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Abstract. The method of selective inhibition of substrate-induced respiration

(SIR) by antibiotics was adapted to measure fungal and bacterial contribution

to microbial biomass in forest soils. To optimize the concentration of fungicide

cycloheximide and bactericide streptomycin, dose-response experiments with

pine forest soils were conducted. The results of SIR inhibition indicated that

concentration of 90 mg cycloheximide and 25 mg streptomycin�g-1 soil for or-

ganic horizons (Ofh), and 15 mg cyclohexamide and 10 mg streptomycin�g-1

soil for mineral horizons (AE) caused maximum selective inhibition of SIR. The
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Key words: pine forests, substrate-induced respiration (SIR), soil microbial

biomass, selective inhibition of SIR, fungal: bacterial ratio.

* Instytut Badawczy Leœnictwa, Zak³ad Gospodarki Leœnej Rejonów Przemys³owych,
ul. Œw. Huberta 35, 40-952 Katowice, e-mail: zwolinsj@ibles.waw.pl



1. WSTÊP

Grzyby i bakterie uwa¿a siê za najwa¿niejsze grupy drobnoustrojów w glebach
leœnych, ze wzglêdu na ich kluczow¹ rolê w procesach mineralizacji substancji
organicznej, gwarantuj¹cych sta³y obieg pierwiastków w ekosystemie. Udzia³
grzybów i bakterii w procesach metabolicznych gleb jest zró¿nicowany i zale¿y od
jakoœci substancji organicznej i jej rozmieszczenia w glebie. Grzyby odznaczaj¹ siê
zdecydowanie wiêksz¹ efektywnoœci¹ mineralizacji trudno rozk³adanych zwi¹z-
ków, tj. lignin, polifenoli i wielocukrów (Rihani i in. 1995, Möller i in. 1999),
natomiast bakterie – cukrów prostych (Nakas, Klein 1980, Stamatiadis i in. 1990)
oraz zdolnoœci¹ metabolizowania produktów poœrednich rozk³adu lignin (Rüttiman
i in. 1991). Szereg czynników, zarówno naturalnych jak i antropogenicznych, mo¿e
poœrednio – poprzez zmianê w³aœciwoœci chemicznych gleb (pH, jakoœæ substancji
organicznej, zawartoœæ sk³adników pokarmowych) – wp³ywaæ na sk³ad iloœciowo-
jakoœciowy drobnoustrojów glebowych. Wczeœniejsze badania wykaza³y, ¿e struk-
tura zespo³ów drobnoustrojów zmienia siê wraz z up³ywem czasu (Ohtonen i in.
1999, Pennanen i in. 2001), zale¿¹c od sk³adu gatunkowego i wieku drzewostanów
(Pennanen i in. 1999, Priha i in. 2001), a tak¿e od stosowanych zabiegów
agrotechnicznych (Holland, Coleman 1987, Frostegård i in. 1993). Istotny wp³yw
na sk³ad iloœciowo-jakoœciowy drobnoustrojów glebowych maj¹ równie¿ zanie-
czyszczenia przemys³owe (Bewley, Parkinson 1984, Pennanen i in. 1996). Z
powy¿szych badañ wynika, ze udzia³ grzybów i bakterii w biomasie drobno-
ustrojów traktowaæ mo¿na jako miarodajny wskaŸnik stanu mikrobiologicznego
gleb, przydatny w badaniach jakoœci gleb leœnych, zw³aszcza w kontekœcie ich
reakcji na czynniki stresowe i dzia³ania gospodarcze.

Do oznaczeñ biomasy drobnoustrojów glebowych stosowane s¹ obecnie,
oprócz metody bezpoœredniej (mikroskopowej), metody chemiczne i fizjologiczne,
daj¹ce na ogó³ porównywalne wyniki (Kaiser i in. 1992, Anderson, Joergensen
1997, Beck i in. 1997). Na szczególn¹ uwagê zas³uguje metoda SIR, polegaj¹ca na
pomiarze respiracji indukowanej substratem (Anderson, Domsch 1978), poniewa¿
jest stosunkowo prosta, precyzyjna (niski wspó³czynnik wariancji) i nie wymaga
stosowania toksycznych zwi¹zków chemicznych (Kaiser i in. 1992). Ponadto, w
po³¹czeniu z technik¹ selektywnej inhibicji – za pomoc¹ specyficznych anty-
biotyków – pozwala na przybli¿one okreœlenie udzia³u grzybów i bakterii w
oznaczonej biomasie drobnoustrojów. W metodzie SIR za³o¿ono, ¿e w ustalonych
warunkach, maksymalna respiracja drobnoustrojów w fazie stacjonarnej (tj. przed
rozpoczêciem logarytmicznej fazy wzrostu), bêd¹ca reakcj¹ na optymaln¹ dawkê
³atwo przyswajalnego Ÿród³a wêgla (np. glukozy), jest wprost proporcjonalna do
wielkoœci biomasy drobnoustrojów, niezale¿nie od typu gleby. S³usznoœæ tego
za³o¿enia potwierdzi³y m.in. cytowane powy¿ej prace.

Nieliczne dot¹d doniesienia dotycz¹ce oznaczeñ biomasy grzybów i bakterii z
wykorzystaniem metody SIR i selektywnej inhibicji wskazuj¹ na to, ¿e mia-
rodajnoœæ wyników wi¹¿e siê z koniecznoœci¹ ustalenia optymalnych dawek
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antybiotyków, poniewa¿ ich skutecznoœæ w hamowaniu aktywnoœci drobno-
ustrojów zale¿y od w³aœciwoœci analizowanej gleby (Beare i in. 1990, Scheu,
Parkinson 1994). Zbyt niska lub za wysoka dawka mo¿e bowiem powodowaæ –
odpowiednio – nieca³kowit¹ lub niespecyficzn¹ inhibicjê.

Celem pracy* jest przedstawienie sposobu adaptacji metody SIR w po³¹czeniu
z technik¹ selektywnej inhibicji do oznaczeñ biomasy grzybów i bakterii w glebach
leœnych, na przyk³adzie badañ wykonanych w borach sosnowych.

2. OBIEKT I METODYKA BADAÑ

Badania wykonano na 5 powierzchniach obejmuj¹cych lite drzewostany so-
snowe (Pinus sylvestris L.) III klasy wieku na terenie RDLP Katowice, w
nadleœnictwach Rudy Raciborskie, Kêdzierzyn, Koszêcin, Œwierklaniec i Chrza-
nów (tab. 1). Wystêpuj¹ tam gleby bielicowe: z próchnic¹ typu moder-mor, sta-
nowi¹ce siedlisko boru mieszanego œwie¿ego (nadleœnictwa Rudy Raciborskie i
Kêdzierzyn) lub z próchnic¹ typu mor – siedlisko boru œwie¿ego (w pozosta³ych
nadleœnictwach). Dok³adn¹ charakterystykê powierzchni przedstawiaj¹ wczeœniej-
sze doniesienia Zwoliñskiego i Or³a (2000) i Zwoliñskiego (2001).

We wrzeœniu 2004 r. z ka¿dej powierzchni, o obszarze ok. 0,5 ha, pobrano
(lask¹ glebow¹ o œrednicy 5 cm) po jednej objêtoœciowej próbie zbiorczej (z 10
punktów równomiernie rozmieszczonych na powierzchni) z poziomu organicz-
nego (Ofh) i górnego mineralnego (AE).
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�Badania zrealizowano w ramach tematu BLP-265 zleconego przez Dyrekcjê Generaln¹ Lasów Pañstwowych

Tabela 1. Biomasa drobnoustrojów glebowych w drzewostanach sosnowych
Table 1. Soil microbial biomass in pine forest stands

Pow. nr
Plot No.

Nadleœnictwo
Forest district

Leœnictwo-oddzia³
Sub-district-compartment

Poziom
Horizon

Biomasa drobnoustrojów
Microbial biomass

mg Cmic g-1gleby
mg Cmic g-1soil

kg Cmic ha-1

1 Rudy Raciborskie KuŸnia Raciborska 124 b Ofh 2,175 276,36
AE 0,134 101,24

2 Kêdzierzyn Kêdzierzyn 196 d Ofh 1,134 158,91
AE 0,084 61,57

3 Koszêcin Dyrdy 39 d Ofh 3,329 277,59
AE 0,059 62,47

4 Koszêcin Zielona 238 n Ofh 3,226 250,39
AE 0,058 65,02

5 Chrzanów Pogorzyce 150 b Ofh 1,395 164,22
AE 0,041 40,79



Biomasê drobnoustrojów, wyra¿on¹ jako C biomasy (Cmic), oznaczono metod¹
pomiaru respiracji indukowanej substratem (metoda SIR) (Anderson, Domsch
1978). Nawa¿ki gleby: z poziomu Ofh – 1 g przesianej przez sito o œrednicy oczek 4
mm, a z poziomu AE – 5 g przesianej przez sito 2 mm, doprowadzano do 60%
ca³kowitej pojemnoœci wodnej i inkubowano w butelkach o pojemnoœci 60 ml, w
temp. 22°C przez 72 h. Nastêpnie dodano glukozê w iloœci powoduj¹cej maksymal-
n¹ respiracjê drobnoustrojów (SIR), ustalonej wczeœniej dla gleb borów sosnowych
(Zwoliñski 2004), tj. 30 mg i 5 mg glukozy na 1 g gleby, odpowiednio dla
poziomów Ofh i AE. Po godzinnej inkubacji w temp. 22 °C, próby „przemywano”
przez 2 minuty syntetycznym powietrzem (bez CO2), butelki zamykano gumow¹
sept¹, po czym mierzono iloœæ uwalnianego CO2 przy u¿yciu chromatografu
gazowego (Perkin Elmer – Clarus 500), stosuj¹c hel jako gaz noœny, przy tem-
peraturze injektora, kolumny i detektora odpowiednio 120°C, 30°C i 150°C.
Biomasê drobnoustrojów (Cmic) obliczono korzystaj¹c z równania przedstawio-
nego przez Andersona i Domscha (1978):

x y= +40 04 0 37, ,

gdzie x wyra¿a siê w mg Cmic× g-1 gleby, y – m l CO2× g-1 gleby× h-1.
Jako specyficznych inhibitorów grzybów i bakterii u¿yto odpowiednio akti-

dion (cycloheximide) i streptomycynê (siarczan streptomycyny) firmy Fluka. Op-
tymalne dawki tych antybiotyków ustalono na podstawie oznaczeñ stopnia
inhibicji SIR powodowanej przez dawki 30–110 mg aktidionu na 1 g gleby i 20–40
mg streptomycyny na 1 g gleby w poziomie Ofh oraz przez dawki 5–20 mg
aktidionu i streptomycyny na 1 g gleby w poziomie AE, a tak¿e oznaczeñ
addytywnej inhibicji SIR, tj. powodowanej przez ³¹czne dzia³anie ró¿nych dawek
obu antybiotyków. W powy¿szym teœcie wykorzystano próby glebowe pobrane na
pow. nr 5 (tab. 1), które – podobnie jak w przypadku oznaczeñ Cmic – inkubowano
przez 72 h w temp. 22°C, z dodatkiem ró¿nych dawek aktidionu i streptomycyny,
oddzielnie lub razem, dalej inkubowano w temp. 5°C przez 4 h, po czym dodano
glukozê i oznaczono iloœæ uwalnianego CO2, postêpuj¹c identycznie jak opisano
wczeœniej.

Udzia³ grzybów i bakterii w biomasie drobnoustrojów obliczono ze stosunku
wartoœci respiracji grzybów (SIRF) do respiracji bakterii (SIRB), indukowanych
substratem, oznaczaj¹c w glebach wszystkich powierzchni SIR (indukowana sub-
stratem respiracja bez antybiotyków), SIRF = SIR- A (SIR po dodaniu optymalnej
dawki aktidionu) i SIRB = SIR- S (SIR po dodaniu optymalnej dawki strep-
tomycyny).

Wszystkie testy i oznaczenia mikrobiologiczne wykonano w trzech
powtórzeniach.
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3. WYNIKI I DYSKUSJA

Rozwój drobnoustrojów glebowych jest œciœle zwi¹zany z zasobnoœci¹ gleb w
substancjê organiczn¹ i w podstawowe sk³adniki pokarmowe (Insam, Domsch
1988, Vesterdal 1998, Leirós i in. 2000, Zwoliñski 2004). Oznaczona metod¹ SIR
biomasa drobnoustrojów (Cmic) w badanych drzewostanach sosnowych by³a zatem
zdecydowanie wy¿sza w poziomie organicznym (Ofh) ni¿ w poziomie mineralnym
AE gleb, w przeliczeniu zarówno na jednostki wagowe gleby, jak i na jednostki
powierzchni. W poziomie Ofh biomasa drobnoustrojów kszta³towa³a siê w grani-
cach 1,134–3,339 mg Cmic na 1 g gleby i 159–278 kg Cmic na 1 ha, natomiast w po-
ziomie AE, odpowiednio, 0,041–0,134 mg Cmic na 1 g gleby i 41–101 kg Cmic na 1 ha
(tab. 1).

Stosowanie metody SIR wraz z u¿yciem swoistych antybiotyków (np. akti-
dionu i streptomycyny), powoduj¹cych selektywn¹ inhibicjê rozwoju grzybów i
bakterii, daje mo¿liwoœæ okreœlenia ich udzia³u w ca³kowitej biomasie drobno-
ustrojów. Wskazuje na to istotna zale¿noœæ pomiêdzy stopniem hamowania SIR
przez aktidion i streptomycynê a biomas¹ grzybów i bakterii, stwierdzona we
wczeœniejszych doniesieniach (Bewley, Parkinson 1984, West 1986, Wardle, Par-
kinson 1990, Beare i in. 1990, Sheu, Parkinson 1994). Antybiotyki te inhibuj¹
syntezê bia³ek, w tym – wchodz¹cych w sk³ad enzymów bior¹cych udzia³ w
procesach oddechowych (Wardle, Parkinson 1990, Sheu, Parkinson 1994).

Uzyskanie miarodajnych wyników inhibicji SIR przez antybiotyki wi¹¿e siê z
koniecznoœci¹ optymalizacji metody dla konkretnych warunków glebowych. W³a-
œciwoœci fizykochemiczne gleb leœnych, w tym sk³ad iloœciowo-jakoœciowy sub-
stancji organicznej, s¹ zró¿nicowane w ca³ym profilu. Ma to zasadniczy wp³yw na
strukturê zespo³ów drobnoustrojów w poszczególnych poziomach genetycznych,
co w konsekwencji decyduje o efektywnoœci dzia³ania u¿ytej dawki antybiotyku.
Niew³aœciwe dawki mog¹ powodowaæ niekompletn¹ lub niespecyficzn¹ inhibicjê
drobnoustrojów. Niezbêdne jest zatem ustalenie optymalnych dawek antybiotyków
dla poziomów maj¹cych szczególne znaczenie dla funkcjonowania ekosystemu, tj.
charakteryzuj¹cych siê wysok¹ aktywnoœci¹ mikrobiologicznych procesów roz-
k³adu substancji organicznej. W przypadku gleb bielicowych pod drzewostanami
sosnowymi, dotyczy to poziomu organicznego oraz wierzchniego poziomu
mineralnego AE (poziom próchniczno-eluwialny). Wa¿ne jest tak¿e ustalenie
czasu i temperatury inkubacji prób po dodaniu antybiotyku. Nieodpowiednio
dobrane prowadziæ mog¹ do szybszej inaktywacji antybiotyku oraz/lub wyko-
rzystania go jako substratu przez drobnoustroje niewra¿liwe na jego dzia³anie. W
niniejszej pracy, korzystaj¹c z wczeœniejszych ustaleñ Sheu i Parkinsona (1994),
zastosowano inkubacjê prób glebowych – po dodaniu ró¿nych dawek aktidionu i
streptomycyny – w temp. 5°C przez 4 godziny, oznaczaj¹c stopieñ inhibicji SIR po
dodaniu glukozy.
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W poziomie organicznym (Ofh) aktidion spowodowa³ oko³o 20% inhibicjê
SIR przy dawkach 30 i 50 mg×g-1 gleby oraz prawie 50% inhibicjê przy dawkach 70
mg×g-1 gleby i wy¿szych. Inhibicja SIR przez streptomycynê wzrasta³a natomiast
liniowo wraz z wielkoœci¹ dawki, od 14 do 34% (ryc. 1). W poziomie mineralnym
AE, reakcja SIR na aktidion by³a podobna do obserwowanej w poziomie or-
ganicznym, z maksymaln¹ inhibicj¹, oko³o 35%, przy dawkach 10 mg×g-1 gleby i
wy¿szych. W przypadku streptomycyny stwierdzono niewielki, wynosz¹cy od 15
do 25%, wzrost inhibicji SIR po zastosowaniu dawek 5–15 mg×g-1 gleby oraz gwa³
towny jej wzrost do 40% przy dawce 20 mg×g-1 gleby (ryc. 2), prawdopodobnie na
skutek niespecyficznej inhibicji, tj. zahamowania aktywnoœci grzybów.

Aby ustaliæ optymalne dawki antybiotyków, wykonano testy pozwalaj¹ce na
okreœlenie ich selektywnej inhibicji, polegaj¹ce na zastosowaniu dawek aktidionu
powoduj¹cych maksymaln¹ i na zbli¿onym poziomie inhibicjê SIR w poziomach
organicznym i mineralnych gleb (ryc. 1 i 2) oraz ró¿ne dawki streptomycyny,
oznaczaj¹c zarówno oddzielny, jak i ³¹czny wp³yw obu antybiotyków na SIR (tab.
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Fig. 1. Influence of antibiotics on SIR in the organic horizon
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Fig. 2. Influence of antibiotics on SIR in the mineral horizon



2). Wyniki tych pomiarów wykorzystano do obliczenia wskaŸnika inhibicji ad-
dytywnej (IAR) wg wzoru:

IAR = [(G- A)+(G- S)]/(G- AS)

gdzie:
G – indukowana respiracja po dodaniu jedynie glukozy (SIR),
A – SIR po dodaniu aktidionu,
S – SIR po dodaniu streptomycyny,
AS – SIR po dodaniu aktidionu + streptomycyny.
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Tabela 2. Redukcja indukowanej substratem respiracji (SIR) przez ³¹czne oddzia³ywanie ak-
tidionu i streptomycyny
Table 2. Reduction in substrate induced respiration (SIR) by combined effect of cycloheximide and
streptomycin

Poziom gleby
Soil horizon

Aktidion
(mg g gleby-1)

Cycloheximide
(mg g soil-1)

Streptomycyna
(mg g gleby-1)
Streptomycin
(mg g soil-1)

IAR1 TCI2

(%)

Organiczny
Organic

70 15 0,98 66,41
20 0,96 72,93
25 1,00 70,42
30 1,29 63,39

90 15 1,01 65,81
20 0,98 72,86
25 1,00 71,81
30 1,19 69,88

110 15 1,02 65,11
20 1,02 69,94
25 1,05 68,33
30 1,21 68,68

Mineralny
Mineral

10 5 0,88 62,25
10 0,97 66,31
15 1,03 61,77
20 1,29 61,47

15 5 1,04 52,51
10 0,97 66,13
15 0,98 64,74
20 1,19 66,43

20 5 0,96 58,33
10 1,09 60,13
15 1,16 55,90
20 1,34 60,03

1 wskaŸnik inhibicji addytywnej (suma inhibicji SIR przez aktidion i streptomycynê oddzielnie/³¹czna
inhibicja SIR powodowana przez oba antybiotyki)
inhibitor additivity ratio (sum of seperated inhibition of SIR by cycloheximide and streptomicin/combined
inhibition of SIR caused by both antibiotics)

2 ca³kowita addytywna inhibicja SIR total combined inhibition of SIR



Wyra¿a on stosunek sumy inhibicji powodowanej przez aktidion i strep-
tomycynê stosowane oddzielnie do inhibicji powodowanej przez oba antybiotyki
³¹cznie. Wartoœæ IAR zbli¿ona do 1,00 wskazuje, ¿e stê¿enie aktidionu i strepto-
mycyny mieœci siê w granicach ich selektywnej inhibicji, natomiast wartoœæ
powy¿ej 1,00 œwiadczy o inhibicji niespecyficznej, powodowanej przez jeden lub
oba antybiotyki (np. inhibicji grzybów przez streptomycynê). Ogólnie zak³ada siê
(np. Beare i in. 1990, Sheu, Parkinson 1994), ¿e przy optymalnej dawce
antybiotyków, powoduj¹cej maksymaln¹ selektywn¹ inhibicjê, wartoœæ IAR jest
zbli¿ona do 1,00, przy jednoczeœnie najwy¿szej ³¹cznej inhibicji SIR przez oba an-
tybiotyki (TCI), obliczonej wg wzoru:

TCI=[(G- AS)/G]× 100

Z przedstawionych w tabeli 2 wartoœci IAR i TCI wynika, ¿e zakres dawek obu
antybiotyków spe³niaj¹cych powy¿sze kryteria jest dosyæ szeroki. Za optymaln¹ do
oznaczeñ udzia³u grzybów i bakterii w biomasie drobnoustrojów glebowych w
drzewostanach sosnowych przyjêto zatem dawkê 90 mg aktidionu i 25 mg strep-
tomycyny na 1 g gleby dla poziomu organicznego (Ofh) oraz 15 mg aktidionu i 10
mg streptomycyny na 1 g gleby dla poziomu mineralnego AE. Wartoœci TCI dla
powy¿szych dawek wynosz¹ 72 i 66%, odpowiednio dla poziomów organicznego i
mineralnego, co œwiadczy o niepe³nej inhibicji SIR przez te antybiotyki. Na
niekompletn¹ inhibicjê grzybów i bakterii przez aktidion i streptomycynê wskazuj¹
tak¿e wczeœniejsze prace wykonane w ró¿nych typach gleb (Anderson, Domsch
1975, Poovarodom i in. 1988, Beare i in. 1990, Tate 1991, Sheu, Parkinson 1994).
Wynika to z czêœciowej inaktywacji antybiotyków na skutek ich adsorpcji na
cz¹stkach glebowych, degradacji przez niespecyficzne grupy drobnoustrojów oraz
tworzenia siê form drobnoustrojów opornych na antybiotyki (Alexander 1975,
Martin, Haider 1986). Pomiary respiracji indukowanej substratem wykonane w
poziomie organicznym i mineralnym badanych drzewostanów sosnowych, z u¿y-
ciem ustalonych, optymalnych dawek aktidionu i streptomycyny (tab. 3) wykaza³y,
¿e addytywna inhibicja SIR spowodowana przez te antybiotyki wynosi³a od 67 do
82%.

Indukowana substratem respiracja grzybów (SIRF) i bakterii (SIRB), obliczona
wg wzorów: SIRF = SIR- A (SIR po dodaniu aktidionu) i SIRB = SIR- S (SIR po
dodaniu streptomycyny), w poziomach organicznych kszta³towa³a siê, odpowied-
nio, w granicach: 13,46–41,76 m l CO2× g-1gleby× h-1 i 6,45–18,48 m l CO2× g-

1gleby× h-1. W poziomie mineralnym wartoœci te by³y zdecydowanie ni¿sze i
wynosi³y, odpowiednio: SIRF – 0,40–1,35 m l CO2× g-1gleby× h-1, SIRB – 0,29–0,89
m l CO2× g-1gleby× h-1. Stosunek SIRF do SIRB odzwierciedla udzia³ grzybów i
bakterii w biomasie drobnoustrojów glebowych, czego uzasadnieniem jest
wczeœniej wspomniana istotna zale¿noœæ pomiêdzy SIR grzybów i bakterii a ich
biomas¹. Z wykonanych badañ i obliczeñ wynika, ¿e w glebach drzewostanów
sosnowych grzyby s¹ dominuj¹c¹ grup¹ drobnoustrojów, zw³aszcza w poziomie
organicznym, gdzie ich udzia³ w biomasie jest od 2,05 do 2,32 raza wy¿szy ni¿
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bakterii. W poziomie mineralnym stosunek biomasy grzybów do bakterii waha siê
od 1,38 do 1,55. Na dominuj¹cy udzia³ grzybów w biomasie drobnoustrojów w
ekosystemach leœnych oraz spadek wartoœci stosunku grzyby/bakterie w g³êbszych
poziomach (mineralnych) gleb, wskazuj¹ tak¿e niektóre doniesienia (np. Tate
1991, Sheu, Parkinson 1994). Wynika to ze sk³adu i rozmieszczenia substratów
od¿ywczych w glebach leœnych, gdzie przewa¿aj¹ca ich czêœæ, w postaci zwi¹zków
opornych na dekompozycjê (g³ównie lignin), gromadzona jest w górnych, or-
ganicznych poziomach. Zwi¹zki te s¹ ³atwiej przyswajalne i efektywniej roz-
k³adane przez grzyby ni¿ bakterie (Rihani i in. 1995, Møller i in. 1999).

4. STWIERDZENIA I WNIOSKI

1. Biomasa drobnoustrojów glebowych (Cmic) w borach sosnowych, w prze-
liczeniu na jednostki wagowe gleby i powierzchniê, kszta³towa³a siê odpowiednio
w granicach: 1,13–3,33 mg Cmic× g-1 gleby i 159–278 kg Cmic× ha-1 w poziomie
organicznym (Ofh) oraz 0,04–0,13 mg Cmic× g-1gleby i 41–101 kg Cmic× ha-1 w
poziomie mineralnym AE.

2. Dostosowanie metody SIR do oznaczeñ stosunku grzybów do bakterii w
glebach leœnych, w po³¹czeniu z selektywn¹ ich inhibicj¹, wymaga oddzielnego
ustalenia dawki antybiotyków optymalnej dla ró¿nych poziomów glebowych, cha-
rakteryzuj¹cych siê znacz¹c¹ aktywnoœci¹ mikrobiologiczn¹. W przypadku sied-
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Tabela 3. Udzia³ grzybów i bakterii w biomasie drobnoustrojów glebowych w borach sosnowych
Table 3. Fungal and bacterial contribution to microbial biomass in pine forest soils

Pow. nr
Plot No.

Poziom
Horizon

SIR1

SIRF/SIRB
TCI2

(%)ca³kowita
total

grzybów (SIRF)
fungal (SIRF)

bakterii (SIRB)
bacterial (SIRB)

1
Ofh 54,32 26,76 11,54 2,32 70,51
AE 3,33 1,35 0,89 1,52 67,27

2
Ofh 28,31 13,46 6,45 2,09 70,33
AE 2,08 0,86 0,57 1,51 68,75

3
Ofh 83,14 41,76 18,48 2,26 73,43
AE 1,46 0,73 0,47 1,55 82,19

4
Ofh 80,56 39,68 18,3 2,17 71,97
AE 1,44 0,59 0,41 1,44 69,44

5
Ofh 34,83 17,17 8,37 2,05 73,33
AE 1,02 0,40 0,29 1,38 67,65

1indukowana substratem respiracja (�lCO2�g-1 gleby�h�� �
substrate induced respiration (m lCO2× g-1 gleby× h- 1 )

2ca³kowita addytywna inhibicja SIR
total combined inhibition of SIR



lisk borowych dotyczy to poziomu organicznego oraz wierzchniego poziomu
mineralnego.

3. Optymalna dawka antybiotyków, powoduj¹ca maksymaln¹ selektywn¹
inhibicjê indukowanej substratem respiracji grzybów (SIRF) i bakterii (SIRB)
w glebach borów sosnowych, to 90 mg aktidionu i 25 mg streptomycyny na 1 g
gleby – dla poziomu Ofh, oraz 15 mg aktidionu i 10 mg streptomycyny 1 g gleby –
dla poziomu AE.

4. W borach sosnowych grzyby stanowi¹ grupê dominuj¹c¹ w sk³adzie drob-
noustrojów glebowych. Ich stosunek do bakterii (SIRF/SIRB) w biomasie drob-
noustrojów wynosi³ na badanych powierzchniach ponad 2,0 (2,05–2,32) w
poziomie Ofh i oko³o 1,5 (1,38–1,55) w poziomie AE.

Praca zosta³a z³o¿ona 18.04.2005 r. i przyjêta przez Komitet Redakcyjny 8.07.2005 r.

ESTIMATION OF FUNGAL AND BACTERIAL CONTRIBUTIONS
TO MICROBIAL BIOMASS IN FOREST SOILS

Summary

Total microbial biomass and fungal to bacterial ratios in soils were estimated in monocul-
ture Scots pine (Pinus sylvestris L.) stands of age class III on plots located in southwestern Po-
land. Microbial biomass (Cmic) was estimated by the substrate-induced respiration (SIR) method.
In the organic horizons (Ofh), microbial biomass calculated per unit soil mass ranged from 1.134
to 3.339 mg Cmic× g-1 soil, and measured per unit area ranged from 159 to 278 kg Cmic× ha-1. Ac-
cordingly, in mineral horizons (AE) Cmic ranged from 0.041 to 0.134 mg× g-1 soil and from 41 to
101 kg× ha-1 (table 1). To determine the fungal to bacterial ratios, the SIR method with selective
inhibitors was adapted for organic (Ofh) and mineral (AE) horizons. The dose-response experi-
ments were carried to assess the effects of fungicide cycloheximide and bactericide streptomycin
on the substrate-induced respiration (fig. 1, 2). Inhibitor selectivity was found by calculating the
inhibitor additivity ratio (IAR), i.e., the sum of SIR inhibition caused by addition of cyclohexi-
mide and streptomycin to soil separately, divided by SIR inhibition caused by combined addition
of both antibiotics. It is accepted, that the maximum selective paired concentrations of both anti-
biotics are indicated when the IAR approaches 1.00 and total combined inhibition of SIR is
maximized. As a wide range of combination of different doses of cycloheximide and streptomy-
cin fulfilled the above criteria (table 2), the following concentration of antibiotics were chosen
and used in investigation of pine forest soils: 90 mg cycloheximide and 25 mg strepromycin× g-1

soil for organic (Ofh) horizon; 15 mg cyclohexamide and 10 mg streptomycin× g-1 soil for min-
eral (AE) horizon. The results of SIR inhibition by specific antibiotics revealed the fungal domi-
nance in pine forest soils, more pronounced in organic horizons. Assessed fungal to bacterial
biomass ratios were found to be within the range of 2.05–2.32 in the Ofh, and of 1.38–1.55 in the
AE horizons (table 3).

Forest soils show a marked gradient down the profile with regard to quality of organic mat-
ter – the main determinant of soil microbial community structure and activity. Thus, the SIR
method with selective inhibitors should be adjusted to various soil conditions and employed in
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important zones of microbial activity, e.g. in the organic (Ofh) and in the upper mineral horizons
(AE) – in the case of pine forests. Determination of fungal to bacteria ratios may be widely used
in forest studies as a valid indicator of ecosystem changes caused by stress factors or by manage-
ment practices.
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