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S t r e s z c z e n i e 

Wiele prac badawczych potwierdza korzystny wpływ preparatów mikrobiologicznych na rozwój 
roślin. W wielu krajach odnotowano pozytywne efekty szczepienia roślin diazotroficznymi bakteria-
mi endofitycznymi na poziom związanego przez nie azotu oraz wpływu na kondycję roślin. W ostat-
nich latach efektywnym zabiegiem okazała się koinokulacja roślin różnymi szczepami bakterii. Ce-
lem badań prezentowanych w pracy było przedstawienie wpływu szczepienia kukurydzy bakteriami 
diazotroficznymi: Rhizobium leguminosarum odmiany trifolii oraz Rhizobium leguminosarum odmia-
ny phaseoli i Azospirillum doebereinerae. Przeprowadzone badania miały na celu określenie wpływu 
łącznego zastosowania obu szczepów na kondycję i rozwój badanej rośliny oraz poziom związanego 
przez nie azotu. Efekt wiązania azotu przez użyte w doświadczeniu szczepy bakterii był niewielki, 
niezależnie od rodzaju użytych do szczepienia mikroorganizmów. Stwierdzono natomiast różnice 
indeksu zieloności liścia oraz stopnia zasiedlenia korzeni przez mikroorganizmy, w zależności od 
zastosowanego rodzaju szczepienia kukurydzy. 

WSTĘP 

Kukurydza jest rośliną intensywnej uprawy, o dużych wymaganiach pokarmo-
wych i nawozowych, w uprawie której wszelkie ograniczenia w dostarczeniu 
składników pokarmowych prowadzą do zmniejszenia plonu. Nowoczesne zasady 
nawożenia kukurydzy powinny uwzględniać dokładne dawki, gwarantujące pełne 
odżywienie roślin i ich wysokie plonowanie, z jednoczesną dbałością o środowisko 
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[DUBAS, 1980; HRYNCEWICZ, 1992]. W świetle tych faktów nie bez znaczenia wy-
daje się poszukiwanie nowych, skutecznych metod ograniczenia intensyfikacji na-
wożenia roślin. Jednym ze skutecznych sposobów może być wykorzystanie zdol-
ności wybranych grup drobnoustrojów do aktywnego wiązania azotu atmosferycz-
nego. Mimo znanego powszechnie powinowactwa wybranych gatunków diazotro-
fów i określonych gatunków roślin, wciąż niewiele wiadomo o roli współdziałania 
różnych grup drobnoustrojów, przyczyniających się do skutecznej infekcji roślin. 

Celem badań prezentowanych w pracy było określenie wpływu koinokulacji 
siewek kukurydzy szczepami diazotroficznymi Rhizobium leguminosarum odmia-
ny phaseoli oraz trifolii z Azospirillum doebereinerae na kondycję roślin oraz po-
ziom związanego przez nie azotu. 

METODY BADAŃ 

W przeprowadzonych badaniach z wykorzystaniem doświadczeń laboratoryj-
nych wykorzystano nasiona kukurydzy (Zea mays) odmiany Claudia, pochodzące 
z Katedry Uprawy Roli i Roślin UP w Poznaniu. Doświadczenie przeprowadzono 
na roślinach wzrastających w probówkach z pożywką Schenk&Hilderbrandt Me-
dium [SCHENK, HILDERBRANDT, 1972], zamkniętych bawełnianymi korkami, które 
umożliwiają dobrą wymianę gazową [SOMASEGARAN, HOBEN, 1994]. Do inokula-
cji użyto szczepów bakterii Azospirillum doebereinerae 13131 z Niemieckiej Ko-
lekcji Mikroorganizmów i Kultur Komórkowych w Brunszwiku, Rhizobium legu-
minosarum bv. trifolii C 37 oraz bv. phaseoli F11, pochodzące z Katedry Mikro-
biologii Rolnej UP w Poznaniu. 

Przed założeniem doświadczenia ziarniaki kukurydzy poddano sterylizacji, po-
legającej na płukaniu ich przez 5 minut w 70-procentowym roztworze alkoholu, 
a potem przez 2 minuty w 5-procentowej wodzie utlenionej. Następnie ziarniaki 
zostały pięciokrotnie przepłukane wodą destylowaną. Nasiona układano na wyste-
rylizowane płytki Petriego wyściełane wysterylizowaną bibułą. Ziarniaki podlano 
jałową wodą i umieszczono w cieplarce w temperaturze 24°C do momentu skieł-
kowania. Podczas podkiełkowywania nasion przygotowano bezazotową, agarową 
(6–7 g·(100 cm3)–1) pożywkę wg Schenka i Hilderbrandta z sacharozą do rozwoju 
kukurydzy. Szczepy Rhizobium hodowano na podłożu YMA [SOMASEGARAN, 
HOBEN, 1994], natomiast Azospirillum na podłożu półpłynnym NFB [DÖBEREI-
NER, MARRIEL, NERY, 1976]. 

Skiełkowane ziarniaki kukurydzy wprowadzano do probówek na przygotowane 
skosy. Następnie po 24 h rośliny szczepiono 0,1 ml zawiesiny trzydniowej hodowli 
szczepów bakterii wg niżej podanych kombinacji. 
1. Kontrola (kukurydza nieszczepiona). 
2. Inokulacja kukurydzy Azospirillum doebereinerae.  
3. Inokulacja kukurydzy Rhizobium leguminosarum bv. trifolii. 
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4. Inokulacja kukurydzy Rhizobium leguminosarum bv. phaseoli. 
5. Koinokulacja Azospirillum doebereinerae i Rhizobium leguminosarum bv. trifo-

lii. 
6. Koinokulacja Azospirillum doebereinerae i Rhizobium leguminosarum bv. pha-

seoli. 
Zaszczepione rośliny hodowano w kamerze wegetacyjnej w temperaturze 

21°C, w 12-godzinnym systemie naświetlania. 
W przeprowadzonym doświadczeniu laboratoryjnym przedmiotem analiz były 

następujące parametry: 
– aktywność nitrogenazy (mierzona w kombinacjach 2. 5. i 6.), 
– indeks zieloności blaszek liściowych kukurydzy, 
– liczebność wybranych grup drobnoustrojów zasiedlających korzenie rośliny. 

Analizy wykonano w 5., 12., i 19. dniu od inokulacji. Aktywność nitrogenazy 
określano z użyciem chromatografu gazowego CHROM 5, na podstawie ilości zre-
dukowanego acetylenu do etylenu i wyrażano w nmol·dm–3 C2H4 w ciągu 1 godzi-
ny [SAWICKA, 1983].  

Jednocześnie badano indeks zieloności blaszek liściowych siewek kukurydzy 
za pomocą chlorofilomierza (N-TESTER). 

Do określenia liczebności bakterii materiałem wyjściowym była zawiesina 
otrzymana w wyniku rozmacerowania w moździerzu 1 g korzonków kukurydzy 
w 10 ml jałowej wody. Z tak przygotowanego materiału wykonano kolejne roz-
cieńczenia, które wysiano na podłoże stałe NFB, odpowiednie do rozwoju Azospi-
rillum. Do oznaczenia liczebności Rhizobium zastosowano metodę płytek lanych 
wg Kocha. 

WYNIKI BADAŃ I DYSKUSJA 

AKTYWNOŚĆ NITROGENAZY 

W okresie wzrostu kukurydzy (Zea mays L.) w wyniku przeprowadzonych 
trzykrotnie pomiarów aktywności nitrogenazy w kombinacjach 2., 5. i 6. w każdym 
z trzech terminów odnotowano jedynie śladowe ilości azotu związanego przez 
drobnoustroje, które nie stanowiły wymiernych danych. 

Z badań przeprowadzonych w warunkach polowych i wazonowych w Izraelu 
i Niemczech wynika, że aktywność nitrogenazy w ryzosferze roślin zbożowych – 
mierzona metodą redukcji acetylenu – jest bardzo niska, prawie niewykrywalna 
[JAGNOW, 1987]. 
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INDEKS ZIELONOŚCI BLASZEK LIŚCIOWYCH KUKURYDZY 

Badania z tego zakresu przeprowadzono równolegle z określaniem aktywności 
nitrogenazy i liczebności drobnoustrojów zasiedlających tkankę korzeniową. Duże 
stężenie barwników chlorofilowych świadczy między innymi o stopniu pobierania 
azotu przez roślinę. Zanotowano różnice w zawartości barwników chlorofilowych 
w roślinach w zależności od zastosowanej kombinacji doświadczalnej i terminu 
pomiaru. Uzyskane wyniki przedstawiono w tabelach 1. i 2. 

Tabela 1. Średnia wartość indeksu zieloności blaszek liściowych 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 

Wartość indeksu zieloności (w jednostkach SPAD – wartości bezwzględne)  
na kombinacjach 

Greenery index (in SPAD units – absolute values) in treatments Termin analizy 
Time of analysis kontrola 

control 
Azospirillum Rhizobium 

koinokulacja 
co-inoculation 

(Azospirillum + Rhizobium) 
5. dzień   5th day 371 210 309 489 
12. dzień   12th day 207 219 197 249 
19. dzień   19th day 176 197 202 220 

Tabela 2. Średnia wartość indeksu zieloności blaszek liściowych 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 

Wartość indeksu zieloności (w jednostkach SPAD – wartości bezwzględne)  
na kombinacjach 

Greenery index (in SPAD units – absolute values) in treatments Termin analizy 
Time of analysis kontrola 

control 
Azospirillum Rhizobium 

koinokulacja 
co-inoculation 

(Azospirillum + Rhizobium) 
5. dzień   5th day 382 213 249 274 
12. dzień   12th day 212 225 237 276 
19. dzień   19th day 197 199 137 223 

 
Największą zawartość barwników chlorofilowych w siewkach kukurydzy od-

notowano w pierwszym terminie pomiaru, ponadto rośliny odznaczały się bujniej-
szym wzrostem, wskazującym na lepszą kondycję fizjologiczną. W kolejnych ter-
minach pomiarów stwierdzono, że zawartość chlorofilu systematycznie zmniejsza-
ła się we wszystkich kombinacjach, co zapewne było związane z postępującym 
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procesem więdnięcia roślin, wynikającym z coraz dłuższego czasu hodowli roślin 
w zamkniętych probówkach.  

Porównując wartości indeksu zieloności liści kukurydzy inokulowanej różnymi 
szczepami bakterii, jednoznacznie można stwierdzić, że koinokulacja Azospirillum 
z Rhizobium znacząco wpłynęła na wzrost poziomu zieloności liści, a tym samym 
na poprawę kondycji rośliny. W wyniku koinokulacji szczepów Azospirillum i Rhi-
zobium leguminosarum bv. trifolii stwierdzono najwyższy średni wskaźnik zielo-
ności liści, wynoszący aż 489 jednostek SPAD. Podobnie pozytywny wpływ ko-
inokulacji siewek odnotowano z zastosowaniem Rhizobium leguminosaum bv. pha-
seoli. Podobne, pozytywne rezultaty poprawy kondycji roślin zanotował ITZIGS-
HON [1993], koinokulując rośliny motylkowate Rhizobium z Azospirillum i uzysku-
jąc w efekcie koinokulacji zdecydowanie lepsze parametry wzrostu roślin. 

We wszystkich trzech terminach pomiarów zaobserwowano różnice w koncen-
tracji barwników chlorofilowych zarówno w siewkach szczepionych samym Azo-
spirillum, jak i samym Rhizobium. Wyniki wskazują, że szczepienie siewek kuku-
rydzy Rhizobium leguminosarum bv. trifolii wydaje się korzystniej wpływać na 
kondycję siewek, mimo że to Azospirillum jest endofitycznym szczepem dla tej 
rośliny. Średnia wartość zieloności liści z trzech pomiarów wynosi 209 jednostek 
SPAD w przypadku szczepienia Azospirillum i 236 jednostek w przypadku szcze-
pienia Rhizobium leguminosarum bv. trifolii. W przypadku zastosowania szczepu 
Rhizobium leguminosarum bv. phaseoli nie zaobserwowano podobnej zależności. 
Mimo, że Rhizobium jest rodzajem typowo symbiotycznym dla roślin motylkowa-
tych, to biochemiczny charakter wydzielin zewnątrzkomórkowych szczepu Rhizo-
bium leguminosarum bv. trifolii wpłynął, być może, stymulująco na kondycję sie-
wek kukurydzy. Liczne badania potwierdzają bowiem korzystny wpływ fitohor-
monów z grupy auksyn i giberelin wydzielanych przez różne szczepy, które pobu-
dzają wzrost i rozwój roślin [BURDMAN, SARIN, KIGEL, 1996; GŁOWACKA, 1990; 
STRZELCZYK, 2001]. Korzystny wpływ łącznego szczepienia bakteriami Azospiril-
lum i Rhizobium roślin niemotylkowatych zanotowano również pod uprawą owsa 
i ryżu [CASTRO-SOWIŃSKI, MARTINEZ-DRETS, OKON, 2002]. 

LICZEBNOŚĆ AZOSPIRILLUM ZASIEDLAJĄCYCH KORZENIE ROŚLIN 

Wyniki oznaczeń liczebności drobnoustrojów z rodzaju Azospirillum w tkance 
korzeniowej siewek kukurydzy szczepionych diazotroficznymi bakteriami przed-
stawiono w tabeli 3.  

Liczebność szczepów Azospirillum doebereinerae w tkankach korzeni kukury-
dzy była większa w przypadku koinokulacji z Rhizobium leguminosarum zarówno 
bv. trifolii, jak i bv. phaseoli niż w kombinacji z pojedynczą inokulacją wyłącznie 
szczepem Azospirillum. 

 



108 Woda-Środowisko-Obszary Wiejskie t. 10 z. 2 (30) 

Tabela 3. Średnia liczebność bakterii Azospirillum w koinokulacji z Rhizobium leguminosarum bv. 
trifolii oraz bv. phaseoli w tkance korzeniowej kukurydzy (Zea mays L.) w 19. dniu od inokulacji, 
n⋅104 jtk⋅g–1 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 19th day after inoculation, n⋅104 cfu⋅g–1 of 
roots 

Kontrola   Control 
Inokulacja   Inoculation 

Azospirillum 
Koinokulacja   Co-inoculation 

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 bv. phaseoli  
In co-inoculation with Rhizobium leguminosarum bv. phaseoli 

0 178 194 
 

Efekt ten można tłumaczyć zdolnością drobnoustrojów do syntetyzowania 
i wydzielania do środowiska większej ilości fitohormonów, które powodują rozrost 
włośników korzeniowych, a tym samym zwiększenie podatności rośliny na infek-
cję oraz rozwój tych bakterii endofitycznych [KRÓL, 2003]. Podobne rezultaty wy-
kazano w badaniach BASHANA [1996] i CHEBOTARA, ASISA i AKAO [1993]. 

Powszechnie znanym zjawiskiem jest zdolność endofitów do produkcji hormo-
nów wzrostu rośliny. Synteza fitohormonów przez bakterie z rodzaju Azospirillum 
jest niezbędna do wytwarzania trwałych asocjacji z korzeniami roślin [MICHIELS 
i in., 1989]. Hormony roślinne powodują poprawę kondycji rośliny przez podział 
i różnicowanie komórek w merystematycznej tkance korzenia, wskutek czego na-
stępuje wydłużanie się korzenia, zwiększenie liczby włośników i rozgałęzianie się 
ich [KRÓL, 2003]. Dlatego też najprawdopodobniej zwiększenie liczebności Azo-
spirillum w tkance korzeniowej siewek kukurydzy podczas koinokulacji jest ściśle 
związane z polepszeniem kondycji rośliny w tej samej kombinacji, czego jednym 
z wyznaczników jest wzrost indeksu zieloności liści. 

WNIOSKI 

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

2. Łączne szczepienie siewek kukurydzy Azospirillum doeberainerae i Rhizo-
bium leguminosarum polepsza kondycję rośliny, której jednym z wyznaczników 
jest wzrost wartości indeksu zieloności liści.  

3. Obecność bakterii Rhizobium w środowisku wpływa stymulująco na proces 
zasiedlenia tkanki korzeniowej kukurydzy przez Azospirillum. 
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S u m m a r y 

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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