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Aktywnos¢ nitrogenazy endofitow bakteryjnych w glebie
gliniasto-piaszczystej pod uprawg traw
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Nitrogenase activity of bacterial endophytes in the sandy-loam soil under
grass cultivation

Abstract: A dinitrogen fixation by bacteria living in symbiosis with leguminous plants is a wide-
spread and well-known phenomenon. However, also some free-living bacteria, frequently enter-
ing into associations with various plants, reveal capabilities of fixing molecular nitrogen. Such
endophytes include bacteria like Acetobacter diazotrophicus and Herbaspirillum seropediceae,
discovered in countries of the tropical climate, where they lived in associatins with plants charac-
teristic for this climate as: sugar cane, sorgo and grasses. Until now, however, very little is known
about the occurrence of these bacteria in the climate of the temperate zone. Therefore, the objec-
tive of this experiment was to find out the influence of the inoculation of Italian ryegrass, Bromus
willdenowii and Festulolium braunii with Acetobacter diazotrophicus and Herbaspillirum
seropedieae on N, fixation.

Keywords: grass, dinitrogen fixation, Acefobacter diazotrophicus, Herbaspirillum
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1. Wstep

Zapotrzebowanie gleby w azot, szczegodlnie na obszarach o rozwinigtym rolnictwie,
uzupetniane jest przede wszystkim nawozami sztucznymi. Jednak ze wzglgdu na
wysoka koszto- i energochtonno$é tego procesu nalezy zwroci¢é uwage na mozliwosé
pelniejszego wykorzystania przez cztowieka zdolnosci wielu drobnoustrojow do
wiazania azotu czasteczkowego (KRUPKA, 1984).

Zdolno$¢ wiazania tego pierwiastka posiadaja tylko te organizmy prokariotyczne,
ktore potrafia syntetyzowac nitrogenazg. Jest to enzym majacy decydujace znaczenie
w procesie biologicznego wigzania azotu atmosferycznego (SAWICKA,1983; BARA-
BASZ, 1991). Proces ten dostarcza okoto 60% wystgpujacego na Ziemi azotu w formie
zredukowanej (MAZUR, 1991). Powszechnie znanym zjawiskiem jest wiazanie tego
pierwiastka przez bakterie wchodzace w symbiozg z roslinami motylkowatymi. Jedna-
kze, rowniez bakterie swobodnie zyjace w glebie, wchodzac czgsto w asocjacje
z roslina, wykazuja zdolno$¢ wiazania azotu czasteczkowego (BURNS i WSP., 1975).
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Jako typowe endofity moga zasiedla¢ tkanki roslin, nie wywotujac ich objawdw choro-
bowych. Do takich endofitow naleza bakterie Acetobacter diazotrophicus 1 Herbaspiril-
lum seropediceae, po raz pierwszy odkryte w krajach klimatu tropikalnego. Obecno$é
tych bakterii stwierdzono pod uprawami roslin charakterystycznych dla tego regionu,
m.in. pod uprawami trzciny cukrowej, sorgo, stodkich ziemniakow i traw (DOBEREINER
1 WSP., 1992). Jednak dotychczas niewiele wiadomo na temat ich wystgpowania w strefie
klimatu umiarkowanego.

Celem niniejszych badan byto zbadanie aktywnosci wiazania azotu atmosferycznego
Acetobacter diazotrophicus 1 Herbaspirillum seropediceae w klimacie umiarkowanym
w uprawie traw majacych duze znaczenie gospodarcze w Polsce.

2. Material i metody

W doswiadczeniu wykorzystano dwa szczepy bakterii: Acetobacter diazotrophicus
(nr 5601) i Herbaspirillum seropediceae (nr 6445) pochodzace z Niemieckiej Kolekcji
Mikroorganizméw i Kultur Komoérkowych w Braunschweigu.

Do doswiadczen wazonowych uzyto trzy gatunki traw:

— stoktosa obiedkowata (Bromus willdenowii Humb. et Kunth), odmiana Broma

— festulolium (Festulolium braunii K. Richter, A. Camus), odmiana Felopa

— zycica wielokwiatowa (Lolium multiflorum Lam.), forma tetraploidalna, odmiana

Kroto.

Nasiona wszystkich gatunkow traw pochodzity ze spotki Hodowla Roslin Szelejewo.

W do$wiadczeniach wazonowych zastosowano gleby pochodzace z dwdch roznych
zaktadow doswiadczalnych: gleba z terenu Zakladu Doswiadczalno-Dydaktycznego
w Ztotnikach Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu, nazywana dalej gleba ztotnicka
oraz gleba pobrana z terenu zaktadu Hodowli Roslin Szelejewo, nazywana dalej gleba
szelejewska. Pola doswiadczalne, z ktorych pochodzily obie gleby byly terenami nie-
uprawianymi rolniczo, potozone na wysoczyznie morenowej zbudowanej z utworéw
zwalowych. Gleby okreslono jako piaski gliniaste mocne, zaliczono do typu gleb
ptowych, w klasyfikacji rolniczej nalezace do kompleksu zytniego bardzo dobrego
i dobrego.

Szczegolowe analizy chemiczne gleb przedstawiaja si¢ nast¢pujaco:

Gleba ztotnicka: pH 1M KCl 6,39

P,0s 25,2 mg 100g™" gleby, I kl. zasobnosci
K,0 30,6 mg 100g ™" gleby, I kl. zasobnosci
Mg 14,9 mg 100g ' gleby, I kl. zasobnosci
C 0,46%

N 0,052%

prochnica 0,79%

grupa granulometryczna — gleby $rednie

Gleba szelejewska: pH 1M KCl 7,1

P,05 108 mg 100g " gleby, 1 kl. zasobnosci
K,0 39,5 mg 100g ™" gleby, I kl. zasobnosci

© PTL, Lqgkarstwo w Polsce, 16,2013



Aktywno$¢ nitrogenazy endofitéw bakteryjnych w glebie gliniasto-piaszezystej... 101

Mg 14,2 mg 100g ' gleby, I kl. zasobno$ci
C 0,42%

N 0,049%

prochnica 0,83%

grupa granulometryczna — gleby $rednie.

Badania prowadzono w hali wegetacyjnej. Doswiadczenie zalozono w skrzyniach
zawierajacych po 25 kg gleby.

Nasiona traw inokulowano bezposrednio przed siewem zawiesinami bakterii Aceto-
bacter diazotrophicus 1 Herbaspirillum seropediceae, w czterech kombinacjach
do$wiadczalnych: ro$liny nieszczepione (kontrola), szczepione Acetobacter diazo-
trophicus, szczepione Herbaspirillum seropedicae, szczepione Acetobacter diazotrophi-
cus + Herbaspirillum seropedicae.

Zageszczenie komoérek w zastosowanych inokulatach wynosito od 107 do 10* w 1 ml.

Nasiona traw wysiewano w skrzyniach w sposob rzutowy. Terminy oraz normy
wysiewu przeprowadzone byly zgodnie zasadami przyjetymi w warunkach produkcyj-
nych.

Pomiaru wigzania azotu atmosferycznego pod trawami dokonano metoda redukcji
acetylenu do etylenu (SAWICKA, 1978) po 3, 7, 9 i 12 tygodniach od wysiewu.

Wyniki podano w nanomolach etylenu wykorzystujac do przeliczen teoretyczny
wspotczynnik zamiany 3 (N, : C;Hy =1 : 3). Etylen oznaczano na chromatografie gazo-
wym CHROM 5.

3. Wyniki i dyskusja

Uzyskane wyniki wskazuja, ze szczepienie traw Acetobacter diazotrophicus i Her-
baspirillum seropediceae powodowalo wzrost aktywnos$ci wiazania azotu atmosferycz-
nego wraz z ich rozwojem. Aktywno$¢ nitrogenazy w obu glebach pod uprawa zycicy
wielokwiatowej wzrastata do 9-tego tygodnia rozwoju $rednio od 0,8 nM etylenu w gle-
bie nieszczepionej po 3 tygodniach od wysiewu do $rednio 17 nM etylenu w dziewiatym
tygodniu doswiadczenia w przypadku szczepienia Acetobacter diazotrophicus. Jednak
w ostatnim terminie zanotowano obnizenie aktywno$ci nitrogenazy Srednio o 74%
w pordéwnaniu z 9 tygodniem doswiadczenia (tab. 1).

W przypadku stoktosy obiedkowatej aktywnos$¢ nitrogenazy w obu glebach wzra-
stata stopniowo do 12-tego tygodnia rozwoju $rednio od 0,6 nM etylenu w pierwszym
terminie do srednio 9,13 nM etylenu w 12-stym tygodniu doswiadczenia, co stanowi
wzrost aktywnos$ci enzymatycznej az o 94%. Najefektywniejsza kombinacja w przy-
padku stoktosy obiedkowatej okazato si¢ zastosowanie obu szczepdéw bakterii facznie,
co dalo 50% wzrost zwigzanego gazu w porownaniu do kontroli w przypadku gleby
zlotnickiej 1 39% wzrost w przypadku gleby szelejewskiej (tab. 2).

Zdecydowanie najnizsza aktywno$¢ nitrogenazy uzyskano pod festulolium, choé¢
rowniez w tym przypadku obserwowano tendencj¢ wzrostu aktywnosci enzymatycznej
w czasie, notujac najwicksze warto§ci w 12-tym tygodniu trwania do$wiadczenia. Naj-
skuteczniejszym sposobem szczepienia festulolium rowniez okazato si¢ zastosowanie
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abela 1 Aktywnos$¢ nitrogenazy pod zycica wielokwiatowa szczepiong Acetobacter diazotrophicus i Herbaspirillum seropedicea
lable 1. Nitrogenase activity under Italian ryegrass inoculated with Acetobacter diazotrophicus and Herbaspirillum seropediceac

Aktywnosci nitrogenazy (nm C,Hy h™' roélina™)

Nitrogenase activity (nm C,Hs h™' plant™)

binacja
1dczalna 3 tydzien 7 tydzien 9 tydzien 12 tydzien
imental 3 week 7 week 9 week 12 week
tment $rednia D $rednia D $rednia D $rednia SD
mean mean mean mean
Gleba zlotnicka — zlotnicka soil
fa 0,68 0,24 7,18 0,20 9,70 1,22 3,40 0,2
cter 1,50%%* 0,28 11,49%%* 0,27 18,42%%* 0,63 7,10%%% 0,3
ophicus
pirillum 1,31%%% 0,20 7, 40%* 0,27 10,37+ 0,70 4364+ 0,2
licae
icter 1,74%%x 0,17 9,53%k+ 0,30 14,63%%* 0,30 5,54%%x 0,3:
pirillum
Gleba szelejewska — szelejewska soil
fa 0,95 0,27 7,79 0,36 10,06 0,30 3,98 0,2
cter 2,05%%* 0,21 11,92%#* 0,33 15,06% %% 0,24 3,99 0,4(
ophicus
pirillum 1,59% %% 0,30 7,88 0,28 10,53 %% 0,25 4,83 0,2
licae
icter 1,90%#* 0,25 9,95k 0,30 18,02%#* 0,33 5,90% % 0,3
pirillum

hylenie standardowe — standard deviation

wnanie kombinacji do kontroli przy poziomie istotnosci < 0,05 — comparison of treatments to control by significant level < 0.05.
wnanie kombinacji do kontroli przy poziomie istotnosci < 0,01 — comparison of treatments to control by significant level <0.01.
wnanie kombinacji do kontroli przy poziomie istotnosci < 0,001 — comparison of treatments to control by significant level <0.001.



2 Aktywnos$¢ nitrogenazy pod Bromus willdenowii obiedkowata szczepiona Acetobacter diazotrophicus i Herbaspirillum serope
ble 2. Nitrogenase activity under Bromus willdenowii inoculated with Acetobacter diazotrophicus and Herbaspirillum seropedice

Aktywnoéci nitrogenazy (nm CoHy h™' roélina™")

Nitrogenase activity (nm C,Hs h™' plant™)

binacja
dczalna 3 tydzien 7 tydzien 9 tydzien 12 tydzien
imental 3 week 7 week 9 week 12 week
tment $rednia D $rednia D $rednia D $rednia ST
mean mean mean mean
Gleba zlotnicka — ztotnicka soil
:a 0,27 0,13 3,29 0,25 6,32 0,24 6,12 0,4
weter 0,35% 0,11 3,55%% 0,18 6,08* 0,33 6,54+ 0,4
ophicus
pirillum 0,21 0,11 4,16%%* 0,26 6,77%%% 0,43 8,324 0,3
licae
eter 0,75%%* 0,25 9,05% 0,27 10,09%%* 0,48 10,93%## 0,4
pirillum
Gleba szelejewska — szelejewska soil
:a 0,36 0,17 3,62 0,25 7,14 0,25 11,92 0,4
wcter 0,57+ 0,19 4,09%%% 0,30 8, 14w 0,28 8,51%%* 0,3
ophicus
pirillum 0,34 0,15 4,54%%% 0,29 8,70%#* 0,28 8,07+ 0,4
licae
eter 1,68%%* 0,16 10,72%%% 0,39 12,73%%% 0,29 12,65%#* 03
pirillum

“hylenie standardowe — standard deviation

ywnanie kombinacji do kontroli przy poziomie istotnosci < 0,05 — comparison of treatments to control by significant level < 0.05.
ywnanie kombinacji do kontroli przy poziomie istotnosci < 0,01 — comparison of treatments to control by significant level < 0.01.
ywnanie kombinacji do kontroli przy poziomie istotnosci < 0,001 — comparison of treatments to control by significant level < 0.001.
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kombinacji obu testowanych endofitow, co dato okoto 43% wzrost aktywnosci nitroge-
nazy w obu glebach w poréwnaniu do ro$lin nieszczepionych (tab. 3).

Porownujac aktywno$¢ enzymatyczna analizowanych gleb zarysowata sig tendencja
podwyzszenia aktywnosci nitrogenazy w glebie szelejewskiej zarowno w poszczegol-
nych terminach, jak i kombinacjach do$wiadczalnych. Roznice w aktywnos$ci enzyma-
tycznej obu zastosowanych w doswiadczeniu gleb przedstawiono w tabeli 4.

Niskie wartosci zwigzanego przez trawy azotu po trzech tygodniach od wysiewu
nasion ($rednio 1,5 nM etylenu w przypadku zycicy wielokwiatowej, 0,56 nM etylenu
w przypadku stoktosy uniolowatej i 0,16 nM etylenu w przypadku festulolium) moga
$wiadczy¢ o tym, iz wprowadzone do gleby bakterie nie zdazyty si¢ jeszcze namnozy¢
w takiej ilo$ci, ktéra pozwolilaby na odnotowanie znaczacych efektow ich aktywnos$ci
enzymatcznej. W tym czasie wprowadzone do gleby drobnoustroje przechodzity praw-
dopodobnie okres adaptacji do nowych warunkéw srodowiska.

Powszechnie wiadomo, Ze intensywnos$¢ prowadzonego przez rosliny procesu foto-
syntezy jest wprost proporcjonalna do ich aktywnos$ci wiazania azotu atmosferycznego.
Powstajace w procesie fotosyntezy zwiazki organiczne stanowia zroédto wegla i energii
dla bakterii. Stwierdzono, ze czynniki, ktére maja wptyw na przebieg fotosyntezy (wyz-
sze stezenie CO,), decyduja o aktywnoS$ci wiazania azotu przez mikroorganizmy.

Liczne badania procesu fotosyntezy u ro$lin potwierdzily zaleznos¢, iz im wigkszy
wskaznik powierzchni liscia rosliny, tym wigksze natgzenie fotosyntezy. Okoto 80%
padajacego na rosling $wiatta ulega absorpcji przez chlorofil chloroplastow (FOGG, 1972).

Wzrost aktywnosci nitrogenazy w 9. 1 12. tygodniu rozwoju traw sugeruje nasilenie
procesu fotosyntezy zwiazane z rozwojem roslin, a tym samym zwigkszeniem
powierzchni lisci i ilo$ci zawartego w nich chlorofilu.

Przeprowadzono liczne doswiadczenia polowe, zarowno w strefie klimatu tropikal-
nego jak i umiarkowanego, w ktorych stwierdzano wiazanie azotu atmosferycznego (DE
CONINCK i WSP., 1988; SAWICKA, 1996, 1997). Cho¢ na sumg zwigzanego azotu sktada
si¢ aktywno$¢ licznych drobnoustrojéw diazotroficznych, to niektdre z nich, jak Azospiril-
lum, potrafia zwiaza¢ 3040 kg azotu rocznie w asocjacji z trawami i do 200 kg w asocja-
cji z trzcing cukrowa (CHALK, 1991). DOBEREINER i WSP., [1972] stwierdzita, ze w ryzos-
ferze tropikalnej trawy Paspalum notatum bardzo licznie wystgpuje bakteria Azotobacter
paspali, ktora potrafi w obecnosci tej rosliny zwiazaé az 90 kg N ha™' rocznie.

Przedstawione w niniejszej pracy wyniki aktywnosci wiazania azotu przez szczepy
Acetobacter diazotrophicus i Herbaspirillum seropediceae w klimacie umiarkowanym
pod testowanymi gatunkami traw sg znacznie nizsze niz wyniki podobnych badan pro-
wadzonych w krajach tropikalnych, potwierdzajace zdolnos¢ tych szczepow bakterii do
zaopatrywania upraw w azot w ilo$ciach nawet ponad 100 kg/ha rocznie (BODDEY
1 WSP., 1991; KLAMA, 2004a; KLAMA, 2004D).

Roéwniez badania nad wiazaniem azotu przez Azospirillum prowadzone w Polsce nie daty
pozytywnych wynikow. SWEDRZYNSKA (1998) prowadzac badania nad Azospirillum brasi-
lense nie stwierdzila wiazania przez nie azotu w uprawach zbdz klimatu umiarkowanego.

Bakterie Acetobacter diazotrophicus 1 Herbaspirillum seropediceae, a takze Azospi-
rillum naleza do bakterii swobodnie zyjacych w glebie, a jednoczeénie do bakterii sym-
biotroficznych, zyjacych nie tylko w ryzosferze roslin, ale takze na ich powierzchni oraz
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Tabela 3. Aktywnos$¢ nitrogenazy pod Festulolium braunii szczepiona Acetobacter diazotrophicus i Herbaspirillum seropediceac
ble 3. Nitrogenase activity under Festulolium braunii inoculated with Acetobacter diazotrophicus and Herbaspirillum seropedice

Aktywnosci nitrogenazy (nm CoHy h™' roélina™)
Nitrogenase activity (nm C,Hs h™' plant™)

yinacja
dczalna 3 tydzien 7 tydzien 9 tydzien 12 tydzien
imental 3 week 7 week 9 week 12 week
ment Srednia D Srednia D Srednia D Srednia oI
mean mean mean mean
Gleba ztotnicka — ztotnicka soil
:a 0,12 0,02 2,04 0,16 2,39 0,27 2,39 0,1
ter 0,15%% 0,01 2,16% 0.19 2,39 028 2,50 0.2
ophicus
Z’ngum 0,11 0,02 2,97#%% 0,22 433 #xx 023 3.3 %0 0.1
eter 0,23%%* 0,02 4,05%%% 0,23 3,19%%% 0,27 4,48%%% 0,
pirillum
Gleba szelejewska — szelejewska soil
Ila 0,14 0,02 2,15 0,20 2,69 0,16 2,56 0,1
weter 0,16 0,02 2,450 0,18 3.00%% 0,23 3,085 0,3
ophicus
Z’;’f"m 0,12+ 0,02 3,07 0,24 3,564+ 0,21 3,53 0,2
cter 0.26%% 0.02 4,145 0.26 4,617 0.21 4,63 % 0,1
pirillum

“hylenie standardowe — standard deviation

ywnanie kombinacji do kontroli przy poziomie istotnosci < 0,05 — comparison of treatments to control by significant level < 0.05.
ywnanie kombinacji do kontroli przy poziomie istotnosci < 0,01 — comparison of treatments to control by significant level < 0.01.
ywnanie kombinacji do kontroli przy poziomie istotnosci < 0,001 — comparison of treatments to control by significant level < 0.001.



4. Poréwnanie aktywno$ci nitrogenazy w glebie zlotnickiej i szelejewskiej w obrgbie tych samych kombinacji doswiadczaln
poszczegodlnych traw
4. Comparison of nitrogenase activity in ztotnicka and szelejewska soils within the same experimental treatments for particular

Roznica procentowa aktywnosci nitrogenazy w glebach
Percentage difference nitrogenase activity in soils

binacja
dczalna 3 tydzien 7 tydzien 9 tydzien 12 tydzien
imental 3 week 7 week 9 week 12 week
ment rbznica réznica réznica réznica
difference % difference % P difference % difference %
Bromus willdenowii
fa 31% NS 10% p<0,001 13% »<0,001 95% p<0
icter o o o o
 ieus 63% < 0,001 15% » < 0,001 34% »<0,001 30% p<0
Z;Zil”’” 64% »=0,003 9% »<0,001 29% »<0,001 3% N
;“;fl’hjm 125% P <0,001 18% p <0,001 16% P <0,001 16% p<0
Lolium multiflorum
{a 40% »<0,001 9% p=0,002 4% NS 17% p<0.
icter o o o _ o
ieus 18% p<0,001 4% »<0,001 3% »=0,002 —44% p<0
Zi;’g””’ 22% p=0,001 6% p <0,001 2% NS 11% p<0
+
;iff;lum 27% £ <0,001 49% p<0,001 3% P <0,001 7% p=0




Festulolium braunii

:a 15% p=0,002 6% NS 12% »<0,001 7% p=0

Z;’}fl’c s 6% NS 13% p < 0,001 26% P <0,001 23% p<0

Zé’a’il”’” 9% NS 10% p <0,001 12% P <0,001 6% p=0
+

;‘;f[r]um 15% £ <0,001 2% NS 6% »=0,001 3% p=0

czany byt z r6znicy migdzy $rednig aktywnoscig nitrogenazy w glebie ztotnickiej a szelejewskiej dzielone przez aktywnos¢ w glebie ztotnickiej -
difference between average nitrogenase activity in the ztotnicka and szelejewska soils divided by activity in ztotnicka soil.

m istotno$ci — level of significance.

istotne (p > 0,05) — no significant (p > 0.05).



108 J. Starzyk, D. Swedrzynska

w przestworach migdzykomdrkowych tkanek korzeni, a czasem lisci i todyg roslin
(PAULA 1 WSP., 1991; OLIVARES, 1996). Sa to mikroorganizmy o specyficznych wyma-
ganiach w stosunku do tlenu, produkowanych przez rosling asymilatow, a tym samym
duza wybiorczoscia wzglgdem rosliny — gospodarza (PRERIA, 1995, KLAMA, 2006).
Fakt ten moze stanowi¢ uzasadnienie nizszych warto$ci zwiazywanego azotu przez bak-
terie w obecnosci testowanych roslin klimatu umiarkowanego.

4. Wnioski
. Szczepy Acetobacter diazotrophicus 1 Herbaspirillum seropediceae 16znig si¢
migdzy soba aktywno$cia nitrogenazy w glebie pod testowanymi trawami.
. Najlepszy efekt dato szczepienie zycicy wielokwiatowej Acefobacter diazo-

trophicus, a stoklosy obiedkowatej i festulolium potaczeniem obu szczepow bak-
terii, dajac znacznie wyzsze wartosci aktywnos$ci wiazania azotu w poréwnaniu
z pozostalymi kombinacjami do§wiadczalnymi.

. Niezaleznie od rodzaju bakterii najwyzsza wartos¢ zwiazanego azotu zanoto-
wano w 9-tym tygodniu od wysiewu nasion pod zycica wielokwiatowa, oraz
12-tym tygodniu pod pozostalymi trawami, co wigze si¢ zaroOwno z rozwojem
bakterii, jak 1 wzrostem kondycji rosliny.

. Niezbyt duze wartosci zwiazanego azotu przez Acetobacter 1 Herbaspirillum pod
testowanymi gatunkami traw nie wykluczaja zasadnos$ci poszukiwan innych
uktadow roslina —diazotrofy, dajacych jeszcze lepsze rezultaty.
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Nitrogenase activity of bacterial endophytes in the sandy — loam soil under grass
cultivation

J. STARZYK, D. SWEDRZYNSKA

Department of General and Environmental Microbiology, Poznan University of Life
Siences

Summary
Pot experiment was established on a sandy loam soil under cultivation of three grass species:

Italian ryegrass, Bromus willdenowii and Festulolium braunii. The seeds of grasses were inocu-
lated with Acetobacter diazotrophicus, Herbaspirillum seropediceae and mixture of both bacteria
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species. The nitrogenase activity in the soil under cultivated grass was measured after 3, 7, 9, and
12 weeks from the time of sowing. It was noted differences beetween enzymatic activity under
tested plants. The highest activity was noted under Italian ryegras and the lowest level of the
nitrogenase activity under Festulolium cultivation. The enzymatic activity in all cases increased
along wiht grass development. The highest nitrogenase activity was noted after 9 and 12 weeks
under inoculated grass. The best effect was recorded in Italian ryegras inoculated with Acetobac-
ter diazotrophicus and in application a mixture of both bacterial species ih other grasses. In this
treatments the dinitrogen fixation activity reached up to 48% under Italian ryegras, 44.5% under
Bromus willdenowii and 43% under Festulolium braunii in comparsion with control combina-
tions.
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