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Streszczenie

Wiele prac badawczych potwierdza korzystny wptyw preparatow mikrobiologicznych na rozwdj
ro$lin. W wielu krajach odnotowano pozytywne efekty szczepienia roslin diazotroficznymi bakteria-
mi endofitycznymi na poziom zwiazanego przez nie azotu oraz wplywu na kondycjg roslin. W ostat-
nich latach efektywnym zabiegiem okazata si¢ koinokulacja roslin réznymi szczepami bakterii. Ce-
lem badan prezentowanych w pracy bylo przedstawienie wplywu szczepienia kukurydzy bakteriami
diazotroficznymi: Rhizobium leguminosarum odmiany trifolii oraz Rhizobium leguminosarum odmia-
ny phaseoli i Azospirillum doebereinerae. Przeprowadzone badania mialy na celu okreslenie wptywu
tacznego zastosowania obu szczepdw na kondycjg i rozwdj badanej rosliny oraz poziom zwiazanego
przez nie azotu. Efekt wiazania azotu przez uzyte w do$wiadczeniu szczepy bakterii byt niewielki,
niezaleznie od rodzaju uzytych do szczepienia mikroorganizméw. Stwierdzono natomiast réznice
indeksu zielonosci liscia oraz stopnia zasiedlenia korzeni przez mikroorganizmy, w zaleznosci od
zastosowanego rodzaju szczepienia kukurydzy.

WSTEP

Kukurydza jest rosling intensywnej uprawy, o duzych wymaganiach pokarmo-
wych i nawozowych, w uprawie ktorej wszelkie ograniczenia w dostarczeniu
sktadnikow pokarmowych prowadza do zmniejszenia plonu. Nowoczesne zasady
nawozenia kukurydzy powinny uwzglednia¢ doktadne dawki, gwarantujace pelne
odzywienie roslin i ich wysokie plonowanie, z jednoczesna dbaloscia o srodowisko
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[DUBAS, 1980; HRYNCEWICZ, 1992]. W $wietle tych faktow nie bez znaczenia wy-
daje si¢ poszukiwanie nowych, skutecznych metod ograniczenia intensyfikacji na-
wozenia ro$lin. Jednym ze skutecznych sposobdéw moze by¢ wykorzystanie zdol-
no$ci wybranych grup drobnoustrojow do aktywnego wiazania azotu atmosferycz-
nego. Mimo znanego powszechnie powinowactwa wybranych gatunkow diazotro-
fow i okreslonych gatunkéw roslin, weiaz niewiele wiadomo o roli wspotdziatania
r6znych grup drobnoustrojow, przyczyniajacych si¢ do skutecznej infekcji roslin.

Celem badan prezentowanych w pracy bylo okreslenie wptywu koinokulacji
siewek kukurydzy szczepami diazotroficznymi Rhizobium leguminosarum odmia-
ny phaseoli oraz trifolii z Azospirillum doebereinerae na kondycje roslin oraz po-
ziom zwiazanego przez nie azotu.

METODY BADAN

W przeprowadzonych badaniach z wykorzystaniem do§wiadczen laboratoryj-
nych wykorzystano nasiona kukurydzy (Zea mays) odmiany Claudia, pochodzace
z Katedry Uprawy Roli i Roslin UP w Poznaniu. Do§wiadczenie przeprowadzono
na ro§linach wzrastajacych w proboéwkach z pozywka Schenk&Hilderbrandt Me-
dium [SCHENK, HILDERBRANDT, 1972], zamknigtych bawelnianymi korkami, ktore
umozliwiaja dobra wymiang gazowa [SOMASEGARAN, HOBEN, 1994]. Do inokula-
cji uzyto szczepow bakterii Azospirillum doebereinerae 13131 z Niemieckiej Ko-
lekcji Mikroorganizmow i Kultur Komoérkowych w Brunszwiku, Rhizobium legu-
minosarum bv. trifolii C 37 oraz bv. phaseoli F11, pochodzace z Katedry Mikro-
biologii Rolnej UP w Poznaniu.

Przed zatozeniem do$wiadczenia ziarniaki kukurydzy poddano sterylizacji, po-
legajacej na plukaniu ich przez 5 minut w 70-procentowym roztworze alkoholu,
a potem przez 2 minuty w S-procentowej wodzie utlenionej. Nastgpnie ziarniaki
zostaty pigciokrotnie przeptukane woda destylowana. Nasiona uktadano na wyste-
rylizowane plytki Petriego wyS$cietane wysterylizowana bibuta. Ziarniaki podlano
jalowa woda i umieszczono w cieplarce w temperaturze 24°C do momentu skiet-
kowania. Podczas podkietkowywania nasion przygotowano bezazotowa, agarowa
(6-7 g:(100 cm®) ") pozywke wg Schenka i Hilderbrandta z sacharoza do rozwoju
kukurydzy. Szczepy Rhizobium hodowano na podlozu YMA [SOMASEGARAN,
HOBEN, 1994], natomiast Azospirillum na podlozu potptynnym NFB [DOBEREI-
NER, MARRIEL, NERY, 1976].

Skietkowane ziarniaki kukurydzy wprowadzano do probowek na przygotowane
skosy. Nastegpnie po 24 h rosliny szczepiono 0,1 ml zawiesiny trzydniowej hodowli
szczepOw bakterii wg nizej podanych kombinacji.

1. Kontrola (kukurydza nieszczepiona).
2. Inokulacja kukurydzy Azospirillum doebereinerae.
3. Inokulacja kukurydzy Rhizobium leguminosarum bv. trifolii.



J. Klama, A. Niewiadomska, A. Wolna-Maruwka: Koinokulacja in vitro siewek kukurydzy... 105

4. Inokulacja kukurydzy Rhizobium leguminosarum bv. phaseoli.
5. Koinokulacja Azospirillum doebereinerae i Rhizobium leguminosarum bv. trifo-

lii.

6. Koinokulacja Azospirillum doebereinerae 1 Rhizobium leguminosarum bv. pha-
seoli.

Zaszczepione rosliny hodowano w kamerze wegetacyjnej w temperaturze
21°C, w 12-godzinnym systemie na§wietlania.

W przeprowadzonym doswiadczeniu laboratoryjnym przedmiotem analiz byty
nastgpujace parametry:

— aktywnos¢ nitrogenazy (mierzona w kombinacjach 2. 5.16.),
— indeks zielonosci blaszek lisciowych kukurydzy,
— liczebno$¢ wybranych grup drobnoustrojow zasiedlajacych korzenie rosliny.

Analizy wykonano w 5., 12., 1 19. dniu od inokulacji. Aktywno$¢ nitrogenazy
okreslano z uzyciem chromatografu gazowego CHROM 5, na podstawie ilosci zre-
dukowanego acetylenu do etylenu i wyrazano w nmol-dm™ C,H, w ciagu 1 godzi-
ny [SAWICKA, 1983].

Jednoczes$nie badano indeks zielonos$ci blaszek lisciowych siewek kukurydzy
za pomocg chlorofilomierza (N-TESTER).

Do okre$lenia liczebnosci bakterii materiatem wyjsciowym byla zawiesina
otrzymana w wyniku rozmacerowania w mozdzierzu 1 g korzonkéw kukurydzy
w 10 ml jatowej wody. Z tak przygotowanego materiatu wykonano kolejne roz-
cienczenia, ktore wysiano na podtoze state NFB, odpowiednie do rozwoju Azospi-
rillum. Do oznaczenia liczebno$ci Rhizobium zastosowano metodg ptytek lanych
wg Kocha.

WYNIKI BADAN I DYSKUSJA
AKTYWNOSC NITROGENAZY

W okresie wzrostu kukurydzy (Zea mays L.) w wyniku przeprowadzonych
trzykrotnie pomiaréw aktywnosci nitrogenazy w kombinacjach 2., 5. 1 6. w kazdym
z trzech termindéw odnotowano jedynie $ladowe ilosci azotu zwiazanego przez
drobnoustroje, ktore nie stanowity wymiernych danych.

Z badan przeprowadzonych w warunkach polowych i wazonowych w Izraelu
i Niemczech wynika, ze aktywnos$¢ nitrogenazy w ryzosferze roslin zbozowych —
mierzona metoda redukcji acetylenu — jest bardzo niska, prawie niewykrywalna
[JAGNOW, 1987].
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INDEKS ZIELONOSCI BLASZEK LISCIOWYCH KUKURYDZY

Badania z tego zakresu przeprowadzono rownolegle z okreslaniem aktywno$ci
nitrogenazy i liczebno$ci drobnoustrojow zasiedlajacych tkanke korzeniowa. Duze
stezenie barwnikow chlorofilowych $wiadczy migdzy innymi o stopniu pobierania
azotu przez rosling. Zanotowano réznice w zawartosci barwnikow chlorofilowych
w ro$linach w zalezno$ci od zastosowanej kombinacji do§wiadczalnej i terminu
pomiaru. Uzyskane wyniki przedstawiono w tabelach 1.1 2.

Tabela 1. Srednia warto$é indeksu zielonosci blaszek lisciowych siewek kukurydzy inokulowanych
Azospirillum doebereinerae i Rhizobium leguminosarum bv. trifolii

Table 1. Mean value of the leaf blades greenery index in maize seedlings inoculated with Azospiril-
lum doebereinerae and Rhizobium leguminosarum bv. trifolii

Warto$¢ indeksu zielonosci (w jednostkach SPAD — wartosci bezwzgledne)
na kombinacjach

Termin analizy Greenery index (in SPAD units — absolute values) in treatments
Time of analysis koinokulacja
kontrola L . - .
Azospirillum Rhizobium co-inoculation
control .. Ny
(Azospirillum + Rhizobium)
5. dzien 5" day 371 210 309 489
12. dzien 12" day 207 219 197 249
19. dzieh 19" day 176 197 202 220

Tabela 2. Srednia warto$¢ indeksu zielonosci blaszek lisciowych siewek kukurydzy inokulowanych
Azospirillum doebereinerae i Rhizobium leguminosarum bv. phaseoli

Table 2. Mean value of the leaf blades greenery index in maize seedlings inoculated with Azospiril-
lum doebereinerae and Rhizobium leguminosarum bv. phaseoli

Warto$¢ indeksu zielonosci (w jednostkach SPAD — wartosci bezwzgledne)
na kombinacjach

Termin analizy Greenery index (in SPAD units — absolute values) in treatments
Time of analysis koinokulacja
kontrola .. . : :
control Azospirillum Rhizobium co-inoculation
(Azospirillum + Rhizobium)
5. dzien 5™ day 382 213 249 274
12. dzieh 12" day 212 225 237 276
19. dzieh 19™ day 197 199 137 223

Najwigksza zawarto$¢ barwnikow chlorofilowych w siewkach kukurydzy od-
notowano w pierwszym terminie pomiaru, ponadto rosliny odznaczaty si¢ bujniej-
szym wzrostem, wskazujacym na lepsza kondycje fizjologiczna. W kolejnych ter-
minach pomiaréw stwierdzono, ze zawartos¢ chlorofilu systematycznie zmniejsza-
ta si¢ we wszystkich kombinacjach, co zapewne bylo zwiazane z postgpujacym
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procesem wigdnigcia roslin, wynikajacym z coraz dtuzszego czasu hodowli roslin
w zamknigtych probowkach.

Poréwnujac wartosci indeksu zielonosci lisci kukurydzy inokulowanej roznymi
szczepami bakterii, jednoznacznie mozna stwierdzi¢, ze koinokulacja Azospirillum
Z Rhizobium znaczaco wplynela na wzrost poziomu zielonosci lisci, a tym samym
na poprawg kondycji rosliny. W wyniku koinokulacji szczepow Azospirillum i Rhi-
zobium leguminosarum bv. trifolii stwierdzono najwyzszy $redni wskaznik zielo-
nosci lisci, wynoszacy az 489 jednostek SPAD. Podobnie pozytywny wptyw ko-
inokulacji siewek odnotowano z zastosowaniem Rhizobium leguminosaum bv. pha-
seoli. Podobne, pozytywne rezultaty poprawy kondycji roslin zanotowat ITZIGS-
HON [1993], koinokulujac rosliny motylkowate Rhizobium z Azospirillum i uzysku-
jac w efekcie koinokulacji zdecydowanie lepsze parametry wzrostu roslin.

We wszystkich trzech terminach pomiarow zaobserwowano réznice w koncen-
tracji barwnikow chlorofilowych zaréwno w siewkach szczepionych samym Azo-
spirillum, jak 1 samym Rhizobium. Wyniki wskazuja, ze szczepienie siewek kuku-
rydzy Rhizobium leguminosarum bv. trifolii wydaje si¢ korzystniej wptywac na
kondycje siewek, mimo ze to Azospirillum jest endofitycznym szczepem dla tej
ro$liny. Srednia warto$é zielonosci lici z trzech pomiaréw wynosi 209 jednostek
SPAD w przypadku szczepienia Azospirillum 1 236 jednostek w przypadku szcze-
pienia Rhizobium leguminosarum bv. trifolii. W przypadku zastosowania szczepu
Rhizobium leguminosarum bv. phaseoli nie zaobserwowano podobnej zalezno$ci.
Mimo, ze Rhizobium jest rodzajem typowo symbiotycznym dla roslin motylkowa-
tych, to biochemiczny charakter wydzielin zewnatrzkomoérkowych szczepu Rhizo-
bium leguminosarum bv. trifolii wptynat, by¢ moze, stymulujaco na kondycje sie-
wek kukurydzy. Liczne badania potwierdzaja bowiem korzystny wptyw fitohor-
monow z grupy auksyn i giberelin wydzielanych przez rézne szczepy, ktére pobu-
dzaja wzrost i rozwoj roslin [BURDMAN, SARIN, KIGEL, 1996; GEOWACKA, 1990;
STRZELCZYK, 2001]. Korzystny wptyw lacznego szczepienia bakteriami Azospiril-
lum 1 Rhizobium ro$lin niemotylkowatych zanotowano réwniez pod uprawa owsa
i ryzu [CASTRO-SOWINSKI, MARTINEZ-DRETS, OKON, 2002].

LICZEBNOSC AZOSPIRILLUM ZASIEDLAJACYCH KORZENIE ROSLIN

Wyniki oznaczen liczebnosci drobnoustrojow z rodzaju Azospirillum w tkance
korzeniowej siewek kukurydzy szczepionych diazotroficznymi bakteriami przed-
stawiono w tabeli 3.

Liczebnos$¢ szczepdw Azospirillum doebereinerae w tkankach korzeni kukury-
dzy byta wigksza w przypadku koinokulacji z Rhizobium leguminosarum zardwno
bv. trifolii, jak i bv. phaseoli niz w kombinacji z pojedyncza inokulacja wytacznie
szczepem Azospirillum.
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Tabela 3. Srednia liczebno$é bakterii Azospirillum w koinokulacji z Rhizobium leguminosarum bv.
trifolii oraz bv. phaseoli w tkance korzeniowe]j kukurydzy (Zea mays L.) w 19. dniu od inokulacji,
n-10*jtk-g ' korzeni

Table 3. Mean number of Azospirillum bacteria in co-inoculation with Rhizobium leguminosarum bv.
trifolii and bv. phaseoli in root tissue of Zea mays L. on 19" day after inoculation, n-10* cfu-g ™' of
roots

Inokulacja Inoculation Koinokulacja Co-inoculation
Kontrola Control

Azospirillum Azospirillum + Rhizobium

W koinokulacji z Rhizobium leguminosarum bv. trifolii
In co-inoculation with Rhizobium leguminosarum bv. trifolii
0 214 254
W koinokulacji z Rhizobium leguminosarum byv. phaseoli
In co-inoculation with Rhizobium leguminosarum bv. phaseoli
0 178 194

Efekt ten mozna tlumaczy¢ zdolno$cia drobnoustrojow do syntetyzowania
i wydzielania do srodowiska wigkszej ilosci fitohormonow, ktore powodujg rozrost
wlo$nikow korzeniowych, a tym samym zwigkszenie podatnos$ci rosliny na infek-
cje oraz rozwoj tych bakterii endofitycznych [KROL, 2003]. Podobne rezultaty wy-
kazano w badaniach BASHANA [1996] 1 CHEBOTARA, ASISA i AKAO [1993].

Powszechnie znanym zjawiskiem jest zdolno$¢ endofitow do produkeji hormo-
néw wzrostu rosliny. Synteza fitohormonéw przez bakterie z rodzaju Azospirillum
jest niezbedna do wytwarzania trwalych asocjacji z korzeniami roslin [MICHIELS
iin., 1989]. Hormony roslinne powoduja popraweg kondycji rosliny przez podziat
i réznicowanie komérek w merystematycznej tkance korzenia, wskutek czego na-
stegpuje wydtuzanie si¢ korzenia, zwigkszenie liczby wlo$nikdéw i rozgalezianie si¢
ich [KROL, 2003]. Dlatego tez najprawdopodobniej zwigkszenie liczebnosci Azo-
spirillum w tkance korzeniowej siewek kukurydzy podczas koinokulacji jest $cisle
zwiazane z polepszeniem kondycji rosliny w tej samej kombinacji, czego jednym
z wyznacznikow jest wzrost indeksu zielonosci lisci.

WNIOSKI

1. Koinokulacja siewek kukurydzy Azospirillum doeberainerae i Rhizobium le-
guminosarum nie wptyneta na wzrost aktywnosci nitrogenazy, a tym samym na
poziom wigzania azotu przez bakterie.

2. Laczne szczepienie siewek kukurydzy Azospirillum doeberainerae i Rhizo-
bium leguminosarum polepsza kondycje rosliny, ktorej jednym z wyznacznikdéw
jest wzrost wartosci indeksu zielono$ci lisci.

3. Obecnos¢ bakterii Rhizobium w §rodowisku wplywa stymulujaco na proces
zasiedlenia tkanki korzeniowej kukurydzy przez Azospirillum.



J. Klama, A. Niewiadomska, A. Wolna-Maruwka: Koinokulacja in vitro siewek kukurydzy... 109

LITERATURA

BASHAN A., 1999. Interaction of Azospirillum ssp. in soils: review. Biol. Fertil. Soils 29 s. 246-256.

BURDMAN S., SARING S., KIGEL J., 1996. Field inoculation and common bean (Phaseolus vulgaris L.)
and chick pea (Cicer arietinum L.) with Azospirillum brasilense strain Cd. Symbiosis 24 s. 41—
—438.

CASTRO-SOWINSKI S., MARTINEZ-DRETS G., OKON Y., 2002. Laccase activity in melanin-producting
strains of Sinorhizobium meliloti. FEMS Microbiol. Lett. 209(1) s. 115-121.

CHEBOTAR V.K., Asis C., AKAO S., 2001. Production of growth — promoting substances and high
colonization ability of rhizobacteria enhance the nitrogen fixation if soybean when coinoculated
with Bradyrhizobium japonicum. Biol. Fertil. Soils 34 s. 427-434.

DOBEREINER J., MARRIEL J.E., NERY M., 1976. Ecological distribution of Spirillum lipoferum Beije-
rinck. Can. J. Microbiol. 22 s. 1464.

DuBas A., 1980. Kukurydza. Warszawa: PWRIL ss. 124.

GLOWACKA M., 1990. Mozliwoéci symbiotycznego wiazania azotu. Post. Mikrobiol. 18 1 s. 12—-14.

HRrRYNCEWICZ B., 2002. Uprawa szczegotowa kukurydzy w warunkach klimatu umiarkowanego. Post.
Nauk Rol. 12 s. 18-20.

ITZIGSHON F., 1993. Strain specific chemotaxis of Azospirillum sp. J. Bacteriol. 162 s. 190—195.

JAGNOw G.Z., 1987. Incoculation of cereal crops and forage grasses with nitrogen-fixing rizosphere
bacteria: Possible causes of success and failure with regard to yield response — review. Z. Pflan-
zenerndhr. Bodenkd. s. 150-361.

KROL M.J., 2003. Interakcja Azospirillum z mikroorganizmami glebowymi. Post Nauk Rol. 5 s. 3-9.

MICHIELS K., TROCH P., ONYEOCHA 1., GOOL A., ELMERICH C., VANDERLEYDEN J., 1989. Plasmid lo-
calization and mapping of two Azospirillum brasilense loci that affect expolysacharide synthesis.
Plasmid 21 s. 140-148.

SAWICKA A., 1983. Ekologiczne aspekty wigzania azotu atmosferycznego. Rocz. AR Pozn. Rozpr.
Nauk. ss. 134.

ScHENK R.U., HILDEBRANDT A.C., 1972. Medium and techniques for induction and growth of mono-
cotyledonous and dicotyledonous plant — cell cultures. Can. J. Bot. 50 ss. 199.

SOMASEGARAN P., HOBEN H.J., 1994. Handbook for Rhizobia. New York-Berlin-Heidelberg: Springer
Verl. ss. 450.

STRZELCZYK E. 2001. Endofity. Drobnoustroje Srodowiska glebowego — aspekty fizjologiczne, bio-
chemiczne, genetyczne. Torun: UMK ss. 60.

Justyna KLAMA, Alicia NIEWIADOMSKA, Agnieszka WOLNA-MARUWKA

IN VITRO CO-INOCULATION OF MAIZE SEEDLINGS
WITH DIAZOTROPHIC BACTERIA

Key words: Azospirillum, co-inoculation, diazotrophs, maize, Rhizobium
Summary
Many research works confirm positive effects of plant treatment with microbiological prepara-
tions. The commonly known phenomenon of inoculation of legume plants with the nodule bacteria

inoculum is widely applied in agricultural practise. In the recent years, studies have been intensified
on the application of endophytic bacteria to economically important plants for the same purpose. In
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many countries, positive effects have been recorded of the inoculation of plants with diazotrophic
endophytic bacteria on plant condition and the amount of fixed nitrogen.

In the recent years, particular interest has been devoted to the application of plant inoculation
with different bacterial strains. The objective of this study was to recognise the effect of maize inocu-
lation with two varieties of diazotrophic bacteria Rhizobium leguminosarum bv. trifolii and phaseoli
and with Azospirillum doebereinerae. The experiments were aimed to demonstrate the effect of the
cumulated application of both strains on the development of studied plants and to determine the
amount of fixed nitrogen.

Nitrogen fixation by bacterial strains used in the experiment was not high, irrespective of the
type of microorganisms used for inoculation. Differences were, however, found in the leaf greenery
index in relation to the applied inoculation of maize. Furthermore, the number of bacteria in the root
tissue indicated significant differences in root colonisation by microorganisms.
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