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WPLYW KOINOKULACJI
BAKTERIAMI DIAZOTROFICZNYMI
NA ROZWOJ SIEWEK PSZENICY ZWYCZAJNEJ

Streszczenie. W wielu krajach odnotowano pozytywne efekty szczepienia roslin diazotroficzny-
mi bakteriami endofitycznymi na poziom zwiazanego przez nie azotu oraz na ich kondycje.
W ostatnich latach szczegélnym zainteresowaniem cieszy si¢ stosowanie koinokulacji roslin
szczepionkami bgdacymi mieszaning wielu wspomagajacych si¢ szczepoéw bakterii. Przeprowa-
dzone badania mialy na celu okreslenie wplywu zastosowania szczepienia Herbaspirillum frisin-
gense, Azospirillum doeberainerae oraz Rhizobium leguminosarum na kondycje pszenicy zwy-
czajnej. Stwierdzono réznice w indeksie zielonosci liScia oraz w stopniu zasiedlenia korzeni przez
mikroorganizmy w zalezno$ci od rodzaju szczepienia.
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Wstep

Wspomagajace oddzialywania na siebie réznych gatunkéw drobnoustrojow zostaty
wielokrotnie udowodnione dos$wiadczalnie. Na szczegdlng uwage zastuguje symbio-
tyczny, synergistyczny wpltyw bakterii endofitycznych na aktywno$¢ towarzyszacych
Szczepow.

Zdrowe ro$liny zawieraja zespoly tzw. bakterii endofitycznych, dla ktérych stano-
wig prawie niezbgdng nisze.

Szereg najnowszych badan wydaje si¢ potwierdzac hipoteze, ze w §wiecie ro$lin nie
wystepuja gatunki, ktore bylyby pozbawione specyficznej mikroflory endofitycznej
(STRZELCZYK 2001). Wydaje sig, iz liczebnos$¢ bakterii zalezy od specyfiki niszy ekolo-
gicznej, réznic w drogach kolonizacji oraz mutacji genetycznych w obrebie populacji.
Najwigkszg liczebno$¢ diazotrofow stwierdza si¢ w korzeniach ro$lin i wynosi ona
przecietnie, jak podaje HALLMANN (2001), log5 jtk w 1 g §wiezej masy roslin. Poczat-
kowo uwazano, iz bakterie endofityczne jedynie stymuluja rozwoj roslin poprzez
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produkcje fitohormonéw (RASUL i IN. 1996). Pdzniej jednak stwierdzono, ze endofity
czgsciowo zwalczaja tubylczg mikroflore, hamujaca rozwoj roslin (STRZELCZYK 2001).
Ich role sprowadzano takze do szeroko rozumianej kontroli biologicznej, dzigki wytwa-
rzaniu substancji przeciwgrzybowych i przeciwbakteryjnych, sideroforow oraz konku-
rencji o pokarm (JEGER 2001). Odkryto rowniez, ze bakterie te zaopatrujg rosliny
w azot oraz wplywaja na ich zdrowie poprzez wypieranie réznorodnych patogenow
(HALLMANN 2001). Uzycie bakterii endofitycznych w produkcji roslinnej zalezy od
zdolnosci cztowiecka do zachowania tych pozytecznych zespolow drobnoustrojow
w warunkach naturalnych, do manipulowania nimi i ich modyfikowania. Dotychczas
brak jest zadowalajacych informacji o strukturze zbiorowisk endofitow, ich gtéwnych
funkcjach, ekologicznej stabilnosci i czynnikach na nie wptywajacych. Uzyskanie tych
informacji moze przyczyni¢ si¢ do lepszego wykorzystania endofitow w praktyce rolni-
czej, ogrodniczej, sadowniczej i lesnej (STRZELCZYK 2001).

Obserwuje si¢ czesto zjawisko synergistycznego dziatania bakterii endofitycznych
i innych grup drobnoustrojéw, prowadzace do spotegowania ich aktywnosci biologiczne;.

Celem niniejszej pracy bylo poznanie wplywu szczepienia pszenicy zwyczajnej bak-
teriami diazotroficznymi: Herbaspirillum frisingense, Azospirillum doeberainerae
i Rhizobium leguminosarum w odmianie trifolii. Przeprowadzone badania miaty na celu
okreslenie wzajemnych zwigzkéw migdzy testowanymi szczepami oraz ich wptywu na
kondycjg i rozw0j pszenicy zwyczajne;.

Material i metody

W doswiadczeniach laboratoryjnych wykorzystano nasiona pszenicy zwyczajnej
odmiany ‘Kris’, pochodzace z Katedry Mikrobiologii Ogélnej i Srodowiskowej Uni-
wersytetu Przyrodniczego w Poznaniu. Doswiadczenie przeprowadzono na roslinach
wzrastajagcych w probdéwkach z pozywka wedlug SCHENKA i HILDEBRANDTA (1972),
zamknigtych bawetianymi korkami, ktéore umozliwiaja dobrg wymiane gazowa. Do
inokulacji uzyto szczepdw bakterii Herbaspirillum frisingense 13130 1 Azospirillum
doeberainerae 13131 pochodzacych z Niemieckiej Kolekcji Mikroorganizméw i Kultur
Komoérkowych (DSMZ) w Brunszwiku oraz Rhizobium leguminosarum bv. trifolii
C 37 z Katedry Mikrobiologii Ogoélnej i Srodowiskowej UP w Poznaniu.

Przed zatozeniem do$wiadczenia ziarniaki pszenicy zostaly poddane sterylizacji, po-
legajacej na ptukaniu ich przez 5 min w 70-procentowym roztworze alkoholu, potem
przez 2 min w S-procentowym roztworze wody utlenionej, a nastgpnie kilkakrotnym
przeptukiwaniu jatowa woda destylowana. Nasiona uktadano na wysterylizowane ptytki
Petriego wyS$cielane wysterylizowang bibutg. Podlano je jalowa woda i umieszczono
w cieplarce w temperaturze 24°C do momentu skietkowania. Szczepy Rhizobium ho-
dowano na podtozu YMA, Azospirillum — na podlozu DAS, Herbaspirillum — na podto-
zu proponowanym przez Niemieckg Kolekcje Mikroorganizméw i1 Kultur Komoérko-
wych w Brunszwiku (pepton 5 g/l, ekstrakt migsny 3 g/, agar 18 g/l wody).

Skietkowane ziarniaki pszenicy wprowadzano do probowek na przygotowane skosy,
zapewniajace prawidlowy wzrost i rozwoj roslin. Po uptywie 24 h ro$liny szczepiono
zawiesing trzydniowych szczepow bakterii w ilosci 0,1 ml odpowiedniego inokulum
wedlug nastepujacych kombinacji:
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— kontrola (pszenica nieszczepiona),

— inokulacja pszenicy Herbaspirillum frisingense,

— inokulacja pszenicy Azospirillum doeberainerae,

— inokulacja pszenicy Rhizobium leguminosarum bv. trifolii,

— koinokulacja: Herbaspirillum frisingense i Azospirillum doeberainerae,

— koinokulacja: Herbaspirillum frisingense i Rhizobium leguminosarum bv. trifolii,
— koinokulacja: Azospirillum doeberainerae 1 Rhizobium leguminosarum bv. trifolii.

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

W przeprowadzonym doswiadczeniu laboratoryjnym przedmiotem analiz byly na-
stepujace parametry:

1) indeks zielonos$ci blaszek liSciowych pszenicy,

2) liczebno$¢ wybranych grup drobnoustrojow zasiedlajacych korzenie rosliny.

Analizy wykonano po uptywie 5, 12 i 19 dni od inokulacji.

Indeks zielonosci blaszek liSciowych siewek pszenicy badano za pomoca chlorofi-
lomierza (N-Tester).

Do okreslenia liczebnoS$ci bakterii z rodzajow Herbaspirillum, Azospirillum 1 Rhizo-
bium zastosowano metod¢ ptytek lanych wedtug Kocha. Materiatem wyjsciowym byta
zawiesina otrzymana w wyniku rozmacerowania w mozdzierzu w 5 ml jalowej wody
korzonkow pszenicy. Z tak przygotowanego materialu wykonano szereg kolejnych
rozcienczen, ktére wysiano na odpowiednie podtoza: peptonowe (DSMZ) — dla rozwoju
Herbaspirillum, DAS dla rozwoju Azospirillum i YMA — dla rozwoju Rhizobium.

Wyniki i dyskusja

Okreslenie indeksu zielono$ci blaszek liSciowych pszenicy zwyczajnej

Indeks zielonosci blaszek lisciowych pszenicy badano réwnolegle z okreslaniem ak-
tywnosci nitrogenazy i liczebnosci drobnoustrojow zasiedlajacych tkanke korzeniowa.
Stezenie chlorofilu $wiadczy m.in. o stopniu pokrycia zapotrzebowania na azot. Zano-
towano réznice w zawartosci chlorofilu w roslinach w zaleznosci od zastosowanej
kombinacji do§wiadczalnej i terminu pomiaru. Uzyskane wyniki przedstawiono w tabe-
lil.

Stwierdzono istotne réznice w zawartosci barwnika w zalezno$ci od zastosowanego
rodzaju szczepienia pszenicy zwyczajnej. Najnizszy poziom chlorofilu odnotowano
w terminie pierwszym, czyli po pigciu dniach od zaszczepienia pszenicy bakteriami
diazotroficznymi, we wszystkich kombinacjach dos§wiadczalnych. Najwieksza koncen-
tracja barwnika w blaszkach lisciowych wystapita po 19 dniach od inokulacji roslin, co
najprawdopodobniej byto zwigzane rozwojem siewek pszenicy.

W dwoch pierwszych terminach pomiaru wysoki poziom koncentracji barwnika
uzyskano w kombinacji pojedynczego szczepienia nasion Rhizobium trifolii; wynosit on
162 1 158,4 jednostki SPAD. W trzecim terminie pomiaru najlepszy efekt dato taczne
szczepienie Herbaspirillum + Azospirillum: 253,4 jednostki SPAD, co §wiadczy o po-
zytywnym wplywie koinokulacji bakteriami endofitycznymi na kondycje pszenicy
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Tabela 1. Koncentracja chlorofilu w blaszkach lisciowych pszenicy zwyczajnej
Table 1. Chlorophyll concentration in leaves of common wheat

Indeks zielonosci liscia (jednostki SPAD)
Kombinacja doswiadczalna
5 dni po inokulacji 12 dni po inokulacji 19 dni po inokulacji
Kontrola (ro$liny nieinokulowane) 59a 167,5b 201 b
Herbaspirillum 80,2 b 98,6 a 163,6 a
Azospirillum 196,5 208 ¢ 2144
Rhizobium 162 ¢ 158,4b 155,5a
Herbaspirillum + Azospirillum 219d 248,5¢ 2534 ¢
Herbaspirillum + Rhizobium 93,6 b 1182 a 181 b
Azospirillum + Rhizobium 124 b 178,3b 232,1¢

Wartosci w kolumnach oznaczone ta sama literg nie r6znig si¢ istotnie na poziomie prawdopodobienstwa
a=0,05.

zwyczajnej. Rowniez bardzo dobry wynik odnotowano w koinokulacji Azospirillum +
Rhizobium (233,1 jednostki SPAD), co wskazuje na stymulujace oddziatywanie Rhizo-
bium na Azospirillum. W przypadku ro§lin zaszczepionych szczepem Rhizobium legu-
minosarum w odmianie trifolii we wszystkich trzech terminach pomiaru, niezaleznie od
rozwoju siewek pszenicy, stwierdzono wyréwnany poziom chlorofilu w blaszkach 1is-
ciowych, ktory byl wigkszy o 28% niz w blaszkach roslin zaszczepionych wytacznie
Herbaspirillum.

Korzystny wptyw endofitow, stymulujacy wzrost roslin, wynika czesto z wydziela-
nia przez nie fitohormonow, enzyméw celulolitycznych czy pektynolitycznych, sidero-
foréw. Niewykluczone tez, ze na skutek kolonizacji korzeni sama roslina zostaje pobu-
dzona przez endofity do produkcji substancji stymulujacych jej rozwoj (TIEN i IN.
1979). Wyniki niektérych badan potwierdzaja réwniez stymulujace wspoétdziatanie
endofitow i bakterii brodawkowych. W doswiadczeniu, w ktorym szczepiono rosliny
koniczyny bialej Rhizobium trifolii i Azospirillum lipoferum o ggstosci inokulatu 1:1,
zaobserwowano trzykrotny wzrost brodawkowania oraz zwigkszona aktywnos¢ nitroge-
nazy w poréwnaniu z roslinami szczepionymi wylacznie Rhizobium spp. W kombina-
cjach doswiadczalnych, w ktérych koniczyna byta szczepiona wytacznie Azospirillum
lipoferum, szczep kolonizowat stozek wzrostu korzenia oraz wtosniki, natomiast u ros-
lin po koinokulacji Azospirillum + Rhizobium zaobserwowano dodatkowe miejsca kolo-
nizacji endofitu: na brodawkach korzeniowych i w ich poblizu. Efekt ten mozna thuma-
czy¢ zdolnoS$cig bakterii diazotroficznych z rodzaju Azospirillum do produkcji substan-
cji biologicznie czynnych, ktore korzystnie wptywaja na rozwoj, wzrost oraz rozgate-
zianie si¢ wlo$nikow korzeniowych czy powigkszanie si¢ liczby brodawek (ITZIGSHON
1993). W wyniku takiego dziatania roslina staje si¢ bardziej podatna na infekcje Rhizo-
bium, a takze na rozwdj populacji bakterii symbiotycznych w tej kombinacji doswiad-
czalnej (TCHEBOTAR 1 IN. 1998).

Dowodem na produkcje przez endofityczne bakterie fitohormonéw bylo rowniez
szczepienie nasion soi szczepem Pseudomonas fluorescens, ktory powodowat wzrost
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infekcji roslin Bradyrhizobium japonicum, zwigkszenie liczby brodawek w korzeniach
soi oraz zwigkszenie aktywnosci nitrogenazy (AKAO i IN. 2001).

Wzmozona podatno$¢ roslin na zakazenie bakteriami brodawkowatymi, a tym sa-
mym zwigkszenie szansy nodulacji w obecnosci endofitow, ttumaczy si¢ stymulacja
duzej liczby komorek epidermalnych hormonami wytwarzanymi przez te gatunki bakte-
rii (KROL 2003).

Stwierdzono ponadto, ze taczne szczepienie Azospirillum brasilense 1 Rhizobium
meliloti wptywalo istotnie na wzrost trzytygodniowych siewek owsa i ryzu (CASTRO-
-SOWINSKI i IN. 2002).

Okreslenie liczebnoSci Azospirillum i Herbaspirillum zasiedlajacych korzenie roslin

Najwicksza zdolno$¢ kolonizacji tkanek korzenia przez bakterie zanotowano w ko-
inokulacji pszenicy zwyczajnej Azospirillum doeberainerae 1 Rhizobium leguminosa-
rum. 1lo$¢ bakterii diazotroficznych w tej kombinacji doswiadczalnej wynosita 213 %
10% jtk. Podobne efekty wspotdziatania odmiennych szczepdéw zaobserwowano w inten-
sywnosci brodawkowania koniczyny biatej i w aktywnosci nitrogenazy w zaleznosci od
gestosci inokulatu oraz czasu zaszczepiania roslin Rhizobium leguminosarum w odmia-
nie trifolii 1 Azospirillum spp. Stymulujace brodawkowanie odnotowano, gdy roslina
byta inokulowana Rhizobium trifolii, a po 24 h — Azospirillum spp. (PLAZINSKI i ROLFE
1985).

W przypadku pojedynczego szczepienia nasion pszenicy szczepami endofitycznymi
wieksza liczebno$¢ drobnoustrojow wewnatrz korzenia wystapita po inokulacji rosliny
Azospirillum: 89 x 10% jtk (tab. 2).

Tabela 2. Liczebno$¢ analizowanych bakterii w tkance korzeniowej inokulowanej i koinokulowa-
nej pszenicy zwyczajnej 19 dni po inokulacji

Table 2. Number of analysed bacteria in root tissue of common wheat inoculated and coinocu-
lated 19 days after inoculation

Kombinacja do$wiadczalna x 10% jtk w 1 g korzeni
Kontrola (rosliny nieinokulowane) 0
Herbaspirillum 49a
Azospirillum 89b
Herbaspirillum + Azospirillum 149 ¢
Herbaspirillum + Rhizobium 105 b
Azospirillum + Rhizobium 213d

Wartosci w kolumnach oznaczone ta sama literg nie r6znig si¢ istotnie na poziomie prawdopodobienstwa
a=0,05.

Powszechnie znanym zjawiskiem jest zdolno$¢ endofitow do produkcji hormondéw
wzrostu rosliny. Synteza fitohormonow przez bakterie z rodzaju Azospirillum jest nie-
zbedna do wytwarzania trwalych polaczen z korzeniami ro$lin, co moze thumaczy¢
uzyskany wynik.
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Podsumowanie

Bakterie Azospirillum 1 Herbaspirillum sa zdolne do zasiedlania korzeni roslin psze-
nicy zwyczajnej. Najlepszy efekt kolonizacji uzyskano w wyniku lacznego szczepienia
bakteriami Azospirillum i Rhizobium.

Wspotdziatanie szczepdw Rhizobium z Herbaspirillum i Azospirillum wptywa sty-
mulujgco na kondycj¢ roslin, o czym $wiadczy najwigcksza w koncowym etapie rozwoju
siewek zawarto$¢ chlorofilu w blaszkach lisciowych pszenicy.
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INFLUENCE OF ENDOPHYTIC BACTERIA COINOCULATION
ON SEEDLINGS OF COMMON WHEAT DEVELOPMENT

Summary. In many countries a beneficial effect has been observed of inoculation with endophyt-
ic bacteria on nitrogen fixation level and on plant condition. During last years, plant inoculation
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with inoculum containing various and numerous helpful bacteria species has been applied in
many experiments. The aim of the conducted experiment was determination of the influence of
coinoculation of Herbaspirillum frisingense, Azospirillum doeberainerae and Rhizobium legumi-
nosarum on their ability to fix oxygen and on wheat condition. The level of nitrogen fixation was
very low, independently of the applied microorganisms. Differences in leaves greenness, index
and level of colonisation by microorganisms, depending on the kind of combination, were ob-
served.

Key words: wheat, coinoculation, diazotrophs, Azospirillum, Herbaspirillum, Rhizobium
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