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OZNACZANIE UDZIALU GRZYBOW I BAKTERII
W BIOMASIE DROBNOUSTROJOW GLEB LESNYCH

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

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" soil for or-
ganic horizons (Ofh), and 15 mg cyclohexamide and 10 mg streptomycin<g’
soil for mineral horizons (AE) caused maximum selective inhibition of SIR. The
fungal to bacterial ratio in pine forest soils was found to be above 2.0 and about
1.5 in organic and mineral horizons, respectively.
Key words: pine forests, substrate-induced respiration (SIR), soil microbial
biomass, selective inhibition of SIR, fungal: bacterial ratio.
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1. WSTEP

Grzyby i bakterie uwaza si¢ za najwazniejsze grupy drobnoustrojow w glebach
lesnych, ze wzgledu na ich kluczowa rolg w procesach mineralizacji substancji
organicznej, gwarantujacych staly obieg pierwiastkdéw w ekosystemie. Udziat
grzybow 1 bakterii w procesach metabolicznych gleb jest zréoznicowany i zalezy od
jakosci substancji organicznej i jej rozmieszczenia w glebie. Grzyby odznaczaja si¢
zdecydowanie wigksza efektywnos$cia mineralizacji trudno rozktadanych zwiaz-
kéw, tj. lignin, polifenoli i wielocukréw (Rihani i in. 1995, Mdller i in. 1999),
natomiast bakterie — cukréw prostych (Nakas, Klein 1980, Stamatiadis i in. 1990)
oraz zdolnos$cig metabolizowania produktéw posrednich rozktadu lignin (Riittiman
iin. 1991). Szereg czynnikdw, zarowno naturalnych jak i antropogenicznych, moze
posrednio — poprzez zmiang wiasciwosci chemicznych gleb (pH, jako$¢ substancji
organicznej, zawartos¢ sktadnikow pokarmowych) — wptywac na sktad ilo§ciowo-
jakosciowy drobnoustrojow glebowych. Wczesniejsze badania wykazaty, ze struk-
tura zespotow drobnoustrojow zmienia si¢ wraz z uptywem czasu (Ohtonen i in.
1999, Pennanen i in. 2001), zalezac od sktadu gatunkowego i wieku drzewostanow
(Pennanen i in. 1999, Priha i in. 2001), a takze od stosowanych zabiegow
agrotechnicznych (Holland, Coleman 1987, Frostegard i in. 1993). Istotny wptyw
na sktad ilosciowo-jakosciowy drobnoustrojow glebowych maja rowniez zanie-
czyszczenia przemystowe (Bewley, Parkinson 1984, Pennanen i in. 1996). Z
powyzszych badan wynika, ze udziat grzybow i bakterii w biomasie drobno-
ustrojow traktowa¢ mozna jako miarodajny wskaznik stanu mikrobiologicznego
gleb, przydatny w badaniach jakosci gleb lesnych, zwlaszcza w kontekscie ich
reakcji na czynniki stresowe i1 dziatania gospodarcze.

Do oznaczen biomasy drobnoustrojéw glebowych stosowane sa obecnie,
oprécz metody bezposredniej (mikroskopowej), metody chemiczne i fizjologiczne,
dajace na ogodt porownywalne wyniki (Kaiser 1 in. 1992, Anderson, Joergensen
1997, Beck i in. 1997). Na szczegolna uwage zastuguje metoda SIR, polegajaca na
pomiarze respiracji indukowanej substratem (Anderson, Domsch 1978), poniewaz
jest stosunkowo prosta, precyzyjna (niski wspdtczynnik wariancji) i nie wymaga
stosowania toksycznych zwiazkow chemicznych (Kaiser i in. 1992). Ponadto, w
potaczeniu z technika selektywnej inhibicji — za pomoca specyficznych anty-
biotykéw — pozwala na przyblizone okreslenie udziatu grzyboéw i bakterii w
oznaczonej biomasie drobnoustrojéw. W metodzie SIR zatozono, ze w ustalonych
warunkach, maksymalna respiracja drobnoustrojow w fazie stacjonarnej (tj. przed
rozpoczg¢ciem logarytmicznej fazy wzrostu), bedaca reakcja na optymalna dawke
latwo przyswajalnego zrodla wegla (np. glukozy), jest wprost proporcjonalna do
wielko$ci biomasy drobnoustrojéw, niezaleznie od typu gleby. Stusznos¢ tego
zatozenia potwierdzily m.in. cytowane powyzej prace.

Nieliczne dotad doniesienia dotyczace oznaczen biomasy grzybow i bakterii z
wykorzystaniem metody SIR i selektywnej inhibicji wskazuja na to, ze mia-
rodajno$¢ wynikéw wiaze si¢ z konieczno$cia ustalenia optymalnych dawek
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antybiotykow, poniewaz ich skuteczno$¢ w hamowaniu aktywnosci drobno-
ustrojow zalezy od wtlasciwosci analizowanej gleby (Beare i in. 1990, Scheu,
Parkinson 1994). Zbyt niska Iub za wysoka dawka moze bowiem powodowac —
odpowiednio — niecatkowita lub niespecyficzng inhibicje.

Celem pracy jest przedstawienie sposobu adaptacji metody SIR w potaczeniu
z technika selektywnej inhibicji do oznaczen biomasy grzybdw i bakterii w glebach
lesnych, na przyktadzie badan wykonanych w borach sosnowych.

2. OBIEKT I METODYKA BADAN

Badania wykonano na 5 powierzchniach obejmujacych lite drzewostany so-
snowe (Pinus sylvestris L.) Il klasy wieku na terenie RDLP Katowice, w
nadlesnictwach Rudy Raciborskie, Kedzierzyn, Koszgcin, Swierklaniec i Chrza-
néw (tab. 1). Wystepuja tam gleby bielicowe: z prochnica typu moder-mor, sta-
nowigce siedlisko boru mieszanego $§wiezego (nadlesnictwa Rudy Raciborskie i
Kedzierzyn) lub z préchnica typu mor — siedlisko boru swiezego (w pozostatych
nadle$nictwach). Doktadna charakterystyke powierzchni przedstawiajgq wczesniej-
sze doniesienia Zwolinskiego i Orta (2000) i Zwolinskiego (2001).

We wrzesniu 2004 r. z kazdej powierzchni, o obszarze ok. 0,5 ha, pobrano
(laska glebowa o srednicy 5 cm) po jednej objgtosciowej probie zbiorczej (z 10
punktéw rownomiernie rozmieszczonych na powierzchni) z poziomu organicz-
nego (Ofh) 1 gdrnego mineralnego (AE).

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

Biomasa drobnoustrojéw
Pow. nr | Nadles$nictwo Les$nictwo-oddzial Poziom Microbial biomass
Plot No. | Forest district Sub-district-compartment | Horizon | mg Cyy;c g'lgleby -1
A kg Cpic ha
mg Cie g™ s0il

. . L. . Ofh 2,175 276,36

1 Rudy Raciborskie | Kuznia Raciborska 124 b AE 0.134 10104

. . Ofh 1,134 158,91

2 Kedzierzyn Kedzierzyn 196 d AR 0.084 6157

. Ofh 3,329 277,59

3 Koszgcin Dyrdy 39 d AE 0.059 6247

. . Ofh 3,226 250,39

4 Koszgcin Zielona 238 n AE 0,058 65.00

X Ofh 1,395 164,22

5 Chrzanow Pogorzyce 150 b AE 0.04] 40.79

"Badania zrealizowano w ramach tematu BLP-265 zleconego przez Dyrekcje Generalna Laséw Panstwowych
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Biomasg drobnoustrojow, wyrazona jako C biomasy (C;c), 0znaczono metoda
pomiaru respiracji indukowanej substratem (metoda SIR) (Anderson, Domsch
1978). Nawazki gleby: z poziomu Ofh — 1 g przesianej przez sito o $rednicy oczek 4
mm, a z poziomu AE — 5 g przesianej przez sito 2 mm, doprowadzano do 60%
catkowitej pojemnosci wodnej i inkubowano w butelkach o pojemnosci 60 ml, w
temp. 22°C przez 72 h. Nastepnie dodano glukoze w ilo$ci powodujacej maksymal-
na respiracje drobnoustrojoéw (SIR), ustalonej wczesniej dla gleb borow sosnowych
(Zwolinski 2004), tj. 30 mg i 5 mg glukozy na 1 g gleby, odpowiednio dla
poziomdéw Ofh i AE. Po godzinnej inkubacji w temp. 22 °C, proby ,,przemywano”
przez 2 minuty syntetycznym powietrzem (bez CO,), butelki zamykano gumowa
septa, po czym mierzono ilos¢ uwalnianego CO, przy uzyciu chromatografu
gazowego (Perkin Elmer — Clarus 500), stosujac hel jako gaz nosny, przy tem-
peraturze injektora, kolumny i detektora odpowiednio 120°C, 30°C i 150°C.
Biomase drobnoustrojow (Cp;.) obliczono korzystajac z réwnania przedstawio-
nego przez Andersona i Domscha (1978):

x =4004y +037

gdzie x wyraza si¢ w mg CpieX g gleby, y —m1CO,% g glebyx h™.

Jako specyficznych inhibitoréw grzybow i bakterii uzyto odpowiednio akti-
dion (cycloheximide) i streptomycyng (siarczan streptomycyny) firmy Fluka. Op-
tymalne dawki tych antybiotykéw ustalono na podstawie oznaczen stopnia
inhibicji SIR powodowanej przez dawki 30-110 mg aktidionu na 1 g gleby i 2040
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 takze oznaczen
addytywnej inhibicji SIR, tj. powodowanej przez taczne dziatanie roznych dawek
obu antybiotykow. W powyzszym tescie wykorzystano proby glebowe pobrane na
pow. nr 5 (tab. 1), ktore — podobnie jak w przypadku oznaczen C,,;. — inkubowano
przez 72 h w temp. 22°C, z dodatkiem réznych dawek aktidionu i streptomycyny,
oddzielnie lub razem, dalej inkubowano w temp. 5°C przez 4 h, po czym dodano
glukozg i oznaczono ilo$¢ uwalnianego CO,, postgpujac identycznie jak opisano
wczesnie;j.

Udziat grzybow i bakterii w biomasie drobnoustrojow obliczono ze stosunku
wartosci respiracji grzyboéw (SIRg) do respiracji bakterii (SIRg), indukowanych
substratem, oznaczajac w glebach wszystkich powierzchni SIR (indukowana sub-
stratem respiracja bez antybiotykow), SIRg = SIR- A (SIR po dodaniu optymalne;j
dawki aktidionu) i SIRg = SIR- S (SIR po dodaniu optymalnej dawki strep-
tomycyny).

Wszystkie testy i oznaczenia mikrobiologiczne wykonano w trzech
powtdrzeniach.



Oznaczanie udzialu grzybow i bakterii w biomasie drobnoustrojow gleb lesnych 11

3. WYNIKI I DYSKUSJA

Rozwoj drobnoustrojow glebowych jest $cisle zwiazany z zasobnoscia gleb w
substancj¢ organiczna i w podstawowe sktadniki pokarmowe (Insam, Domsch
1988, Vesterdal 1998, Leirds i in. 2000, Zwolinski 2004). Oznaczona metoda SIR
biomasa drobnoustrojéw (Cy,;.) w badanych drzewostanach sosnowych byta zatem
zdecydowanie wyzsza w poziomie organicznym (Oth) niz w poziomie mineralnym
AE gleb, w przeliczeniu zarowno na jednostki wagowe gleby, jak i1 na jednostki
powierzchni. W poziomie Ofh biomasa drobnoustrojow ksztattowata si¢ w grani-
cach 1,134-3,339 mg C;. na 1 g gleby i 159-278 kg C,,ic na 1 ha, natomiast w po-
ziomie AE, odpowiednio, 0,041-0,134 mg Cyyicna 1 g glebyi41-101 kg Cyicna 1 ha
(tab. 1).

Stosowanie metody SIR wraz z uzyciem swoistych antybiotykéw (np. akti-
dionu i streptomycyny), powodujacych selektywna inhibicje rozwoju grzybow i
bakterii, daje mozliwos$¢ okreslenia ich udzialu w catkowitej biomasie drobno-
ustrojow. Wskazuje na to istotna zalezno$¢ pomigdzy stopniem hamowania SIR
przez aktidion i streptomycyn¢ a biomasg grzyboéw i bakterii, stwierdzona we
wczesniejszych doniesieniach (Bewley, Parkinson 1984, West 1986, Wardle, Par-
kinson 1990, Beare i in. 1990, Sheu, Parkinson 1994). Antybiotyki te inhibuja
syntezg bialek, w tym — wchodzacych w sktad enzymoéw bioracych udziat w
procesach oddechowych (Wardle, Parkinson 1990, Sheu, Parkinson 1994).

Uzyskanie miarodajnych wynikéw inhibicji SIR przez antybiotyki wiaze si¢ z
koniecznoscig optymalizacji metody dla konkretnych warunkow glebowych. Wia-
sciwosci fizykochemiczne gleb lesnych, w tym sktad ilo$ciowo-jakosciowy sub-
stancji organicznej, sg zroznicowane w catym profilu. Ma to zasadniczy wptyw na
strukturg zespotow drobnoustrojéw w poszczegoélnych poziomach genetycznych,
co w konsekwencji decyduje o efektywnosci dziatania uzytej dawki antybiotyku.
Niewlasciwe dawki moga powodowac niekompletna lub niespecyficzna inhibicje
drobnoustrojéw. Niezbedne jest zatem ustalenie optymalnych dawek antybiotykow
dla poziomdéw majacych szczegdlne znaczenie dla funkcjonowania ekosystemu, tj.
charakteryzujacych si¢ wysoka aktywno$cia mikrobiologicznych procesow roz-
ktadu substancji organicznej. W przypadku gleb bielicowych pod drzewostanami
sosnowymi, dotyczy to poziomu organicznego oraz wierzchniego poziomu
mineralnego AE (poziom prochniczno-eluwialny). Wazne jest takze ustalenie
czasu i temperatury inkubacji préb po dodaniu antybiotyku. Nieodpowiednio
dobrane prowadzi¢ moga do szybszej inaktywacji antybiotyku oraz/lub wyko-
rzystania go jako substratu przez drobnoustroje niewrazliwe na jego dziatanie. W
niniejszej pracy, korzystajac z wezesniejszych ustalen Sheu i Parkinsona (1994),
zastosowano inkubacje prob glebowych — po dodaniu roznych dawek aktidionu i
streptomycyny — w temp. 5°C przez 4 godziny, oznaczajac stopien inhibicji SIR po
dodaniu glukozy.
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Ryc. 1. Wplyw antybiotykéw na SIR w poziomie organicznym gleb

Fig. 1. Influence of antibiotics on SIR in the organic horizon
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Ryec. 2. Wplyw antybiotykéw na SIR w poziomie mineralnym gleb
Fig. 2. Influence of antibiotics on SIR in the mineral horizon

W poziomie organicznym (Oth) aktidion spowodowatl okoto 20% inhibicje¢
SIR przy dawkach 301 50 mgxg™' gleby oraz prawie 50% inhibicje przy dawkach 70
mgxg" gleby i wyzszych. Inhibicja SIR przez streptomycyne wzrastala natomiast
liniowo wraz z wielkoscia dawki, od 14 do 34% (ryc. 1). W poziomie mineralnym
AE, reakcja SIR na aktidion byla podobna do obserwowanej w poziomie or-
ganicznym, z maksymalna inhibicja, okoto 35%, przy dawkach 10 mgxg™ gleby i
wyzszych. W przypadku streptomycyny stwierdzono niewielki, wynoszacy od 15
do 25%, wzrost inhibicji SIR po zastosowaniu dawek 5-15 mgxg™' gleby oraz gwat
towny jej wzrost do 40% przy dawce 20 mgxg™”' gleby (ryc. 2), prawdopodobnie na
skutek niespecyficznej inhibicji, tj. zahamowania aktywnosci grzybow.

Aby ustali¢ optymalne dawki antybiotykdéw, wykonano testy pozwalajace na
okreslenie ich selektywnej inhibicji, polegajace na zastosowaniu dawek aktidionu
powodujacych maksymalng i na zblizonym poziomie inhibicj¢ SIR w poziomach
organicznym i mineralnych gleb (ryc. 1 i 2) oraz rozne dawki streptomycyny,
oznaczajac zarowno oddzielny, jak i taczny wptyw obu antybiotykow na SIR (tab.
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2). Wyniki tych pomiaréw wykorzystano do obliczenia wskaznika inhibicji ad-
dytywnej (IAR) wg wzoru:

IAR = [(G- AYHG- S)J(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.

Tabela 2. Redukcja indukowanej substratem respiracji (SIR) przez laczne oddzialywanie ak-
tidionu i streptomycyny

Table 2. Reduction in substrate induced respiration (SIR) by combined effect of cycloheximide and
streptomycin

Aktidion Streptomycyna
Poziom gleby |  (mg g gleby™) (mg g gleby™) IAR! TCP
Soil horizon Cycloheximide Streptomycin (%)
(mg g soil™) (mg g soil™)
Organiczny 70 15 0,98 66,41
Organic 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 10 5 0,88 62,25
Mineral 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

! wskaznik inhibicji addytywnej (suma inhibicji SIR przez aktidion i streptomycyne oddzielnie/laczna
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)

? calkowita addytywna inhibicja SIR  total combined inhibition of SIR
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Wyraza on stosunek sumy inhibicji powodowanej przez aktidion i strep-
tomycyne stosowane oddzielnie do inhibicji powodowanej przez oba antybiotyki
tacznie. Wartos¢ IAR zblizona do 1,00 wskazuje, ze stezenie aktidionu i strepto-
mycyny miesci si¢ w granicach ich selektywnej inhibicji, natomiast wartos¢
powyzej 1,00 swiadczy o inhibicji niespecyficznej, powodowanej przez jeden lub
oba antybiotyki (np. inhibicji grzybow przez streptomycyne). Ogolnie zaktada sig¢
(np. Beare i in. 1990, Sheu, Parkinson 1994), ze przy optymalnej dawce
antybiotykow, powodujacej maksymalng selektywng inhibicj¢, wartos¢ IAR jest
zblizona do 1,00, przy jednoczesnie najwyzszej tacznej inhibicji SIR przez oba an-
tybiotyki (TCI), obliczonej wg wzoru:

TCI=[(G- AS)/G]x 100

Z przedstawionych w tabeli 2 wartosci IAR i TCI wynika, ze zakres dawek obu
antybiotykow spetniajacych powyzsze kryteria jest dosy¢ szeroki. Za optymalng do
oznaczen udziatu grzybow i bakterii w biomasie drobnoustrojow glebowych w
drzewostanach sosnowych przyjeto zatem dawke 90 mg aktidionu i 25 mg strep-
tomycyny na 1 g gleby dla poziomu organicznego (Oth) oraz 15 mg aktidionu i 10
mg streptomycyny na 1 g gleby dla poziomu mineralnego AE. Wartosci TCI dla
powyzszych dawek wynosza 72 1 66%, odpowiednio dla poziomow organicznego i
mineralnego, co $wiadczy o niepeinej inhibicji SIR przez te antybiotyki. Na
niekompletng inhibicje grzybdw i bakterii przez aktidion i streptomycyne wskazuja
takze wczesniejsze prace wykonane w réznych typach gleb (Anderson, Domsch
1975, Poovarodom i in. 1988, Beare i in. 1990, Tate 1991, Sheu, Parkinson 1994).
Wynika to z czgsciowe] inaktywacji antybiotykéw na skutek ich adsorpcji na
czastkach glebowych, degradacji przez niespecyficzne grupy drobnoustrojéw oraz
tworzenia si¢ form drobnoustrojéw opornych na antybiotyki (Alexander 1975,
Martin, Haider 1986). Pomiary respiracji indukowanej substratem wykonane w
poziomie organicznym i mineralnym badanych drzewostanow sosnowych, z uzy-
ciem ustalonych, optymalnych dawek aktidionu i streptomycyny (tab. 3) wykazaty,
ze addytywna inhibicja SIR spowodowana przez te antybiotyki wynosita od 67 do
82%.

Indukowana substratem respiracja grzybdéw (SIRg) 1 bakterii (SIRg), obliczona
wg wzorow: SIRg = SIR- A (SIR po dodaniu aktidionu) i SIRg = SIR- S (SIR po
dodaniu streptomycyny), w poziomach organicznych ksztattowata si¢, odpowied-
nio, w granicach: 13,46-41,76 m1 CO,x g''glebyx h™ i 6,45-18,48 m1 CO,x g
'glebyx h”'. W poziomie mineralnym wartoéci te byly zdecydowanie nizsze i
wynosity, odpowiednio: SIRg—0,40-1,35 m1 CO,x g'l glebyx h'!, SIRg — 0,29-0,89
ml CO,x g'glebyx h'. Stosunek SIR; do SIRg odzwierciedla udziat grzybéw i
bakterii w biomasie drobnoustrojéw glebowych, czego uzasadnieniem jest
wczesniej wspomniana istotna zalezno$¢ pomigdzy SIR grzybow i bakterii a ich
biomasa. Z wykonanych badan i obliczen wynika, ze w glebach drzewostanow
sosnowych grzyby sa dominujaca grupa drobnoustrojéw, zwlaszcza w poziomie
organicznym, gdzie ich udziat w biomasie jest od 2,05 do 2,32 raza wyzszy niz
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Tabela 3. Udzial grzybow i bakterii w biomasie drobnoustrojow glebowych w borach sosnowych
Table 3. Fungal and bacterial contribution to microbial biomass in pine forest soils

SIR'
Pow. nr | Poziom TCI
Plot No. | Horizon | calkowita | grzybéw (SIRp) bakterii (SIRp) SIR¢/SIRg (%)
total fungal (SIRf) bacterial (SIRp)

Ofh 54,32 26,76 11,54 2,32 70,51

! AE 333 1,35 0,89 1,52 67,27
Ofh 28,31 13,46 6,45 2,09 70,33

2 AE 2,08 0,86 0,57 1,51 68,75
Oth 83,14 41,76 18,48 2,26 73,43

3 AE 1,46 0.73 0.47 1,55 82,19
Ofh 80,56 39,68 18,3 2,17 71,97

4 AE 1,44 0,59 0,41 1,44 69,44
Ofth 34,83 17,17 8,37 2,05 73,33

3 AE 1,02 0,40 0,29 1,38 67,65

lindukowana substratem respiracja (OlCOz<g'1 gleby<hQE )
substrate induced respiration (M1CO,x g glebyxh™ )
Zcatkowita addytywna inhibicja SIR
total combined inhibition of SIR

bakterii. W poziomie mineralnym stosunek biomasy grzybow do bakterii waha si¢
od 1,38 do 1,55. Na dominujacy udzial grzybéw w biomasie drobnoustrojow w
ekosystemach lesnych oraz spadek wartosci stosunku grzyby/bakterie w glebszych
poziomach (mineralnych) gleb, wskazuja takze niektdre doniesienia (np. Tate
1991, Sheu, Parkinson 1994). Wynika to ze sktadu i rozmieszczenia substratow
odzywczych w glebach lesnych, gdzie przewazajaca ich czg$¢, w postaci zwiazkow
opornych na dekompozycje (gtownie lignin), gromadzona jest w gdrnych, or-
ganicznych poziomach. Zwiazki te sg tatwiej przyswajalne i efektywniej roz-
ktadane przez grzyby niz bakterie (Rihani i in. 1995, Meller i in. 1999).

4. STWIERDZENIA 1 WNIOSKI

1. Biomasa drobnoustrojow glebowych (Cy,;.) w borach sosnowych, w prze-
liczeniu na jednostki wagowe gleby i powierzchnig, ksztattowata si¢ odpowiednio
w granicach: 1,13-3,33 mg Cpicx g gleby i 159-278 kg CpicX ha™ w poziomie
organicznym (Ofh) oraz 0,04-0,13 mg Cpicx g ' gleby i 41-101 kg CpicXx ha™ w
poziomie mineralnym AE.

2. Dostosowanie metody SIR do oznaczen stosunku grzybdéw do bakterii w
glebach lesnych, w potaczeniu z selektywng ich inhibicja, wymaga oddzielnego
ustalenia dawki antybiotykdéw optymalnej dla réoznych poziomoéw glebowych, cha-
rakteryzujacych si¢ znaczacg aktywnoscia mikrobiologiczna. W przypadku sied-
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lisk borowych dotyczy to poziomu organicznego oraz wierzchniego poziomu
mineralnego.

3. Optymalna dawka antybiotykéw, powodujaca maksymalng selektywna
inhibicj¢ indukowanej substratem respiracji grzybow (SIRg) i bakterii (SIRp)
w glebach boréw 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 stanowig grup¢ dominujacq w sktadzie drob-
noustrojow glebowych. Ich stosunek do bakterii (SIRg/SIRg) w biomasie drob-
noustrojow wynosil na badanych powierzchniach ponad 2,0 (2,05-2,32) w
poziomie Ofh i okoto 1,5 (1,38-1,55) w poziomie AE.

Praca zostata ztozona 18.04.2005 r. i przyjeta 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 (C,,;c) was estimated by the substrate-induced respiration (SIR) method.
In the organic horizons (Oth), microbial biomass calculated per unit soil mass ranged from 1.134
to 3.339 mg C X g'1 soil, and measured per unit area ranged from 159 to 278 kg CpnicX ha'. Ac-
cordingly, in mineral horizons (AE) Cp ranged from 0.041 to 0.134 mgx g soil and from 41 to
101 kgx ha™' (table 1). To determine the fungal to bacterial ratios, the SIR method with selective
inhibitors was adapted for organic (Oth) 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 strepromycinx g
soil for organic (Ofh) horizon; 15 mg cyclohexamide and 10 mg streptomycinx g™ 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 Oth, 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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