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K^sum^

UVOD — INTRODUCTION

U prvom dijelu nasih istrazivanja (6) postavili smo zadatak, da utvr-
dimo individualnost mikrobioloskih karakteristika siunskih zajednica
Fagetum ahietetosum i Blechno-Ahietum Gorskog Kotara. Odredivanje
sveukupnog broja aerobnih bakterija te identificiranje izoliranih vrsta
bakterija, koje smo proveli, nije nam dalo potpunu sliku o mikrobakte-
rijskoi fieri tla spomenutih biljnih asocijacija, iako se pokazalo, da medu
njima postoje razlike u broju i vrstama b^terija.

Prema tome bio je cilj nasih istrazivanja, da proucimo bakterije po
fizioloskim fimkcijama, koje su vazne za razumijevanje biokemijskih pro-
cesa u tlu i koje ce omogu6iti, da se utvrdi individualnost bakterioloskih
karakteristika tala istrazivanih sumskih zajednica.

Ovaj rad je predan za tisak 4. V. 1961.

169



Tim putem isll su i drugi istrazivaci. Da bi utvrdio mikrobioloske
karakteristike podzolastih tipova Hrvatske, Stare (8) proucava mikroor-
ganizme prema njihovim fizioloskim funkcijama. Istim nacinom Feher (2)
utvrduje karakteristike mikroflore sumskih tala, a Sillinger i F. Petru (9)
utvrduju karakteristike biljnih asocijacija u slovackim sumama.

Ovom prilikom ogranicili smo se na odredivanje bakterija, koje su-
djeluju u nekim najvaznijim procesima u tlu:

1. aerobne azotofiksacije
2. anaerobne azotofiksacije
3. nitrifikacije
4. denitrifikacije
5. amonifikacije
6. aerobne razgradnje celuloze

METODA RADA — METHODE DE TRAVAIL

Kod rada sluzili smo se metodom Winogradskoga, modificiranoj prema
Pochonu i Tchanu (7).

1. Aerobnl fiksatori dusika Izolirani su:
.1) metodom spontane kulture i 2) metodom kremicnog gela. Kao energetski
materijal dodavali smo: glukozu, manit i Ca-beonzoat.

2. Anaerobni fiksatori dusika izolirani su metodom razrjedenja. Oto-
pinl Winogradskoga dodavali smo kao energetski materijal manit i glu
kozu. (Postupak isti kao kod izoliranja ostalih anaerobnih bakterija.)

3. Nitrifikatori su izolirani metodom razrjedenja i 2) metodom kre
micnog gela.

4. Denitrifikatori su izolirani metodom razrjedenja. Otopini Wino
gradskoga dodavali smo KNOg i glukozu. Pokus je trajao mjesec dana.
Svaki dan smo kontrolirali proces odnosno redukciju nitrata preko ni-
trita do amonijaka odgovarajucim reagensima.

5. Amonifikatori su izolkani: 1) metodom razrjedenja i 2) metodom
kremicnog gela.

6. Aerobni razaraci celuloze izolirani su: 1) metodom razrjedenja i
2) metodom kremicnog gela.

Odredivane su vrste bakterija iz fizioloskih grupa po principu, koji
sluzi opcenito za determinaciju bakterija. Upotrijebljen je Bergeyev
kljuc (1).

REZULTATI I DISKUSIJA — RESULTATS ET DISCUSSION

1. Aerohni fiksatori dusika

Kako smo naveli, u metodi rada odredivali smo aerobne fiksatore du
sika metodom spontane kulture i metodom na kremicnom gelu.

.  Objema metodama dobili smo negativan rezultat. Nedostatak aerobnih
fiksatora dusika u obje bUjne.asocijacije mogli bismo objasniti nepovolj-
n^ uvjetima za razvitak te grupe mikroorganizama. Kod biljne asocija-
cije Blechno-Abietum mozemo to objasniti nepovoljnom (kiselom) reak-
cijom tla. pH tla te biljne zajednice iznosi 4,2, a poznato je da aerobni
fiksatori imaju optimum razvitka kod pH 7—8.
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U navedenim biljnim zajednicama vladaju nepovoljni uvjeti za razvoj
Azotohacter grupe, u prvom redu nepovoljni oblici hrane (ugljikohidrati),
slaba aeracija, siromastvo nekih elemenata npr. fosfora, koji sluzi kao
katallzator u procesu aerobne azotofiksacije. Uz povoljan pH za Fagetum
abietetosum koji se kre6e oko 6,1 dobiven negativni rezultat mogao bi biti
uvjetovan bas navedenim nepovoljnim fizikalno kemijskim svojstvima tla,
koja vladaju u navedenim biljnim asocijacijama.

Stare (8) u svojim istrazivanjima nije takoder nasao aerobne fiksatore
dusika u sumskim tipovima tala. Medutim je Feher (2) nasao neke^sojeve
Azotobactera i u kiselim tipovima tala cak kod pH 4. Prema tome cini se,
da reakcija tla u prirodnim uvjetima nije uvijek presudan faktor za po-
javljivanje te grupe bakterija.

Winogradsky (10) je podijelio tla na 3 kategorije prema gusto6i po-
javljivanja aerobnih azotofiksatora sluzeci se pri tome metodom spontane
kulture i to: 1. aktivna tla s maksimalnom gustocom aerobnih fiksatora,
koja lako daju spontane kulture unosenjem energetskog materijala; 2.
slabo aktivna tla s mnogo manjom gustocom aerobnih fiksatora, te kasnije
mogu nastati samo ogranicene spontane kulture; 3. neaktivna tla, u kojima
nema aerobnih fiksatora, pa ne daju spontane kulture.

Prema navedenoj podjeli Winogradskoga nase istrazivane biljne aso-
cijacije spadaju s obzirom na aerobne fiksatore u neaktivna tla.

2. Anaerobni fiksatori d,uHka

Kako smo se u nasim istrazivanjima dgranicili samo na kvalitativnu
sliku, tj. da odredimo pojavljivanje odredene vrste Ui njezinu odsutnost,
to ni kod anaerobnog procesa slobodne azotofiksacije nismo odredivali
kvantitativan broj vrsta.

XJpotrijebljenom tehnikom rada dokazali smo prisutnost anaerobnih
fiksatora dusika u obje istrazivane biljne asocijacije i to u zajednici Fage
tum abietetosum vec nakon 4 dana, a kod biljne asocijacije Blechno-
-Abietum tek nakon 14 dana.

Podaci iz literature {Feher 2, iSiUinper 9, Stare 8 itd.) potvrduju rasi-
renost Clostridium pasteurianum u sumskim tipovima tala. Cini se da je
bas ta vrsta bakterija jedini predstavnik fiksacije dusika u sumskim
tlima, gdje za aerobne fiksatore vladaju nepovoljni uvjeti zivota.

Iz dobivenih rezultata mozemo zakljuciti, da je proces anaerobnih
fiksacija dusika intenzivniji u sumskoj zajednici Fagetum abietetosum, a
slabiji u Bleehno-Abietum, ali da je fiksacija atmosferskog dusika za obje
sumske zajednice sekundarnog znacenja.

3. Nitrificirajuce bakterije

Pomocu prije navedenih metoda za odredivanje nitrificirajucih bakte
rija dobili smo negativne rezultate.

Pretpostavljali smo, da se nitrificirajuce bakterije nalaze u inaktiv-
nom stanju u tlu. No, buduci da proces nitrifikacije metodom razrjedenja
tece polako, produzili smo vrijeme pokusa na 40 dana, iako obicno traje
samo 3D dana. Osim toga dodavali smo u vecim kolicinama CaCOg, da
blsmo zasitili adsorpcijski kompleks i neutralizirali kiseline stvorene pro-
cesom. Rezultati su ipak ostali negativni.
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Metodom na kremicnom gelu pokazale su se oko zmaca zemlje pro-
vidne aureole, sto bi moglo indicirati na prisutnost nitritnih bakterija, jer
su i njihove kolonije providne. Mikroskopska slika nije potvrdila tu pret-
postavku. J. Kaufmann i Boquel (4) tumace spomenutu pojavu providnih
aiireola oko zrnaca tia kiseloscu samog zemljista, a Stare (8) to objasnjuje
kao uzrok topljenja karbonata.

Kolonije nitratnih bakterija na kremicnom gelu nisu se takbder po-
javljivale.

Negativni rezultati mogli bi se objasniti cinjenicom, da u istrazivanim
biljnim zajednicama vladaju nepovoljni uvjetl za zivot i djelovanje nitri-
ficirajucih bakterija. Poznajuci uvjete koji su potrebni, da bi proces nitri-
fikacije mogao teci, mogli bismo pretpostaviti da u navedenim asocijaci-
jama vladaju nepovoljni uvjeti; nedovoljna kolicina pristupacnih dusicnih
spojeva, slaba aeracija, kisela reakcija (u Blechno-Ahietumu je pH oko
4,1) te opce siromastvo hranjivih tvari.

Stare (8) je u svojim istrazivanjima metodom razrjedenja dokazao
prisutnost nitrificirajucih bakterija u profilima sumskih tala. Feher i
Sillinger takoder nalaze metodom razrjedenja tu vrstu bakterija u kiselim

'tlima. Medutim, Winogradsky osporava dobivene rezultate metodom raz
rjedenja te ukazuje na nesigurnost upotrijebljene metode kao i na grije-
ske, koje nastaju kod odredivanja kemijskih reakcija. Prema Winograd-
skom nitrificirajuce su bakterije uopce malobrojne u tlu, pa njihov broj
i u plodnim obradenim tlima, koja imaju optimalna svojstva za razvitak
te vrste bakterija, rijetko prelazi nekoliko hiljada u 1 gramu tla.

Po Sillingeru i F. Petru (9) utvrden je proces nitrifikacije (NH^jgSOi
u sumskom tlu samo pod bukvom (asocijacija Oxalis asperula i Oxalis
majanthemum) te da porastom intenziteta nitrifikacije raste broj pratilaca
bukove sume.

U zajednici Fagetum abietetosum uspjeli smo direktno u tlu dokazati
vrlo malu kolicinu nitrata, dok je u zajednici Blechno-Ahietum i taj po-
kusaj bio negativan.

Na osnovi dobivenih rezultata mogli bismo utvrditi, da proces nitri
fikacije u obje biljne asocijacije nema nikakav prakticni znacaj.

4. Amonifikacijske bakterije

Gore navedenim metodama za odredivanje amonifikacijskih bakterija
dobili smo pozitivne rezultate za obje biljne asocijacije.

Najvise zastupljena vrsta bila je u zajednici Fagetum abietetosum
Pseudomonas fluorescens, koju se moglo utvrditi ve6 makroskopski (ze-
lenkasto-plava boja), zatim Bacillus mucoides te Bacillus mesentericus.
Iste vrste izolirane su iz Blechno-Abietuma, jedino sto se Pseudomonas
fluorescens nije tako cesto pojavljivao.

Rezultati pokazuju, da je ovo najvise zastupljena fizioloska grupa
bakterija u istrazivanim zajednicama, te mozemo pretpostaviti, da je pro
ces amonifikacije veoma intenzivan u obje biljne zajednice.

Na osnovi dobivenih rezultata mogli bismo zakljuciti, da se istrazivane
sumske zajednice ne razlikuju po vrstama bakterija amonifikatora te da
je proces amonifikacije intenzivan u obje istrazivane asocijacije.
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5. Denitrifikacijske hakterije

Bakterije, koje reduciraju nitrate, odredivane su na nacin, kako je
to u metodi rada navedeno.

U sumskoj zajednici Fagetum ahietetosum vac nakon 4 dana (metoda
razrjedenja) sav je nitratni oblik dusika reduciran do NH3, dok se u
Blechno-Abietumu zadrzao na nitritnom obliku te samo djelomicno presao
u am.onijski oblik dusika.

Ni nakon'30 dana, koliko su trajali pokusi, nije se moglo dokazati
potpuno iscezavanje dusika ni kod jedne istrazivane asocijacije. U Blechno-
-Ahietumu cak ni sav nitratni oblik nije za citavo vrijeme presao u amo-
nijski oblik.

Izoliranje denitrifikatora obavljeno je na cvrstom hranivom supstratu
po Giltayeu na asparagin-agaru. Mikroflora denitrifikatora bila je ista u
obje biljne zajednice. Izolirali smo rod Achromohacter, Bacillus te rod
Pseudomonas. Vrsta Pseudomonas fluorescens utvrdena je u obje sumske
asocijacije.

Mogli bismo pretpostaviti, da u istrazivanim asocijacijama uvjeti za
jaci rad denitrifikatora nisu povoljni, pa zbog toga nismo ni mogli doka
zati redukciju nitrata do elementamog diislka. Male kolicine nitrata (nismo
dokazali nitrifikacijske bakterije, ali smo male kolicine nitrata dokazali
direktnb u samom tlu pod zajednicom Fagetum ahietetosum) zatim kisela
reakcija sredine stvaraju nepovoljne uvjete za rad denitrifikatora u istra
zivanim biljnim zajednicama te sprecavaju njihovo djelovanje.

Iz dobivenih rezultata mogli bismo ustvrditi, da se istrazivane sumske
zajednice razlikuju po intenzitetu denitrifikacije. Ona je intenzivnija u
zajednici Fagetum ahietetosum (zadrzana do amonijskog oblika dusika),
dok je u zajednici Blechno-Ahietum mnogo slabija (nitratni oblik redu-
cirao se na nitritni i djelomicno presao u amonijski oblik dusika).

6. Aerohni razaraci celuloze

Rezultati jedne i druge metode bili su pozitivni za obje sumske za
jednice.

U Fagetum ahietetosum proces razgradnje celuloze metodom razrje
denja bio je intenzivniji, te je vec nakon 20 dana pocela razgradnj^a celu
loze, dok je proces razgradnje u zajednici Blechno-Ahietum poceo tek
nakon 30 dana, tekao vrlo polako i to samo u pojedinim epruvetama.
Slicno se ponovilo i kod metode na kremicnom gelu.

Obojeiie partije filter-papira na plocama kremicnog gela indicirale su
prisutnost bakterija razaraca celuloze. Nakon nekoliko precjepljivanja s
kremicnog gela mikroskopska slika doista je pokazala duge, nesto izvijene
stapice. Medutim, pojavljivali su se i okrugli oblici, za koje Winogradsky
smatra, da ne pripadaju istoj vrsti, aH da su simbionti sa stapi6ptim obli-
cima. Kasnija istrazivanja {Imsenjeckij 3, Isacenko cit. po Tesic 12) do-
kazala su, da spomenuti kokoidni oblici nisu nista drugo do razvojni stadij
Cytophaga hutchinsoni, odnosno da su to makrocisti kao razvojni stadij
mirovanja navedenih bakterija.
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Razaranje celtiloze u epruvetama kao i na kremicnom gelu teklo je
kod proba iz zajednice Fagetum abietetosum ninogo brae i intenzivnije
nego kod onih iz zajednice Blechno-AbietuTn, gdje su se samo na pojedinim.
epruvetama i na kremicnom gelu mogle zapaziti zute odnosno narancaste
mrlje.

Konstatirana je prisutnost samo jedne vrste Cytophaga hutschinsoni
u obje sumske zajednice, koje smo prema boji kolonija identificirali kao
Cytophaga lutea i Cytophaga aurantiaca.

Interesantno je, da je dobivena samo jedna vrsta bakterija kao aerobni
razarac celuloze za obje sumske zajednice. Prema podacima iz literature
(Feher 2, Winogradshy 10 i drugi) moglo bi se reel, da je Cytophaga
hutschinsoni kozmopolit, jer je naden gotovo u svim tipovima tala.

Dominantna uloga u aerobnom razaranju celuloze za jednu i drugu
zajednicu ne pripada bakterijama nego jednoj drugoj grupi mikroorganl-
zama — gljivama, koje su se nakon nekog vremena pocele siriti u epru
vetama kao i na kremicnom gelu, usprkos tome sto hranjivi supstrat favo-
rizira bakterije.

Mnogo cesce pojavljivanje Cytophaga hutschinsoni u tlu zajednice
Fagetuni abietetosum moglo bi se objasniti odnosno pripisati optimalnoj
reakciji, jer je dokazano, da ta vrsta ne podnosi visoki aciditet (minimum
pH-5,4), pa je i sam proces razgradnje celuloze intenzivniji nego u zaje-
dnici Blechno-Abietum.

ZAKLJUCCI — CONCLUSIONS

Na osnovi dobivenih rezultata odredivanja nekih fizioloskih grupa
bakterija, koje sudjeluju u biokemijskim procesima u sumskim zajedni-
cama Fagetum abietetosum i Blechno-Abietum mozemo zakljuciti sll-
jedece:

1. Istovremeno te sumske asocijacije razlikuju se po intenzitetu nekih
biokemijskih procesa. Utvrdeno je, da je anaerobni proces azotofiksacije,
denitrifikacije, aerobne razgradnje celuloze mnogo intenzivniji u biljnoj
zajednici Fagetum abietetosum nego u Blechno-Abietum. Fizioloska grupa
aerobnih fiksatora dusika te nitrifikatora nije dokazana ni za jednu biljnu
zajednicu. Grupa amonifikatora utvrdena je za obje biljne asocijacije, jer
je ta grupa manje specificna te obuhvaca heterogene mikroorganizme.
Proces je intenzivan u obje asocijacije.

2. lako postoje razlike u intenzitetu nekih biokemijskih-procesa, one ipak
nemaju takva obiljezja, da bi davale tipicnu individualnu fizionomiju
istrazivamh biljnih zajednica. Nedostatak je u tome, sto se iz bpcega
biocenotickog kompleksa izdvojila samo jedna grupa mikroorganizama —
bakterija, tako da je prekinuta cjelovitost biocenoticke ravnoteze, koja
vlada u biljnim asocijacijama.

3. U prvom dijelu nasih istrazivanja (5) utvrdeno je, da su biljne asoci
jacije siromasne brojem i vrstama bakterija, pa bismo mogli zakljuciti,
da su i njihovi mikrobioloski procesi svedeni na minimum, narocito u
sumskoj zajednici Blechno-Abietum.
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Resume

L'etude des fonctions des bacteries du sol presentes sous les associa
tions forestieres de Fagetum abietetosum et de Blechno-Abietum de
Gorski Kotar.

Le but de cette etude etait d'examiner les fonctions physiologiques
des bacteries du sol sous les associations forestieres de Fagetum abiete
tosum et de Blechno-Abietum de Gorski Kotar qul contribuent a la com
prehension des processus biochimiques du sol, et de determiner les
caracteres bacteriologiques individuals du sol sous ces associations.

Cette §tude est limitee a seul examen des bacteries effectuant un

certain role dans: 1) la fixation aerobie de I'azote; 2) la fixation anaerobie
de I'azote; 3) la nitrification; 4) la denitrification; 5) la synthese ammonia-
cale; 6) la decomposition de la cellulose.

La methode employee etait celle de Winogradsky, modifiee par Pochon
et Tschan.

Nos conclusions resultant des donnees de cette etude:

1) L'intensite des processus biochimiques du sol sous les associations
forestieres mentionees n'est pas stable. II y a une accentuation evidente
de la fixation de I'azote, de la decomposition de la cellulose sous I'associa-
tion Fagetum abietetosum. Tous les efforts de demontrer la presence des
fixateurs aerobie de I'azote etait sans succes, mais le groupe des amoni-
ficateurs etait present provoquant la meme intensite des processus du
sol sous les deux types d'associations forestieres.
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2) Les differences d'intensite de certains processus biochimiques ne
suffisent pas a donner une physionomle typique et individuelle au sol
sous associations forestieres en question. II y a une interruption de I'in-
tegrite d'equilibre biocenotique causee par Tisolement de ce complexe
general biocenotique d'un seul groupe de microorganismes — des bacte-
ries.

3) Des donnees d'une de nos etudes (5) resulte la constatation que le sol
sous les associations des plantes mentionees n'est pas riche en bacteries
ce qui pourrait nous conduire aux conclusions que les processus microbio-
logiques des sols sous ces associations ont atteint un minimum.
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