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8.20. PROGRAM POMIAROWY N1: ROZKLAD MIKROBIOLOGICZNY SCIOLKI

CEL POMIAROW:

Aktywnos$¢ mikrobiologiczna decyduje o tempie mineralizacji netto biogenéw w ekosystemie. Jakiekolwiek
zaburzenia normalnego funkcjonowania wywotujg zmiany tempa rozktadu martwej materii organicznej, a poprzez to
pobierania biogendw (Laskowski 1988). Obnizone tempo rozktadu odbija si¢ w redukcji pobierania biogendéw przez
ro$liny 1 w zwigzku z tym takze w przyroscie biomasy. Kiedy ilo$¢ zakumulowanej substancji organicznej zwigkszy
si¢ 1 osiggniety zostanie poziom nowe;j stabilizacji, dystrybucja biogenéw ponownie bedzie zrbwnowazona ich
doptywem w opadzie $ciotki. Nowy stan rownowagi charakteryzujacy si¢ zwigkszong iloscig glebowej substancji
organicznej moze pociggac za sobg zardéwno zwigkszenie jak 1 zmniejszenie zroznicowania flory i glebowej fauny.
Sktad mikrobiologiczny gleby monitorowac bezposrednio jest bardzo trudno, dlatego tez wykorzystywane sa
wskazniki i biochemiczne pomiary posrednie.

ZALECANA METODYKA:
1.A. Rozktad standaryzowanej sciotki

Nalezy zebra¢ bragzowe igly sosny z wybranego stanowiska w mtodniku (kazdego roku w okresie miedzy
bragzowieniem a opadaniem). Z uzyskanego igliwia odwazy¢ porcje po okoto 1 g (z doktadno$cig do 1 mg) i umiesci¢
je w woreczkach wykonanych z obojetnego przepuszczalnego dla wody (siatka o oczkach ok. I mm ) tworzywa
(nylonu lub zblizonego). W woreczku powinna znajdowa¢ si¢ réwniez plytka z zapisem doktadnej wagi materiatu w
mg 1 roku. Woreczki zamyka si¢ za pomocg spinaczy czy tez zszywek wykonanych z obojetnego materiatu i rozktada
si¢ we wrzesniu/pazdzierniku na powierzchni $ciotki/mchu. Na powierzchni o wymiarach 10°10 m nalezy umiesci¢ 3
woreczki. Poletko zlokalizowane powinno by¢ w obrebie statej powierzchni monitoringu gleb (ryc. 8.6.1), na
fragmencie nie naruszonym jeszcze przez pobor probek glebowych. Worki zbiera si¢ kolejno po roku, dwoéch 1 trzech
latach. Natychmiast po zebraniu material powinien zosta¢ wysuszony na powietrzu, aby zatrzymac procesy rozkladu.
Nastepnie nalezy go przemyc¢ i przesia¢ w celu usuni¢cia zanieczyszczen, a na koncu zwazy¢ pozostatosci $ciotki
(igiet). Jako wynik podaje si¢ ubytek wagi w procentach.

1.B. Rozktad probki celulozy

W metodzie tej tempo rozktadu okresla si¢ stosujac materiat standardowy, taki jak biata bibuta celulozowa (u) 0
wymiarach 1°30°50 mm. Kazdg probke bibuty nalezy wysuszy¢ w temperaturze 105°C, a nast¢pnie po 2 godzinnej
stabilizacji w temperaturze pokojowej - zwazy¢ z doktadnoscig do 1 mg. W jednym woreczku wykonanym z
obojetnego przepuszczalnego dla wody materialu (jak wyzej) umiesci¢ nalezy jedng na drugiej po 4 probki bibuly.

Rozktad mikrobiologiczny w warstwie $cidtki badany jest poprzez wytozenie 3 woreczkdéw na poletku o
wymiarach 10°10 m (patrz ryc. 8.6.1). Powinny by¢ umieszczone horyzontalnie na powierzchni $ciotki/mchu i

przykryte warstwg lokalnej $ciotki. Rozktad celulozy w wierzchniej warstwie gleby (0-5 cm) okresli¢ mozna instalujac
3 probki na poletku (patrz ryc. 8.6.1) w glebie pod katem ok. 15° za pomoca noza lub innego ostrego narzedzia.
Woreczki wyktada si¢ we wrze$niu/pazdzierniku na statej powierzchni monitoringu gleb w czgséci nienaruszonej przez
pobieranie probek. Zbiera si¢ je kolejno po roku, dwoéch i trzech latach. Usunaé nalezy z préb przerosty korzeni i
mchoéw a woreczki delikatnie przemy¢. Po wysuszeniu w temperaturze 105°C 1 dwugodzinnej stabilizacji w
temperaturze pokojowej proby celulozy nalezy zwazy¢ z dokladnoscia do 1 mg. Jako wynik podaje si¢ ubytek wagi w
procentach.

2. Aktywnosc¢ mikrobiologiczna
Respiracja (oddychanie) gleby

Co roku jesienig nalezy pobra¢ 3 probki z poletka o wymiarach 10°10 m (patrz. ryc. 8.6.1) lezacego w obrebie
stalej powierzchni monitoringu gleb w czeéci nienaruszonej przez pobieranie prob gleb. Srednica rdzenia winna
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wynosi¢ 8 cm, a proba obejmowaé musi warstwe fermentacyjng $cidtki do maksymalnej glebokosci 5 cm. Pobrany
material nalezy natychmiast dostarczy¢ do laboratorium w "styropianowym" pojemniku. Nastepnie probki powinny
zosta¢ przesiane przez 4 mm sito. Do analiz pobieramy przesiany materiat.

. Pomiar 1: Umiesci¢ 5 g gleby (§wiezej) w inkubatorze w temperaturze 20°C na 2 tygodnie. Rejestrowaé zmiany
koncentracji CO, za pomoca automatycznego przyrzadu respiracyjnego.

. Pomiar 2: Doprowadzi¢ wilgotnos¢ kazdej probki do okoto 60% wagowych. Pozostawi¢ je przez 5 dni w
temperaturze 20°C, a nastepnie ponownie uzupetni¢ zawarto$¢ wody do 60% wagowych. Nastepnie nalezy wykonaé
pomiar respiracji analogicznie jak opisano powyzej.

. Pomiar 3: Probki przygotowac jak w pomiarze nr 2 lecz respiracj¢ nalezy pobudzi¢ po 5 dniach 0,8% roztworem

glukozy-C. Obliczenia wynikow pomiardw respiracji dokonuje si¢ w odniesieniu do suchej wagi, w odniesieniu do
objetosci i w odniesieniu do tatwo ekstrahowalnego wegla.

Aktywnos¢ kwasnej fosfatazy

Do pomiaréw uzywa si¢ tych samych probek co do analiz respiracji gleby. Nalezy je przesia¢ najpozniej w ciagu

kilku dni od momentu pobrania uzywajac sita o oczkach 4 mm (2 mm dla gleb mineralnych). Okoto 150 cm3

przygotowanego materiatu nalezy nastgpnie na dwa miesigce umiesci¢ w chlodziarce w celu ustabilizowania si¢
aktywno$ci enzymatycznej. Przechowywac je nalezy w stanie wilgotnym, lecz nie bez dostgpu powietrza (np. w
perforowanych pojemnikach z tworzywa sztucznego).

. Umiesci¢ 1,00 g nawazki gleby w matych (ok. 30 cm3) butelkach. Doda¢ wody destylowanej, aby otrzymac okoto 2
cm3 zawiesiny w kazdej butelce. Przygotowa¢ dodatkowy (drugi) zestaw Slepych préb, traktowanych w dalszym
toku analiz identycznie jak zwykte proby poza wyjatkami opisanymi ponize;.

. Doda¢ po 8 cm? buforu octanowego o pH 5,0. Umiesci¢ butelki w tazni wodnej o temperaturze 25°C. Przez 5 minut
delikatnie wytrzagsac¢ butelki w tazni, aby szybciej osiggnety rownowage z temperaturg wody w tazni.

. Doda¢ 2 ecm® 0,115 M roztworu PNP-P do kazdej butelki (oprocz prob slepych). Odczynnik nalezy dodawac do

kolejnych butelek w regularnych odstepach czasu: co 1,5 min. Butelki przez nast¢pne 2 godziny powinny by¢
wytrzasane w tazni. Przygotowac 4 wzorcowe roztwory PNP-P o st¢zeniach 0,0000M, 0,0131M, 0,0262M 1 0,0392 1

objetosciach 12 cm3. W dalszych etapach postgpowania nalezy je traktowac jak butelki z probami gleby.

. Doda¢ 2,0 cm?3 0,5M CaCl do wszystkich butelek, a nastepnie po 8,0 cm® 2M NaOH w interwatach co 1,5 min. Po
okoto 30 sekundach nalezy przela¢ (przesaczy¢) proby do nieco wigkszych butelek poprzez twarde saczki bibutowe.
Do analiz potrzebne jest okoto 5 cm® przesaczu.

. Po NaOH do prob slepych doda¢ 2,0 cm? 0,115M roztworu PNP-P.

. Przed pomiarem spektrofotometrycznym proby rozcienczy¢ 20 razy 0,1M roztworem NaOH.

. Zmierzy¢ absorbancje prob przy dtugosci fali 400 nm. Co dziesigty pomiar wykona¢ na wzorcach. Kuwety i pipety
nalezy przemywac po kazdej probie.

. Okresli¢ sucha wage prob gleby uzywajac pozostalego materiatu.

. Odczyta¢ koncentracj¢ PNP z krzywej wzorcowej. Odja¢ warto$¢ proby zerowej okreslong osobno dla kazdej proby.
Obliczy¢ aktywno$¢ fosfatazy stosujac formule podang w rozdziale 10. Objgtos¢ roztworu w opisanej powyzej
procedurze wynosi 22 cm3.

Mineralizacja azotu

Nalezy uzy¢ tych samych, przesianych prébek co do pomiardéw respiracji gleby. Cze$¢ probki odpowiadajaca 10 g
suchej masy umiesci¢ w zamrazalniku chtodziarki. Drugg taka samg porcje¢ materialu umiesci¢ w otwartym pojemniku
w pomieszczeniu o stalej temperaturze 20°C na cztery tygodnie. Wilgotno$¢ wagowa tej probki winna by¢
utrzymywana na poziomie okoto 60%. Po okresie inkubacji standardowymi metodykami analitycznymi oznaczy¢
zawarto$¢ NOgz i NH,4 w obu probach: kontrolnej - zamrozonej i inkubowanej w 20°C. W trakcie inkubacji nalezy

mierzy¢ zmiany biomasy (doktadny pomiar masy proby na poczatku i na koncu eksperymentu).

PARAMETRY POMIAROWE:
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program standard

Parametr Kod Jednostka - Czestotliwosé
dokladnosé pomiarow
(ilo$¢ miejsc dziesietnych)
ubytek wagi $ciotki/celulozy w wyniku (L/S)DEC_1 R TR 1 1/rok
rozktadu po 1 roku
ubytek wagi $ciotki/celulozy w wyniku (L/S)DEC_2 R TP 1
rozktadu po 2 latach
ubytek wagi $cidtki/celulozy w wyniku (L/S)DEC_3 TP 1
rozktadu po 3 latach
ubytek wagi $ciodtki/celulozy w wyniku (L/S)DEC_n TR 1
rozktadu po n latach
aktywnos¢ fosfatazy w glebie PNP_ umol g'th'l....... 1
respiracja gleby CO2R_ mggthl. ... 1
mineralizacja N N_MIN mg kg L............ 2

ZAPIS DANYCH W RAPORCIE:

Pierwsze dwie kolumny zawierajg kod podprogramu. Kod medium (kolumny 12-19) okres$la badz gatunek
dominujgcego na stanowisku drzewa (gdy podaje sie wyniki pomiaréw rozktadu standaryzowanej sciotki i/lub

celulozy), bgdz glebe (gdy podaje sie wyniki pomiaréw aktywnosci mikrobiologicznej). Liste kodow
najczesciej wystepujgcych drzew podano w zatgczniku 5, a kodéw gleb - w zatgczniku 6. "Poziom" (kolumny
22-25) okresla gtebokos$¢ poboru probek dla pomiaréw aktywnosci mikrobiologicznej. "Skala" (kolumny 32-
34) oznacza ilos¢ pojedynczych woreczkow Scidtki/arkuszy bibuty/probek uzytych do pomiaréw aktywnosci
mikrobiologicznej. Wartosci podawane sg jako Srednie arytmetyczne dla poszczegolnych stanowisk. Jako

date zapisuje sie rok pomiaru.
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