ANNA STRZELEC

SELEKCJA SZCZEPOW RHIZOBIUM LEGUMINOSARUM
AKTYWNYCH W SYMBIOZIE Z BOBIKIEM UPRAWIANYM NA
GLEBIE KWASNEJ, NAWOZONEJ AZOTEM

Zaklad Mikrobiologii Instytutu Uprawy, Nawozenia
i Gleboznawstwa w Pulawach

Czynnikami warunkujacymi wysoka aktywno$¢ wiazania N, przez roéliny
motylkowate, zyjace w symbiozie z aktywnymi szczepami Rhizobium, sa
odpowiednie dla rozwoju obu partneréw warunki glebowe, a szczegélnie
odczyn gleby i zawartos¢ w niej azotu zwiazanego.

Stwierdzono, ze zarowno zakwaszenie gleby, jak i duza ilo$¢ w niej N
zwigzanego moga wplywac niekorzystnie na kazdy z etapéw symbiozy.
Przy czym wplyw ten zalezy w duzej mierze od oddzialywania tych czynnikow
na rozwoj i1 aktywno$¢ bakteryjnego partnera. Znalezienie wigc szczepu
Rhizobium intensywnie wigzacego azot atmosferyczny w symbiozie z ro$ling
uprawiana na glebie kwasnej, zasobnej w N lub tez nawozonej nim, moze
mie¢ duze znaczenie dla praktyki rolniczej.

Celem pracy bylo wyselekcjonowanie sposrod 10 szczepow Rhizobium
leguminosarum szczepu dajacego najwyzsze plony bobiku w przypadku uprawy
tej roSliny na glebie kwasnej zasobnej w azot i dodatkowo nawozonej
tym pierwiastkiem.

MATERIAL I METODY BADAN

Badania prowadzono w warunkach laboratoryjnych i w wazonowym
doswiadczeniu wegetacyjnym. Badane szczepy RhA. leguminosarum dla bobiku
pochodzily z Kolekcji Szczepéw Zakladu Mikrobiologii IUNG w Pulawach.
Szczepy Og, P, G i 73 B sa szczepami pochodzenia krajowego, szczep
D 57 pochodzi z CSSR, a pozostale szczepy otrzymano z ICARDA
i pochodzily one: Fa 55 z Egiptu, Fa 59 z Sudanu, Fa 63 z Maroka,
Fa 65 z Libii, Fa 73 z Syrii.
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Badania laboratoryjne mialy na celu okre§lenie wplywu zakwaszenia
podioza i iloéci w nim azotu na namnazanie szczepdw Rhizobium i aktyw-
no$¢ wytwarzanych przez nie dehydrogenaz.

Wpltyw pH podioza na namnazanie tych szczepéw badano wysiewajac
ich 72-godzinne hodowle na ptynna pozywke YEMB [34], ktora nastepnie
inkubowano 24 godziny w termostacie (28°C) ze stalym wytrzasaniem.
Tak przygotowana hodowlg (1 ml) szczepiono 14 ml plynnej pozywki
YEMB o odczynie ustaonym kwasem mlekowym na poziomie pH 7.0.
6.5. 5.0 1 4.5. Po 24 godzinach inkubacji w warunkach jak poprzednio
z kazdej kolbki pobierano 2 ml hodowli i oznaczano jej ekstynkcje na
spektrofotometrze przy diugosci fali 480 mp.

Wplyw azotu na namnazanie Rhizobium oznaczano podobnie jak wplyw
pH. Pozywki YEMB wzbogacano 1, 2, 51 10 mg N w NH,NO; na 1 ml
pozywki. Kontrole stanowily hodowle na pozywce bez azotu. Wszystkie
pozywki miaty pH 7.0.

Wplyw pH podloza i ilo$¢ w nim azotu na aktywnos$¢ dehydrogenaz
wytwarzanych przez badane szczepy oznaczano zmodyfikowana metoda
Szmidta [28].

Wodny zmyw z 72-godzinnej hodowli Rhizobium na skosach ze stalg
pozywka Thorntona wytrzasano 2,5 godziny w temperaturze 25°C. Gesto$é
zawiesiny oznaczano mierzac jej ekstynkcje. Mililitr tak przygotowanej zawie-
siny wprowadzano do probek ze szlifem. zawicrajgcych 0.5 ml wodnego roztwo-
ru 2,3,5-tréjfenylotetrazoliowego chlorku (TTC) oraz 3,5 ml pozywki YEMB
opH 70, 6,0, 551 5,0, a w przypadku badania wplywu azotu — pozywki
o pH 7,0 wzbogaconej 1,0, 2,51 10 mg N na 1 ml. Kontrole stanowity
serie z pozywka bez dodatku azotu. Wszystkie serie mialy po trzy powtérzenia.
Po zakorkowaniu zawarto$¢ probowek wytrzasano i inkubowano 24 godziny
w temperaturze 25°C, po czym w celu przerwania reakcji dodawano do nich
kwas octowy i toluen. Po silnym wytrzasnigciu hodowle pozostawiano na
24 godziny w termostacie. Natezenie barwy powstalego z TTC 2,3,4-troj-
fenylotetrazoliowego formazanu (TTF) w toluenie oznaczano na spektro-
fotometrze przy dilugosci fali 480 my. Wyniki odczytywano z krzywej
wzorcowej i przeliczano na jednostke ekstynkcji wyjsciowej hodowli Rhizobium.

Doswiadczenie wegetacyjne mialo na celu wyselekcjonowanie sposrod
badanych szczepoéw Rh. leguminosarum szczepu najaktywniejszego w symbiozie
z bobikiem uprawianym na glebie kwasnej, zasobnej w N i dodatkowo
nawozonej tym pierwiastkiem.

Gleba uzyta do doswiadczenia wytworzona byla z piasku stabo gliniastego
(789 piasku, 159 pylu, 79 czesci splawialnych) i zawierala w 100 g:
50,8 mg N ogotem, 1,5 mg N-NH,, 4,7 mg N-NO,, 5,2 mg P, 2,7 mg
K, 0,5 mg Mg przyswajalnego, 22,5 mg Ca wymiennego i 0,9 mg Mg
wymiennego. pH gleby w KCl wynosito 5,0, jej kwasowo$¢ hydrolityczna
2,48, a pojemno$¢ wodna 20,5%.
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Wazony napeltniano 7 kg gleby wymieszanej z 2,5 g CaO, 1,8 g K, 0,7 g P
na wazon oraz, NH,NO,; w iloéci 0,560 g N lub 1,120 g N na wazon
i nawilzano woda destylowana do 509, catkowitej pojemnosci wodnej. pH
tak przygotowanej gleby wynosito 5,6.

Ros$ling doswiadczalna byl bobik odmiany Nadwislanski. Nasiona bobiku
zaprawione zaprawa nasienna T szczepiono Rhizobium, wprowadzajac po 0,5
ml zawiesiny badanego szczepu na kazde nasionko umieszczone w glebie
na glebokosci 5 cm.

Doswiadczenie zalozono wedlug nastgpujacego schematu:
seria 1: gleba nie nawozona N, nasiona zakazone szczepem bytujacym
w glebie,
seria 2: gleba+0,560 g N, nasiona zakazone szczepem bytujacym w glebie,
seria 3: gleba+1,120 g N, nasiona zakazone szczepem bytujacym w glebie,
seria 4-14: gleba 40,560 g N, nasiona szczepione szczepem Og. P, G, D 57,
73 B. Fa 59, Fa 65, Fa 73 lub nitraging.
seria 15—17: gleba +1,120 g N, nasiona szczepione szczepem Og, Fa 63 lub
nitraging.

Kazda kombinacja doswiadczalna zalozona byla w 6 powtodrzeniach.
Przebieg doswiadczenia: po 10 nasion bobiku do kazdego wazonu wysiewano
4.1V.1985 roku, utrzymujac wiglotno$¢ gleby w czasie wegetacji roslin na
poziomie 60%, catkowitej pojemnoSci wodnej. Po wyréwnaniu wschodow
(25.1V) siewki przerwano pozostawiajac w wazonie po 6 roslin. W poczatkach
kwitnienia ro$lin (27.V.) z kazdej kombinacji zlikwidowano po jednym wazonie
i oznaczono plon $wiezej masy czeSci nadziemnych roSlin, ilo$¢ pigter lisci,
plon brodawek, ich wielko§¢, rozmieszczenie i zabarwienie. Przeprowadzono
ponadto obserwacje mikroskopowa preparatow z brodawek barwionych fuksyna
zasadowa. W zwiazku z pojawieniem si¢ mszyc 9.VII roéliny podlano
preparatem Bi. Doswiadczenie zlikwidowano 14.VIII w fazie zczernienia
ponad 959 strakéw. Oznaczono woéwczas zabarwienie lodyg, liczbe strakéw,
sucha mas¢ stomy i cigzar nasion (przy 139, zawartosci wody).

WYNIKI BADAN 1 DYSKUSJA

WPLYW ODCZYNU PODLOZA 1 KONCENTRACIJI W NIM AZOTU NA WZROST
SZCZEPOW RHIZOBIUM 1 AKTYWNOSC WYTWARZANYCH PRZEZ NIE DEHYDROGENAZ

Na ogot uwaza si¢, ze dla wigkszosci szczepow Rhizobium optymalnym
odczynem podloza jest pH 7,0-6,5, a jego zakwaszenie wplywa niekorzystnie
na namnazanie i przezywalno§¢ tych bakterii [2, 5, 14, 15, 29-33].

W kontrolnych hodowlach o pH 7,0 badane przez nas szczepy Rhizobium
leguminosarum wykazaly r6zna intensywnos¢ wzrostu i aktywno§¢ dehydroge-
naz. Nie stwierdzono jednak zaleznosci migdzy tymi ich wiasciwosciami
a rodzajem i wielkoscig reakcji szczepéw na zakwaszenie podtoza lub wzbo-
gacenie go w azot (tab. 1-4).



Tabela 1

Wplyw pH na wzrost badanych szczepow Rhizobium leguminosarum w %, ekstynkcji
hodowli kontrolnej (pH 7,0)
Effect of medium pH on the growth of the Rhizobium leguminosarum strains
in 9, of extinction of the control culture

Ekstynkcja hodowli

Ekstynkcja hodowli kontrolnej, %,
Extinction of the control culture, %,

Szczep kontrolnej — - -
Strain Extinction of the wartos¢ pH p(,’ZYWk] -
control culture pH value of nutrient medium
6,5 6,0 5.5 50 | 4,5
Og 0,390 — 105 110 96 64
P 0,240 125 146 123 92 42
G 0,160 97 88 69 9 0
D 57 0,210 112 129 143 62 32
73 B 0,200 100 95 78 28 3
Fa 55 0,330 - 118 100 29 3
Fa 59 0,350 - 100 100 13 0
Fa 63 0,450 - 109 84 43 34
Fa 65 0,530 - 100 81 36 12
Fa 73 0,500 - 90 64 20 1-
Tabela 2

Wplyw pH na aktywno$¢ dehydrogenaz badanych szczepow Rhizobium w %
aktywnosci hodowli kontrolnej (pH 7,0)
Effect of pH on the activity of dehydrogenases of the Rhizobium strains in

% of activity of the control culture

ul H; na jednostke Aktywno$¢ hodowli kontrolnej, %
ekstynkcji hodowli Activity of the control culture, %
Szczep kontrolnej
Strain ul H, per extinction
unit of the control pH podtoza — nutrient medium pH
culture 6.5 6.0 55 5.0
Og 18,7 56 19 10 3
P 15,5 54 18 9 0
G 14,4 37 6 0 0
D 57 14,7 66 12 0 0
73 B 4,6 74 8 0 0
Fa 55 5,0 45 7 0 0
Fa 59 38 41 3 0 0
Fa 63 6.8 49 16 4 0
Fa 65 6,7 48 18 7 0
Fa 73 5.7 41 19 10 0

(58]



Tabela 3

Wplyw azotu na wzrost badanych szczepow Rhizobium leguminosarum
w Y% ekstynkcji hodowli kontrolnej bez N
Effect of nitrogen on the growth of the Rhizobium leguminosarum strains
in 9 of extinction of the control culture without N

Ekstynkcja hodowli kontrolne;j
Ekstynkcja hodowli Extinction of the control culture
Szczep kontrolnej A
Strain Extinction of the mg N na ml pozy\kal o
control culture mg N per ml of the nutrient medium
1 2 5 10
Og 0,460 135 128 135 32
P 0,350 117 51 10 7
G 0,180 78 50 8 8
D 57 0,260 77 50 16 6
73 B 0,250 58 24 16 8
Fa 55 0,500 66 30 10 4
Fa 59 0,440 71 40 8 6
Fa 63 0,620 24 7 7 5
Fa 65 0,650 29 7 5 4
Fa 73 0,520 32 7 5 4
Tabela 4

Wplyw azotu na aktywnos§¢ dehydrogenaz badanych szczepéw Rhizobium
w % aktywnosci hodowli kontrolnej — bez N
Nltrogen effect on the activity of dehydrogenases of the Rhizobium strains
in % of activity of the control culture — without N

ul H, na jednostke
ekstynkcji hodowli

Aktywnos¢ hodowli kontrolnej, %,
Activity of the control culture, %

Szczep kontrolnej )
Strain ul H, per extinction mg N na ml pozywki — mg N per
unit of the control ml of the nutrient medium
culture i 2 5 10
Og 17,8 65 53 13 3
P 7,7 40 33 2 0
G 6,6 54 42 15 0
D 57 13,5 72 50 14 0
73 B 9.7 33 24 6 0
Fa 55 59 18 2 0 0
Fa 59 5.5 25 10 0 0
Fa 63 7,5 37 33 2 0
Fa 65 5,5 41 29 11 0
Fa 73 5,0 13 0 0 0

[59]
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Reakcja na zakwaszenie podioza byla wlasciwoscia szczepowa (tab. 1, 2).
Najodporniejsze na obnizanie odczynu podioza byly szczepy P, Og i D 57.
Zakwaszenie podloza do pH 5,5 stymulowalo wzrost, a dalsze obnizanie
jego odczynu hamowalo ich namnazanie w znacznie mniejszym stopniu
niz pozostatych szczepow. Najwrazliwszym na zakwaszenie podtoza byt szczep
G, najstabiej namnazajacy si¢ roéwniez w hodowli kontrolnej (tab. 1).
Zakwaszenie podloza wywieralo znacznie wigkszy wplyw na aktywnos$¢ enzy-
matyczng badanych szczepoéw niz na ich namnazanie. Juz nieznaczne obnizenie
odczynu podioza (do pH 6,5) zmniejszalo aktywnos¢ wytworzonych przez
te szczepy dehydrogenaz $rednio o 499, natomiast spadek pH do 6,0 obnizal
ja o 87% (tab. 2).

Roznice reakcji szczepOw na zakwaszenie podioza stwierdzono réwniez
w innych grupach Rhizobium na przyktad selekcja szczepoéw Rhizobium
trifolii przeprowadzona na podstawie intensywnosci ich wzrostu na podlozu
o roznym stopniu kwasowosci wykazala, ze samo zakwaszenie podtoza bylo
czynnikiem hamujacym wzrost 849/ testowanych szczepow [29]. Szczepy
okreslone w wyniku tey selekeji jako tolerujace zakwaszenie podioza tworzyty
aktywna symbioze z koniczyna uprawiang na glebie o pH od 5,9 do 44,
a ilos¢ N akumulowanego w tych roslinach byla na tym samym poziomie,
co w roslinach zaszczepionych szczepem wrazliwym na zakwaszenie podloza,
uprawianych na glebie wapnowanej [30]. Wyniki te, podobnie jak wyniki
naszych badan, wskazuja na mozliwos¢ selekcji szczepow Rhizobium aktywnych
w symbiozie z ro$linami uprawianymi na glebach kwasnych, na podstawie
intensywno$ci namnazania si¢ ich komoérek w hodowlach syntetycznych
o obnizonym odczynie. Nalezy jednak zaznaczy¢, ze moga by¢ duze roznice
we wrazliwosci na zakwaszenie podloza pomiedzy procesami decydujacymi
o namnazaniu si¢ komorek Rhizobium a procesami zachodzacymi podczas
symbiozy tych bakterii z roslinami. Wykazano na przyklad, ze procesy
symbiozy Rh. leguminosarum z grochem byty 10-krotnie wrazliwsze na zak-
waszenie podioza niz procesy decydujace o namnazaniu si¢ komoérek tych
bakterii [6]. Przyczyna tego mogta by¢ zwigkszona koncentracja Al w glebie
kwasnej i nakladanie si¢ niekorzystnego oddziatlywania tego pierwiastka na
rozwoj zaro6wno Rhizobium, jak i rosliny [2, 17]. Symptomami bowiem
toksycznosSci glinu dla ro$lin jest oprocz redukcji przez ten pierwiastek
pobierania i transportu w roslinie fosforu i wapnia, rowniez zahamowanie
wzrostu korzeni i brak wloSnikéw korzeniowych [17], co moze zwigkszaé
niekorzystny wplyw Al na proces symbiozy.

Silnym inhibitorem wzrostu i aktywnosci enzymatycznej wigkszosci bada-
nych szczepow byla obecnos¢ w ich podlozu azotu zwigzanego. W pozywce
zawierajace] 1 mg N na 1 ml wzrost oSmiu sposrod badanych szczepow
hamowany byt od 22 do 769, Srednio o 499/, natomiast N w koncentracji
2,0, 5,0 i 10 mg na ml zmniejszal wzrost $rednio o 73%;, 91% i 94%. Wyjatek
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stanowil szczep Og, ktorego wzrost na pozywce zawierajacej od 1 do 5 mg
N na 1 ml byl wyraznie stymulowany i dopiero azot w koncentracji
10 mg na ml hamowal go w 689, gdy tymczasem wzrost pozostalych
szczepOw w pozywce z ta iloScia azotu byl hamowany niemal catkowicie
(949)) (tab. 3). Obecno$¢ azotu mineralnego w podtozu hamowata w znacznie
wickszym stopniu aktywnos$¢ dehydrogenaz wytwarzanych przez badane szcze-
py niz ich procesy wzrostowe (tab. 3, 4).

Wplyw azotu na rozwdj Rhizobium zalezy w duzej mierze od formy,
w jakiej jest on stosowany [1, 8]. Powszechnie uwaza si¢, ze najdostepniejszym
jego zroédlem dla tych bakterii sa aminokwasy. Badania wlasne, jak tez
innych autoréw [11] $wiadcza o mozliwosci korzystania przez Rhizobium
réwniez z azotu mineralnego, przy czym ich reakcja na ilos¢ i forme¢ azotu
znajdujacego si¢ w podiozu jest wlasciwoscia szczepowa. Znalezienie wigc
szczepu intensywnie namnazajacego si¢ w obecnosci duzej ilosci N mineral-
nego w podlozu i zastosowanie go jako szczepionki roslin nawozonych
azotem, moze by¢ czynnikiem zapewniajacym ich efektywna symbioze [26].

Tabela S

Brodawkowanie bobiku szczepionego réznymi szczepami Rhizobium leguminosarum
(poczatki kwitnienia roslin)
Nodulation of faba beans inoculated with Rhizobium leguminosarum strains
(flowering start)

Plon brodawek Plon $w. m. roslin Liczba pieter
Szczep g N na wazon g z wazonu g z wazonu lisci -
Strain g N per pot | Yield of nodules Yield of fresh matter | Number of leaf
in g from pot plantsin g from pot storeys

Rodzimy 0 5,84 96 8
Native 0,560 2,32 187 11

1,120 0,23 188 11
Og 0,560 4,56 178 10

1,120 0,30 184 11
Fa 63 0,568 6,43 192 11

1,120 1,00 198 11
Nitragina 0,560 2,99 167 10

1,120 0,28 190 11
P 0,560 5,83 201 11
G 0,560 7,43 187 11
D 57 0,560 1,51 ~174 10
73 B 0,560 3,25 184 10
Fa 55 0,560 4,19 187 10
Fa 59 0,560 4.16 185 10
Fa 65 0.560 5,12 197 11
Fa 73 0.560 6.67 200 11
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WPLYW NAWOZENIA AZOTEM MINERALNYM NA ROZWOJ I BRODAWKOWANIE
BOBIKU UPRAWIANEGO NA GLEBIE KWASNEJ

Nawozenie gleby azotem opoézniato nieznacznie wschody bobiku, rozwoj
pierwszej pary liSci i poczatek zakwitania dolnego pigtra kwiatéw, skracajac
jednocze$nie okres wegetacji roslift, czego dowodem bylo szybsze brunat-
nienie todyg (tab. 5, 6).

Gleba uzyta w doswiadczeniu z bobikiem byla zasiedlona przez szczep
Rh leguminosarum, wytwarzajacy na korzeniach tej rosliny stosunkowo duze,
rézowo zabarwione brodawki. Nawozenie tej gleby azotem wptywalo bardzo
niekorzystnie na charakter brodawek korzeniowych, zmieniajac ich liczbe
oraz zabarwienie i plon. W glebie nawozonej 0,560 g N na wazon plon
brodawek z roslin zakazonych szczepem rodzimym zmniejszyt si¢ w stosunku
do plonu z gleby nie nawozonej o 609, natomiast podwojenie dawki azotu
hamowato brodawkowanie niemal w 1009, (tab. 5). Potwierdzilo to wyniki
wczesniejszych. doniesien stwierdzajacych, ze duza ilos¢ azotu w podlozu

Tabela 6

Rozwoj bobiku szczepionego badanymi szczepami Rhizobium leguminosarum
Development of faba beans incoulated with Rhozobium leguminosarum strains

Plon s.m.

Liczba roslin z zielony- | Liczba strakoéw| stomy w g

Szczep g N na wazon | mi lodygami w wazonie w wazonie W wazonie

Strain g N per pot | Number of plants with Number of Straw dry

green stems in a pot pods in a pot | matter yield

in g from pot

Rodzimy 0 5,50 32 50,75
Native 0,560 4,00 29 50,25
1,120 2,00 25 48,88
Og 0,560 4,75 29 50.38
1,120 3,75 25 50,12
0,560 4,00 28 53,50
Fa 63 1,120 3,75 26 49,63
Nitragina 0,560 5,00 29 50,25
1,120 3,25 25 40,63
P 0,560 5,00 28 57,38
G 0,560 5,00 24 54,68
D 57 0,560 5,50 28 52,95
73 B 0,560 5,00 24 5238
Fa 55 0,560 5,00 26 49.88
Fa 59 0,560 3,75 23 51.88
Fa 65 0,560 4,00 335 53,38
Fa 73 0,560 5.25 27 48.25
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Tabela 7

Plon nasion bobiku szczepionego badanymi szczepami Rhizobium leguminosarum
Yield of faba beans inoculated with the Rhizobium leguminosarum strains

Szczep Nawozenie N — g na wazon — N fertilization in g per pot
Strain 0 0,560 . 1,120 X
Rodzimy 413 36.5 293
Native
NUR dla pozioméw nawozenia szczepu rodzimego — 4,5
LSD for the fertilization level of native strain — 4.5
»
P — 429 — -
Nitragina - 424 — —
Fa 65 — 42,1 — —
Fa 63 - 413 - -
Og - 41,1 - -
Fa 73 - 40,1 — -
D 57 - 40,0 - -
Rodzimy — Native — 36,5 - -
Fa 55 - 36,3 - -
73 B - 35,5 - -
Fa 59 - 32,8 - -
G - 323 - -
NUR dla szczepéw przy poz. 0,560 g N na wazon — 4,3
LSD for strains at the fertilization level of 0,560 g N per pot — 4.
Nitragina - 424 29,9 36,1
Fa 63 - 41,3 38,3 39,8
Og - 41,1 324 36,8
Rodzimy — Native - 36,5 29.3 329
X - 403 32,4 -
NUR dla szczepéw — LSD for strains 2,6
NUR dla poziom6éw nawozenia — LSD for fertilization levels 1,8
NUR dla wspéldziatania szczepu z nawozeniem 37
LSD for interaction of strain with fertilization ’

moze ograniczy¢ wnikanie Rhizobium do wlosnikow korzeniowych, zmniej-
szajac tym samym liczb¢ i plon brodawek [18], oraz aktywno$¢ wiazania
w nich azotu [10, 13, 20, 21]. Jedna z przyczyn ograniczonego wnikania
komorek Rhizobium do wlosnikow korzeniowych moze by¢, wykazany w tych
badaniach labratoryjnych, hamujacy wplyw azotu na namnazanie tych bakterii.

Na glebie nawozonej 0,560 g N na wazon szczepienie bobiku szczepami
Rhizobium pochodzacymi z kolekcji na ogoét zwigkszato plon brodawek (Srednio
0 217%) w stosunku do plonu z ro$lin zakazonych szczepem wystepujacym
w glebie. Jednak jedynie trzy sposrod tych szczepow dawaly plon wyzszy
od plonu roslin nie szczepionych i1 nie nawozonych azotem (tab. 5, 7).
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W brodawkach bobiku nawozonego 1,120 g N na wazon stwierdzono
zahamowanie przeksztalcania komorek Rhizobium w bakteroidy, co moze
$wiadczy¢ o nieaktywnosci symbiotycznej tych brodawek. Stwierdzono bowiem,
ze w brodawkach aktywnie wiazacych azot az 929 bakterii znajdowalo
sic w formie bakteroidalnej, gdy tymczasem w nieaktywnych — jedynie
1,5% [13]. Hamowanie przeksztalcania si¢ w brodawkach Rhizobium w bak-
teroidy pod wplywem nawozenia ro$lin azotem obserwowali takze inni
badacze [3, 7, 9, 27].

Obserwacje brodawkowania przeprowadzone w poczatkach kwitnienia ros-
lin nie wykazaty wowczas korelacji pomigdzy plonem brodawek i plonem zielo-
nej masy ro$lin. Nawozenie azotem, mimo hamowania brodawkowania, zwiek-
szato plon roslin, co §wiadczyto o korzystaniu przez nie w tej fazie ich wzrostu
glownie z azotu znajdujacego si¢ w glebie (tab. 5). Na podstawie wynikoéw
podobnych badan Mieczynska i Arazna [18] wnioskowaly, ze bobik
jest rosling przystosowana raczej do korzystania ze znajdujacego sie w glebie
azotu zwigzanego, niz azotu wigzanego symbiotycznie.

WPLYW AZOTU NA PLON NASION BOBIKU ZAKAZONEGO BADANYMI
SZCZEPAMI RHIZOBIUM

Bobik nie szczepiony, korzystajacy z rodzimego azotu glebowego oraz
z azotu wiazanego w symbiozie ze szczepem Rhizobium wystgpujacym
w glebie, dawal plon nasion o 11,69 wyzszy od plonu z gleby nawo-
zonej 0,560 g N na wazon i o 29% wyzszy od plonu z gleby nawozonej
dwukrotnie wyzsza dawka azotu (tab. 7). Bylo to zapewne wynikiem nie-
korzystnego oddzialywania na przebieg i efektywno$¢ procesu symbiozy
duzej ilosci azotu znajdujacego si¢ w podiozu, o czym S§wiadczyly rowniez
zmiany w brodawkowaniu.

Jako przyczyne hamujacego dzialania azotu mineralnego na wiazanie
azotu czasteczkowego przyjmuje si¢ niedostateczne zaopatrzenie brodawek
w weglowodany [18], co z kolei moze powodowa¢ opadanie pakdéw, kwiatéw
i mlodych strgkow, zmniejszajac tym samym plon nasion [9]. Wykazano
ponadto, ze jony NH,, a posrednio i NO,, sa inhibitorami nitrogenazy [12].

Poszukiwania wérod badanych szczepow Rhizobium szczepu zapewniajacego
uzyskanie najwyzszego plonu nasion bobiku uprawianego na glebie nawozonej
0,560 g N wykazaly, ze aktywno$¢ szczepu zalezala od jego przystoso-
wania do rozwoju w danych warunkach glebowych oraz od efektywnosci
w tych warunkach procesu jego symbiozy z bobikiem. Sposréd jedenastu
badanych szczepéw siedem dawalto plony wyraznie wyzsze od plonu roslin
zakazonych szczepem rodzimym, a jedynie dwa dawaty plon o okolo 4g
z wazonu nizszy. Szczepienie nasion szczepem P, nitragina i Fa 65 zwigk-
szalo plony nasion $rednio o okolo 6 g z wazonu, a szczepy Fa 63 i Og
okazaly si¢ tylko nieznacznie stabsze (tab. 7). Te najaktywniejsze symbio-
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tycznie szczepy byly na ogét znacznie odporniejsze na silne zakwaszenie
podioza, niz pozostate szczepy (G, Fa 59, 73 B, Fa 55), dajace plony
nizsze niz szczep rodzimy (tab. 1, 7).

Dwukrotne zwigkszenie dawki azotu istotnie obnizalo plon bobiku szcze-
pionego wszystkimi badanymi w tej kombinacji nawozowej szczepami (Og,
Fa 63, nitragina, szczep rodzimy), w stosunku do plonu z gleby nawozonej
0,560 g N na wazon (tab. 7).

Potwierdza to wyniki uzyskane przez Richardsa i Sopera [21],
ktorzy stwierdzili, ze wprowadzenie 200 mg N na kg gleby nie wplywalo
na wzrost plonu suchej masy bobiku, podczas gdy 300 mg N na kg,
zastosowane w okresie siewu dawalo wprawdzie istotna (13,2%) zwyzke
plonu, nie wplywalo jednak na pobieranie przez ro$liny azotu i na ilos¢
biatka w ich pedach. Zdaniem tych badaczy, w serii nie nawozonej azotem
ilo§¢ N zwigzanego symbiotycznie wynosita 708 mg na kazda rosling, co
stanowito 879, ogdlnej zawartoSci w niej tego pierwiastka, z czego az 289
azotu wiazane bylo w fazie wypeliania strakow.

Wyniki wiasne, podobnie jak wyniki innych autoréw [16, 20, 21, 22, 25]
$wiadcza o tym, ze w warunkach sprzyjajacych efektywnej symbiozie ilosci
azotu wiazanego w tym procesie oraz zapasy azotu zawarte w nasionach
i w glebie wystarczaja na pokrycie zapotrzebowania bobiku na ten pierwiastek.
Jedynie w glebach ubogich w azot niewielkie dawki tego pierwiastka,
stosowane w okresie, gdy symbioza nie jest jeszcze dostatecznie wyksztalcona,
moga stymulowac¢ wzrost roSlin, a w efekcie zwigksza¢ réwniez ich plon.
Niemniej istnieja doniesienia o korzystnym wplywie na plony bobiku nawet
wysokich dawek nawozow azotowych [23, 24]. Sytuacja taka moze, zdaniem
autorki. zaistnie¢ wowczas, gdy warunki srodowiska nie sprzyjaja symbiozie
lub zakazajacy rosling szczep Rhizobium jest slabo aktywny w procesie
wigzania N,.

Z uwagi jednak na nasilajacy si¢ na Swiecie kryzys energetyczny i zwia-
zany z nim spadek produkcji nawozéw azotowych, nawozenie nimi roslin
motylkowatych jest ekonomicznie nieuzasadnione. Nalezy natomiast dazy¢
do stworzenia warunkoéw sprzyjajacych jak najwigkszej efektywnosci procesu
symbiozy tych roslin z Rhizobium.
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A. CTUIEJIEL

CEJIEKUWS IITAMMOB RHIZOBIUM LEGUMINOSARUM AKTUBHBbIX
B CHUMBHUO3E C KOHCKMMU BOBAMU BO3JAEJILIBAEMBIMHM HA KUCJIOU
YAOBPSIEMOM A30TOM ITOYBE

Otaen mukpobuosnorun MHCTMUTYTa arpoTexHukd, ynoOpeHus u mousoBemeHus B IlynaBax

Pe3some

Uccnenosany BMSHHE CTENEHM KMCIOTHOCTH MUTATENBbHBIX CPEd M MOYBBI M MOBBILIEHUS
B HHMX KOHLEHTpalMM a30Ta Ha WHTEHCHBHOCTb NErHApPOTreHa3 NeciTH LITAaMMOB Rhizobium
leguminosarum, a Takxeé Ha 3(GhEeKTHBHOCTb UX CUMOHO3a ¢ KOHCKMMH GobGamu.

B kyabTypax Ha mnuTaTeqbHOH cpene YEMB uHHTeHCHMBHOCTB pocTa M aKTHBHOCTb
JETUAPOTEHa3 HCHBITYEMBIX LUITAMMOB B OOILEM CHMXAJIUCh, KaK 10 Mepe CHHXXEHHS KHCJOM
peakuMs NMTATENLHOW Cpelbl, TaK M TNO Mepe INOBLIILEHHS CONEPXAaHMA B HeH a3oTa.
MHTEHCUBHOCTh U KaYECTBO PeakLMU HUCIIBITYEMbIX LUTAMMOB SBJISUTUCH IITAMMHBIM CBOMCTBOM.

WHTEeHCHBHOCTb pocTa 24-4yacoBOd KynbTYphl LUITAMMOB Ha MUTaTeNnbHO#H cpexe ¢ pH 5,0
3agepxuBajnack Ha 4—919,, B cpemHeM Ha 57%, NO OTHOLUEHHWIO K POCTY KOHTPOJIbHOM
kyabTypel (pH 7,0), Torna kak Ha mnutaTenbHo#t cpeae ¢ pH 4,5 310 3amepxanue pocra
cocTasnsano 36 — 100%;, B cpennem Ha 877;. KHCIOTHOCTb MUTATEIbHON Cpedbl 3aldepKuUBaia
ropasfio CHJbHee pOCT INTaAMMOB, 4€M aKTHBHOCTb MX NEruaporeHas. B muTaTenbHO#i cpenme
¢ pH 6,5 akTuBHOCTb 3THX 3H3MMOB cHuxanace Ha 49%, a ¢ pH 6,0 — maxe Ha 87Y%,.
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Ha nutatensuoit cpene ¢ pH 5,5 B KynabTypax GONBIIMHCTBA IUTAMMOB HE YCTAHOBJIEHO
OMpeNEIsIEMBbIX KOJIMYECTB NETHAPOreHas.

BBeseHHbIH B NUTATENbHYIO - cpeny B konuyectse 0,1 Mr/mnm asoT 3anaepxuBan pocT
BOCBMH IUTAaMMOB Ha 22—76%, B cpenHeM Ha 499, a akTHBHOCTb AeruaporeHa3s Ha 62%.
Beenenne 2, 5 w 10 Mr asoTa Ha MJI NMTATEJLHOH cpelbl 0Cnabislo WHTEHCHBHOCTh
pocTa uocjeayeMbiX HITAMMOB COOTBETCTBEHHO Ha 73, 91 u 94Y.

CHMOHOTHYECKYIO aKTUBHOCTb MCCJIEOYEMBIX LITAMMOB MPOBEPSJIM B BEr€TaLMOHHOM
OMNBITE B COCydax, NMpoBeJeHHOM Ha noyse ¢ pH_ 5,6 o6pa3oBaHHOH u3 cnaboit cynecu
comepxameit B 100 r 50,8 Mr obuwero azora M 3aceNeHHOH AKTHBHBLIM [JIsi KOHCKHX 6060oB
wraMMoM Rhizobium leguminosarum. .

A3oT BBeneHHbI# B konuyecTBe 0,560 u 1,120 r Ha 7 Kr 3TOM MOYBBI 3aMETHO 3aLEPXKH-
Baj Ki1ybeHpkoo6pa3oBaHue y KOHCKUX 6060B. Ypoxail k1yGeHbKOB HEOKY/MPOBAaHHBLIX pacTe-
HHUH 3apaXXCHHBIX IITAMMOM Rhizobium oOHUTalOIIMM B TOYBE CHUXAJICS B NOYBE YIOOpEH-
HOM a30TOM B CPaBHEHMH C YpOXaeM KiyOeHbKOB C HEyNOOPEHHOH MOYBLI, B 3aBHCHMOCTH
OT mo3bl a3oTa, Ha 60 u 96%,. WUHOKynsuus ceMsH KOHCKMX 6060B BO3IE/NBIBAEMBIX Ha
noyse ymoOpenHo#t no3oit 0,560 r N Ha cocyn, moBblmana ypoxai kjiyOEHBKOB B CpelHEM
Ha 217%.

A3oTHOe y100peHue MOuBbLI CHMXKANO, B 3aBUCHMOCTH OT BEJIMYMHBI OO3BI a30Ta, YUCIIO
CTPyYKOB M YpOXail CeEMsSH COOTBETCTBEHHO Ha 11,5 m 29,09/. B pacTeHusix MHOKYIHPOBaH-
HBIX CEMbIO CPEIH HCCNEOdYyEMBbIX LITAMMOB YpOXaH CeMsSH KOHCKMX 6000B Obll B CpeqHEM®
Ha 13,59 Bbllle, YeM ypoxail CeMSH pAacTeHMH HAXOLALWMXCA B CUMOHO3E C OGUTAFOLIMM
B NouBe IWITaMMOM. [IBa XK€ Cpell MCCJENYeMbIX LITAaMMOB CHHXaJld YypoXal ceMAH Ha
okouio 11%,. Peakius pacTeHuif MHOKYJIHPOBaHHBIX Rhizobium 3aBucena OT aKTMBHOCTH LUTaM-
MOB M HUX YCTOHYMBOCTH K NOYBEHHBIM YCJIOBHSAM.

A. STRZELEC

SELECTION OF ACTIVE RHIZOBIUM LEGUMINOSARUM
STRAINS IN THE SYMBIOSIS WITH FABA BEANS CULTIVATED
ON ACID SOIL FERTILIZED WITH NITROGEN

Department of Microbiology, Institute of
Soil Science and Plant Cultivation in Pulawy

Summary

The effect of acidification of medium and of increasing the nitrogen concentration in
it on the intensity of growth and activity of dehydrogenases and the efficiency of the
symbiosis of ten Rhizobium leguminosarum strains for faba beans was investigated.

In cultures on the YEMB nutrient medium the intensity of growth and activity of
dehydrogenases of the strains under study, as a rule, decreased with decreasing nutrient
medium acidity and the increasing nitrogen content in it. The kind and value of the reaction
constituted the strain property.

The growth intensity of the 24-hour culture of strains on the nutrient medium of
pH 5.0 was inhibited by 4-91% ie. 57% on the average, in relation to the growth in
the control culture (pH 7.0), whereas on the nutrient medium of pH 4.5 this inhibition
amounted to 36-100%, i.e. 87%, on the average. The nutrient medium acidification inhibited
to a much higher degree the activity of dehydrogenases of the lattern than the growth
of strains. In the nutrient medium of pH 6.5 the activity of these enzymes decreased
by 49%, whereas in that of pH 6.0 it decreased as much as by 87%. In the nutrient
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medium of pH 5.5 in the cultures of most strains no determinable amounts of dehydro-
genases were to be found.

Nitrogen introduced in the amount of 0.1 mg per ml into the nutrient medium of
pH 7.0 inhibited the growth of eight strains by 22-76%, i.e. 499 on the average, whereas
it inhibited the activity of dehydrogenases by 629, on the average. Introduction of 2,
5 and 10 mg of N per ml of the nutrient medium led to a decrease in the growth
intensity of the strains under study by 73,91 and 949/ respectively.

The symbiotic activity of the strains under study was checked in a vegetative pot
experiment carried out on soil with a pH 5.6 developed from slightly of loamy sand
containing in 100 g 50.8 mg of total N and settled by the Rhizobium leguminosarum
strain active for faba beans.

Nitrogen introduced in the amount of 0.560 and 1.120 g per 7 kg of this soil distinctly
inhibited the settling of rot nodules on faba beans. The yield of nodules of non-inoculated
plants infected with the strain occurring in soil decreased in relation to the yield from
non-fertilized soil, depending on the N dose, by 60 and 969, respectively. Inoculation
of faba bean seeds cultivated on the soil fertilized with 0.560 g N per pot increased the
yield of nodules by 2179, on the average.

Soil fertilization with nitrogen led to a decrease of the number of pods and of the
seed yield of faba beans by 11.5 and 29.0%, respectively. Plants inoculated with the seven
strains under the study gave a mean yield of faba bean seeds 13.59 higher in relation
to the yield of plants inoculated with the strain living in the soil. On the other hand,
two among the strains decreased it by about 11%. The reaction of plants inoculated
with Rhizobium depended on the activity of strains and their resistance to soil conditions.
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