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WPLYW ROZNORODNOSCI GATUNKOWEJ TRAW
I DZDZOWNIC APORRECTODEA CALIGINOSA
NA LICZEBNOSC AZOSPIRILLUM SPP. W GLEBIE

Streszczenie. Obiektem badan byla gleba z doswiadczenia wazonowego, w ktérym prowadzono
uprawe kostrzewy czerwonej oraz uprawe wielogatunkowa traw. W obrebie kazdej grupy potowa
wazondw zostata wzbogacona w dzdzownice Aporrectodea caliginosa. W przeprowadzonych
badaniach podjeto probe oceny wplywu roéznorodnosci gatunkowej traw oraz obecno$ci dzdzow-
nic na liczebno$¢ w glebie Azospirillum spp. Badania obejmowaty: oznaczenie w probkach gleby
NPL Azospirillum spp., izolacje ich czystych kultur, ich identyfikacje, a nastgpnie oznaczenie
aktywnoSci nitrogenazy. Wyniki badan wykazaty, ze ré6znorodno$¢ gatunkowa traw oraz obec-
no$¢ dzdzownic maja istotny wplyw na liczebno§¢ Azospirillum tylko w jednym terminie ozna-
czen. Wigkszo$¢ uzyskanych szczepdéw wyizolowano z gleby spod uprawy kostrzewy czerwonej,
dominowal wérdd nich gatunek 4. brasilense. Uzyskane izolaty charakteryzowaly si¢ duza ak-
tywnos$cia wigzania Nj: od 143,8 do 1478,0 nmol C,H, na 1 h dla hodowli.

Stowa kluczowe: Azospirillum, uprawa traw, Aporrectodea caliginosa, dzdzownice

Wstep

Badania dotyczace wzajemnych powiazan migdzy roslinami, faung glebowa i drob-
noustrojami prowadzone sg juz od wielu lat (BONKOWSKI i IN. 2000, DIGHTON i IN.
1997, MAKULEC 2002). Do dzi$ nie udato si¢ jednak sprecyzowac jednoznacznych
wnioskoéw okreslajacych te zaleznosci. Przykladem moga by¢ podejmowane proby
wyjasnienia wptywu dzdzownic na ksztaltowanie si¢ populacji drobnoustrojéw glebo-
wych (KULINSKA 1961, KRISTUFEK i IN. 1992, CHMIELEWSKI i MAKULEC 1993, MAKU-
LEC11IN. 1994, DEVLIEGHER 1 VERSTRAETE 1995, WINDING 1 IN. 1997, REKOSZ-BURLAGA
1 IN. 2006). Powszechnie wiadomo, ze dzdzownice stanowia wazng grupe wsrod organi-
zmow mezofauny glebowej. Ich oddziatywanie na srodowisko glebowe jest roznorodne
w zalezno$ci od miejsca bytowania i rodzaju spozywanego pokarmu (BROWN 1995,
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WOIJEWODA 2002). Najlepiej poznang grupa sa dzdzownice $cidtkozerne. W glebszych
warstwach gleby zyja gatunki zywiace si¢ detrytusem glebowym zmieszanym z frakcja
mineralng. Wsrdd nich jest m.in. Aporrectodea caliginosa, ktory to gatunek wystepuje
powszechnie w glebach tak i pol uprawnych. Na tgkach wydala od 2 do 8,5 kg s.m.
koprolitow na 1 m® w ciggu sezonu, przy czym koprolity tego gatunku sa ubozsze
w materi¢ organiczng w poréwnaniu z odchodami dzdzownic $cidtkozernych, np. Lum-
bricus rubellus (MAKULEC i IN. 1994).

Z uprawa traw zwigzane sa szczego6lnie mocno bakterie diazotroficzne z rodzaju
Azospirillum. Wystepuja one w glebie i ryzosferze traw ekosystemow takowych oraz
zboz (ILYAS i BANO 2010, UMALI-GARCIA i IN. 1980). Uwazane sa za bardzo wazng
grupe ryzobakterii, ktore w istotny sposdb poprawiaja wzrost roslin i zwickszaja wiel-
kos$¢ ich plonow (BASHAN i IN. 2004).

W prezentowanej pracy przedstawiono wyniki badan, w ktorych podjeto probe oce-
ny wpltywu obecnosci w glebie dzdZzownic oraz réznorodnosci gatunkowej traw na li-
czebno$¢ bakterii diazotroficznych z rodzaju Azospirillum.

Materialy i metody

Materialem do badan byty probki gleby pochodzace z do§wiadczenia wazonowego
zatozonego w Centrum Badan Ekologicznych PAN w Dziekanowie LeSnym w ramach
projektu badawczego ,,Wpltyw zroéznicowanej roslinnosci i gatunkéw inzynierskich na
ksztaltowanie si¢ biordéznorodnosci edafonu i przebieg podstawowych procesow glebo-
wych — eksperyment terenowy” (grant PBZ-KBN-087/P0O4/2003). Jesienia izolatory
z PCV (pojemno$é¢ 10 dm®) wypetniono piaskiem stabogliniastym i umieszczono na
poletku CBE, a nastgpnie na wiosng glebe obsiano trawg. Do potowy wazonow wysiano
kostrzewe czerwong (Fustuca rubra L.), a do pozostatych mieszanke siedmiu gatunkow
traw: kostrzewy lakowej (Festuca pratensis Huds.), tymotki takowej (Phelum pratense
L.), kupkéwki pospolitej (Dactylis glomerata L.), stoklosy bezostnej (Bromus inermis
Leys.), kostrzewy trzcinowej (Fustuca arudinacea Schleb.), wiechliny takowej (Poa
pratensis L.) 1 zycicy trwatej (Lolium perenne L.). Po uksztaltowaniu si¢ darni (pierw-
sza polowa maja), do potlowy wazondéw kazdej z upraw wprowadzono dzdzownice
Aporrectodea caliginosa. W pierwszym sezonie probki gleby pobrano w czterech ter-
minach: w kwietniu (przed wprowadzeniem dzdzownic do gleby), w lipcu (po 60
dniach od wprowadzenia do gleby dzdzownic) oraz we wrze$niu i listopadzie. W dru-
gim sezonie oznaczenia prowadzono w maju, lipcu i pazdzierniku. Dla kazdej kombina-
cji proby pobrano z trzech izolatorow, z glebokosci 0-20 cm. Wykonane badania obej-
mowaty: oznaczenie w probkach gleby liczebno$ci bakterii diazotroficznych (NPL)
z rodzaju Azospirillum w pozywce polptynnej z kwasem jabtkowym (HEGAZI i IN.
1979), izolacje i identyfikacj¢ szczepow (TARRAND i IN. 1978), a nastgpnie oznaczenie
ich aktywnos$ci wigzania N, metoda acetylenowg z uzyciem chromatografu gazowego
Unicam 610 (wg HARDY i IN. 1968). Aktywno$¢ enzymu wyrazono w nanomolach
C,H, na 1 h dla hodowli.

Wyniki badan iloSciowych z poszczegdlnych termindw oznaczen poddano dwu-
czynnikowej analizie wariancji (pierwszy czynnik — rodzaj uprawy, drugi czynnik —
obecnos¢ dzdzownic). Dla poréwnania $rednich zastosowano test Tukeya przy poziomie
istotnosci a. = 0,05.
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Wyniki

Przeprowadzone dos$wiadczenie stanowi uzupehlienie badan, w ktérych poddano
ocenie wptyw réznorodnosci gatunkowej traw oraz obecno$ci dzdzownic geofagicznych
A. caliginosa na liczebno§¢ wybranych grup drobnoustrojow glebowych oraz ich ak-
tywno$¢ enzymatyczng (GAJEWSKA 1 IN. 2007, REKOSZ-BURLAGA i IN. 2006, REKOSZ-
-BURLAGA i IN. 2008). Analizujac dane zawarte w tabelach 1 i 2, mozna stwierdzi¢, ze
bakterie z rodzaju Azospirillum wystepowaly w glebie w kazdym terminie oznaczen.
Pomimo stosunkowo niewysokiej liczebnosci tych bakterii ich obecno$é¢ odnotowano
w glebie wigkszosci wazonow doswiadczalnych. W 1 g s.m. gleby pozaryzosferowej
najczgsciej] wykrywano od kilkudziesigciu do kilkuset komorek Azospirillum spp.,
w niektérych przypadkach ich liczebnos¢ byta rzedu 10°. Wyniki te s3 porownywalne
z wynikami innych badaczy (DE CONINCK i IN. 1988, MARKUS i KRAMER 1988). Nalezy
przy tym zaznaczy¢, ze gatunki z rodzaju Azospirillum sa typowymi ryzobakteriami, ich
liczebnos¢ w glebie pozaryzosferowej jest mniejsza niz w strefie korzeniowej. Z danych
literaturowych wiadomo, ze w 1 g gleby ryzosferowej liczebnos¢ Azospirillum spp.
wynosi do okoto kilku tysigcy komorek (KROL 1997), a w ryzosferze kostrzewy czer-
wonej — 33 komorki w 1 g s.m. gleby (KROL 2006).

Z literatury naukowej wiadomo, ze roslina wptywa na wystgpowanie i liczebno$é
bakterii z rodzaju Azospirillum w glebie. Analiza statystyczna wynikéw badan wlasnych
wykazata, ze w wigkszoS$ci terminéw oznaczen wplyw réznorodnosci gatunkowej traw
na liczebnos¢ badanej grupy diazotrofow byt nieistotny statystycznie. Korzystny wptyw
uprawy wielogatunkowej traw zaobserwowano tylko w dwoch terminach (tab. 1).
W oznaczeniach wykonanych przed wprowadzeniem dzdzownic do wazondw i uksztat-
towaniem si¢ darni liczebno$¢ Azospirillum spp. w glebie, do ktérej wsiano mieszanke
traw, byta okoto stukrotnie wigksza niz w glebie, do ktérej wsiano kostrzewe czerwonga.
Zapewne bylo to spowodowane rdéznym stopniem kolonizacji nasion kostrzewy i mie-
szanki traw przez diazotrofy. Roznice te nie byty jednak istotne statystycznie. Korzyst-
ny wptyw uprawy wielogatunkowej traw stwierdzono réwniez w lipcu. Nalezy zazna-
czy¢, ze w tym przypadku liczebno$¢ Azospirillum w glebie spod mieszanki traw byta
istotnie wigksza niz w glebie spod uprawy kostrzewy czerwonej. Natomiast w listopa-
dzie w pierwszym sezonie wegetacyjnym oraz w lipcu i pazdzierniku w drugim sezonie
Azospirillum liczniej wystgpowaly w glebie spod uprawy jednogatunkowe;j traw. R6zni-
ce te nie byly jednak istotne statystycznie.

Dzdzownice glebowe nazywane sg organizmami inzynierskimi ze wzgledu na funk-
cje, jakie pelnia w glebie. Ich biomasa i aktywno$¢ zyciowa stanowia bardzo silny
czynnik modyfikujacy strukture oraz funkcjonowanie systemu glebowego. W dostgpnej
literaturze brak jest prac dotyczacych oddzialywania 4. caliginosa na liczebnos$¢ diazo-
trofow. Wyjatek stanowia badania TERESHCHENKO i IN. (1998), z ktorych wynika, ze
dzdzownice tego gatunku wywieraja korzystny wplyw na liczebno$¢ bakterii wigzacych
N, oraz na intensywno$¢ wigzania N,. Wyniki badan wilasnych wskazuja, ze wprowa-
dzone do gleby dzdzownice A. caliginosa moga spowodowaé okresowy spadek liczeb-
nosci populacji Azospirillum w glebie (tab. 2). W trzech terminach oznaczen liczebnos¢
badanych diazotroféw byta nizsza w glebie z dzdzownicami niz w glebie kontrolne;j.
Roznice te byly istotne statystycznie jedynie w lipcu w pierwszym sezonie wegetacyj-
nym.
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Tabela 1. Wplyw zréznicowania gatunkowego traw na liczebnos$¢ Azospirillum spp. w glebie
Table 1. The influence of grass species diversity on the number of Azospirillum spp. in soil

Liczba komoérek w 1 g s.m. gleby
Termin NIRg = 0,05
kostrzewa czerwona mieszanka traw
Sezon wegetacyjny I
Kwiecien 747" 31 559° ni
Lipiec 83° 727° 513,5
Wrzesien 12 695° 434° ni
Listopad 6264° 1180° ni
Sezon wegetacyjny 11
Maj 50° 58 ni
Lipiec 12 044° 65" ni
Pazdziernik 168" 51° ni

*Roznymi literami oznaczono $rednie rozniace si¢ istotnie w poszczegoélnych terminach oznaczen w kaz-

dym sezonie wegetacyjnym.
ni — réznice nieistotne.

Tabela 2. Wptyw dzdzownic na liczebno$¢ Azospirillum spp. w glebie

Table 2. The influence of earthworms on the number of Azospirillum spp. in soil

Liczba komoérek w 1 g s.m. gleby
Termin NIR, - 0,05
bez dzdZzownic z dzdzownicami
Sezon wegetacyjny 1
Lipiec 719° 91° 513,48
Wrzesien 12 520° 609° ni
Listopad 1453* 5991° ni
Sezon wegetacyjny 11
Maj 26° 82° ni
Lipiec 12 050° 58? ni
Pazdziernik 129° 89" ni

*Roznymi literami oznaczono $rednie rozniace si¢ istotnie w poszczegoélnych terminach oznaczen w kaz-

dym sezonie wegetacyjnym.
ni — roznice nieistotne.

Z badanych gleb udato si¢ wyizolowac dziesie¢ szczepow, z ktorych osiem zaklasy-
fikowano do gatunku A. brasilense, a tylko dwa do 4. lipoferum (tab. 3). Nalezy przy
tym zaznaczy¢, ze osiem sposrod dziesieciu uzyskanych szczepow zostalo wyizolowa-
nych z gleby spod kostrzewy czerwonej. To sugeruje, ze w tym wariancie uprawowym
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Tabela 3. Aktywnos¢ nitrogenazy Azospirillum spp. wyizolowanych spod uprawy traw
Table 3. The nitrogenase activity of the isolated Azospirillum spp. from grass cultivation

Oznaczony gatunck Aktywnos¢ nitrogenazy
Pochodzenie Azos iii;glum Numer szczepu (nmol C;Hsna 1 h
zosp dla hodowli)

Monokultura A. brasilense KI106a/2 1243,7
K1049a/2 1237,5

K10109a/2 253,1

A. lipoferum KI0125a/1 0,0

Monokultura z dodatkiem dzdzownic A. brasilense KIDz30a/2 1478,0
KIDz10b/2 0,0

KIDz23b/1 1190,6

A. lipoferum KIDz10a/2 0,0

Mieszanka traw bez dzdzownic Azospirillum sp. MI087a/1 1594
Mieszanka traw z dodatkiem dzdzownic |A. brasilense MIDz137b/1 143,8

A. barsilense dominuje wérdd innych diazotrofow. Po przeniesieniu ich komorek do
pozywki bezazotowej z tatwos$cia uzyskiwano czyste kultury. Wyizolowane szczepy
charakteryzowaly si¢ zroznicowana aktywnoscig nitrogenazy. Trzy sposrod nich nie
wykazaly Zadnej aktywnosci tego enzymu. Byly to dwa szczepy nalezace do gatunku
A. lipoferum i jeden do A. brasilense. Pozostate izolaty wykazywaty stosunkowo duza
aktywnos¢ nitrogenazy, od 143,8 do 1478 nmol C,H, na 1 h dla hodowli. Najwieksza
aktywnos¢ stwierdzono u trzech szczepow pochodzacych spod uprawy kostrzewy czer-
Wone;j.

Whioski

1. Bakterie z rodzaju Azospirillum wystgpowaly w glebie pozaryzosferowej pod
uprawg kostrzewy czerwonej oraz uprawy wielogatunkowej traw w ciggu calego sezonu
wegetacyjnego.

2. Nie stwierdzono korelacji migdzy liczebno$cia Azospirillum w glebie a réznorod-
nos$cia gatunkowa traw i obecno$cia dzdzownic.

3. W glebie spod uprawy kostrzewy czerwonej dominowal gatunek Azospirillum
brasilense.

4. Szczepy Azospirillum brasilense wyizolowane z gleby spod uprawy kostrzewy
czerwonej charakteryzowaty si¢ wysoka aktywnoScia nitrogenazy.
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THE INFLUENCE OF GRASS SPECIES DIVERSITY AND EARTHWORMS
APORRECTODEA CALIGINOS4 ON THE NUMBER OF AZOSPIRILLUM SPP.
IN SOIL

Summary. The object of this study was a pot experiment in which red fescue and many-species-
grass-cultivation were researched. Half the amount of the pots of every cultivation group re-
searched was fertilized with earthworms of Aporrectodea caliginosa species. In the conducted
research the investigators tried to estimate the influence of grass species diversity and presence
of earthworms to a number of Azospirillum spp. in soil. The investigations contained: evaluation
of Azospirillum spp. MPN in soil, isolation of clean cultures of these bacteria and determination
of their nitrogenase activity. The study showed that grass species variety and presence of
eartworms have a significantly influence on the number of Azospirillum spp. only during one
period of the research. The majority of strains were isolated from the soil from red fescue cultiva-
tion and the most frequent species was A. basilense. Isolates obtained in this research had a high
nitrogen fixing activity — from 143.8 to 1478.0 nmol of C,H, per 1 h for cultivation.

Key words: Azospirillum, grass cultivation, Aporrectodea caliginosa, earthworms
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