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1. WPROWADZENIE

Jednym z podstawowych i charakterystycznych sktadnikow gleby jest substancja
organiczna [38]. W jej sktad wchodzg wszystkie obumarle szczatki ro$linne, zwierzgce,
szczatki licznych drobnoustrojow oraz grzybow, jak roéwniez organiczne produkty ich
rozktadu nagromadzone w roznej postaci w glebie i na jej powierzchni. Martwa substancja
organiczna i produkty jej biochemicznych przemian decydujg o korzystnym uktadzie catego
kompleksu wihasciwosci gleby, odktorych z kolei zalezy jej zyzno$é¢ i produkcyjnosé [29].
Substancja organiczna odgrywa gtéwna rolg w tworzeniu gruzetkowatej struktury gleby, ma
bardzo duzy wplyw na infiltracj¢ wody, rozwdj korzeni i odpornos¢ na erozje¢. Materia ta jest
takze magazynem skladnikow pokarmowych i warunkuje pojemnos¢ absorpcyjng dla
kationow [37].

Od wielu lat oddzialywanie pomigdzy glebg a korzeniami ro$lin i wptyw roslin na
sktad i1 cechy gleby sa przedmiotem badan [27, 35, 74, 75]. Jednym z najwazniejszych
przyktadow symbiozy jest zwigzek pomigdzy roslinami i grzybami mykoryzy arbuskularnej
(arbuscular mycorhizal fungi AMF) [27, 39]. Grzyby mykoryzowe towarzysza roslinom w
ewolucji od czaséw opanowania przez nie $rodowiska ladowego. Wspomagaja adaptacje
ro$lin do nowych warunkow: deficytu wody, przyswajanie sktadnikow pokarmowych, zmian
temperatury, promieniowania UV 1 innychczynnikow potencjalnie stresogennych dla roslin
[7, 10, 33, 42].

Badania mykoryz zaowocowaly niedawno odkryciem glomaliny — glikoproteiny
produkowanej przez grzyby mykoryzy arbuskularnej gtownie z rodzaju Glomus [74, 75].
Pomimo szerokiej wiedzy na temat korzystnego oddziatywania grzybéw mykoryzowych na
wzrost 1 rozwdj roslin nadal stosunkowo niewiele wiadomo o dodatkowej roli sSrodowiskowej
tych grzybow, zwigzanej z wytwarzaniem glomaliny i jej obecnos$ci w glebie. W naszym
kraju nie prowadzono dotychczas szczegoétowych badan nad tg substancjg. Niniejsze
opracowanie jest probag podsumowania dotychczasowej wiedzy na temat glomaliny, jej

budowy, funkcji oraz wystepowania W glebach uprawnych Polski.

1.1. Arbuskularne grzyby mykoryzowe (AMF)

Powszechnie wystepujacymi grzybami glebowymi, o kluczowym znaczeniu dla ros$lin,
sg arbuskularne grzyby mykoryzowe [17, 24, 27]. Symbioza grzybow AMF z ro§linami jest
prawdopodobnie najstarszym i najpowszechniej wystepujacym na $wiecie zwigzkiem

pomigdzy grzybem a rosling [33, 42]. Zewngtrzne struktury grzybéw AMF to penetrujace



glebe strzepki 1 pojedyncze spory spoczynkowe. Spory wytwarzane sg bezptciowo ze strzepek
grzybowych, ktére stuza rozmnazaniu i przetrwaniu tych grzybow w glebie. Symbioze te
nazywa si¢ symbioza arbuskularng (AM), poniewaz jedyng struktura obecng w komorkach
migkiszowych korzeni roslin sg arbuskule, tj. rozgalezione konce strzepek, ktére biorg udziat
w dwustronnej wymianie wegla, fosforu 1 innych fizjologicznie znaczacych czastek [17, 35,
42, 53]. Symbioza AM jest powszechna w glebach o pH bliskim naturalnego, zawierajacych
przyswajalny azot mineralny. Fosfor jest czgsto sktadnikiem wystepujacym w tych warunkach
w ograniczone] ilosci [52]. Wymiana sktadnikéw pokarmowych zachodzi pomig¢dzy
rozgatezionymistrzgpkami grzybni a blong komodrkowa rosliny, ktora nie ulega rozerwaniu

(Rys. 1) [20, 52, 54].

Rys. 1. Korzysci wynikajace z symbiozy roslin z grzybami AMF.

Roslina / Strzepki grzybowe \ Gleba

wegiel ’ wegiel
vt aminokwasy + -
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- . ‘ nieorganiczne
osfor < polifosforany V4 zwigzki fosforu

stota symbiozy AM jest wplyw na:

* odzywianie, udostegpnianie i pobieranie fosforu, azotu, mikroelementow oraz przemieszczanie
asymilatow,

* ochrong przed stresami abiotycznymi (susza, zasolenie, pH i temperatura) oraz stresem biotycznym
(patogenami glebowymi, nicieniami, infekcje lisciowe).

* procesy fizjologiczne (fotosynteza, gospodarka wodna, wymiana gazowa).

* procesy biochemiczne (aktywnosc enzymatyczng).

* poprawe struktury gleby (agregaty wodoodporne, produkcja glomaliny).

Endomykoryza dominuje w$rdd roslin zielonych (co najmniej u 70-80% roslin na kuli
ziemskiej), a stopien zasiedlenia korzeni ro$liny przez grzyby mykoryzowe i ich aktywnosc¢
podlega zmianom podczas sezonu wegetacyjnego [27]. Symbioza ta jest tworzona z wieloma
trawami, niemal ze wszystkimi roslinami uzytkowanymi rolniczo, w tym takze z roslinami
bobowatymi oraz niektorymi drzewami i1 krzewami [17]. Stopien zasiedlenia korzeni
zwieksza si¢ do fazy dojrzatosci rosliny, jest czesto rownoczes$nie sygnatem do zwigkszonego
wytwarzania spor przez strzepki pozakorzeniowe. Grzyby endomykoryzowe charakteryzuja
si¢ zasiedleniem tkanki korzeniowej rosliny zarowno w przestrzeni migdzykomorkowych jak

1 we wnetrzu komoérek. Kolonizacja wnetrza korzeni przez strzepki  grzybow
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endomykoryzowych powoduje zmiany zaréwno morfologiczne jak i fizjologiczne u obu
symbiontéw, w tym zmiang sktadu i ilosci wydzielin korzeniowych oraz produkcj¢ glomaliny

[33, 47, 75]. Grzyby AMF zostaty zaklasyfikowane do gromady Glomeromycota (Tabelal).

Tabela 1. Systematyka grzybow AMF [7].

Gromada | Glomeromycota

Klasa Glomeromycetes
Rzad Glomerales | Paraglomerales | Archaeosporales Diversisporales
Rodzina | Glomeraceae | Paraglomacea 1. Ambisporaceae 1. Acaulosporaceae
2. Archaeosporaceae | 2. Diversisporaceae
3. Geosiphonaceae 3. Entrophosporaceae
4. Gigasporaceae
5. Pacisporaceae
Rodzaj Glomus Paraglomus la. Ambispora la. Acaulospora

1b. Archaerospora
2. Intraspora
3. Geosiphon

1b. Kuklospora
1c. Acaulospora
2a. Diversispora

2.b. Otospora
3.Entrophospora
4a. Gigaspora
4b. Scutellospora
5. Pacispora

Grupy Glomus — A
Glomus - B

Niektére gatunki z rodzaju Glomus produkujgce glomaliny:
- Glomus mosseae

- Glomus etunicatum

- Glomus fasciculatum

- Glomus caledonium

- Glomus clarum

- Glomus intraradices

- Glomus macrocarpus

Gromada ta obejmuje jedng klas¢ Glomeromycetes, cztery rzedy (Archaeosporales,
Diversisporales, Glomerales, Paraglomerales), 10 rodzin (Acaulosporaceae, Ambisporaceae,
Archaeosporaceae, Diversisporaceae, Entrophosporaceae, Geosiphonaceae, Gigasporaceae,
Glomeraceae, Pacisporaceae, Paraglomeraceae) i 15 rodzajow (Acaulospora, Ambispora,
Archaeospora, Diversispora, Entrophospora, Gigaspora, Glomus, Intraspora, Geosiphon,
Otospora, Pacispora, Paraglomus, Racocetra, Scutellospora, Umbospora), ktore
wyodrebniono w oparciu o budowe zarodnikéw, morfologie grzyba oraz analizy genetyczne,

gléwnie na podstawie filogenetycznej analizy sekwencji genu SSU rRNA [57]. Poznana jest
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doktadna filogeneza oraz taksonomia Glomeromycota wraz z bazg ok. 230 gatunkow AMF
[56]. Za produkcje glomalin odpowiedzialne sg gldwnie grzyby z rodzaju Glomus [57]. U
pozostatych przedstawicieli gromady Glomeromycota nie stwierdzono zdolnosci wytwarzania
glomalin za wyjatkiem niewielkich ilosci glomalin produkowanych przez rodzaj Gigaspora i
Acaulospora [31].

Rodzaj Glomus obejmuje kilkadziesigt gatunkow, ponadto w obrgbie tego rodzaju
wyodrgbniono dwie grupy, nie majace statusu taksonomicznego — Glomus-A i Glomus-B [7].
Grupa Glomus-A skupia gatunkiktorych $ciana zarodnikow nie posiada wewngtrznej, gigtkiej
warstwy. Grupe te¢ reprezentujg m.in. Gl. caledonium, GIl. coronatum Giovannetti i GI.
verruculosum [7]. Gtéwnymi gatunkami tworzacymi grupe Glomus-B sa Gl. claroideum i GI.
lamellosum. Wspoélng cechg tych grzybow jest wewnetrzna, gigtka warstwa Sciany ich
zarodnikow, ktora u drugiego gatunku barwi si¢ ré6zowo do czerwonego w odczynniku
Melzera [7, 57]. Do najczgsciej spotykanych gatunkow grzybow z rodzaju Glomus
produkujacych glomaliny zaliczamy: Glomus mosseae (zakazajgcy m.in. bob, bobik Vicia
faba i pory Allium porrum) i Glomus fasciculatum znany jako partner (soi Glycine max)
(Tabela 1).

1.2. Budowa i wlasciwos$ci glomalin

Juz w latach 90-tych XX wieku prowadzono badania nad obecnoscig i udziatlem
weglowodanéw w tworzeniu agregatow glebowych oraz wykazano pozytywne korelacje
pomiedzy trwato$cig agregatow glebowych a iloscig weglowodandw ekstrahowanych z gleby
[47]. Analiza chemiczna frakcji organicznej wykazata, ze znajdujaca si¢ w mikroagregatach
substancja organiczna jest gtownie pochodzenia mikrobiologicznego, za$ w agregatach
glebowych jest wigksza zawarto$¢ sktadnikow pokarmowych niz w glebie poza nimi [48].
Badania te staly si¢ podstawa do dalszych analiz zawartosci C, H 1 N w agregatach
glebowych, co przyczynito si¢ do odkrycia glomalin [75].

Glomaliny to bardzo charakterystyczne pod wzgledem budowy i1 wlasciwosciach
fizykochemicznych biatka grzybowe [12]. Sa to stabilne czasteczki biatkowe,
nierozpuszczalne w wodzie i odporne na degradacj¢ stabilizujace agregaty glebowe i
chronigce je przed rozbiciem [37]. Pomimo wielu lat badan do tej pory nie udalo si¢
doktadnie okresli¢ budowy glomaliny. Biorgc pod uwage dotychczasowe wyniki badan
wiadomo, ze jest to silnie hydrofobowa glikoproteina z tancuchem oligosacharydowym na N-
koncu [72, 77]. To wtasnie hydrofobowe domeny molekuty sa odpowiedzialne za trudnosci w

ich ekstrakcji 1 matg rozpuszczalno$¢. Wiadomo, iz pod wzgledem biochemicznym glomalina

6



sktada si¢ z podjednostki biatkowej 1 cukrowej, a gldéwne pierwiastki wchodzace w sktad jej

budowy to: azot, wegiel, wodor, tlen, fosfor i zelazo (Tabela 2) [72].

Tabela 2. Sktad procentowy pierwiastkow w budowie czasteczki glomalin.

Pierwiastek | Udzial procentowy [%]
azot od 1% do 5%

wegiel od 36% do 59%

wodor od 4% do 6%

tlen od 33% do 49%

fosfor od 0,03% do 0,1%
zelazo od 0,8% do 8,8% Fe

Zmienny sktad pierwiastkowy w sktadzie budowy glomaliny zalezy przede wszystkim
od gatunku grzyba produkujacego biatko oraz warunkow $rodowiskowych. Zelazo obecne w
sktadzie glomaliny po pierwsze nadaje brunatno-czerwony odcien ekstraktowi biatka, a po
drugie jest odpowiedzialne za odpornos$¢ roslin na stres i patogeny [68].

Wyniki szeregu technik pomiarowych wykazaly odmienng budowe strukturalng
glomalin niz kwasu huminowego czy fulwowego oraz inny rozktad podjednostek biatkowych
1 cukrowych w pordwnaniu do znanych juz molekut stanowigcych glebowg frakcje organiczng
[56]. Ponadto zespo6t naukowy pod kierunkiem Sary Wright wykazal, ze waga glomalin jest
od 2-24 razy wigksza niz kwasu huminowego, przy czym wiadomo, ze kwas ten stanowi
zaledwie 8% zawartosci wegla w glebie [71]. Z jednej strony takie wlasciwosci powoduja, ze
glomaliny s3 bardzo stabilnymi zwigzkami bedacymi idealnym ptaszczem do ochrony
agregatow glebowych przed degradacja, z drugiej za$§ strony stwarzaja duze trudnosci w

poznaniu i ustaleniu doktadnej budowy tych czasteczek.

1.3. Produkcja i rozklad glomalin

Produkcja 1 magazynowanie glomaliny nastgpuje w strzgpkach grzybow
endomykoryzowych (Rys. 2) [10]. Strzepki moga rosnag¢ nawet kilkanascie centymetrow
ponad korzeniami uzyskujac w ten sposob wiekszy dostep do substancji odzywczych
zawartych w glebie. Analizy przy uzyciu ilosciowych metod immunoenzymatycznych m.in.
metodg ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) i przeciwcial monoklonalnych
wykazaty doktadng lokalizacje glomaliny we wnetrzu grzybni, dzigki czemu mozliwe stato
si¢ wyjasnienie sposobu rozmieszczenia i transportu tegoz biatka do gleby [68]. Poczatkowe

badania Wright i Upadhyaya [68] przy uzyciu technik immunofluorescencyjnych wykazaty,



ze glomalina zlokalizowana jest gtdwnie na powierzchni strzepek i spor grzybow AMF, 1 jako
hydrofobowa warstwa okrywa grzybni¢ i chroni ja przed jej degradacja przez inne
mikroorganizmy, a takze zwigksza sztywnos$¢ i trwato$¢ $cian komorkowych utatwiajac roz-
przestrzenianie si¢ strzepek w glebie [75]. Uwazano wowczas, iz glomaliny sg biatkowymi
wydzielinami tylko zywych strzepek grzybowych [75], a ,,zluszczajaca si¢” ze strzepek
glomalina zostaje na korzeniach, okrywa resztki organiczne i czastki glebowe, taczac je ze
sobg i tym samym utrzymujac trwalos¢ agregatow glebowych. Wright i Upadhyaya [74]
zaktadaly, iz glomaliny na zasadzie transportu wymiennego, w momencie pobierania wody i
sktadnikow odzywczych przez strz¢pki grzybowe, zostajg ,,wyrzucone” na zewnatrz grzybni.
Uwaza si¢, iz podobnie jak translokacja fosforu wewnatrz grzybéw AMF réwniez i
przemieszczanie si¢ glomaliny w obrebie strzgpki odbywa si¢ poprzez ruch cytoplazmy [48,

49, 52].

Rys. 2. Produkcja i rozktad glomalin w glebie

Nieorganiczne zasoby naturalne
CO,, NO,", NH,*, PO,*, woda

produktywnosé
netto

Wegetacja roslin
(dostepnos¢ sktadnikow pokarmowych
dla roslin, obecnos¢ roslinnego gospodarza
symbiotycznego, dtugos¢ korzeni)

alokacja
Grzyby mikoryzy AM

(dtugosc¢ strzepki grzybowej,
réznorodnoéc¢ gatunkowa)

rozkfad glomalin

produkcja
glomalin

gleba, glomalina

Dopiero badania Driver 1 wspotpracownikow [11] podwazyly te hipotezg.
Udowodniono bowiem, iz glomaliny sg produkowane i magazynowane nie tylko podczas
intensywnego wzrostu strzepki, ale rowniez sg przekazywane do gleby po obumarciu grzyba
na skutek rozktadu grzybni (Rys. 2). Wedlug tej teorii zywe strzgpki grzyba nie wydzielaja
duzej ilosci glomaliny do gleby, dopiero po rozktadzie grzybni wigkszo$¢ zasobdéw glomaliny
jest uwalniana do gleby [11]. W miarg starzenia si¢ strzgpek pozakorzeniowych oraz korzeni

ro$lin, biomasa grzybni ulega degradacji podczas gdy glomalina nie ulega rozktadowi.
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Wigkszos¢ jej, na ogdét w niezmienionej formie, pozostaje w glebie [46]. Ilos¢ obecnych w
glebie glomalin nie jest jednak réwnoznaczna z produkcja tej substancji przez grzyba i jego
pozniejszym rozktadem ale w duzej mierze wigze si¢ ze srodowiskiem w jakim nastgpuje
mykoryza [43]. Warunki §rodowiskowe maja decydujace wpltyw na efektywnos$¢ symbiozy
grzyba z ros§ling a tym samym na produkcj¢ glomaliny. Wedlug Rilliga i Mummey’a [42]
produkcja i rozktad glomaliny w §rodowisku glebowym wigze si¢ z wieloma czynnikami
zarowno odnoszacymi si¢ do fizyko-chemicznych wtlasciwosci gleby, jaki rosliny oraz
gatunku grzyba tworzacego symbioze AM. Struktura gleby 1 jej wlasciwosci chemiczne maja
istotny wptyw na wzrost grzybni, a tym samym na zawarto$¢ glomaliny w strzgpkach
grzybowych [46].

Wedhug Rilliga i Steinberga [46] ilo$¢ glomalin obecnych w glebie moze stanowi¢ az
5% wegla organicznego w glebie i azotu. Mimo, iz glomalina moze stanowi¢ istotny
rezerwuar C 1 N w glebie to jednak mechanizm i ekofizjologiczne funkcje tego procesu nie sa
doktadnie poznane. Rowniez tempo produkcji glomaliny przez grzyby AMF nie jest
doktadnie okreslone. Wright i Upadhyaya [71] wykazaty, iz w kontrolowanych warunkach
podczas 14 tygodni wzrostu roslin tworzacych symbioze z okre§lonym gatunkiem grzyba
AMF produkcja glomaliny w zalezno$ciod gatunku grzyba wahata si¢ od 100 do 168 mg EE-
IRSP m~2 foli ogrodnicze;j.

Rillig 1 wspotautorzy zaktadali, iz ilos¢ wytworzonej glomaliny powinna korelowaé
liniowo z dlugoscig strzgpek korzeniowych [44], bowiem dobrze rozwinigty system
korzeniowy ros$liny zapewnia wigksza dostgpno$¢ do sktadnikow pokarmowych m.in. COy,
NH* NO** PO4* i wody. Z kolei Nichols i Wright [36] zaktadaty, iz najwiekszy wptyw na
produkcje glomalin maja biologiczne wlasciwosci gleby (gldwnie aktywnos¢
mikrobiologiczna gleby) oraz wlasciwosci fizykochemiczne tj. struktura gleby, zawarto$¢
substancji ilastych (zapewniajacych fizyczng ochrong). Glomaliny obecne w glebie okrywaja
strzepki grzybni utrzymujac wode 1 sktadniki odzywcze przed utrata w drodze do i1 z rosliny
[71]. Wedlug Nichols 1 Wright [36] ilos¢ wegla organiczne obecnego w strzepkach
grzybowych stanowi od 5 do 90 C g m2. Natomiast Lovelock i inni [31] ocenili, iz zawartos¢
glomaliny w tej biomasie stanowi niewielki odsetek (0,4-6%).

Istnieje wiele badan dotyczace korelacji pomigdzy zawartoscig glomaliny w glebie a
dhugoscig strzepek grzybowych [31, 36, 44]. Badania te nie wykazaty jednoznacznie zwigzku
pomiedzy stezeniem tegoz biatka w glebie a dtugoscia strzepki.

Badania Lovelock i1 wspotautorow [31] dotyczace oszacowania wydajnosci produkcji

glomalin przez grzyby AMF prowadzone byly w warunkach kontrolowanych na
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inkubowanych glebach laséw tropikalnych w Kostaryce oraz na piaszczystych glebach pod
uprawg kukurydzy w Maryland USA. Produkcja tatwoekstrahowalnego immunoaktywnego
biatka glebowego EE-IRSP (easily extractable immunoreactive soil protein) po zaszczepieniu
grzybnig mykoryzowa gleb w lasach deszczowych Kostaryki wahata si¢ od 3,6 do 16,7 gEE-
IRSP kg strzgpki podczas 4 tygodniowej inkubacji, natomiast na glebie pod uprawa
kukurydzy od 1,2 do 6,5 g EE-IRSP kg strzepki [31].

Lovelock i wspotautorzy [31] wykazali, iz ilo$¢ biatka EE-IRSP nie jest skorelowana z
dhlugoscig grzybni AMF. Wraz z przyrostem strzepki grzybowej wydajno$¢ produkeji
glomaliny (w mikrogramach glomalin na metr strzgpek) w zalezno$ci od gatunku grzyba
istotnie zmniejszyta si¢. Produkcje znaczacych ilosci glomalin stwierdzono gtéwnie u
gatunkow z rodzaju Glomus [75]. W badaniach Wright i Upadhyaya [71] dotyczacych
monokultury grzybow hodowanych w warunkach laboratoryjnych Gigaspora rosea i
Gigaspora gigantea wykazano wigksza produkcje biatka EE-IRSP w porownaniu do Glomus
intraradices i Glomus etunicatum. Gatunki Gigaspora rosea i Glomus caldonium produ-
kowaty od 30 do 43% wigcej EE-IRSP niz w przypadku Glomus intraradices [71]. W
doswiadczeniach polowych wyzsze stezenia glomalin stwierdzano dla gatunkow Glomus [67,
71].

Za brak korelacji pomiedzy dlugoscig strzepki AMF 1 stezeniem glomaliny
produkowanej przez dany gatunek moze by¢ odpowiedzialny szereg mechanizméw
biotycznych 1 abiotycznych. Dla przykladu, $rednica strzgpki grzybowej moze zmienia¢ si¢
miedzy probkami, wigc odcinki grzybni o rdéznej grubos$ci nie stanowig dobrego wskaznika
produkcji glomaliny [31]. Rowniez czas degradacji strzgpki grzybowej i uwolnienia
glomaliny do gleby jest zalezny od gatunku grzyba [49, 51]. Czas rozkladu glomaliny
szczegblnie w $rodowisku naturalnym nie jest dobrze udokumentowany. Z doswiadczen
laboratoryjnych wynika, iz czas rozktadu bialka waha si¢ w zalezno$ci od warunkow
srodowiska i gatunku grzyba od kilku dni do kilku miesigcy [49].

Rilling 1 wsp. [48] wykazali stosujgc wegiel aktywny 14C, ze okres catkowitego
rozktadu glomaliny w glebach moze wynosi¢ nawet kilkanascie lat, a podatno$¢ na rozktad
tych czasteczek zwigzanych z mineratami glebowymi lub z humusem moze by¢ jeszcze
mniejsza.

Glomaliny ekstrahowane z gleby sg bardzo podobne do glomalin ekstrahowanych z
pojedynczych kultur grzybowych pochodzacych z doswiadczen laboratoryjnych. Badania te
prowadzono w oparciu o metody: elektroforezy zelowej biatek w warunkach denaturujacych

SDS-PAGE (sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis) [67], spektroskopii
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magnetycznego rezonansu jadrowego NMR (nuclear magnetic resonance) [48] elektroforezy
kapilarnej [72] oraz analizy C, H, N [13, 48]. Istnieja zaledwie niewielkie réznice pomigdzy
probkami glomalin ekstrahowanych z gleby i z kultur grzybowych in vitro [13]. Roznice te
nie wynikajg z budowy samej czasteczki glomaliny ale jedynie z zawarto$ci procentowe;j jej
pojedynczych komponentéw (C, N, P, Fe). Roéznice te wydaja si¢ wynika¢ gltownie z
warunkéw wzrostu poszczegélnych gatunkow Glomus (temperatura, wilgotno$é, gleba,
ro$lina). Badania Steinberg i Rilliga [61] dotyczace przechowywania gleby uwilgotnionej
inkubowanej w ciemnosci w 18°C potwierdzajg niewielkie roznice w zawartosci glomaliny.
Podczas inkubacji gleby dlugos¢ strzgpek spadta o 60% po 150 dniach inkubacji natomiast
zawarto$¢ glomalin og6lnych spadta o 25%, z kolei zawarto$¢ biatek IRTG (immunoreactive
total glomalin) znikn¢ta prawie catkowicie, zawarto$¢ tatwoekstrahowalnychglomalin EEG
(easily extractable glomalin) nie ulegla zmianie, natomiast zawarto$¢ biatka IREEG —
immunoreaktywnych tatwoekstrahowalnych glomalin (immunoreactive easily extractable
glomalin) wzrosta pigciokrotnie. W innym do$wiadczeniu [44] zawarto$¢ glomalin ogdlnych
zmniejszyta si¢ o 48 do 81% a glomalin tatwoekstrahowalnych o 51 do 88% po 413 dniach

inkubacji probek glebowych w ciemno$ci w temperaturze 20°C.

1.4. Wystepowanie glomalin

Glomaliny wystepuja powszechnie w réznych typach. Znaleziono je zaré6wno w
glebach uprawianych rolniczo, glebach lesnych, takowych oraz nieuzytkach rolnych. Sktad
szaty ro$linnej biomu jest charakterystyczny dla okre$lonego klimatu, cho¢ bogactwo
gatunkow moze by¢ rozne w zaleznoSci od potozenia geograficznego i historii flory.
Najwieksze stezenie glomaliny odnotowano w tropikalnych glebach lesnych na Hawajach
(ponad 100 mg - g gleby) [45, 48], natomiast najnizsze stezenie glomaliny (ponizej 1 mg -
g ! gleby) stwierdzono w glebach pustynnych [45]. Gleby laséw tropikalnych, ze wzgledu na
wysoka temperature i duza wilgotnos¢, charakteryzuja si¢ niskim stezeniem glomaliny 0,7—
1,5 mg - g w przeciwienstwie do gleb z klimatu umiarkowanego i podzwrotnikowego, gdzie
zaznacza sie wysokie stezenie glomaliny nawet do 100 mg - g gleby, co tlumaczy sie
szybkimi zmianami klimatu, wysokim st¢zeniem zelaza w glebie oraz wysokim poziomem
dwutlenku wegla w atmosferze stymulujacym wzrost grzybow AMF [30, 31].

W badaniach Wright 1 Upadhyaya [73] na glebach lesnych stwierdzono zawarto$¢
glikoproteiny mieszczaca si¢ w przedziale od 21 mg do 150 mg na g gleby. Zawartos¢
glomaliny w glebach uprawnych Ameryki Potudniowej wahata si¢ od okoto 2 mg do 15 mg -
gt s.m. gleby [36].
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Sktad szaty roslinnej biomu oraz wlasciwosci fizykochemiczne i biologiczne gleb, w
tym zawarto$¢ wegla organicznego ma duze znaczenie w produkcji glomalin przez grzyby
AMF. Aktywnie rozwijajace si¢ strzepki grzybow w glebie lesnej moga wytwarza¢ od okoto
4 do prawie 17 mg glomaliny na miligram suchej masy grzybni [73].

W glebach uprawianych rolniczo w strefie klimatu umiarkowanego mozna stwierdzi¢
0g6lng zawarto$¢ glomaliny w zakresie od 0,35-0,75 g - kg—1 gleby [69]. W glebach uzytkow
zielonych (lgka, pastwisko) klimatu umiarkowanego zawarto$¢ glomalin miesci si¢ w zakresie
od 0,2-2,7 g - kg gleby [32, 36]. Zawartoéci te sa znacznie wyzsze w glebach lesnych
klimatu umiarkowanego i mieszcza sic w zakresie 0,6-5,8 g - kg™ gleby [26, 62]. Z kolei w
borealnych lasach klimatu umiarkowanego (tajga) charakteryzujacego si¢ szerokim zakresem
zmian temperaturowych (od —30°C do +20°C) zawarto$¢ glomalin przekracza 1 g - kg™t gleby
[26]. Znacznie wyzsze wartoéci glomalin ogolnych (314 g - kg! gleby) mozna natomiast
stwierdzi¢ w tropikalnych lasach deszczowych [30]. Panujacy tam mikroklimat
charakteryzujacy si¢ wysokg temperaturg o niskich amplitudach dobowych i rocznych oraz
wysokiej wilgotnosci powietrza sprzyja rozwojowi grzybow mykoryzowych a tym samym
produkcji glomaliny. Najnizsze zawartosci glomaliny stwierdzono natomiast w glebach
pustynnych, zaledwie 0,003-0,12 g - kg ! gleby [45]. Gleby te wystepujace na obszarach o
bardzo niskim zakresie opadéw od 100 do 150 mm w ciggu roku oraz bardzo stabo
zaznaczonym poziomie prochnicznym i silnym zasoleniu. Takie warunki nie sg korzystne do
rozwoju szaty roslinnej a tym samym symbiozy z grzybami mykoryzowymi.

Wigkszo§¢ badan nad zawartoscia glomalin w glebie prowadzona byla w
powierzchniowej jej warstwie (0-30 cm), niemniej jednak znane sa rowniez badania
prowadzone w glebszych warstwach gleby. Singh 1 inni stwierdzit obecno$¢ glomaliny nawet
na glebokosci 140 cm profilu gleby [59]. Znaczne zawarto$ci glomaliny stwierdzono takze na
glebach zalewowych w dolinach rzecznych i osadzie. W osadzie rzecznym potwierdzono

stezenie glomalin w ilosci 9.66 mg - g™ [60].

1.5. Terminologia i metodyka oznaczen glomalin

W terminologii dotyczacej glomalin mozemy wyrdzni¢ cztery gldwne grupy
nazewnictwa w zaleznos$ci od zastosowanej metodyki oznaczen. Sa to: biatko glebowe
oznaczane metodg Bradford (BRSP), fatwoekstahowalne biatko glebowe oznaczone metoda
Bradford (EE-BRSP), immunoreaktywne biatko glebowe (IRSP) oraz tatwoekstrahowalne
immunoreaktywne biatko glebowe (EE-IRSP) (Tabela 3) [43, 51]. Nazewnictwo to dotyczy
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zaroOwno procesu ekstrakcji (glomaliny ogdlne 1 glomaliny tatwoekstrahowalne) oraz metody
ich oznaczenia (metoda Bradford, metoda ELISA).

Ze wzgledu na matg rozpuszczalnos¢ w wodzie ekstrakcje glomalin prowadzi si¢ w
wysokiej temperaturze (121°C) w buforze cytrynianowym o odczynie neutralnym lub
alkalicznym [36, 74]. Latwoekstrahowalne frakcje glomalin (EEG) z gleby ekstrahuje si¢ 20
mM buforem cytrynianowym pH 7,0 przez 30 minut przy 121°C, natomiast og6lng zawarto$¢
glomalin (TG) wyznacza si¢ przy uzyciu 50 mM buforu cytrynianowego przy pH 8,0 przez 60
minut w temp. 121°C, wedlug metody opisanej przez Wright i Upadhyaya [74, 75].

W celu okreslenia stezenia glomaliny stosuje si¢ metode ilo§ciowego oznaczania
biatka opisang przez Bradford [8]. Metoda Bradford wykorzystuje fakt przesunigcia
maksimum absorpcji roztworu barwnika Coomassie Brillant Blue (CBB) G-250 z 465 nm do
595 nm po zwigzaniu z biatkiem. Czasteczka barwnika CBB oddziatluje poprzez grupy SO3—
z dodatnio natadowanymi resztami aminokwasowymi. Z barwnikiem reaguja glownie reszty
argininy, w mniejszym stopniu reszty histydyny, lizyny, tyrozyny, tryptofanu i fenyloalaniny.
Blekit brylantowy Coomassie G-250 w §rodowisku kwasnym ma brunatne zabarwienie, ktore
po reakcjiz bialkiem zmienia si¢ na bigkitne. Natgzenie barwy jest proporcjonalne do
zawarto$ci biatka w roztworze [8, 22, 74]. Pomiar spektrofotometryczny zmiany barwy
roztworu biatka odczytuje si¢ przy diugosci fali 590 nm (A590), przy uzyciu surowiczej
albuminy wotowej (BSA) jako standardu w zakresie od 1,25 do 50 pg (BSA) w soli
fizjologicznej buforowanej fosforanem (PBS). Z uzyskanej krzywej wzorcowej odczytuje si¢
zawartosci glomalin ogdlnych i tatwoekstrahowalnych [43].

Terminologi¢ stosowang w pracach analizy glomalin podano w Tabeli 3 na podstawie
publikacji Rilliga [43]. Oprocz znanego w literaturze nazewnictwa glomalin (TG, EEG) Rillig
[43] zaproponowal takze definicj¢ tzw. biatek glebowych spokrewnionych z glomalinami
(GRSP) oraz tzw. biatek glebowych oznaczanych metodg Bradford (Bradford-reactive soil
protein BRSP) [54].

W przypadku okreslenia ogodlnej zawartosci glomalin (TG) stosuje si¢ rowniez test
immunoenzymatyczny tzw. metod¢ ELISA jeden z najpowszechniej stosowanych testow w
badaniach biologicznych, zarowno naukowych, jak i diagnostycznych. Stuzy on do wykrycia
okreslonych bialek w badanym materiale z uZzyciem przeciwcial poliklonalnych lub
monoklonalnych skoniugowanych z odpowiednim enzymem [59, 60]. Przeciwcialami

monoklonalnymi specyficznymi dla glomaliny sg przeciwciata MAb32B11 [68].
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Tabela 3. Terminologia glomalin [62].

Terminologia Symbol Opis
glomalina - glikoproteina produkowana przez grzyby mykoryzy
arbuskularnej; jeszcze nie do konca zidentyfikowany
produkt genowy grzybéw AMF
glomaliny ogo6lne (ang. total TG frakcja glomalin gleby kilkukrotnie ekstrahowana przy
glomalin) uzyciu 50 mM buforu cytrynianowego (pH 8,0), w
autoklawie w temperaturze 121°C przez 60 minut,
glomaliny EEG frakcja glomalin gleb ekstrahowana raz przy uzyciu 20
tatwoekstrahowalne (ang. mM buforu cytrynianowego (pH 7,0) w autoklawie w
easily extractable glomalin) temperaturze 121°C przez 30 minut
biatko glebowe GRSP stanowi taczny udziat glomaliny w glebie, ewentualnie
spokrewnione z zawiera inne biatko gleby; jest to frakcja glomalin
glomalinami (ang. glomalin- gleby jednokrotnie ekstrahowana przy uzyciu 50 mM
related soil protein) buforu cytrynianowego (pH 8,0), w autoklawie w
temperaturze 121°C przez 60 minut, uzyskany roztwor
ma kolor stomkowy
tatwoekstahowalne biatka EE-GRSP | taczna frakcja glomalin tatwoekstahowalnych oraz
glebowe spokrewnione z innych biatek glomalinopodobnych spokrewnionych z
glomalinami (ang. easily glomalinami; frakcja glomalin gleb ekstrahowana raz
extractable glomalin-related przy uzyciu 20 mM buforu cytrynianowego (pH 7,0) w
soil protein) autoklawie w temperaturze 121°C przez 30 minut
biatko glebowe oznaczane BRSP ogolne biatko glebowe oznaczone metoda Bradforda;
metoda Bradforda (ang. taczne oznaczenie glomalin i innych biatek w catym
Bradford-reactive soil ekstrakcie glebowym; ekstrakcja przeprowadzana jak
protein) w przypadku glomalin TG
fatwoekstahowalne biatko EE-BRSP | Latwoekstrahowalne biatko glebowe oznaczone
glebowe oznaczone metoda metoda Bradforda; taczne oznaczenie glomalin
Bradforda (ang. easily tatwoekstrahowalnych i innych biatek w catym
extractable Bradford- ekstarkcie glomalin; ekstrakcja przeprowadzona jak w
reactive soil protein) przypadku glomalin EEG
immunoaktywne biatko IRSP biatko glebowe oznaczone przy uzyciu testu ELISA z
glebowe (ang. przeciwciatami monoklonalnymi specyficznymi dla
immunoreactive soil glomalin MAb32B11; w tym przypadku nie moga
protein) reagowac inne biatka poza glomalinami; ekstrakcja
przeprowadzana jak w przypadku glomalin TG
tatwoekstrahowalne EE-IRSP | Latwoekstrahowalne biatko glebowe oznaczone przy
immunoaktywne biatko uzyciu testu ELISA z przeciwcialami monoklonalnymi
blebowe (ang. easily specyficznymi dla glomalin MAb32B11; w tym
extractable immunoreactive przypadku nie mogg reagowac inne biatka poza
soil protein) tatwoekstrahowalnymi glomalinami; ekstrakcja
przeprowadzona jak w przypadku glomalin EEG

Oznaczenia glomalin ogélnych moga by¢ czesto niemiarodajne, poniewaz oprocz
typowych glomalin test moze wykry¢ réowniez inne biatka nalezace do glebowej frakcji
organicznej a niekoniecznie same glomaliny [34]. Bardziej wiarygodne w ocenie trwatosci
agregatow glebowych staje si¢ wiec oznaczenie biatek EEG, ktorych warto$ci moga
odzwierciedla¢ rzeczywistg zawarto$¢ glomalin w glebie [65, 66]. Ttumaczy¢ to mozna takze

tym, iz glomaliny ogo6lne charakteryzuje znacznie mniejsza immunoreaktywnos¢ w
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poréwnaniu do latwoekstrahowalnych glomalin, ktore mozna wykry¢ z uzyciem przeciwciat

monoklonalnych [68].

1.6. Funkcje glomalin

Glomaliny odgrywaja znaczaca role gltownie w tworzeniu gruzetkowatej struktury
gleby, ulatwiajac zlepianie czgstek mineralnych [70, 73]. Bialko to obkleja powierzchnie
czasteczek gleby, tworzy rowniez charakterystyczng powloke na ich powierzchni. Z badan
Rillig i wspolpracownikow [47] wynika, iz glomaliny stanowig okolo 2% ogdlnej wagi
agregatow glebowych oraz od 4 do 5% catkowitego C i N w glebach.

Tak wigc, nawet tylko pod wzgledem ilosciowym frakcja glomaliny jest bardzo istotna
frakcja glebowej materii organicznej [70]. Znajac rowniez wlasciwosci glomaliny, a
zwlaszcza jej hydrofobowos¢ 1 wyzej wspomniang trwatos¢ w srodowisku glebowym, tatwo
mogli zaktada¢ odkrywcy tej frakcji MO, Ze odgrywa ona wazna rol¢ w tworzeniu i
stabilizacji gruzetkowatej struktury gleb. Stad tez poprzez produkcje glomalin grzyby te
budzg rosngce zainteresowanie jako potencjalny czynnik wspomagania wzrostu i
zdrowotnosci ros$lin oraz poprawy struktury gleby.

Silnie hydrofobowy, polisacharydowy fancuch glomalin jest odpowiedzialny takze za
wylapywanie 1 przylaczanie do siebie drobnych czastek glebowych a nawet
mikroorganizmow. W ten sposob dobrze zagregowana struktura gleby utrzymuje
odpowiednie przewietrzanie, wilgotno$¢ oraz odpowiedni sktad komponentéw niezbgdnych
do optymalnego wzrostu uprawianych roslin [19, 69]. Rola grzybow AMF w agregacji, a tym
samym zwigkszeniu infiltracji wody, ochronie materii organicznej (SOM) przed rozktadem,
wzro$cie odpornosci gleb na erozje, wydaje si¢ tak samo wazna, a moze nawet wazniejsza niz
rola w absorpcji sktadnikow pokarmowych. Dlatego kontrola wzrostu grzybow mykoryzo-
wych 1 produkcja glomaliny mogg by¢ przydatne do monitorowania pustynnienia i degradacji
gleby [14]. W badaniach Franzluebbers 1 innych [14] stabilno$¢ agregatow glebowych byta
stabiej skorelowana z zawartoscig glomalin, co autorzy ttumaczg wieloletnim charakterem
poszczegblnych systeméw uprawy, a wigc ustabilizowanym $rodowiskiem glebowym oraz
dodatkowo wysoka zawarto$cig materii organicznej w glebie.

Stwierdzono, ze istnieje bardzo $cista zaleznos¢ pomigdzy dtugoscia strzgpek grzybow
w glebie a iloscig w niej agregatow wodoodpornych [19]. Dotychczasowe badania z tego
zakresu rzeczywiscie wykazaly istotne zalezno$ci pomiedzy zawartoscig glomaliny w 1-2

mm gruzetkach glebowych, a ich stabilnoscig (wodoodpornoscia) [69].
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Ponadto udowodniono, ze grzyby AMF chronig rosliny przed takimi patogenami, jak
Phytophtora, Pythium, Rhizoctonia a takze przed atakiem nicieni [3]. Mechanizm obrony
polega na tworzeniu bariery fizycznej i produkcji antybiotykow. Grzyby AMF oprocz
weglowodanéw 1 fosforu pobierajg takze cynk i1 miedz, a w warunkach deficytu tych
pierwiastkoOw znacznie podnosza plony [48]. Badania nad ochrong roslin bobowatych
zainfekowanych AMF — na przykladzie Vicia faba — rosngcych na glebie o wysokiej
zawartosci manganu dowiodly, ze mykoryza skutecznie chronita je przed toksycznym
dziataniem tego pierwiastka [3]. Metale cigzkie wigzane sg przez grupy karboksylowe
zwigzkow pektynowych (hemicelulozy) wypekniajacych przestrzen pomigdzy grzybem a
komorka roslinng. Przypuszcza sig, ze w proces ten zaangazowane sg takze glomaliny [3].

W literaturze znana jest rowniez rola glomalin w tolerancji ro$lin na stres [15, 18, 41].
Z badan Gadkar 1 Rilliga [15] wynika, iz glomaliny moga by¢ zwigzane z biatkiem szoku
cieplnego hsp60 (heat shock proteins). Ekspresja tych biatek wzrasta kiedy komorki sg nara-
zone na dzialanie czynnikow stresowych, m.in. podwyzszonej temperatury, ale réwniez
niskiej temperatury, stresu solnego, osmotycznego i metali cigzkich. Produkcja biatek hsp
moze wzrasta¢ takze w odpowiedzi na infekcje, zapalenie, dziatanie toksyn, promieniowanie
UV, glodzenie, niedotlenienie itp. Biatka hsp dziataja jako biatka opiekuncze odpowiedzialne
za prawidlowe zwijanie si¢ innych biatek, ich oligomeryzacjg, translokacje oraz degradacje.
Poréwnanie glomalin z bialkami szoku cieplnego moze pozwoli¢ na wyjasnienia w jaki
sposob stres dotykajacy komorki grzyba tj. metale cigzkie, skazenie gleby, zmiany
klimatyczne moze spowodowaé zwigkszenie produkcji glomalin i wzrost grzybni [18, 41].
Niesprzyjajace do wzrostu grzybow endomykoryzowych warunki moga zatem by¢ powodem
zwigkszenia przez nie produkcji glomalin — ochrona grzybni przyczynia si¢ do mozliwos$ci

wzrostu grzyba w skazonych glebach [25, 41].

1.7. Czynniki wplywajace na spadek produkcji glomalin

Na produkcje glomalin ma wpltyw wiele czynnikow zaréwno $rodowiskowych,
glebowych jak i klimatycznych. Podstawowy czynnikiem wplywajagcym na znaczng
produkcje¢ glomaliny sg optymalne warunki do rozwoju grzybow AMF wynikiem czego jest
aktywna symbioza pomigdzy rosling a grzybem [63]. Stopien zasiedlenia korzeni roslin przez
grzyby AMF moze by¢ regulowany dodatkowo przez podatnos$¢ rosliny na infekcje jak i
poprzez aktywnos$¢ infekcyjng spor tych grzybow wystepujacych w glebie, w ktorej wzrasta
dana roslina [63]. Liczebno$¢ i aktywno$¢ symbiotyczna grzybow AMF a tym samym wzrost

produkcji glomaliny moze by¢ zwigkszona zaréwno poprzez modyfikacje warunkow
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glebowych sprzyjajagcych namnazaniu i aktywno$ci spor, jak i przez wprowadzanie do
ryzosfery wyselekcjonowanych drobnoustrojéw wspomagajacych proces mykoryzacji.
Gléwnymi wyznacznikami produkcji glomalin s3 zaréwno gatunek grzyba tworzacego
symbioze¢ jak i1 rodzaj rosliny [62]. Znane sg liczne prace, w ktorych autorzy potwierdzajg
korelacje wzrostu ro$lin z kolonizacjg korzeni przez grzyby mykoryzowe. ldzie za tym
réwniez korelacja wzrostu rosliny i a tym samym produkcji glomaliny [63]. Szereg roslin tj.
stoktosa bezostna (Bromus inermis), trawa sudanska (Sorghum bicolor), babka lancetowata
(Plantago lanceolata) wykazuje aktywng symbioze z grzybami AMF [27, 63]. W przypadku
tych roslin stwierdzono istotny wzrost plonu z jednoczesnym stwierdzeniem znacznych ilosci
biatka spokrewnionego z glomalinami (tzw. bialka GRP) w korzeniach roslin i w glebie
ryzosferowej [51]. W warunkach polowych, wptyw rosliny na produkcje glomaliny moze by¢
bardziej widoczny niz efekt obserwowany w kontrolowanych warunkach na przykladzie
pojedynczego rodzaju rosliny i gatunku grzyba [62]. Wilson i inni [64] potwierdzili pewng
specyfike uktadu gatunkowego symbioz AMF i poziomu glomalin w strzgpkach grzybowych.
Do czynnikéw niekorzystnie wpltywajacych na prawidlowe funkcjonowanie mykoryzy
arbuskularnej nalezg m.in: uprawa mechaniczna, stosowanie $rodkow ochrony roslin,
intensywne nawozenie, wprowadzenie zanieczyszczen z nawozami naturalnymi [43].
Rowniez wlasciwosci fizykochemiczne gleb oraz stosowany system uprawy roli ma istotny

wplyw na zawarto$¢ glomaliny w glebie [50, 65].

2. MATERIALY I METODY
2.1. Materiat glebowy

Badania przeprowadzono w oparciu 0 probki glebowe pochodzace zarowno z lokalnych
wieloletnich doswiadczen polowych jak i z Krajowego Monitoringu Gleb Ornych Polski.
Probki glebowe uzyte w badaniach pochodzity z:

1. wieloletniego doswiadczenia polowego z systemami produkcji rolniczej zatozonego w
1994 roku w Stacji Doswiadczalnej w Osinach. Systemy produkcji objete badaniami
to ekologiczny (EKO), integrowany (INT), konwencjonalny (KONW) oraz
monokultura (MONO). Probki glebowe pobierano w latach 2015-2017 latem po
zbiorach pszenicy ozimej odmiany Jantarka z nastepujacych warstw profilu gleby: O-
5cm, 5-10cm, 10-15 cm, 15-25¢cm oraz 25-35 cm.

2. wieloletniego do$wiadczenia polowego z technikami przygotowywania gleb do siewu

na przykladzie kukurydzy uprawianej w dlugoletniej monokulturze w RZD w
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Grabowie. Probki glebowe pobierano w latach 2015-2017 w nastepujgcych terminach:
przed siewem, w fazie 6 lisci, 12 lisci, kwitnienia oraz po zbiorach.

3. krajowego monitoringu chemizmu gleb ornych Polski. Probki glebowe zostaty
pobrane w 2015 roku przez pracownikéw Zaktadu Gleboznawstwa Erozji i Ochrony
Gruntow. Program ten obejmuje 216 lokalizacji reprezentujacych uzytki rolne,
glownie grunty orne. Baza danych charakteryzujacych gleby w miejscu pobrania
probek obejmuje szereg wlasciwosci, takich jak odczyn, zasolenie, poziom
zanieczyszczenia metalami 1 zanieczyszczeniami organicznymi, zawarto$¢ wegla i
sktadnikow nawozowych, sktad granulometryczny i inne

(www.gios.gov.pl/chemizm_gleb/).

2.2. Oznaczenia ste¢Zenia glomalin

Z badanych probek glebowych wyekstrahowano glikoproteiny glebowe oznaczajac
zarowno glomaliny ogoélne (TG), tatwoekstrahowalne (EEG) jak i biatka glebowe
spokrewnione z glomalinami (GRSP).

Latwoekstrahowalne frakcje glomalin (EEG — easily extractable glomalin) z gleby
ekstrahowano 20 mM buforem cytrynianowym pH 7,0 przez 30 minut przy 121°C, natomiast
0goblng ilos¢ glomalin (TG — total glomalin) 50 mM buforem cytrynianowym pH 8,0 przez 60
minut przy 121°C, wedlug metody opisanej przez Wright i Upadhyaya (1996, 1998).
Ekstrakcje przeprowadzano kilkukrotnie, uzupetniajac za kazdym razem bufor cytrynianowy,
az do calkowitego wymycia gleby z frakcji organicznej. Otrzymane supernatanty po
ekstrakcji zlewano razem i przechowywano w temperaturze +4°C do dalszych analiz. W
otrzymanych ekstraktach oznaczono stezenie biatka metodg Bradforda (1976), polegajaca na
kolorymetrycznym oznaczaniu og6élnego stezenia biatka przy uzyciu albuminy wotowej jako
standardu, z uwzglednieniem modyfikacji metody (Wright, 1999). Pomiar absorbancji

wykonano przy dtugosci fali 590 nm.

2.3. Oznaczenia liczebnosci spor grzybow mykoryzowych

Izolacje spor grzybow mykoryzowych przeprowadzono wedtug metodyki Philips i
Hayman, 1970. Zasiedlenie korzeni przez grzyby AMF oznaczano metoda mikroskopowa —
po wypreparowaniu probki korzeni i1 jej wybarwieniu bigkitem trypanowym wykonywano
preparaty na szkielkach podstawowych (korzenie zawieszano w poliwinylo-laktoglicerolu —
PVLG). Wykonywano po dwa slajdy z kazdej probki — stopien zasiedlenia okreslano jako %

zasiedlenia korzeni przez strzgpki, arbuskule 1 wezikule grzybéw AMF.
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Liczebnos¢ spor grzybow AMF oznaczano w usrednionych prébkach 100 g powietrznie

suchej gleby (2 x 50g), przy czym liczone byty oddzielnie spory AMF wydzielone na filtrach

o $rednicach oczek 150, 50 i 75 mikrometrow, ktore po zsumowaniu dajg liczebno$¢ spor w

danej prébcee glebowej (w przedziale wielkosci od 400 do 50 mikrometréw).

2.4. Oznaczenia aktywnosci biologicznej gleb

Oznaczenia aktywnosci biologicznej gleb obejmowaty:

1.

2.

3.
4.

5.

Aktywnosé enzymatyczna gleby:

a). aktywnosci dehydrogenaz (Caside, 1964)
b). aktywnosci fosfataz zasadowej i kwasnej (Tabatabai i Bremner, 1969).

Liczebnos¢ drobnoustrojow glebowych:

b). Ogdlng liczebnos¢ grzybow (Martin 1950)

¢). Ogolng liczebnos¢ bakterii (Wallace R., Lockhead A. 1950)

g). Ogolng liczebnos¢ Azotobacter spp. (Fenglerowa 1965)

h). Ogdlng liczebnos¢ bakterii amonifikacyjnych (Hattori, Hattori 1980)

1). Ogolng liczebnos¢ bakterii rozpuszczajgcych fosforany (Sharma et aal., 2011)
Biomase mikroorganizmow, metoda fumigacji — ekstrakcji PN-1SO 14240-2.

Ocene profilu metabolicznego gleby (community level physiological profiles — CLPP).
Metoda ta jest stosowna w badaniach zmian ztozonych zespotéw mikroorganizmow
zachodzacych pod wptywem biotycznych 1 abiotycznych czynnikéw. Na podstawie
uzyskanych profili metabolicznych gleby mozemy otrzyma¢ zaréwno informacje o
dostepnosci i/lub niedostgpnosci do katabolizowanych substratow przez badane
zespoly mikroorganizméw jak réwniez oceni¢ istotno$¢ procesu katabolizmu,
okreslong na podstawie intensywnosci zmiany barwy (Pohland, Owen 2009). Plytki
Biolog EcoPlates to 96-dotkowe mikroptytki, zawierajace trzy powtdrzenia 31
réznych substratow weglowych oraz wody, jako proby kontrolnej. W wyniku
wykorzystania danego substratu przez wprowadzone do ptytek mikroorganizmy,
nastepuje zmiana barwy wskaznika redox (fiolet tetrazoliowy), ktory ulega redukcji
podczas utleniania substratow weglowych. Uzyskany w ten sposob profil
metaboliczny obrazuje aktualny stan mikroorganizmow w danym srodowisku.

analizy fizykochemiczne gleb (zawarto$¢ makro- i mikroelementow) oraz stabilno$é
agregatow glebowych wykonano w Zakladzie Gleboznawstwa i Ochrony Gruntow

IUNG-PIB.
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2.5. Analizy statytsyczne

W celu oszacowania istotnych roéznic pomiedzy $rednimi zastosowano test t-Studenta
dla rozktadow normalnych, przyjeto poziom ufnosci 0,95. Wyliczono takze warto$ci
wspotczynnika korelacji prostej Pearsona dla p <0,05 dla uktadéow liniowych. Réwnania
regresji przedstawiono na wykresach rozrzutu przy zastosowaniu testu R-kwadrat. Do analizy
wynikoéw zastosowano takze jednoczynnikowsa i dwuczynnikowsa analiz¢ wariancji ANOVA.
Ponadto w celu oceny korelacji wielu zmiennych wykonano analiz¢ gtownych sktadowych
PCA. Na podstawie wynikow uzyskanych z oznaczen profilu metabolicznego (Biolog
EcoPlates) dla kazdej z prob glebowych wyliczono sumg absorbancji dla poszczegdlnych
grup  substratéw  (aminokwasdéw, polimerow, weglowodanow, amin, kwasow
karboksylowych) a takze wskaznik bogactwa R (Richness), AWCD (well colour
development) > 0,25 oraz wskaznik réznorodno$ci Shannon-Weaver (H). Wyniki analiz
przedstawiono w postaci graficznej. Do statystycznej oceny wynikow wykorzystano pakiet

programow Statistica.pl (7), (Stat. Soft. Inc.).

3. CEL BADAN

Badania, ktére przeprowadzono w ramach niniejszego tematu miaty na celu:

a) poznanie zawartoSci glomalin, glikoprotein produkowanych przez grzyby
mykoryzowe, w glebach Polski o rdéznej charakterystyce fizykochemicznej i
reprezentujacej zroznicowany poziom intensywnos$ci rolnictwa z uwzglednieniem
systemow uprawy roli i zabiegdw agrotechnicznych.

b) stwierdzenie, czy zabiegi agrotechniczne i systemy uprawy istotnie oddziatywajg na
zawarto$¢ 1 gromadzenie si¢ glomaliny w glebach 1 na populacje grzybow

mykoryzowych, a tym samym na stabilno$¢ agregatow glebowych.

4. WYNIKI
4.1. Ocena zawarto$ci glomalin w glebie spod pszenicy ozimej z uwzglednieniem
systemow uprawy roli.

We wspoélczesnym rolnictwie nowoczesna uprawa roli musi spetniaé wiele warunkow
pozwalajacych na ochrong gleby i polepszanie jej parametrow. Przede wszystkim bardzo
wazne jest ograniczenie strat glebowej materii organicznej oraz poprawe struktury gleby i
zmniejszenie zlewnosci 1 sktonnosci jej do zaskorupiania si¢. Bardzo waznym czynnikiem

biologicznym w aspekcie omawianych problemow jest zawarto$¢ glomalin w glebie.
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W latach 2015-2017 przeanalizowno poziom zawarto$ci glomalin w probkach glebowych
pochodzacych spod uprawy pszenicy ozimej odmiany Jantarka z uwzglednieniem réznych
sytemow uprawy roli (Tabela 4). Najwyzsza zawarto$cig glomalin ogoélnych (TG),
tatwoekstrahowalnuych (EEG) oraz biatek glebowych spokrewnionych z glomalinami
(GRSP) charakteryzowata si¢ gleba pobrana spod uprawy pszenicy ozimej odmiany Jantarka
w systemie ekologicznym. Z kolei najnizsze zawaros$ci glomalin stwierdzono w glebie
pobranej z systemu integrowanego. Nie stwierdzono natomiast statystycznie istotnej rdéznicy

w zawarosci glomalin w glebach pobranych z sytemu konwencjonalnego oraz integrowanego
(Tabela 4).

Tabela 4. Stezenie glomalin oraz liczebnos$¢ spor grzybéow mykoryzowych w glebach z
roznych sytemow uprawy ($rednia z lat 2015-2017).

Stezenie glomalin Liczebnos$¢ spor grzybow AM

mg/g s. m. gleby % o Srednicy
System | GRSP TG EEG kolonizacji 50 pm 75 um | 150 pm
EKO 9.69° 6.012 3.91° 40.0° 449.0%|  224.0°| 115°
KON 9.02° 5.10P 3.69° 41,4° 3745°| 2135°| 10.5°
INT 8.67" 4,18° 3.34 48.0° 354.7°|  264.0°| 15.5°
MON 8.40° 5.42P 2.97¢ 36.5° 240.7°|  198.5° 9.0¢

Liczby oznaczone réoznymi literami rdznig si¢ itotnie statystycznie migdzy sobg (test
Tukey’a, P < 0,05).

W tabeli 4 przedstawiono takze liczebno$¢ spor grzybow mykoryzowych oraz procent
kolonizacji korzeni pszenicy przez grzyby AM. Najwyzszy procent kolonizacji grzybow AM
stwierdzono w ryzosferze pszenicy uprawianej w systemie integrowanym (48,0%) a najnizszy
w monokulturze (36.5%). Z drugiej jednak strony najwyzsza liczebno$¢ spor grzybow
mykoryzowych o $rednicy 50 um stwierdzono w glebie pobranej spod uprawy pszenicy
ozimej w systemie ekologicznym a najmniejszg w glebie spod uprawy w monokulturze.

Na rycinie 3 przedstawiono zawarto$¢ glomalin w glebie w zaleznio$ci od zastosowanego
sytemu uprawy roli. Na podstawie jednoczynnikowej analizy wariancji ANOVA stwierdzono,
1z zawartos¢ glomalin ogdlnych (TG) oraz biatek glebowych spokrewnionych z glomalinami
(GRSP) w systemie ekologicznym roznita si¢ istotnie statystycznie od zawartosci glomalin w
innych sytemach uprawy roli (Rys. 3). Natomiast w przypadku zawarto$ci glomalin

tatwoekstrahowalnych (EEG) nie stwierdzono statytycznie istotnej rdéznicy w ich zawartosci
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pomig¢dzy sytemem konwencjonalnym a ekologicznym. Niemniej jednak zawarto$¢ glomalin
EEG w systemie ekologicznym i konwencjonalnym byla statystycznie istotnie wyzsza od

zawatosci glomalin EEG w systemie integrowanym i monokulturze (Rys. 3).

Rys. 3. Jednoczynnikowa analiza wariancji ANOVA — zawarto$¢ glomalin w glebie w
réznych systemach uprawy: a). stezenie glomalin ogélnych (TG); b). stezenie glomalin
tatwoekstrahowalnych (EEG); c). stezenie bialek glebowych spokrewnionych z glomalinami
(GRSP).
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Uprawa phluzna charakteryzuje si¢ najwigksza iloscig zabiegow uprawowych,
wykonywane sg one rowniez najglebiej (25-30 cm). W uprawie tej brak jest tez ochrony
wierzchniej warstwy gleby. Mimo stopniowego odchodzenia od tego systemu uprawy posiada
on tez szereg zalet. W uprawie pluznej dlugo utrzymuje si¢ spulchnienie gleby, a resztki
pozniwne mozna tatwo i dokltadnie przykry¢é. Uprawa tego typu pozwala na dobre
napowietrzenie gleby oraz wzrost jej aktywnos$ci biologicznej. Jedng z podstawowych wad
systemu pluznego jest jego wysoka energochlonno$é. Ponadto w trakcie uprawy poprzez
odwracanie gleby nast¢puje naruszenie naturalnego uktadu gleby (niszczenie struktury
gruzetkowatej, przyspieszenie mineralizacji prochnicy). Odwracanie gleby powoduje
wycigganie na powierzchni¢ z dolnych warstw mikroorganizmoéw beztlenowych, a bakterie
tlenowe podpowierzchniowe umieszcza si¢ gleboko w profilu gleby. Doprowadzenie do
poprzedniej rownowagi zycia biologicznego wymaga czasu. Dziatania te powoduja rowniez
przesuszanie warstwy ornej i zmniejszenia nosnosci gleby.

Po zastosowaniu tradycyjnej uprawy nastgpuje zwykle stymulacja aktywnosci
mikrobiologicznej gleby, ktora mozna wykaza¢ na podstawie zwigkszonej liczebnosci
mikroorganizmow i wyzszego tempa oddychania. Taka stymulacja jest rezultatem rozbicia
agregatow glebowych, a wigc wyeksponowania i natlenienia obecnych w nich substancji
podatnych na degradacj¢. Przeciwnie, uzytkowanie bez zabiegéw uprawowych wzmaga

aktywno$¢ mikrobiologiczng jedynie przy lub tez w poblizu powierzchniowej warstwy gleby.

Ponadto zabiegi uprawowe, jak roéwniez monokultury nie sprzyjaja rozwojowi mezo- i
makrofauny oraz grzybow mykoryzowych, co potwierdzono wynikami badan wiasnych.
Uprawa rozrywa makroagregaty, a w nich stwierdza si¢ najwyzsze tempo mineralizacji. Orka

powoduje rozrywanie oraz naruszenie struktury strzgpkek grzybowych, co znacznie opdznia
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infekcje roslin przez AMF. Z kolei kontynuowanie uprawy w monokulturze powoduje
przewaznie znaczng obnizke¢ plonu. W tabeli 5 przedstawiono wspotczynniki korelacji prostej
Pearsona wyliczone dla korelacji zawartosci glomalin z podstawowoymi parametrami oceny
aktywnosci biologicznej gleby. Zawarto$¢ glomalin ogolnych TG korelowata silnie z
aktywnoscig dehydrogenaz, zawartoscig wegla w biomasie mikroorganizmow oraz z materia

organiczng (Tabela 5).

Tabela 5. Wspotczynniki korelacji prostej Pearson'a pomie¢dzy stezeniem glomalin a
wybranymi parametrami aktywnos$ci biologicznej gleby (oblicznenia dla $rednich z lat 2016-
2017).

Parameter EEG DHA MBC POM OM

TG 0.894™ 0.701™ 0.683™ 0.493" 0.862"
EEG 1 0.7377 0.807™ 0.722™ 0.947"
DHA 1 0.962™ 0.732" 0.873™
MBC 1 0.824™ 0.924™
POM 1 0.791"

** - jistotne roznice przy P=0.01; *- istotne r6znice przy P=0.05; objasnienia: DHA —
aktywno$¢ dehydrogenaz; MBD — zawarto$¢ wegla w biomasie mikroorganizmow; OM —
zawarto$¢ materii organicznej

Ponadto uprawie ro$lin w monokulturze towarzyszy zwykle spadek zyznosci i
produktywno$ci gleby, a tym samym plonowania ro$lin. Przyczyna tego zjawiska jest
»Zzmeczenie gleby” spowodowane toksycznym dziataniem substancji biologicznie czynnych i
ich metabolitow oraz nagromadzeniem grzybow patogennych, eliminujagcych grzyby
mykoryzowe. Badania przeprowadzone w Minnesocie (Wright, 2007) potwierdzaja, ze
uprawa roslin w monokulturze selekcjonuje grzyby AMF w kierunku gorszych symbiontow,
gdyz w wielu przypadkach stwierdza si¢ obnizke¢ plonu przy kontynuowaniu uprawy w
monokulturze. Stwierdzono, ze rezultatem zmianowania jest roznorodno$¢ typow AMF oraz
wyzsze plony zaréwno kukurydzy, jak i soi oraz wyzsza w nich zawarto$¢ skladnikow
pokarmowych.

Na podstawie uzyskanych wynikéw wykazano, iz system ekologicznej uprawy okazat sie
najlepszym systemem wsréd badanych do rozwoju grzybéw AM i produkcji przez nie
glomalin. Z kolei integrowany system uprawy charakteryzujacy si¢ kombinacja réznych

zabiegdw agrotechnicznych moze zaktocaé rozwdj grzybow AM, a tym samym obnizy¢
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Stezenie glomalin ogoinych

produkcje przez nie glomalin, czego efektem jest nizszy poziom tego biatka w glebie w
stosunku do systemu ekologicznego.

W przypadku oceny zawartosci glomalin w glebie duze znaczenie ma takze poziom
poboru gleby. W celu okres$lenie zaleznos$ci zawartosci glomalin w réznych poziomach gleby
okreslono zawarto$¢ tych glikoprotein w okre$lonych warstwach gleby: 0-5cm, 5-10cm, 10-
15 cm, 15-20cm, 20-35 cm (Rys 4). Najwyzsza zawartos¢ glomalin stwierdzono w
warstawach od 0-20 cm, natomiast najnizszg w warstwie 30-35 cm. Wynika to gtéwnie z
zasiggu korzeni uprawianej rosliny (w tym przypadku pszenicy ozmiej odmiany Jantarka) w

glab profilu glebowego.

Rys. 4. Zawartos¢ glomalin w zaleznosci od poziomu poboru probek: a). stezenie
glomalin ogdlnych (TG); b). stezenie glomalin tatwoekstrahowalnych (EEG); c). stezenie
biatek glebowych spokrewnionych z glomalinami (GRSP).
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Ponadto stwierdzono silng korelacje pomig¢dzy stezeniem biatek TG a GRSP (Rys 5),
natomiast zaleznos¢ ta nie byta juz tak silna pomigdzy zawartoscia biatek TG a EEG.

Rys. 5. Wykres zaleznosci pomiedzy: a) stezeniem biatek TG a GRSP; b) stezeniem
biatek EEG a GRSP.
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Reasumujgc, gleby uzyte w tym doswiadczeniu pochodzily z jednego geografcznie
miejsca, dlatego pominigto réznice pomiedzy wplywem klimatu a skladem komponentow
glebowych oraz budowa strukturalng, przyjmujac ja za taka sama dla wszystkich probek
glebowych. Stad tez, st¢zenie otrzymanych glomalin w poszczegoélnych systemach uprawy
odzwierciedla jedynie wplyw systemu na rozwdj grzybow AMF 1 produkcje przez nie
glomalin. Stad tez mozna stwierdzi¢, i z ilos¢ wytwarzanych przez grzyby AM glomalin

zalezala istotnie m.in. od systemu uprawy. System ekologiczny znacznie podwyzszat
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produkcje glomalin i ich koncentracje w glebie w przeciwienstwie do integrowaneg0 Systemu

uprawy i monokultury.

4.2. Ocena zawarto$ci glomalin w glebie spod uprawy kukurydzy w monokulturze z
zastosowaniem roznych techniki przygotowania gleby do siewu

Badania dotyczace zawarto$ci glomalin w glebie spod uprawy kukurydzy w
monokulturze z zastosowaniem réznych technik przygotowania gleby do siewu prowadzono
w latch 2015-2017. Doswiadczenie polowe, z ktorego pobierano probki glebowe dotyczyto
wieloletniej uprawy kukurydzy w monokulturze. Doswiadczenie zatozone zostato w 2004
roku, w pasach z odbiciem lustrzanym i trwa do dzisiaj w RZD Grabow (woj. mazowieckie).
Oznaczenia obejmowaty 4 kombinacje glebowe:

a) Kn - gleba spod monokultury kukurydzy nie orana (siew bezposredni)

b) Ko - gleba spod monokultury kukurydzy orano (petna uprawa ptuzna)

c) Kz - gleba spod monokultury kukurydzy orang w zmianowaniu (jgczmien jary,

pszenica ozima, kukurydza)

d) Ku - gleba spod monokultury kukurydzy (uprawa uproszczona, gruber).

Probki glebowe pobierano w trzech fazach wzrostu roslin: faza 6 lisci, faza 12 lisci, faza
kwitnienia oraz przed siewem i po zbiorze kolb. Odmiang kukurydzy uzyta w doswiadczeniu
byta odmiana LG 3226. Zastosowane zostaty nastepujace dawki nawozow: 140 kg N/ha, 28
kg P/ha, 104 kg K/ha. Doswiadczenie przeprowadzono na glebie plowej, zaliczonej do
kompleksu zytniego bardzo dobrego.

W obiekcie z pelng uprawa ptuzna, po zbiorze kolb stoma kukurydziana po
rozdrobnieniu byla jesienig przeorywana. W obiekcie bez uprawy mechanicznej rozdrobniona
stoma pozostawata na powierzchni gleby. Jakos¢ s$rodowiska glebowego okreslono na
podstawie oznaczeh aktywnosci biologicznej gleby poprzez okreslenie ogoélnych liczebnosci
bakterii 1 grzyboéw oraz aktywnosci enzymatycznej gleby (aktywno$¢ dehydrogenaz, fosfatazy
kwasnej 1 zasadowej). Okre§lono takze zawarto$§¢ ogolnych (TG) i1 tatwoekstahowalnych
biatek glebowych spokrewnionych z glomalinami (EE) w glebie oraz ich korelacj¢ z
poszczegdlnymi parametrami aktywnosci biologicznej gleby.

Na podstawie analizy $rednich zawartosci glomalin w latach 2015-2017, najwyzsza
zawarto$¢ glomalin ogdlnych stwierdzono w glebie w fazie kwitnienia kukurydzy (2.91 mg/g
s.m. gleby), natomiast najnizsza w glebie przed siewem (2,07 mg/g s.m. gleby) (Tabela 6).

Rowniez w przypadku zawarto$ci glomalin tatwoekstrahowalnych (EEG) oraz biatek
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glebowych spokrewnionych z glomalinami (GRSP) najwyzsze ich zawartosci stwierdzono w

glebie pobranej spod uprawy kukurydzy w fazie kwitnienia.

Table 6. Zawartos¢ glomalin w probkach glebowych na podstawie jednoczynnikowej analizy
wariancji ANOVA ($rednia z lat 2015-2017).

Termin poboru probek TG EEG GRSP
glebowych mg/g s.m. gleby
przed siewem 2.07° 1.10%|  3.172

faza 6 lisci|  2.80° 1.32%°°| 412

faza 12 lisci|  2.86° 1.39°| 426"

kwitnienie|  2.91° 1.41°| 432

po zbiorach 2.79° 1.28%  4.07°

Liczby oznaczone r6znymi literami r6znig si¢ itotnie statystycznie mi¢dzy soba
(test Tukey’a, P <0,05).

Grzyby mykoryzowe aktywnie rozwijajg si¢ w nienaruszonym systemie glebowym,
bez zastosowania orki (siew bezposredni) i moga powodowac: agregacj¢ gleby, zwickszenie
penetracji wody, ochrone materii organicznej przed rozkladem oraz wzrost odpornosci gleb
na erozje (Miller, Jastrow, 2000). Stad tez wysokie stezenie glomalin stwierdzono w
niezaktéconym, systemie bezorkowym z zastosowaniem siewu bezposredniego jako techniki
przygotowania gleby do siewu. Jest to wynikiem formowania oraz utrzymywania trwatosci
agregatow glebowych.

W przeprowadzonych badaniach najnizsze zawartosci glomalin ogdélnych stwierdzono
w glebie spod uprawy kukurydzy z zastosowaniem pelnej uprawy ptuznej (Tabela 7). W
uprawie tej nastepuje rozbicie agregatow glebowych oraz inwazyjne rozerwanie filamentow
grzybowych, stad tez zawartos¢ glikoprotein produkowanych przez grzyby AM byta niska. Z
drugiej jednak strony, wyniki oznaczenia ogdlnego st¢zenia glomalin mogg by¢ mylace, gdyz
w stosowanej metodzie ekstrahowana jest rowniez ekstremalnie odporna na niekorzystne
warunki czes$¢ frakcji organicznej gleby, niekoniecznie same glomaliny (Miras-Avalos i in.,
2011). Bardziej wiarygodne w ocenie trwatosci agregatow glebowych staja si¢ wigc GRSP
lub EEG, ktorych wartosci moga odzwierciedla¢ rzeczywista zawartos¢ glomalin w glebie
(Wright, Upadhyaya, 1996). Niemniej jednak, w przypadku zawarto$ci biatek glebowych
spokrewnionych z glomalinami takze w przypadku peinej uprawy pluznej obserwowano

najmniejsza ich zawartos¢ (Tabela 7). Tlumaczy¢ to mozna takze tym, iz, jak wykazaty
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wczesniejsze  badania,  glomaliny  ogdélne  charakteryzuje  znacznie  mniejsza
immunoreaktywno$¢ w poréwnaniu do tatwoekstrahowalnych glomalin oraz bialek GRSP
wykazujacych znacznie wyzszg immunoreaktywno$¢ (Wright, Upadhyaya, 1999). Ponadto
wysokie warto$ci stezen biatek GRSP wskazuje, ze te frakcje glomalin mogg w jednoznaczny
sposob tlumaczy¢ zwigzek pomigdzy zawartoscig glomalin a zastosowanymi praktykami

rolniczymi (Wright i in., 1998; Gillespie i in., 2011).

Tabela 7. Zawartos¢¢ glomalin w glebie spod uprawy kukurydzy w monokulturze i
zmianowaniu na podstawie jednoczynnikowej analizy wariancji ANOVA ($rednia z lat 2015-
2017).

Termin Technika TG | EEG | __GRspP
przygotowania gleby mg/g s.m. gleby

siew bezposredni 2.87bcd 1.12% 3.99z2bcd
5 5 uprawa uproszczona 2.00% 1.25%¢ 3.25%
5 § pelna uprawa ptuzna 1.892 1.35%¢ 3.242
zmianowanie 3.01¢de 1.112 4,123
5 siew bezposredni 3.53% 1.59¢ 5.12f
E uprawa uproszczona 3.54¢% 1.39%¢ 4,930%f
N petna uprawa ptuzna 2.78%cd 1.22%¢ 4,002
& zmianowanie 2.8530cd 1.18%¢ 4,032
siew bezposredni 3.03¢de 1.57"¢ 4,59¢0ef
S5 uprawa uproszczona 3.24¢%d 1.15%¢ 4,39bcde
:_c'§ = petna uprawa ptuzna 2.75%c 1.12% 3.87%¢
zmianowanie 2,743 1.23%¢ 3.973bcd
@ siew bezposredni 3.34¢0¢ 1.278b¢ 4,610
3 uprawa uproszczona 3.19%de 1.243bc 4.43bcde
§ pelna uprawa ptuzna 2.823bcd 1.30%b¢ 4,113
= zmianowanie 2.97bede 1.243b¢ 4,15%c
- siew bezposredni 3.51% 1.473¢ 4,980%f
o 8 uprawa uproszczona 3.85° 1.173¢ 5.02¢
=5 pelna uprawa ptuzna 2.98¢d 1.148b¢ 4,123
™ zmianowanie 2.383b¢ 1.082 3.46%®

Liczby oznaczone ré6znymi literami r6znig si¢ itotnie statystycznie miedzy soba
(test Tukey’a, P <0,05).
W tabeli 8 przedstawiono liczebno$¢ spor grzybow mykoryzowych oraz procent
kolonizacji korzeni przez grzyby AM w glebie w dtugoletniej monokulturze kukurydzy.
Najwyzsza liczebno$¢ grzyboéw AM stwierdzono w glebie pobranej spod uprawy kukurydzy

w systemie siewu bezposredniego (Tabela 8). Ponadto liczebno$¢ spor grzybow AM o
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srednicy 50-74 um byla silnie skorelowana zaro6wno z zawatoscia glomalin ogolnych (TG),

jaki glomalin tatwoekstrahowalnych (EEG) (Tabela 8).

Tabela 8. Liczebnos¢ spor oraz procent kolonizacji grzybow mykoryzowych w glebie spod
uprawy kukurydzy w monokulturze i zminowaniu.

Nr Liczebnos¢ Liczebnos¢ Liczebnos¢ Mg MG
spor spor spor liczebnos$¢ spor liczebnos¢ spor
50-74 um 75-149 um > 150 um 50-74 um | 50-74 pum
(%) (%) (%)
Kn 506 365 81 0,865 0,615
(53%) (389%) (9%)
Ku 485 359 57 0,725 0,778
(54%) (40%) (6%)
Ko 244 217 36 0,815 0,642
(49%) (44%) (7%)
Kz 231 199 31 0,878 0,822
(50%) (43%) (7%)

Z danych literaturowych wynika, iz zawarto$§¢ glomalin w glebie jest silnie

skorelowana ze stabilnoscig agregatow glebowych (Wright i in., 1998).

W analizowanych probkach glebowych okreslono zatem stabilno$¢ agregatow

glebowych jako zawartos¢ tatwodyspergowanego itu RDC (readily dispersible clay) w g/100

g gleby (Rys. 6). W przypadku monokultury bezorkowej z zastosowaniem siewu

bezposredniego oraz w monokulturze uproszczonej stwierdzono najwyzsza stabilnos$¢

agregatow glebowych a tym samym najmniejsza podatno$¢ gleb na destrukcje (RDC w
przedziale 0,21-0,3 oraz RDC <0,2). Ponadto zar6wno zawarto$¢ biatek TG, EEG jak i GRSR

wykazywala silne korelacje z zawarto$cig tatwodyspergowanego itu (RDC) (Tabela 9).

30



Rys 6. Stabilnos¢ agregatéw glebowych.
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0,10 |

0,00 A

przed siewem 6 lisci 12 lisci kwitnienie po zhiorze

termin poboru prébek glebowych

B Monokult.bezork. ® Monokult.uproszcz. = Monokult w uprawie orkowej B Kukurydza w zmian.

Objasnienie:

Klasy podatnosci gleb na destrukcje; RDC (g/100g):
I gleby bardzo silnie podatne >0,50

Il gleby silnie podatne  0,41-0,50

Il gleby podatne 0,31-0,40

v gleby stabo podatne  0,21-0,30

Vv gleby bardzo stabo podatne <0,20

Tabela 9. Wspolczynniki korelacji prostej Pearsona (P < 0.05).

Nr rTG rEEG r-GRSP
Kn 0,814 0,752 0,912
Ku 0,722 0,625 0,742
Ko 0,521 0,486 0,556
Kz 0,547 0,612 0,741

W tabeli 10 przedstawiono wspoélczyniki korelacji prostej Pearsona pomiedzy zawartoscia
glomalin og6lnych, latwoesktachowalnych oraz biatek glebowych spokrewnionych z
glomalinami a podstawowymi parametrami chemicznymi gleby oraz aktywnos$cig biologiczng
gleb. Silne korelacje wykazano pomigdzy ogolng zawarto$cig glomalin a aktywnoscia
enzymatyczng: dehydrogenaz (r=0,859), fosfatazy alkalicznej (r=0,712) (tabela 10). Ponadto
w przypadku ogolnych zawartosci glomalin tatwoekstrahowalnych stwierdzono silne
korelacja pomigedzy EEG a ogdlng liczebnoscia bakterii (r=0,960) oraz og6lng liczebnos$cia
grzybow (r=998).

31



Tabela 10. Wspoczynniki korelacji prostej Pearsona.

Parametr Corg Pegner | Kegner Mg TG EEG | GRSP | DHA AcP AlIP | Bakterie | Grzyby | MBC
pH -0.809*| 0.538| 0.087| -0.093| 0.353| -0.236| 0.249| -0.060| 0.423| -0.324| -0.043| -0.272| 0.575
Corg -0.674*| -0.527| -0.096| -0.835*| -0.222| -0.767*| -0.496| -0.032| -0.266| -0.296| -0.211| -0.008
Pegner 0.823*| -0.635| 0.599| -0.339| 0.436| 0.619| 0.558| -0.033| -0.405| -0.310| 0.184
Kegner -0.377| 0.782*| 0.104| 0.694*| 0.947*| 0.088| 0.480| -0.082| 0.155| -0.393
Mg 0.201| 0.866*| 0.370| -0.081| -0.894*| 0.578| 0.954*| 0.833*| -0.523
TG 0.545| 0.981*| 0.859*| -0.314| 0.712*| 0.477| 0.563| -0.513
EEG 0.696*| 0.413| -0.965*| 0.908*| 0.960*| 0.998*| -0.853*
GRSP 0.831*| -0.489| 0.818*| 0.628| 0.711*| -0.634
DHA -0.238| 0.737*| 0.215| 0.461| -0.658
AlIP -0.832| -0.923*| -0.961*| 0.842*
AcP 0.768*| 0.933*| -0.960*
Bakterie (B) 0.939*| -0.673*
Grzyby (F) -0.885*

* wartosci istotne statystycznie (P < 0.05), (n=9, $rednie z lat 2015-2017).

Legenda:

Corg [g/kg gleby]

Pegner, Kegner, Mg [mg/kg gleby]

Ogolna liczebno$¢ bakterii (B) [108 jtk/g s.m. gleby]

Ogolna liczebnos¢ grzybow (F) [10% jtk/g s.m. gleby]

Aktywnos$¢ dehydrogenaz (DHA) [ug formazan/g s.m. gleby/24h]
Aktywnosc¢ fosfatazy zasadowej (AIP) [ug p-nitrophenol/g s.m. gleby/h]
Aktywnosc¢ fosfatazy kwasnej (AcP) [ug p-nitrophenol/g s.m. gleby/h]
Biomasa C (MBC) [ug/g s.m. gleby]

Glomaliny ogo6lne (TG) [mg/g s.m. gleby]

Glomaliny tatwoekstrahowalne (EEG) [mg/g s.m. gleby]

Bialka glebowe spokrewnione z glomalinami (GRSP) [mg/g s.m. gleby]
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Na podstawie analizy gldéwnych sktadowych PCA wykazano, iz badane parametry
aktywnosci biologicznej gleby wyjasniaja zmienno$c glebowa w blisko 71,33% (Rys. 7).

Zawarto$¢ glomalin byla silnie skorelowana z 0g6lna liczebnoscia grzybow, aktywno$cia

fosfatazy kwasnej oraz zasadowe;.

Rys. 7. Analiza gléwnych skladowych (PCA) przyjmujac za zmienne poszczegdlne
parametry aktywnosci biologicznej gleb.
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Ponadto, analizujac jako zmienne podstawowe parametry biordéznorodnosci gleb

obliczone na podstawie wynikow uzyskanych z oceny profilu metabolicznego po 120h

inkubacji ptytek Biolog EcoPlates stwierdzono, iz najwyzszymi paramerami

aktywnos$ci biologicznej chrakteryzowata si¢ gleba pobrana w fazie kwitnienia
kukurydzy (Rys. 8). Gleba pobrana przed siewem charakteryzowata si¢ natomiast
statystycznie nizsza aktywno$cig biologiczna, z wyjatkiem gleby pobranej przed
siewem z zastosowaniem petnej uprawy ptuznej (Ko) (Rys. 8).

Ponadto gleby pobrane spod uprawy kukurydzy w
zastosowaniem siewu bezposredniego (Kn) i uproszczen (Ku) stanowily odminng

grupe pod wzgledem oceny aktynosci biologicznej w poréwnnaiu do gleb pobranych w

fazie kwitnienia z

fazie kwitnienia kukurydzy z zastosowaniem pelnej uprawy phluznej (Ko) oraz

zmianowania (Kz) (Rys. 8).
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Rys. 8. Analiza gtownych skltadowych (PCA). W analizie przyjeto za zmienne
poszczegolne parametry bioroznorodnosci gleb obliczone po 120h inkubacji ptytek Biolog
EcoPlates: sumeg absorbancji dla poszczegdlnych grup substratow (aminokwasow,
polimeréw, weglowodanoéw, amin, kwaséw karboksylowych) a takze wskaznik bogactwa
R (Richness), AWCD (well colour development) oraz wskaznik r6znorodnosci Shannon-
Weaver (H).
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4.3. Ocena zawartoSci glomalin w reprezentatywnych glebach pochodzacych z

krajowego monitoringu gleb ornych Polski

Prawidlowg strukture gleby oraz jej zyzno$¢ warunkuje wzmozona aktywnos$¢
biologiczna. Wszelkie zmiany wlasciwosci gleby moga przyczyni¢ si¢ do zmian
liczebnosci 1 aktywnosci organizmoéw glebowych zaré6wno zmian w ich skladzie
gatunkowym jak i funkcjonalnym. Stad tez celem tej cze$ci badan bylo okreslenie
zawartosci glomalin ogolnych 1 tatwoekstrahowalny jako wskaznika jakosci gleb
uzytkowanych rolniczo na przyktadzie reprezentatywnych gleb Polski.

Materiat glebowy stanowily probki glebowe pochodzace z krajowego monitoringu
chemizmu gleb ornych pobrane w roku 2015 przez pracownikow Zaktadu Gleboznawstwa
Erozji i Ochrony Gruntow IUNG-PIB. Probki (216 probek glebowych) do analiz
laboratoryjnych byty pobierane z glebokosci 0-20 cm i powierzchni ok. 100 m?, a
nastepnie mieszane w celu uzyskania probki S$redniej. Kazda probka posiadata

odpowiednig dokumentacje¢ terenowa (Www.gios.gov.pl).
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Na podstawie oznaczen st¢zenia glomalin ogolnych w zaleznos$ci od typu gleby

najwyzsze stezenie tego biatka stwierdzono w madach czarnoziemnych, czarnoziemach

wlasciwych oraz czarnych ziemiach wlasciwych (Rys. 9).

Rys. 9. Zawarto$¢ glomalin ogolnych w zaleznos$ci od typu gleby obliczona na podstawie
analizy wariancji ANOVA (test HSD Tukeya P<0,05; n=216).

mady czarnoziemne

czarne ziemie wtasciwe
czarnoziemy witasciwe
czarne ziemie zdegradowane
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gleby brunatne wtasciwe
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Test HSD Tukeya; zmienna TG, Grupy jednorodne, alfa = ,05000; Btad: MS
micdzygrupowe = 3,5286, df = 216,00
T : .
gleby)_/Fs)krc’) " TG; Srednie 1 2
A 3,398529 Kk Kk k| Kk kx|
AP 3,412233 ialalelel ialelelel
C 3,547474 falakel
Bw| 3,864259 ialalelel ialalelel
Ar 3,985279 ialalelel ialelelel
Fb 4,055104 ool
Bk 4,155551 ool
Gc 4,252255 ialalelel
Gb 4,304894 ialalelel
F 4,598403 inialelel
B 4,695575 ialalelel
Cz 4,759599 ialalelel
Dz 4,915475 falelele
D 6,094544 ookl
Fc 7,213445 ialelelel

Te trzy typy gleb zaliczy¢ mozna do jednej grupy pod wzgledem zawartosci

glomalin TG w glebie. Kolejng grupe pod wzglgdem zawarto$ci glomalin ogélnych

stanowity nastgpujace typy gleb: czarne

ziemie

zdegradowane,

czarnoziemy

zdegradowane, gleby brunatne wiasciwe, mady wilasciwe, rgdziny brunatne, redziny
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czarnoziemne, gleby brunatne kwasne oraz mady brunatne. Trzecig grupe gleb
charakteryzujacych si¢ najnizszym stezeniem glomalin og6élnych stanowity: gleby rdzawe,
gleby brunatne wytlugowane, gleby plowe oraz gleby bielicowe (Rys. 9).

Oceng zawartosci glomalin tatwoekstrahowalnych w réznych typach gleb Polski
przedstawiono na wykresie 10. Glebami o najwyzszym stezeniu biatek EEG byly typy:
mady czarnoziemne, czarne ziemie zdegradowane, czarne ziemie wilasciwe, czarnoziemy

wlasciwe oraz gleby brunatne wiasciwe i mady brunatne.

Rys. 10. Zawarto$¢ glomalin tatwoekstrahowalnych w zaleznosci od typu gleby obliczona
na podstawie analizy wariancji ANOVA (test HSD Tukeya P<0,05; n=216).
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Dz 2,718839 Fhkk Hokkok] Jr——
Fc 3,458241 FhkK FhkK| Kkkk

Podobnie jak w przypadku glomalin ogélnych najwyzsze stgzenie biatek glebowych
spokrewnionych z glomalinami GRSP stwierdzono w nastgpujacych typach gleb: madach
czarnoziemnych, czarnoziemach witasciwych, czarnych ziemiach zdegradowanych oraz

glebach brunatnych wiasciwych (Rys. 11).

Rys. 11. Zawartos$¢ biatek glebowych spokrewnionych z glomalinami w w zaleznosci od
typu gleby obliczona na podstawie analizy wariancji ANOVA (test HSD Tukeya P<0,05;
n=216).
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Analizujagc  zawarto$¢ glomalin na przykladzie reprezentatywnych gleb
pochodzacych z krajowego monitoringu gleb uprawnych Polski postuzono si¢ takze
klasyfikacja gleb do gatunku na podstawie normy branzowej BN-78/9180-11. Stezenia
glomalin w glebie na przyktadzie klasyfikacji gleb do gatunku przedstawiono na

wykresach 12-14.

Rys. 12. Zawarto$¢ glomalin ogdélnych w zaleznosci od gatunku gleby obliczona na
podstawie analizy wariancji ANOVA (test HSD Tukeya P<0,05; n=216).
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Rys. 13. Zawarto$¢ glomalin tatwoekstrahowalnych w zaleznosci od gatunku gleby
obliczona na podstawie analizy wariancji ANOVA (test HSD Tukeya P<0,05; n=216).
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Rys. 14. Zawarto$¢ bialek glebowych spokrewnionych z glomalinami w zaleznos$ci od
gatunku gleby obliczona na podstawie analizy wariancji ANOVA (test HSD Tukeya
P<0,05; n=216).
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Stezenie glomalin na przyktadzie klasyfikacji gleb do gatunku wedlug PTG 2008

przedstawiono na wykresie 15.

Rys. 15. Stezenie glomalin w zalezno$ci od gatunku gleby wg PTG 2008 obliczona na
podstawie analizy wariancji ANOVA (test HSD Tukeya P<0,05; n=216).
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Na podstawie tabeli 11 przedstawiajacej wspotczynniki korelacji prostej Pearsona

stwierdzono, iz stgzenie glomalin w glebie silnie korelowato z takimi parametrami

wiasciwosci gleb jak: Corg, Norg, zawarto$¢ Ca®" oraz Mg?" oraz stezeniem magnezu

przyswajalnego.
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Tabela 11. Wspotczynniki korelacji prostej Pearsona (n=216).

TG | EEG | GRSP | Al | ca* | Mg* | Na* | K* P | K | Mg
pHH20 |prochnica| Corg Norg stezenie glomalin kationy wymienne formy przyswajalne
pHH20 1,000 0,021 0,137 0,119 0,070 0,215 0,119 0,796 0,476 0,195 0,202 0,282 0,376 0,332 0,383
prochnica 0,021 1,000 0,194| 0,819 0,026 0,121 0,056| -0,035 0,007 0,001| -0,006 0,015| -0,003 0,010 0,020
Corg 0,137 0,194 1,000 0,654 0,430 0,466 0,472 0,114 0,288 0,100 0,275 0,274 0,015 0,313 0,467
Norg 0,119 0,819 0,654 1,000 0,230 0,355 0,285 0,060 0,178 0,071 0,172 0,204 0,021 0,230 0,322
TG 0,070 0,026 0,430 0,230 1,000 0,671 0,975 0,070 0,142 0,360 0,120| 0,115 0,030 0,099 0,210
EEG 0,215 0,121 0,466 0,355 0,671 1,000 0,819 0,192 0,220 0,272 0,220 0,197 0,063 0,175 0,329
GRSP 0,119 0,056 0,472 0,285 0,975 0,819 1,000 0,112 0,176 0,360 0,159 0,148 0,042 0,129 0,261
Al 0,796 -0,035 0,114 0,060 0,070 0,192 0,112 1,000 0,380 0,189 0,178 0,212 0,451 0,336 0,295
Ca? 0,476 0,007 0,288 0,178 0,142 0,220 0,176 0,380 1,000 0,203 0,202 0,195 0,211 0,238 0,276
Mg?* 0,195 0,001 0,100 0,071 0,360 0,272 0,360 0,189 0,203 1,000 0,119 0,043 0,068 0,403 0,154
Na* 0,202 -0,006 0,275 0,172 0,120 0,220 0,159 0,178 0,202 0,119 1,000 0,237 0,077 0,364 0,329
K* 0,282 0,015 0,274| 0,204, 0,115 0,197 0,148 0,212 0,195 0,043 0,237 1,000| -0,044 0,176 0,743
P 0,376 -0,003 0,015 0,021 0,030( 0,063 0,042 0,451 0,211 0,068 0,077 -0,044 1,000 0,343 0,025
K 0,332 0,010 0,313 0,230 0,099 0,175 0,129 0,336 0,238 0,403 0,364 0,176 0,343 1,000 0,385
Mg 0,383 0,020 0,467 0,322 0,210 0,329 0,261 0,295 0,276 0,154 0,329 0,743 0,025 0,385 1,000

* kolorem czerwonym zaznaczono wartosci istotne statystycznie (P < 0.05), (n=216).

Legenda:
Prochnica, Corg [%0]

Kationy wymienne: Al, Ca?" Mg?" Na*, K*, [cmol(+) kg™]
Formy przyswajalne fosforu, potasu i magnezu: P [P20s-100g™]; K [K20-100g™]; Mg [Mg-100g71]
Glomaliny ogélne (TG) [mg-gts.m. gleby]
Glomaliny tatwoekstrahowalne (EEG) [mg-g™ s.m. gleby]
Biatka glebowe spokrewnione z glomalinami (GRSP) [mg-g™ s.m. gleby]
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Rys. 16. Wykres zalezno$ci pomiedzy: a) stezeniem biatek TG a EEG; b) ste¢zeniem biatek
TG a GRSP; ¢). stgzeniem bialek EEG a GRSP (n=216).
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Na przykladzie analizy 216 probek glebowych na zawarto$¢ glomalin ogdlnych,
fatwoekstrahowalnych oraz bialek glebowych spokrewnionych z glomalinami wykazano,
iz powyzsze glikoproteiny glebowe byly silnie ze soba skorelowane. Najsilniejsze
korelacje stwierdzono pomiedzy ogolng zawartoscig biatek glebowych spokrewnionych z
glomalinami (GRSP) a st¢zeniem glomalin ogélnych (TG) (r=0,948) (wykres 16). Ponadto
silne korelacje okre$lono takze pomiedzy zawartoscig glomalin tatwoekstahowalnych
(EEG) a stgzeniem biatek GRSP (r=819). Tak silnych korelacji nie stwierdzono natomiast
pomiedzy stezeniem glomalin a zawartoscig wegla organicznego (wykres 17). Korelacje te
wynosity odpowiednio: dla biatek TG (r=0,429), dla biatek EEG (r=0,465) oraz dla biatek
glebowych spokrewnionych z glomalinami GRSP (r=0,471).
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Stezenie glomalin ogdinych
TG [mg/g s.m. gleby]

Rys. 17. Wykres zaleznos$ci pomiedzy: a) stezeniem bialek TG a Corg; b) stezeniem
biatek EEG a Corg; ¢). stezeniem biatek GRSP a Corg (N=216).
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Przeprowadzone w niniejszej cze$ci badania wykazaly, iz ilo§¢ wytwarzanych

przez grzyby AMF glomalin zalezala m. in. od typu gleby oraz korelowata z ogdlna

zawartoscig wegla ogdlnego 1 azotu w glebie. Otrzymane wyniki badah potwierdzaja

przyjeta hipotez, ze zawarto$¢ glomalin ogoélnych i1 latwoekstrahowalnych moze by¢

miarodajnym wskaznikiem oceny jakosci gleb uzytkowanych rolniczo.

4.4. Ocena zawartosci glomalin oraz aktywnosci biologicznej w reprezentatywnych

glebach pochodzacych z krajowego monitoringu gleb ornych Polski na

przykladzie gleb pochodzacych z wojewodztwa lubelskiego.

W celu przedstawienia petniejszej analizy oraz korelacji zawartosci glomalin w glebie

z parametrami aktywnosci biologicznej gleb do analizy wybrano gleby pochodzace z
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krajowego monitoringu gleb ornych Polski na przyktadzie gleb pochodzacych z

wojewodztwa lubelskiego. W tabeli

12 przedstawiono zawarto$¢

reprezentatywnych glebach pochodzacych z wojewddztwa lubelskiego.

wojewodztwa lubelskiego (n=3).

glomalin w

NI Typ gleby TG EEG GRSP
mg/g s.m. gleby
1 gleby brunatne kwasne 3,72 1,75 5,48
2 mady wlasciwe 5,40 1,35 6,75
3 gleby ptowe 2,29 1,46 3,75
4 czarne ziemie zdegradowane 2,25 1,63 3,89
5 gleby bielicowe 3,16 2,34 5,51
6 gleby brunatne wytugowane 3,59 3,28 6,88
7 gleby brunatne wlasciwe 3,54 2,69 6,23
8 gleby brunatne wytugowane 2,90 2,11 5,02
9 gleby rdzawe 2,39 2,07 4,47
10 gleby brunatne wytlugowane 3,18 2,77 5,96
11 gleby brunatne kwasne 2,44 1,26 3,71
12 gleby ptowe 4,93 2,79 7,73
13 gleby brunatne wylugowane 3,19 2,24 5,44
14 redziny czarnoziemne 4,25 2,13 6,38
15 gleby brunatne wytlugowane 2,90 2,08 4,98
16 gleby brunatne wtasciwe 3,52 2,42 5,95
17 gleby brunatne wylugowane 3,27 1,83 5,10
18 gleby brunatne wtasciwe 3,07 2,41 5,48
19 mady brunatne 3,38 2,74 6,12
20 czarnoziemy wilasciwe 3,54 2,64 6,18

Tabela 12. Stezenie glomalin w probkach glebowych pochodzacych z

Stezenie glomalin w probkach glebowych pochodzacych z wojewddztwa

lubelskiego (20 probek glebowych) oceniono zaréwno dla réznych typow gleb (wykres

18), jak i r6znych gatunkoéw gleb: na przyktadzie gatunkow wg normy branzowej (wykres

19) jak i wedtug PTG 2008 (wykres 20).
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Rys. 18. Stezenie glomalin w zaleznosci od typu gleby na podstawie analizy
wariancji ANOVA (test HSD Tukeya P<0,05): a) st¢zenie glomalin ogolnych (TG); b).
stezenie glomalin tatwoekstrahowalnych (EEG); c¢) biatek glebowych
spokrewnionych z glomalinami (GRSP).
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Rys. 19. Stezenie glomalin w zaleznosci od gatunku gleby na podstawie analizy
wariancji ANOVA (test HSD Tukeya P<0,05): a) st¢zenie glomalin ogolnych (TG); b).
stezenie glomalin tatwoekstrahowalnych (EEG); c¢) stezenie biatek glebowych
spokrewnionych z glomalinami (GRSP).
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stezenie

Rys. 20. Stezenie glomalin w zaleznosci od gatunku gleby na podstawie analizy
wariancji ANOVA (test HSD Tukeya P<0,05): a) st¢zenie glomalin ogdlnych (TG); b).
c) stezenie biatek glebowych

glomalin

spokrewnionych z glomalinami (GRSP).

tatwoekstrahowalnych  (EEG);

55 30
28 T
5,0 I
26
=
;:3- 45 _ 24
83 1 g
gg S 22 *
535 + £
i I o }
EF oY s |
E 30 1 qé, s
g 14
25 3 1
1.2
2,0 1.0
ap Pg PYg ps pyi ap Pg Pya ps pyi
gatunek gleby wg. PTG 2008 a) gatunek gleby wg. PTG 2008
8,0
= 75
S
2 7.0
§
g 265
-0
%%
_-;;; Z 50
b
% 45
s
= 40
35
ap Pg Pyg Ps pyi
gatunek gleby wg. PTG 2008
C).
Objasnienia:
pl piasek luzny gpyi glina pylasto-ilasta
ps piasek stabogliniasty pyg pyt gliniasty
Py piasek gliniasty pyz pyt zwyktly
ap glina piaszczysta pyi pyt ilasty
o] glina lekka ip it piaszczysty
gpi glina piaszczysto-ilasta ipy it pylasty
9z glina zwykta iz it zwykty
gi glina ilasta ic it cigzki

Korelacje pomiedzy stezeniem glomalin

biologicznej gleb przedstawiono w tabeli 13.

a wybranymi parametrami

aktywnosci

47

b).



Tabela 13. Wspotczynniki korelacji prostej Pearsona dla gleb pobranych z wojewodztwa lubelskiego.

Zmienna Corg Norg DEH FK FZ B G Azo MBC MBN TG EEG GRSP

Corg 1,000 0,674 0,633 0,185 0,588 0,547 -0,107 -0,131 0,865 0,811 0,370 0,699 0,790
Norg 0,674 1,000 0,063 0,134 -0,043 -0,132 -0,216 -0,129 0,186 0,221 0,029 0,798 0,607
DEH 0,633 0,063 1,000 0,323 0,677 0,645 0,039 0,553 0,877 0,879 0,173 0,820 0,601
FK 0,185 0,134 0,323 1,000 -0,353 -0,188 0,274 -0,166 0,213 0,252 0,499 -0,158 0,349
Fz 0,588 -0,043 0,677 -0,353 1,000 0,722 -0,191 0,466 0,712 0,685 -0,028 -0,177 -0,133
Bakterie 0,547 -0,132 0,645 -0,188 0,722 1,000 0,206 0,402 0,672 0,618 0,185 -0,167 0,064
Grzyby -0,107 -0,216 0,039 0,274 -0,191 0,206 1,000 -0,136 -0,034 -0,183 0,632 0,796 0,824
Azo -0,131 -0,129 0,553 -0,166 0,466 0,402 -0,136 1,000 0,097 0,168 -0,383 -0,251 -0,494
MBC 0,865 0,186 0,877 0,213 0,712 0,672 -0,034 0,097 1,000 0,962 0,301 0,661 0,171
MBN 0,811 0,221 0,879 0,252 0,685 0,618 -0,183 0,168 0,962 1,000 0,174 -0,132 0,075
TG 0,370 0,029 0,173 0,499 -0,028 0,185 0,632 -0,383 0,301 0,174 1,000 -0,153 0,800
EEG 0,099 0,298 -0,420 -0,158 -0,177 -0,167 -0,396 -0,251 -0,161 -0,132 -0,153 1,000 0,471
GRSP 0,390 0,207 -0,101 0,349 -0,133 0,064 0,324 -0,494 0,171 0,075 0,800 0,471 1,000

* kolorem czerwonym zaznaczono wartosci istotne statystycznie (P < 0.05), (n=20).

Legenda:

Ogolna liczebnos¢ bakterii (B) [108 jtk/g s.m. gleby]

Ogolna liczebnos¢ grzybow (F) [10% jtk/g s.m. gleby]

Ogolna liczebnos¢ Azotobaktera (Azo) [10 jtk/g s.m. gleby]
Aktywnos$¢ dehydrogenaz (DHA) [ug formazan/g s.m. gleby/24h]
Aktywnosc¢ fosfatazy zasadowej (AlIP) [ug p-nitrophenol/g s.m. gleby/h]
Aktywnosc¢ fosfatazy kwasnej (AcP) [ug p-nitrophenol/g s.m. gleby/h]
Biomasa C (MBC); biomasa N (MBN) [ug/g s.m. gleby]

Glomaliny ogoélne (TG) [mg/g s.m. gleby]

Glomaliny tatwoekstrahowalne (EEG) [mg/g s.m. gleby]

Bialka glebowe spokrewnione z glomalinami (GRSP) [mg/g s.m. gleby]




Na podstawie analizy skupien metodg Warda sklasyfikowano wybrane parametry aktywnos$ci
biologicznej gleby na poszczegdlne grupy (Rys. 21). Na podstawie kryterium Sneaths’a
(odciecie przy 66%) wybrane parametry podziclono na dwie gtowne grupy. W pierwszej
grupie znalazty si¢ parametry zwigzane Z aktywnoscig biologiczna grzybow: stezenie TG,
EEG, GRSP, aktywno$¢ fosfatazy kwasnej (FZ), stosunek C/N, ogdlna liczebnos$¢ grzybow
(G), zawarto$¢ azotu organicznego (Norg). Natomiast w drugiej grupie znalazly si¢ parametry
zwigzane z aktywnoscig biologiczng oraz funkcjonalng bakterii tj.: ogolna liczebnos$¢ bakterii
(B), bakterii rozpuszczajacych fosforany (PSB), liczebnos¢ Azotobactera (Azo), aktywnosé
fosfatazy zasadowej (FZ) oraz dehydrogenaz (DEH), zawarto$¢ wegla (MBC) i azotu (MBN)

w biomasie mikroorganizmoéw oraz zawarto$¢ wegla organicznego (Corg).

Rys. 21. Analiza skupien — metoda Warda.
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W przypadku dotaczenia do analizy skupien do powyzszych analiz takze parametrow

aktywnosci funkcjonalnej mikroorganizméw obliczonych dla 120h inkubacji ptytek Biolog
EcoPlates w analizie skupien uzyskano trzy gldwne grupy. Oprocz dwoch gtownych grup
zwigzanych jak powyzej z aktywno$cig biologiczng grzybow i bakterii dotagczono grupe

zwigzana z aktywno$cig metaboliczng oraz funkcjonalng mikroorganizmow (Rys. 22).
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Rys. 22. Analiza skupien — metoda Warda.

Metoda Warda
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Dla kazdej z préb glebowych pod katem analizy aktywnos$ci metabolicznej gleb po
120h inkubacji ptytek Biolog EcoPlates wyliczono takze wskaznik bogactwa R (Richness),
AWCD (well colour development) > 0,25 oraz wskaznik r6znorodnosci Shannon-Weaver (H).
Najwyzsza aktywno$¢ w ocenie réznorodno$ci profilu metabolicznego gleby uzyskano w
okresie od 120h inkubacji plytek. Po uptywie 144h prawie w 100% substratoéw zostato
wykorzystane przez mikroorganizmy. Aktywnos¢ metaboliczna gleb byta silnie skorelowana
z typem gleby. Wyniki analiz przedstawiono w postaci graficznej z zastosowaniem analizy
gtownych sktadowych (Rys. 23). Glebami o najwyzszej aktywno$éi biologicznej byly
nastepujace typy: czarnoziemy wlasciwe, mady wlasciwe, redziny czarnoziemne, mady

brunatne oraz czarne ziemie.
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Rys. 23. Analiza gtéwnych sktadowych (PCA). W analizie przyjeto za zmienne poszczegdlne
parametry biordznorodnosci gleb obliczone po 120h inkubacji ptytek Biolog EcoPlates: sume

absorbancji dla poszczegdlnych grup substratow (aminokwasow, polimerow, weglowodanow,
amin, kwasow karboksylowych) a takze wskaznik bogactwa R (Richness), AWCD (well
colour development) oraz wskaznik roznorodnosci Shannon-Weaver (H).
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V. PODSUMOWANIE I WNIOSKI

Najwyzsza zawartoscig glomalin ogélnych (TG), tatwoekstrahowalnuych (EEG) oraz
bialek glebowych spokrewnionych z glomalinami (GRSP) charakteryzowata si¢ gleba
pobrana spod uprawy pszenicy ozimej w systemie ekologicznym. Z kolei najnizsze
zawarosci glomalin stwierdzono w glebie pobranej z systemu integrowanego. Nie
stwierdzono statystycznie istotnej roznicy w zawarto$ci glomalin w glebach
pobranych z sytemu konwencjonalnego oraz integrowanego. Najwyzsza zawartos$¢
glomalin stwierdzono w warstawach od 0 do 20 cm, natomiast najnizszg w warstwie
30-35 cm.

Najwyzszy procent kolonizacji grzybow AM stwierdzono w ryzosferze pszenicy
uprawianej w systemie integrowanym (48,0%) a najnizszy w monokulturze (36,5%).

Z drugiej jednak strony najwyzsza liczebnos$¢ spor grzybéw mykoryzowych o
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10.

srednicy 50 um stwierdzono w glebie pobranej spod uprawy pszenicy ozimej w
systemie ekologicznym a najmniejsza w glebie spod uprawy w monokulturze.

Na podstawie uzyskanych wynikow wykazano, iz system ekologicznej uprawy okazat
si¢ najlepszym systemem wsrdd badanych do rozwoju grzybow AM i1 produkcji przez
nie glomalin. Z kolei integrowany system uprawy charakteryzujacy si¢ kombinacja
réznych zabiegdw agrotechnicznych moze zaktdca¢ rozwoj grzybow AM, a tym
samym obnizy¢ produkcje przez nie glomalin, czego efektem jest nizszy poziom tego
biatka w glebie w stosunku do systemu ekologicznego.

Na zawarto§¢ glomalin w glebie decydyjacy wpltyw mialy takze techniki
przygotowania gleby do siewu. W przeprowadzonych badaniach najnizsze zawarto$ci
glomalin og6lnych stwierdzono w glebie spod uprawy kukurydzy z zastosowaniem
petnej uprawy pluznej a najwyzsze z zastosowaniem siewu bezposredniego.
Najwyzszg liczebnos¢ grzybow AM stwierdzono w glebie pobranej spod uprawy
kukurydzy z zastosowaniem siewu bezposredniego. Ponadto liczebnos$¢ spor grzyboéw
AM o $rednicy 50-74 um byla silnie skorelowana zarowno z zawatos$cig glomalin
ogolnych (TG), jaki glomalin tatwoekstrahowalnych (EEG).

W przypadku monokultury bezorkowej z zastosowaniem siewu bezposredniego oraz w
monokulturze uproszczonej stwierdzono najwyzsza stabilno$¢ agregatow glebowych a
tym samym najmniejszg podatno$¢ gleb na destrukcje (RDC w przedziale 0,21-0,3
oraz RDC <0,2). Ponadto zar6wno zawartos¢ biatek TG, EEG jak i GRSP wykazywata
silne korelacje z zawarto$cig tatwodyspergowanego itu (RDC).

Stezenie glomalin zalezatao zardwno od typu jak 1 gatunku gleb. Najwyzsze stgzenie
glomalin  ogodlnych stwierdzono w madach czarnoziemnych, czarnoziemach
wlasciwych oraz czarnych ziemiach wilasciwych. Glebami o najwyzszym stezeniu
biatek EEG byly: mady czarnoziemne, czarne ziemie zdegradowane, czarne ziemie
wlasciwe, czarnoziemy wlasciwe oraz gleby brunatne wtasciwe i mady brunatne.
Stezenie glomalin w glebie silnie korelowato z takimi parametrami wlasciwosci gleb
jak: Corg, Norg, zawarto$é Ca?* oraz Mg?* oraz stezeniem magnezu przyswajalnego.
Najsilniejsze korelacje stwierdzono pomigdzy ogoélng zawartoscig biatek glebowych
spokrewnionych z glomalinami (GRSP) a stgzeniem glomalin ogélnych (TG)
(r=0,948). Ponadto silne korelacje stwierdzono takze pomigdzy zawartoscia glomalin
tatwoekstahowalnych (EEG) a stezeniem biatek GRSP (r=819).

Nie stwierdzono natomiast silnych korelacji pomigdzy stezeniem glomalin a

zawartoscig wegla organicznego. Korelacje te wynosity odpowiednio: dla biatek TG
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11.

12.

13.

14.

(r=0,429), dla bialek EEG (r=0,465) oraz dla bialek glebowych spokrewnionych z
glomalinami GRSP (r=0,471).

Otrzymane wyniki badan potwierdzajg przyjeta hipoteze, ze zawarto$¢ glomalin
ogolnych i tatwoekstrahowalnych moze by¢ miarodajnym wskaznikiem oceny jakosci
gleb uzytkowanych rolniczo.

Grzyby AMF sa biotrofami i w zwigzku z tym zwigkszenie ich populacji w glebach
przez stosowanie szczepionek zawierajacych te grzyby jest w uprawach polowych
bardzo trudne, zarowno z przyczyn technicznych jak i ekonomicznych. Na populacje
tych grzyboéw, a wigc i na zawarto$¢ glomaliny w glebach rolniczych mozna wptyna¢
przede wszystkim poprzez dobdér uprawianych roslin i odpowiednie zabiegi
agrotechniczne sprzyjajace rozwojowi grzybow mykoryzowych.

Wyniki badan, przeprowadzone w ramach niniejszego tematu przyczynity si¢ do
poszerzenia wiedzy na temat czynnikow sprzyjajacych gromadzeniu si¢ glomaliny w
glebach uprawnych. W aspekcie praktycznym, uzyskane wyniki mogg da¢ podstawe
do wskazania zabiegébw agrotechnicznych prowadzacych do tego celu. Zdaniem
autoréw temat ten, inicjujac badania nad glomaling w naszym kraju przyczynit si¢ do
rozwoju wielokierunkowych badan, zaréwno nad fizjologicznag rolg tej substancji jak i
jej znaczeniem dla jakosci gleb i ich odpornosci na degradacje.

Zaplanowane prace badawcze nad efektami oddzialywania systemow produkcji i
uprawy roli na glebe na podstawie zmian wybranych parametrow jakosci biologiczne;j
gleby pozwolily na doktadniejsze przeanalizowanie zmian nie tylko ilo§ciowych, ale 1
jakosciowych zachodzacych w glebowej materii organicznej 1 spoteczno$ci
mikroorganizméw glebowych oraz poznanie tych zalezno$ci w szerszym aspekcie

ochrony produktywnosci gleby oraz ochrony agroekosystemu.
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