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ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the effect of combined microbial preparations on the
biomass production of soybean (Glycine max), infection of roots by arbuscular mycorrhizal
fungi (AM fungi) and nitrate reductase activity of nodule bacteria. Plants were inoculated with
AM fungus Glomus mosseae and phosphate-solubilising nodule bacteria Bradyrhizobium
japonicum with and without rock phosphate. Mycorrhizal infection of roots and biomass
production was significantly higher when plants where co-inoculated with G. mosseae and B.
japonicum then uninoculated plants or plants inoculated alone. Addition of rock phosphate
increased mycorrhizal infection of uninoculated plants and on the other hand decreased
mycorrhizal infection of co-inoculated plants. Addition of rock phosphate had no significantly
impact on biomass production. Nitrate reductase activity was the highest when plants where
inoculated with nodule bacteria alone, but co-inoculation with AM fungus and addition of rock
phosphate significantly decreased nitrate reductase activity of nodule bacteria
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ABSTRAKT

Cilem prace bylo posoudit vliv kombinovanych mikrobiologickych pfipravkd na produkci
biomasy s6ji (Glycine max), mykorhizni kolonizaci kofend so6ji a nitrogenazovou aktivitu
hlizkovych bakterii. K inokulaci rostlin byla pouzita arbuskulo-mykorhizni houba (AM houba)
Glomus mosseae a hlizkové bakterie Bradyrhizobium japonicum s fosfor-solubiliza¢ni aktivitou
v kombinaci s ptidavkem a bez piidavku fosforu. Rostliny s6ji kombinované inokulované AM
houbou a hlizkovymi bakteriemi mély na kofenech vys$i procento mykorhizni infekce a
vytvorily vice rostlinné biomasy nez rostliny samostatné¢ inokulované nebo neinokulované.
Pridavek fosforu zvysil procento mykorhizni infekce kofend u rostlin neinokulovanych a
naopak snizil u rostlin kombinované inokulovanych AM houbou a hlizkovymi bakteriemi. Na

tvorbu rostlinné biomasy nemél piidavek fosforu vyznamnéjsi vliv. Nejvyssi nitrogenazova



aktivita rhizobii byla u rostlin samostatné inokulovanych hlizkovymi bakteriemi, ale pfi
kombinaci s AM houbou a po ptidavku fosforu se nitrogendzova aktivita rhizobii vyrazné
snizila.
UVOoD

V souvislosti s rozvojem trvale udrzitelného zemédélstvi se stale vice pozornosti obraci na
moznost vyuziti mikrobialnich inokulantli pii péstovani rostlin, coz nasledné mize omezit
zdravotni a environmentalni rizika vyplyvajici z nadmérnych vstupii chemickych latek do pudy
pii tradi¢nim hospodateni (Vazquez et al., 2002). Arbuskulo-mykorhizni houby (AM houby)
jsou vyznamnou soucasti ptidni bioty. Pfitomnost mykorhizni infekce na kofenech rostlin
pusobi pozitivné na vzchazeni a rust rostlin, zvysuje jejich odolnost proti ptisobeni biotickych a
abiotickych stresovych faktorti, zlepsuje kolobé¢h zivin a tvorbu padni struktury. Mycelium AM
hub, které infikuje rhizosférni ptidu a kotfeny rostlin je v tésném kontaktu s ostatni ptdni
mikrobiotou. Tento té€sny vztah s ptidnimi mikroby mtiZze stimulovat nebo inhibovat tvorbu
mykorhizni infekce a mutze selektivné ovlivnit rozvoj AM hub. Mikrobidlni interakce je
mimofadné zajimava v ptipad¢ rhizobii, ktera fixuji vzdusny N,, protoze jak rhizobia, tak AM
houby symbioticky kolonizuji kofenovy systém luskovin. V rtiznych systémech mikrosymbiont-
luskovina mize kompatibilni kombinace mikrobidlnich inokulanti (napf. rhizobia fixujici
vzdusny N, a AM houby) zvysit jejich pozitivni G¢inek na rostliny (Bir6 et al., 2000). Cilem
prace bylo posoudit vliv kombinovanych mikrobiologickych piipravki (AM houby Glomuss
mosseae a hlizkovych bakterii Bradyrhizobium japonicum s fosfor-solubiliza¢ni aktivitou) na
produkci biomasy so6ji (Glycine max), mykorhizni kolonizaci kofend sdji a nitrogendzovou

aktivitu hlizkovych bakterii.

MATERIAL A METODY

Nadobovy pokus s rostlinami soji mel nasledujici varianty: 1. Kontrola bez inokulace a bez
pridavku fosforu (Ko), 2. Kontrola s pfidavkem fosforu (Ko+P), 3. Inokulace hlizkovymi
bakteriemi (Rh), 4. Inokulace hlizkovymi bakteriemi s piidavkem fosforu (Rh+P), 5. Inokulace
AM houbou (AM), 6. Inokulace AM houbou s pfidavkem fosforu (AM+P), 7. Kombinovana
inokulace hlizkovymi bakteriemi a AM houbou (Rh+AM), 8. Kombinovana inokulace
hlizkovymi bakteriemi a AM houbou s pfidavkem fosforu (Rh+AM+P). Kazd4 varianta méla 8
opakovani.

Ptida do pokusnych nadob byla odebrana na pozemku VURYV v Praze-Ruzyni a plnéna do 5
1 nadob. Chemickou analyzu pidy provedl UKZUZ, regionélni laboratorni oddéleni v Liberci a
jeji vysledky jsou uvedeny v tab.1. Fosfor byl do ptdy aplikovan ve formé KH,PO, v mnozstvi
0,40 g na nadobu. Mykorhizni inokulum, obsahujici reprodukéni Castice (spory, pudni
mycelium, kolonizované ¢asti kotenll) AM houby Glomus mosseae (BEG 25) bylo aplikovano

do pudy pted vysevem semen v mnozstvi 25 ml na nadobu. Inokulum hlizkovych bakterii bylo



ziskdno ze sbirky VURV v Praze-Ruzyni a obsahovalo 4 kmeny bakterii Bradyrhizobium
japonicum (D 563, D 504, D 538, D 574) sprokazanou fosfor-solubiliza¢ni aktivitou
(Storkanova a kol., 1999). Kmeny rhizobii byly samostatné kultivovany v tekutém YEM médiu
(yeast extract-mannitol) a k inokulaci bylo pouZito 30 ml kultury (1x10° CFU/ml) na nadobu

tésné pred setim.

Tab. 1: Vysledky chemické analyzy pidy

Druh pH/CaCl, P(aa) K(aa) Ca(aa) Mg (aa) CaCOs C N S
pudy mgkg' mgkg' mgkg' mgkg’ % % % ppm
stiedni 7,3 145 237 7168 208 2,40 1,405 0,147 131,2

V kazdé pokusné nadobé bylo vyseto 10 semen sdji (Glycine max, odrida Korada) a po
vzejiti byly v kazdé nadobé ponechany 3 rostliny. Nadoby byly v pribéhu pokusu umistény ve
vegetaéni hale VURV v Praze-Ruzyni a byly pravidelné zavlazovany deionizovanou vodou.
Rostliny s6ji byly sklizeny v dobé kvétu, 66 dni od vysevu semen. Nadzemni hmota byla
oddélena, vysuSena pii 60° C do konstantni hmotnosti a zvazena. Kofeny byly pouzity ke
stanoveni celkové nitrogenazové aktivity (TNA) nepfimou metodou redukce acetylenu na
ethylen (Hardy et al., 1973). Pro hodnoceni mykorhizni infekce uvniti kofenti byla pouzita
metoda barveni endomykorhiznich kofent (Phillips a Hayman, 1970, v modifikaci Koske a
Gemma, 1989) a procento kolonizace kotenli bylo stanoveno mikroskopicky preparatovou
metodou (slide method) (Giovannetti a Mosse, 1980). Kofenova hmota byla vysusena pti 60° C
do konstantni hmotnosti a zvazena.

Ziskané vysledky byly statisticky zpracovany (Statgraphic, ANOVA, P <0,05).

VYSLEDKY A DISKUSE

Nejnizsi procento kolonizace kofend s6ji AM houbou bylo u kontrolni varianty bez
inokulace a bez ptidavku fosforu (38,94 %). Na mykorhizni infekci kofent kontrolnich rostlin
se pravdépodobné podilely propagule (spéry, pidni mycelium, kolonizované ¢asti kofent)
indigennich AM hub v pudé¢. Statisticky vyznamné vyssi procento mykorhizni kolonizace bylo u
variant samostatné nebo kombinované inokulovanych bakteriemi B. japonicum, AM houbou G.
mosseae a u variant s pridavkem fosforu (graf 1). U kontrolni varianty s ptfidavkem fosforu
doslo ke zvySeni mykorhizni kolonizace o 15,56 %. Ptidavek fosforu mohl v tomto ptipadé
aktivovat vétsi mnozstvi propaguli arbuskularnich hub ptirozené ptitomnych v ptidé k vytvoreni
mykorhizni infekce uvnitt kofene. Velmi nizkd davka pfistupného fosforu mtize potlacit
mykorhizni kolonizaci a rostlinny rtst, v nékterém ptipadé vSak maly piidavek fosforu miize
procento kolonizace a rostlinny rast zvysit (Bolan et al., 1984). Nejvyssi procento mykorhizni

infekce kotentl bylo u rostlin kombinované inokulovanych hlizkovymi bakteriemi a AM houbou



(68,81 %) a statisticky vyznamné se liSilo od ostatnich variant. Jak fixatofi vzdusného dusiku
tak mykorhizni houby osidluji vnitiek kofenového systému, proto mezi nimi musi existovat
funkéni vztah. V ptipadé rhizobii probiha fixace vzdusného dusiku oddélené uvnitt hlizek, coz
muze byt pfi¢inou, ze si rhizobia a AM houby vzajemné nekonkuruji (Ames a Bethlenfalvay,
1987). Také morfologické a fyziologické zmény kotfent rostlin pii kombinované inokulaci
mohou pfispét k vys$si mykorhizni infekci.

U rostlin bez inokulace hlizkovymi bakteriemi B. japonicum byla primérna nitrogenazova
aktivita rhizobii celkové niz8§i, nez u rostlin inokulovanych (graf 2). Nejvyssi primérna
nitrogenazova aktivita rhizobii byla u rostlin samostatné inokulovanych bakteriemi B.
Japonicum (31,50 pmol.r'.h™) a statisticky vyznamné se lisila od ostatnich variant. U rostlin
inokulovanych hlizkovymi bakteriemi v kombinaci s AM houbou nebo s piidavkem fosforu
byla primérna nitrogenazova aktivita nizs$i. Pridavek P a inokula AM houby do ptidy mohl
inhibovat nitrogenazovou aktivitu hlizkovych bakterii. Chaturvedi a Kumar (1991) zaznamenali
vys$si tvorbu hlizek a nitrogenazovou aktivitu u cizrny (Cicer arietinum L) v nesterilni a na P
chudé pade€. Snizeni nitrogenazové aktivity rhizobii u rostlin kombinované inokulovanych
hlizkovymi bakteriemi a AM houbou mohlo byt zptisobeno vys$im procentem mykorhizni
kolonizace kotenti. AM houba mohla rostliné v dostatecné mife zajistit jeji pozadavky na dusik
a fosfor, a tim snizit symbiotickou fixaci vzdusného N, prostfednictvim hlizkovych bakterii.
Reinhard a kol. (1993) dosli k zavéru, Ze mykorhizni infekce nema vliv na pocet hlizek u hrachu
(Pisum sativum L), ale vyrazné snizuje nitrogenazovou aktivitu hlizkovych bakterii Rhizobium
leguminosarum.

Nejvyssi primérnd hmotnost suSiny nadzemni biomasy byla u rostlin kombinované
inokulovanych bakteriemi B. japonicum a AM houbou G. mosseae (10,27 g.r'') a statisticky
vyznamn¢ se liSila od ostatnich variant s vyjimkou varianty kombinované inokulované
hlizkovymi bakteriemi a AM houbou s piidavkem fosforu a varianty inokulované hlizkovymi
bakteriemi s pifidavkem fosforu (graf 3). Vys$si primérna hmotnost susSiny nadzemni biomasy pfi
kombinované inokulaci hlizkovymi bakteriemi a AM houbou miize byt zplisobena zvySenym
pfijmem Zzivin, ptedevs§im dusiku a fosforu. Inokulace rhizobii zvysuje fixaci N, ze vzduchu,
zatimco inokulace AM houbou pravdépodobné zvysuje pfijem N a P z ptidy. Kombinovana
inokulace rostlin AM houbou a rhizobii s fosfor-solubiliza¢ni aktivitou mize zvysit schopnost
rostlin ziskavat P z nedostupnych forem. Nejvyssi primérna hmotnost susiny kofent séji byla u
rostlin kombinované inokulovanych bakteriemi B. japonicum a AM houbou G. mosseae (3,83
g1’ a statisticky vyznamné se lisila pouze od nejnizsi primérné hmotnosti susiny kofenti soji u
rostlin inokulovanych hlizkovymi bakteriemi s ptidavkem fosforu. Mezi zbylymi variantami

nebyl statisticky prikazny rozdil v primémé hmotnosti suSiny kotenti (graf 4).



Graf 1 - Kolonizace koi'enti s6ji AM houbami v
%
(indikovany jsou smérodatné odchylky, n = 16;
sloupce oznacené odlisnymi pismeny jsou
statisticky prit kazné odlisné, P<0,03) sloupce oznacené odlisnymi pismeny jsou
statisticky prikazné odlisné, P<0,05)

Graf 2 - Primérna nitrogenazova aktivita
rhizobii na korenech séji v umol.r'].h']
(indikovany jsou smérodatné odchylky, n = 8§;
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Graf 3 - Primérna hmotnost su§iny nadzemni Graf 4 - Priumérna hmotnost susiny koieni s éji v
biomasy s 6ji Vg.r'l g.r_1
(indikovany jsou smérodatné odchylky, n =8; (indikovany jsou smérodatné odchylky, n =8;
sloupce oznacené odlisnymi pismeny jsou sloupce oznac¢ené odlisnymi pismeny jsou
statisticky prikazné odlisné, P<0,05) statisticky prikazné odlisné, P<0,05)
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Z uvedenych vysledkd vyplyva, ze rostliny s6ji (Glycine max) kombinované inokulované
AM houbou G. mosseae a hlizkovymi bakteriemi B. japonicum mély na kofenech vyssi
procento mykorhizni infekce a vytvorily vice rostlinné biomasy nez rostliny samostatné
inokulované nebo neinokulované. Piidavek fosforu se projevil zvy$enim procenta mykorhizni
infekce kofenti u rostlin neinokulovanych a naopak snizenim u rostlin kombinované
inokulovanych AM houbou a hlizkovymi bakteriemi. Na tvorbu rostlinné biomasy nem¢l

pridavek fosforu vyznamnéjsi vliv. Nejvyssi nitrogendzova aktivita rhizobii byla u rostlin

samostatn¢ inokulovanych hlizkovymi bakteriemi, ale pfi kombinaci s AM houbou a po



pridavku fosforu se nitrogenazova aktivita rhizobii vyrazné snizila. Rostliny, které nebyly

inokulovany hlizkovymi bakteriemi, mély nitrogenazovou aktivitu rhizobii zanedbatelnou.
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