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Synopsis. W badanych glebach doœwiadczalnych nie stwierdzano obecnoœci bakterii symbiotycznych
lucerny, a liczebnoœci symbiontów seradeli by³y ma³e, prawdopodobnie g³ownie dlatego, ¿e w doœwiadcze-
niach tych nie uprawiano lucerny i seradeli. Symbionty koniczyny i grochu wystêpowa³y natomiast w sto-
sunkowo du¿ych liczebnoœciach we wszystkich badanych glebach, tak¿e tych, na których od ponad 20 lat
nie uprawiano roœliny-gospodarza (koniczyny i grochu). Populacje tych bakterii by³y mniejsze w glebie
l¿ejszej, tj. w piasku gliniastym lekkim, ni¿ w glinie lekkiej. Wapnowanie obydwu gleb sprzyja³o prze¿y-
waniu w nich liczniejszych populacji symbiontów koniczyny i lucerny. Potwierdzono, ¿e kwaœny odczyn
gleby jest czynnikiem ograniczaj¹cym wystêpowanie w glebach bakterii z rodzaju Azotobacter.

2 2S³owa kluczowe – key words: bakterie – bacteria, wi¹zanie N  – N   fixation, bioró¿norodnoœæ – biodiver-
sity, zabiegi agrotechniczne – agrotechnical practices

WSTÊP

Zdolnoœæ do biologicznego wi¹zania azotu atmosferycznego (BWAA) jest doœæ szeroko
rozpowszechniona w przyrodzie, ale tylko wœród mikroorganizmów prokariotycznych. Proces
BWAA przeprowadzany jest przez ró¿ne grupy fizjologiczne bakterii, które pod wzglêdem

2 ekologicznym podzieliæ mo¿na na: – swobodnie ¿yj¹ce asymilatory N (Azotobacter, Clostridium,
Nostoc), zasiedlaj¹ce zarówno gleby jak i zbiorniki wodne, – bakterie asocjacyjne (Azospirillum),
wi¹¿¹ce azot na powierzchni lub w g³êbszych warstwach korzeni roœlin oraz – bakterie symbio-

2tyczne (Rhizobium, Frankia), wi¹¿¹ce N  w œcis³ych uk³adach symbiotycznych z korzeniami
roœlin motylkowatych lub niektórych drzew, np. olszy [Król 2006, Martyniuk 2002]. Z szacun-
kowej iloœci 139 × 10  - 170 × 10  ton azotu dostaj¹cego siê corocznie do globalnego cyklu N w6 6

wyniku procesu BWAA, azot zwi¹zany w systemach symbiotycznych stanowi oko³o 70-80%
[Peoples i Craswell 1992, Sawicka 1981]. Tak wiêc, spoœród wymienionych powy¿ej grup bakterii

2asymiluj¹cych N  najwiêksze znaczenie ma, zw³aszcza w agroekosystemach, symbioza roœlin
motylkowatych z bakteriami brodawkowymi (rizobiami).

Rizobia, w czasie kiedy nie tworz¹ symbiozy z korzeniami roœlin motylkowatych, bytuj¹
w glebie jako saprofity, a liczebnoœæ ich populacji w œrodowisku glebowym zale¿y zarówno od
czynników glebowo-klimatycznych jak i od zabiegów agrotechnicznych. Wyniki naszych naj-
nowszych badañ wskazuj¹, ¿e zasiedlenie gleb Polski przez poszczególne gatunki bakterii symbio-
tycznych jest bardzo zró¿nicowane [Martyniuk i in. 2005]. Na przyk³ad, symbionty koniczyny
wystêpuj¹ w naszych glebach powszechnie i na ogó³ w du¿ych liczebnoœciach, natomiast
symbiontów lucerny nie wykryto lub ich populacje by³y bardzo niskie w wiêkszoœci (93%)
spoœród 80 badanych gleb, prawdopodobnie g³ównie dlatego, ¿e lucerna jest od co najmniej
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kilkunastu lat rzadko uprawiana przez rolników. Nale¿y jednak dodaæ, ¿e area³ uprawy koniczyny
jest obecnie równie¿ niewielki, pomimo to glebowe populacje bakterii symbiotycznych tej roœliny
s¹ wysokie. Œwiadczy to wyraŸnie, ¿e poszczególne gatunki rizobiów wykazuj¹ zró¿nicowane
przystosowanie do prze¿ywania w glebie bez roœliny-gospodarza. W przytoczonych badaniach
stwierdzono tak¿e istotne zale¿noœci pomiêdzy liczebnoœciami bakterii symbiotycznych a nie-
którymi w³aœciwoœciami analizowanych gleb. Spoœród badanych w³aœciwoœci fizycznych i che-
micznych gleb sk³ad granulometryczny, a zw³aszcza zawartoœæ czêœci sp³awialnych, oraz odczyn
gleb maj¹ najwiêkszy wp³yw na liczebnoœæ glebowych populacji bakterii brodawkowych. Sym-
bionty koniczyny i lucerny s¹ na ogó³ liczniejsze w glebach o wiêkszej zawartoœci czêœci sp³a-
wialnych i odczynie obojêtnym lub zbli¿onym do obojêtnego, natomiast takie gleby nie sprzyjaj¹
symbiontom ³ubinu [Martyniuk i in. 2005]. 

Odczyn œrodowiska glebowego ma równie¿ bardzo wyraŸny wp³yw na wystêpowanie w gle-
bach bakterii z rodzaju Azotobacter. Bakterie te na ogó³ nie wystêpuj¹ w glebach o odczynie
kwaœnym poni¿ej pH 6 [Martyniuk i Martyniuk 2002, Ziemiêcka 1923].

W niniejszej pracy omówiono oddzia³ywanie niektórych zabiegów agrotechnicznych na wy-
stêpowanie i liczebnoœci w glebie wybranych gatunków bakterii symbiotycznych roœlin motylko-
watych oraz bakterii z rodzaju Azotobacter, wykorzystuj¹c do tego celu wieloletnie doœwiadczenia
poletkowe prowadzone w IUNG-PIB Pu³awy. 

MATERIA£ I METODY

Doœwiadczenie I. Jest to wieloletnie, 3-czynnikowe doœwiadczenie statyczne za³o¿one w 1980
roku w RZD IUNG Grabów, na glebie kompleksu ¿ytniego dobrego (piasek gliniasty, Albic
Luvisols). Czynnik I: zmianowanie roœlin; A (ziemniak – pszenica ozima – jêczmieñ jary –
kukurydza), B (ziemniak – pszenica ozima + poplon – jêczmieñ jary z wsiewk¹ – mieszanka
koniczyny z trawami). Czynnik II: nawo¿enie obornikiem (dawki od 0 do 80 t@ha ) pod ziemniak-1

i czynnik III: zró¿nicowane nawo¿enie N (od 0 do 120 kg N@ha ). Dok³adny opis omawianego-1

doœwiadczenia podano w [Maækowiak 2000]. 
W czerwcu 2000 i 2001 roku z wybranych obiektów tego doœwiadczenia pobrano próbki gleby

z warstwy ornej (0-20 cm) i oznaczono w nich metod¹ biotestów najbardziej prawdopodobn¹
liczebnoœæ (NPL) nastêpuj¹cych gatunków bakterii symbiotycznych:
1 – Bradyrhizobium sp. (Lupinus) – symbiont seradeli i ³ubinu,
2 – Rhizobium leguminosarum biovar. trifolii – symbiont koniczyny,
3 – Rhizobium leguminosarum biovar. viciae – symbiont grochu i bobiku,
4 – Sinorhizobium meliloti – symbiont lucerny. 

W próbkach tych oznaczano równie¿ liczebnoœæ swobodnie ¿yj¹cych w glebie asymilatorów

2N  z rodzaju Azotobacter metod¹ p³ytkow¹ z selektywn¹ (bez Ÿród³a azotu) po¿ywk¹ agarow¹.
Wymienione analizy wykonano wg metodyki podanej w [Martyniuk i in. 2005].

Doœwiadczenie II, za³o¿one w 1974 roku, sk³ada siê z obetonowanych poletek o pow. 0,8 m2

wype³nionych naturalnymi profilami dwu gleb: piasku gliniastego lekkiego oraz gliny lekkiej,
obsiewanych tylko roœlinami zbo¿owymi, w rotacji: owies - pszenica ozima - ¿yto - jêczmieñ jary.
Gleby w tym doœwiadczeniu nawo¿one by³y ró¿nymi dawkami NPK + wapnowanie (co 4 lata)
oraz NPK bez wapnowania. Analizy mikrobiologiczne próbek gleb pobranych z wybranych
obiektów omawianego doœwiadczenia by³y takie same jak w pierwszym doœwiadczeniu.

NPL bakterii symbiotycznych odczytywano z tablic matematycznych [Vincent 1970], a liczeb-
noœci bakterii z rodzaju Azotobacter analizowano metod¹ wariancji oceniaj¹c istotnoœæ ró¿nic
testem Tukeya.
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WYNIKI I DYSKUSJA

2Doœwiadczenie I. Pomiary odczynu gleby (pH w H O) wykaza³y wyraŸne ró¿nice pomiêdzy
wartoœciami tego parametru w obiektach zmianowania A i B (tab. 1). Odczyn gleby w badanych
obiektach nawo¿eniowych zmianowania A by³ wyraŸnie wy¿szy ni¿ w takich samych obiektach
nawo¿eniowych zmianowania B, prawdopodobnie dlatego, ¿e w zmianowaniu B przerywane s¹
du¿e iloœci œwie¿ej masy roœlinnej z poplonu. To w³aœnie ni¿sze pH gleby i produkty rozk³adu
masy roœlinnej by³y prawdopodobnie g³ówn¹ przyczyn¹ obni¿enia liczebnoœci bakterii Azoto-
bacter w glebie zamianowania B do poziomu niewykrywalnego (tab. 1). Porównuj¹c liczebnoœci
tych bakterii w obiektach nawo¿eniowych zmianowania A mo¿na stwierdziæ, ¿e stosowanie
obornika niweluje niekorzystnie wp³yw NPK na rozwój w glebie bakterii z rodzaju Azotobacter.
Ogólnie liczebnoœci omawianych bakterii w glebie zmianowania A nale¿y uznaæ za ma³e, ale by³y
one podobne do populacji stwierdzanych w wielu glebach Polski [Martyniuk i Martyniuk 2002,
Zawiœlak 1963, Ziemiêcka 1923]. 

Tabela 1. Liczebnoœci badanych grup drobnoustrojów (jtk@ g  s.m. gleby) w glebie w zale¿noœci od nawo--1

¿enia i zmianowania roœlin (Doœwiadczenie I, œrednia z lat 2000 i 2001)
Table 1. Numbers of the studied groups of microorganisms (cfu@g  soil d.m.) in soil as influenced-1

by fertilisation and crop rotation (Experiment I, mean for 2000 and 2001)

Nawo¿enie/zmianowanie
Fertilisation/rotation 2pH (H O) Azotobacter

Bakterie brodawkowe
Root-nodule bacteria

lucerny
alfalfa

koniczyny
red clover

serdeli
seradella

grochu
pea

Bez nawo¿enia
No fertilization
A*
B**
Nawo¿enie NPK
NPK treatment
A
B
NPK + obornik (40 t@ha )-1

NPK + manure (40 t@ha )-1

A
B

7,4
6,8

7,2
6,7

7,0
6,6

173 a
0

51 c
0

131 b
0

0
0

0
0

0
0

639 c
3330 a

1330 b
3290 a

3290 a
3280 a

5
10

5
0

5
0

1600 a
1700 a

1700 a
1700 a

1700 a
1600 a

*Zmianowanie A: ziemniak ! pszenica ozima ! jêczmieñ jary – kukurydza, 
Crop rotation A: potato ! winter wheat ! spring barley ! corn
** Zmianowanie B: ziemniak – pszenica ozima + poplon – jêczmieñ jary z wsiewk¹ – mieszanka koniczyny
z trawami, Crop rotation B: potato ! winter wheat + intercrop ! spring barley (undersown) ! grass-red
clover mixture

Spoœród badanych gatunków bakterii brodawkowych tylko symbionty koniczyny i grochu
stwierdzono we wszystkich analizowanych próbkach gleby w doœwiadczeniu I, natomiast sym-
biontów lucerny nie wykryto w ¿adnym obiekcie tego doœwiadczenia (tab. 1). Brak bakterii
symbiotycznych lucerny w badanych glebach zwi¹zany jest z tym, ¿e w omawianym doœwiad-
czeniu lucerna nie by³a uprawiana od wielu lat, a bakterie symbiotyczne tej roœliny s¹ bardzo
wra¿liwe na d³u¿sze przerwy w uprawie roœliny-gospodarza [Amarger 1980, Martyniuk in. 2005,
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Nutman i Hyrner 1979]. Seradela równie¿ nie jest uprawiana w omawianym doœwiadczeniu i dla-
tego populacje bakterii symbiotycznych tej roœliny w analizowanych glebach by³y niewielkie (do
10 komórek w jednym gramie gleby) lub nie stwierdzano ich wcale.

Bakterie brodawkowe koniczyny stwierdzano w stosunkowo wysokich liczebnoœciach we
wszystkich analizowanych próbkach gleby, tak¿e w zmianowaniu A, pomimo, ¿e w tym zmiano-
waniu koniczyna, podobnie jak lucerna czy seradela, nie by³a uprawiana od co najmniej 20 lat.
To samo mo¿na stwierdziæ w przypadku symbiontów grochu (tab. 1). Wyniki te potwierdzaj¹
wczeœniejsze obserwacje, ¿e niektóre gatunki rizobiów, a zw³aszcza te tworz¹ce symbiozê z koni-
czyn¹ oraz z grochem i bobikiem, dobrze prze¿ywaj¹ w glebach, nawet wtedy gdy przerwa w
uprawie roœliny-gospodarza jest d³uga [Martyniuk in. 2005, Nutman i Hyrner 1979].

We wszystkich obiektach zmianowania B gleba zasiedlona by³a przez prawie takie same popu-
lacje rizobiów koniczyny, natomiast w glebie nienawo¿onej ¿adnymi nawozami w zmianowaniu
A liczebnoœci tych bakterii by³y du¿o ni¿sze ni¿ w glebie obiektów nawo¿onych NPK i NPK
z obornikiem (tab. 1). Wyniki te wskazuj¹, ¿e ¿yznoœæ gleby jest równie¿ wa¿nym czynnikiem
korzystnie oddzia³uj¹cym na rozwój rizobiów w œrodowisku glebowym. 

W oparciu o wybrane obiekty doœwiadczenia II analizowano wp³yw wapnowania na zasie-
dlenie dwóch gleb, o ró¿nym sk³adzie mechanicznym, przez badane bakterie wi¹¿¹ce azot atmo-
sferyczny (tab. 2). Bakterie z rodzaju Azotobacter wykryto tylko w glinie lekkiej wapnowanej (pH
7,1), natomiast podobnie jak w przypadku doœwiadczenia I, zasiedlenie gleb doœwiadczenia II
przez bakterie symbiotyczne roœlin motylkowatych (rizobia) by³o wiêksze i bardziej zró¿nicowane
(tab. 2).

Tabela 2. Liczebnoœci badanych grup drobnoustrojów ( jtk@g  s.m. gleby) w dwóch glebach nawo¿onych-1

NPK lub NPK+Ca (Doœwiadczenie II, œrednie z lat 2000 i 2001)
Table 2. Numbers of the studied groups of microorganisms (cfu@ g  soil d.m.) in two soils fertilised with-1

NPK or NPK+Ca (Experiment II, mean for 2000 and 2001)

Gleba/nawo¿enie
Soil/fertilisation 2pH (H O) Azotobacter

Bakterie brodawkowe
Root-nodule bacteria

lucerny
alfalfa

koniczyny
red clover

serdeli
seradella

grochu
pea

Piasek gliniasty – NPK
Loamy sand – NPK
Piasek glin. – NPK+Ca
Loamy sand – NPK+Ca
Glina lekka – NPK
Light loam – NPK
Glina lekka – NPK+Ca
Light loam – NPK+Ca

6,2

6,8

6,7

7,1

0

0

0

12

0

0

0

0

6 d

176 b

58 c

1700 a

0 c

6 b

10 a

 0 c

0 d

170 b

6 c

1700 a

Symbiontów lucerny nie wykryto w obydwu glebach, populacje symbiontów seradeli by³y
niewielkie, a bakterie symbiotyczne koniczyny i grochu zasiedla³y analizowane gleby w naj-
wiêkszych liczebnoœciach. Bior¹c pod uwagê, ¿e gleby w doœwiadczeniu II przez ponad 20 lat nie
by³y obsiewane ¿adn¹ z roœlin motylkowatych, mo¿na stwierdziæ, ¿e symbionty koniczyny i gro-
chu, w przeciwieñstwie do symbiontów lucerny i seradeli, uzdolnione s¹ do wieloletniego prze¿y-
wania w glebach bez roœliny-gospodarza. Pod tym wzglêdem wyniki uzyskane w obydwu
doœwiadczeniach s¹ zbie¿ne. 
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Na podstawie liczebnoœci populacji bakterii brodawkowych koniczyny i grochu, mo¿na te¿
s¹dziæ, ¿e rodzaj gleby oraz wapnowanie maj¹ wp³yw na prze¿ywanie badanych rizobiów w œro-
dowisku glebowym. Obie wymienione grupy symbiontów by³y liczebniejsze w glinie lekkiej ni¿
w piasku gliniastym lekkim, a wapnowanie tych gleb sprzyja³o wyraŸnie rozwojowi bakterii
symbiotycznych koniczyny i grochu (tab. 2). WyraŸne zwi¹zki pomiêdzy liczebnoœciami bakterii
brodawkowych a zwiêz³oœci¹ i odczynem gleb uprawnych stwierdzano we wczeœniejszych
badaniach [Amarger 1980, Martyniuk i in. 2005].

WNIOSKI

1. Bakterie symbiotyczne lucerny nie wystêpowa³y w analizowanych glebach, a populacje sym-
biontów seradeli i ³ubinu by³y niskie lub nie stwierdzano ich wcale, prawdopodobnie dlatego,
¿e w badanych doœwiadczeniach nie uprawiano roœlin motylkowatych, z którymi bakterie te
tworz¹ symbiozê. 

2. Symbionty koniczyny czerwonej i grochu by³y stwierdzane w stosunkowo du¿ych liczeb-
noœciach, tak¿e w glebach nie obsiewanych koniczyn¹ i grochem, co œwiadczy, ¿e bakterie te
mog¹ d³ugo prze¿ywaæ w glebach bez roœliny-gospodarza. 

3. Bakterie symbiotyczne koniczyny i grochu by³y liczniejsze w glinie lekkiej ni¿ w piasku gli-
niastym lekkim, a wapnowanie obydwu gleb korzystnie oddzia³ywa³o na liczebnoœæ tych
bakterii w omawianych glebach.
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2N  FIXING BACTERIA AS AN EXAMPLE OF SOIL MICROBIAL DIVERSITY
– EFFECTS OF SOME AGROTECHNICAL PRACTICES

Summary

In soil samples collected from two long-term and complex plot experiments the occurrence and numbers

2 of the following groups of bacteria fixing N were studied: symbiotic root-nodule bacteria (rhizobia) of
leguminous plants and free-living in soil bacteria from the genus Azotobacter, using biotests or plating
method on N-free agar medium, respectively.

Root-nodule bacteria of alfalfa (S. meliloti) and seradella (Bradyrhizobium sp.) were absent or occurred
in low numbers in the examined soils, mainly because of the lack of their host plants in the crop rotations
studied in the plot experiments. On the other hand, symbionts of red clover and peas (Rh.. leguminosarum
bv. trifolii and bv. viciae, respectively) were found in relatively large numbers, even in soils with long
breaks in cultivation of their host legumes, indicating that these symbiotic bacteria are able to survive in the
soil for long time, even in the absence of their host plants. Rhizobia nodulating clover and peas were more
numerous in the light loamy soil than in the loamy sand, and liming of both soils had a beneficial effect on
populations of these bacteria. In the case of Azotobacer spp., soil acidity was also an important factor
restricting the occurrence of these bacteria in soils. 
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