jjacy: 82% stanowig gleby brunatne i bielicowe, 9% gleby bagienne hydrogenicz-
ne, 5% mady, po 2% czarne ziemie, czarnoziemy oraz redziny. W przedstawionej
pracy wykorzystano material glebowy, reprezentujacy wszystkie wspomniane
powyzej typy gleb, co dato mozliwos¢ reprezentatywnego dla Polski zweryfiko-
wania postawionej w rozprawie hipotezy, iz: aktywno$¢ dehydrogenazowa (DHA)
mikroorganizméw glebowych moze by¢ wykorzystana jako indykator zaréwno
niedoboru tlenu w glebie, jak rowniez powrotu do stanu korzystnego natlenienia
(normoksja). Poprzez obserwacje zmian zachodzacych w glebie w szerokim za-
kresie jej uwilgotnienia — od pelnej pojemnosci wodnej (pF 0), do punktu bedace-
go miara wody dostepnej dla korzeni roslin — pF 3,2, dokonano rozpoznania na-
ukowego w obrebie zjawiska reoksydacji. Okre$lono rowniez wspdélzaleznosci
miedzy liczebnoscia mikroorganizméw glebowych a zmiennymi parametrami
aeracyjnymi (pF, ODR, Eh), podczas postgpujacego procesu osuszania gleb.
Przeprowadzone badania pozwolily na stwierdzenie, iz DHA determinowana jest
w sposob istotny (p<0,05) przez dostgpnosé¢ wody (pF), tlenu (ODR) i potencjat
oksydoredukcyjny (Eh;), wykazujac ujemne korelacje. Wymienione parametry
stanowig istotne zmienne Srodowiskowe, warunkujace wystepowanie i aktywnos¢
metaboliczna mikroflory bakteryjnej, decydujacej o zyciu biologicznym w glebie.
Stwierdzono réwniez, iz liczebno$¢ mikroorganizméw glebowych w sposob istot-
ny (p<0,05) warunkowana jest przez dostgpnos¢ wody i potencjat oksydoreduk-
cyjny (wspodizaleznosci ujemne) oraz przez dostgpnosé tlenu (korelacje dodatnie).
Potwierdzono hipotezg, iz DHA moze petnié role indykatora stanu natlenienia w
Srodowisku glebowym.

Stowa kluczowe: gleba, aktywno$¢ dehydrogenazowa, dostgpnosé tlenu, po-
tencjal wodny gleb



87

11. SUMMARY

DEHYDROGENASE ACTIVITY OF SOIL MICROORGANISMS
AND OXYGEN AVAILABILITY DURING REOXIDATION PROCESS
OF SELECTED MINERAL SOILS FROM POLAND

In Poland, as a result of the soil-forming processes and on the base of the par-
ent materials the following soil types were formed, corresponding to a country
prevalence area: 82% is represented by Eutric Cambisols and Orthic Podzols, 9%
— by Eutric Histosols, 5% — by Eutric Fluvisols and last 2% — by Mollic Gleysols,
Haplic Phaeozems and Rendzina Leptosols. The soil materials used in the pre-
sented study included each of the above-mentioned soil types, which enabled the
verification of the hypothesis, representative for Poland, i.e., whether dehydro-
genase activity (DHA) could be employed as an indicator of both oxygen defi-
ciency and of the good oxygenation status (normoxia). Having taken into consid-
eration the observed soil changes in response to a broad humidity spectrum, i.e.
from full water capacity conditions (pF 0) to pF 3.2, corresponding to the range
of available water for plant roots, the reoxidation phenomenon was successfully
recognised. The relationships between the microorganism abundance of the soils
and the varying aeration parameters (pF, ODR, Eh) during reoxidation were in-
vestigated. The conducted experiments showed that DHA is significantly (p<0.05)
negatively correlated with water (pF), oxygen availability (ODR) and redox po-
tential (Eh;). The above-mentioned environmental factors can affect the presence
and metabolic activity of bacteria microflorae which are crucial for soil biological
life. It was also proven that microorganisms abundance is significantly (p<0.05)
affected by water availability and redox potential (negative correlations), as well
as by oxygen availability (positive relationships). The hypothesis suggesting that
DHA could be an indicator of soil oxygenation status was confirmed.

Keywords: soil, dehydrogenase activity, oxygen availability, soil water poten-
tial
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