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1.Wprowadzenie

undamentalna rola mikroorganizmoéw glebowych w zapewnieniu rownowa-

gi troficznej w biosferze jest faktem znanym, lecz jednoczesnie nie w peini

docenianym. Wsréd wielu procesdw warunkujgcych obieg pierwiastkdw bio-

gennych szczegdlne miejsce zajmuje cykl azotowy. Paradoksalnie, bedac jed-
nym z tzw. makroelementéw w organizmach zywych, pierwiastek ten jest sto-
sunkowo rzadki stanowigc zaledwie ok. 0,0014% masy skorupy ziemskiej. Z tego
tylko 2% jest zlokalizowane w biosferze. Co wiecej, dystrybucja tej niewielkiej,
w poroéwnaniu z masa skorupy ziemskiej, ilosci azotu w biosferze, czyni go
trudno dostepnym dla roslin. Oto bowiem tylko okoto 0,04% jego ilosci wy-
stepuje w postaci potencjalnie przyswajalnej — w glebie, w osadach dennych
i w samych organizmach zywych. Okoto 99,96% azotu wystepujacego w bio-
sferze, to azot czgsteczkowy {N2) bedacy skiladnikiem atmosfery ziemskiej.

Ta prezentacja danych, w istocie encyklopedycznych, pozwala z calym
przekonaniem postawic¢ teze, ze jednym z podstawowych proceséw dla ist-
nienia zycia na Ziemi jest biologiczne wigzanie azotu atmosferycznego. Proces
ten na*ywany réwniez diazotrofig, polegajacy na enzymatycznej redukcji azo-
tu czgsteczkowego do postaci jonu amonowego, jest w biosferze realizowany
wylacznie przez niektdre organizmy prokariotyczne, te mianowicie, ktére po-
siadajg geny kodujgce enzym nitrogenaze.

Dane liczbowe okreslajace skale zjawiska sg raczej szacunkowe, jednak
wsrod wiekszosci autoréw panuje zgodnos¢ co do tego, ze wspolczesnie dia-
zotrofra dostarcza okoto 60% wystepujacego na Ziemi azotu zwigzanego w for-
mie zredukowanej (po uwzglednieniu przemystowej produkcji nawozéw azo-
towych), co stanowi nie mniej niz 17,2 x 10" ton rocznie (1,2). Wprowadzenie
czynnika czasu, a zatem kalkulacja wigzania azotu w skali roku, jest szcze-
golnie wazne, gdyz w przyrodzie funkcjonuje proces zwracania azotu do at-
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mosfery, a zatem, w istocie przeciwny w stosunku do diazotrofii, na ktory
sktadaja sie nitiyfikacja i denitiyfikacja.

Wsréd biologicznych systeméw zdolnych do diazotrofii najwazniejsze miej-
sce zajmuje symbiotyczny ukilad tworzony przez rosliny motylkowate i gle-
bowe bakterie zaliczane do rodziny Rhizohiaceae. Efektem funkcjonowania
symbiozy motylkowatych jest wlgzcinie okoto 90 min ton azotu rocznie w ska-
li biosfery. Zastgpienie azotu niezbednego do produkcji nasion roslin motyl-
kowatych (zrédto 25-35% biatka spozywanego przez mieszkancow Ziemi) przez
nawozy azotowe wymagatloby zuzycia okolo 288 min ton paliw kopalnych,
co mozna przeliczy¢ na okoto 30 mid USD rocznie (1996) (3).

Dlaczego zatem, we wstepie do artykulu pojawita sie uwaga, ze diazotrofia
jest zjawiskiem nie w peilni docenianym? Po pierwsze, wydajnos¢ procesu dia-
zotrofii jest zmienna i zalezy od wielu czynnikéw Srodowiskowych, a zatem
w intens3wnej uprawie roslin motylkowatych zastosowanie mineralnego nawo-
zenia azotowego wielu rolnikom wydaje sie racjonalne. Trzeba zreszta przyznac,
ze w przeciwienstwie do dziko rosngcych roslin motylkowatych, odmiany upraw-
ne byty selekcjonowane pod katem podwyzszonej wydajnosci badz sSwiezej masy,
badZz tez masy nasion. Z tego wynika w oczywisty spos6b zwiekszone, w po-
rownaniu z formami wyjSciowymi, zapotrzebowanie na skladniki mineralne. Po
drugie, nawet, jezeli rolnik uprawiajacy rosliny motylkowate zdaje sobie w petni
sprawe z ich zdolnosci do symbiotycznej diazotrofii, jest czesto bezradny wobec
niskiej wydajnosci tego procesu, czy tez catkowitego braku brodawek korzenio-
wych. Nawet przy zastosowaniu dostepnych w handlu kultur bakteryjnych (ino-
kuléw), uzyskiwane efekty sa czesto niezadowalajgce. W efekcie, powstaje sy-
tuacja, w ktéorej obiektywne wiasciwosci roslin i mikroorganizmoéw glebowych
przestaja by¢ brane pod uwage. Znaczenie inokulacji nasion kulturami bakterii
brodawkujgcych jest, jak sie wydaje, bardziej doceniane w krajach trzeciego
Swiata, niz na obszarach dobrze rozwinietego i wydajnego rolnictw™a (4).

Rozwdj mikrobiologii, a szczegodlnie postep w zakresie metod pomiarowych
i diagnostycznych wykazat istnienie wielkiego zréznicowania populacji szcze-
pow bakterii brodawkujgcych w zakresie ich zdolnosci do indukowania roz-
woju brodawek korzeniowych, a takze co jeszcze wazniejsze — zrdznicowa-
nej efektywnosci diazotrofii.

Diazotrofia, ze wzgledu na koszt energetyczny funkcjonowania nitrogena-
zy, jest procesem przebiegajgcym zasadniczo wylgcznie w warunkach gitodu
azotowego. Sposrod licznych grup mikroorganizméw diazotroficznych tylko
bardzo nieliczne sa zdolne do eksportu zredukowanego azotu poza swojg
komodrke. Do tych diazotrofdbw mozna zaliczy¢ symbiotyczne Rhizohiaceae.
Pewmym wyjasnieniem tego zjawiska jest z calg pewnoscig zdolnos¢ asymi-
lacji jonu amonowego przez komorke gospodarza roslinnego, a zatem per-
manentne obnizanie stezenia tego jonu w bezposrednim otoczeniu mikro-
symbionta. Jednakze, jezeli rozwazamy mozliwos¢ zwiekszenia wydajnosci
diazotrofii, musimy zda¢ sobie sprawe, ze dziatania takie muszg przebiegac¢
na granicy wydajnosci naturalnych mechanizméw metabolicznych.

Mozliwos¢ ulepszania szczepéw bakteryjnych w celu ich zastosowania,
jako inokula w uprawie roslin motylkowatych jest jednym z celéw, ktérego
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osiggniecie moze w istotny sposob poprawi¢ ,zrobwnowazenie” rolnictwa (3,5-7),
co wydaje sie godne poparcia.

Z pozoru problem nie wydaje sie specjalnie ztozony. W ciggu ostatnich
50. lat wyizolowano i zidentyfikowano ogromng liczbe szczepéw Rhizobium
i Bradyrhizobium, ktére sg bardzo wydajne pod wzgledem wigzania N2. Row-
niez techniki manipulacji genetycznych pozwalaja na otrzymanie jeszcze bar-
dziej efektywnych szczepow Rhizobium, ktére moga by¢ wykorzystywane w pro-
dukcji inokulum. Wspoéiczesna wiedza na temat symbio2y Rhizobium — ro-
Sliny motylkowate pozwala na spetnienie pierwszego warunku dla uzyskania
dobrego inokulum, a mianowicie otrzymania wysokoefektywnych w wigzaniu
azotu szczepow Rhizobium, Wydajng diazotrofie daje sie niestety w wigkszosci
przypadkéw obserwowac wytacznie w doswiadczalnych warunkach gnotobio-
tycznych. Istotng barierg dla wprowadzania wydajnych szczepéw do gleby
pozostaje sprawa przezywalnosci tych szczepow w glebie i ich konkurencig-
nosci we wspotzawodnictwie o nisze w obrebie brodawek korzeniowych roslin
motylkowatych.

2. Zasiedlenie komorek rosliny gospodarza jest wynikiem zwy-
ciestwa jednego z wspoétzowodniczgecych szczepow

Obiektem naszego zainteresowania jest analiza systemu, ktérego elemen-
tami sa roslina, oraz dwa lub wiecej réznych szczepéw zdolnych do jej in-
fekcji, a zatem specyficznych w stosunku do gatunku i genotypu gospodarza.
Nie poruszamy zagadnien z zakresu specyficznosci oddziatywan rosliny mo-
tylkowate — Rhizobiaceae.

Wysoka wydajnos¢ inokulacji, czyli indukcje duzej liczby brodawek przez
szczep bakteryjny wprowadzony do gleby w postaci inokulum obserwowano
wielokrotnie podczas doswiadczen, w ktéy~ch rosliny motylkow-"ate bylty ho-
dowane po raz pierwszy w glebach pozbawionych rdzennych rizobiéw* (8-12).
Wiekszos¢ gleb wykorzystywanych w rolnictwie zawiera jednak populacje ri-
zobiow, ktore agresywnie konkurujg w procesie brodawkowania gospodarza
i'oslinnego ze szczepami wprowadzonymi w procesie inokulacji. W literaturze
opisano szereg obserwacji fenomenu konkurencyjnosci szczepow. W wielu
przypadkach, juz w tym samym roku, w ktérym przeprowadzano inokulacje

* Dalsze stosowanie nazwy Rhizobium dla oznaczenia ogétu bakterii glebowych zdolnych do
brodawkowania roslin motylkowych nie jest juz uprawnione. Wyrézniono nowe rodzaje mikro-
organizmow zdolnych do symbiotycznej diazotrofii. Nazwg zastosowang dla: og6lnego okreslenia
tych bakterii mogtaby by¢ nomenklatura Rodziny: Rhizobiaceae, lecz obejmuje ona réwniez
mikroorganizmy patogeniczne (Rodzaj Agrobacterium]. Godny poparcia, jak sie wydaje, jest po-
myst wprowadzenia spolszczonej nazwy: rizobia (np. szczepy rizobiéw), oznaczajacej wszystkie
klasyfikowane w obrebie Rhizobiaceae Rodzaje diazotroficznych bakterii symbiotycznych. W przed-
stawianej pracy przyjeto taka konwencje rezerwujac nieodmienng nazwe Rhizobium dla bakte-
trii jednoznacznie zaliczanych do tego Rodzaju.
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obserwowano bardzo niski poziom wprowadzonych bakterii w glebie (13-17).
Niekiedy wiekszos¢ brodawek zebrana w pierwszym sezonie po inokulacji
byta zasiedlona przez wprowadzone do gleby bakterie, ale niestety w naste-
pnych latach byly one stopniowo zastepowane przez rdzenne rizobia (9,18-
22). Problem polega oczywiscie na tym, ze wprowadzane do gleby w postaci
inokulum mikroorganizmy byly wyselekcjonowanymi, wysoce efektywnymi
w procesie wigzania azotu atmosferycznego szczepami, gorujacymi pod tym
wzgledem nad rizobiami endogennymi. W tej sytuacji zatozony jako rezultat
sztucznej inokulacji wzrost plondw roslin motylkowatych po prostu nie za-
chodzit.

Proces powstawania systemu symbiotycznego jest skomplikowany i wie-
loetapowy. Nawet po speinieniu wszelkich warunkéw umozliwiajgcych roz-
poznanie partnerdw i wzajemne dostosowanie — modulacje ekspresji spe-
cyficznych zestawow ich genéw (23,24), sukces w tworzeniu funkcjonalnej
brodawki korzeniowej nie jest wcale oczywisty. Zalezy on w duzej mierze od
warunkoéw srodowiska w jakich przyszio funkcjonowac¢ makrosymbiontowi
— roslinie i mikrosymbiontowi — bakterii.

Proces brodawkowania w warunkach polowych zalezny jest od wielu czyn-
nikdw sSrodowiskowych, takich jak: rodzaj gleby, jej pH, obecnosci jondw
glinu, magnezu oraz azotanowych (V), jak réwniez wapnia i zwigzkéw fosforu.
Rowniez temperatura i wilgotnos¢ gleby ma ogromny wplyw na omawiany
proces. Szczepy wprowadzane do gleby w postaci inokulum muszg ponadto
konkurowa¢ o substancje pokarmowe z mikroorganizmami zasiedlajacymi
ryzosfere, dobrze zaadaptowanymi do warunkdéw srodowiska.

Rozwigzanie problemu trwalego wprowadzenia efektywnych szczepow
rizobidw w postaci inokulum do ekosystemu zawierajacego endogenng po-
pulacje tych mikroorganizmow zalezy od lepszego poznania wielu czynni-
kéw biotycznych i abiotycznych wplywajacych na dynamike populacji ba-
kterii glebowych. Nie potrafimy jednoznacznie okresli¢ roli rosliny gospo-
darza w wyborze mikrosymbionta. Pomimo iz zebrano wiele informacji na
temat roli czynnikdéw Srodowiskowych, ich pelna interpretacja jest w dal-
szym ciggu niemozliwa. Pomimo niewatpliwych postepéw na tym polu,
trudne jest rowniez okreslenie podstaw genetycznych konkurencyjnosci
bakterii w procesie brodawkowania.

3. Czynniki Srodowiskowe wptywajgce na wspotzawodnictwo
bakterii biorgcych udziat w procesie tworzenia brodawek
korzeniowych

3.1. Whasciwosci i rodzaj gleby — czynniki edaficzne

Gleba jest srodowiskiem i zrédiem substancji pokarmowych dla bakterii
brodawkujacych w saprofitycznej fazie ich zycia, dlatego tez czynniki edafi-
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czne majg ogromny wpltyw na przezywalnos¢ i wzajemnag konkurencyjnosc
populacji zaréwno mikroorganizmoéw endogennych, jak tez szczepdw wpro-
wadzonych do gleby jako inokulum.

Ogodlnie, gleby o odczynie obojetnym lub stabo alkalicznym sprzyjaja bro-
dawkowaniu roslin motylkowatych, natomiast srodowisko kwasne uniemo-
zliwda wiekszosci gatunkdéw tych roslin zainicjowanie stanu symbiozy. W gle-
bach kwasnych znacznie obniza sie wydzielanie przez roslinny system ko-
rzeniowy zwigzkéw wegla, ktére sa substratami dla mikroorganizmow zyjg-
cych w ich ryzosferze. Niskie pH gleby prowadzi jednoczes$nie do wzrostu
dostepnosci zwigzkéw glinu i magnezu, ktére w wysokich stezeniach stajg
sie toksyczne, jak rowniez do obnizenia zawartosci zwigzkéw fosforu, wapnia
i molibdenu (25). Zaobserwow”ano, ze rizobia szybko rosnace sg mniej tole-
rancyjne na wysokie stezenia glinu niz szczepy wolno rosngce. Udato sie
wyizolowac¢ szczepy o wysokiej tolerancji na niskie pH i wysokie stezenia
glinu. Zastosowano je z duzym pow”*odzeniem jako inokulum w zachodniej
Australii w uprawach lucerny (26,27).

Odczyn gleby moze by¢, jak sie zdaje, czynnikiem selekcjonujagcym w ob-
rebie populacji szczepéw potencjalnie zdolnych do brodawkowania tego sa-
mego gatunku rosliny gospodarza. W badaniach nad brodawkowaniem fasoli
stwierdzono, ze miedzy innymi pH gleby decyduje o ttmi, ktéra grupa szcze-
poéw (,symbiotyp”! Rhizobium leguminosarum bv. phaseoli bedzi,e bardziej kon-
kurencyjna w procesie zasiedlania komoérek P. vulgaris (28). Srodowisko gle-
bowe posiada wiele specyficznych cech, ktére trudne sg do otworzenia w wa-
runkach laboratoryjnych. Jednak pH gleby tatwo jest regulowac in vitro, co
daje mozliwos¢ tatwego selekcjonowania szczepéw. W doswiadczeniach labo-
ratoryjnych z Rhizobium trijolii i Rhizobium meliloti stwierdzono dobry wzrost
niektdrych szczepdéw przy niskim pH. Nie oznacza to niestety, ze tak samo
beda sie one zachowywa¢ w glebie o podobnym pH (27). Proces brodawko-
wania podlega bowiem, z calg pewmoscia, wplywowi réwmiez innych czynni-
kéw, takich jak; zasolenie, obecnos¢ azotanéw, niskie stezenie jondw wapnia
lub zwigzkéw fosforowych (29,30), a takze obecnos$¢ pestycyddéw. Niski po-
ziom azotu mineralnego w glebie, dla przyktadu, ma zdecydowanie korzystny
wpltyw na konkurencyjnos¢ szczepéw wprowadzanych w warunkach polo-
wych w postaci inokulum (31).

Na przezywalnos¢ bakterii brodawkujacych, a co za tym idzie, na zjawiska
wspotzawodnictwa o mozliwosé zasiedlenia komorek rosliny gospodarza, ma-
ja wplyw réwniez takie czynniki, jak stosunki powletrzno-wodne w glebie
i temperatura. Stres wodny ma istotny wplyw na mozliwos¢ infekcji komorek
.korzenia rosliny przez mikroorganizmy symbiotyczne. Zaréwno niedostatek,
jak i nadmiar wody w glebie niekorzystnie wplywajg zarbwno na proces bro-
dawkowania, jak i diazotrofii (32). W konteksScie naszych rozwazan nad konku-
rencyjnoscia szczepow Rhizobium, cz)mnik ten jest bardzo trudny do inter-
pretaciji, gdyz wplywa na inne parametiy srodowiska glebowego. Na przykiad
podwyzszona wilgotnos¢ gleby stymuluje procesy beztlenowe, ktére z jednej
strony prowadzg do pojawienia sie w glebie fltotoksyn (produktéw mikro-
organizmoéw beztlenowych), z drugiej zas, do podwyzszonej syntezy etylenu
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przez rosline. Zaden z tych czynnikéw nie jest obojetny dla populacji rizo-
biébw. W niektérych przypadkach, jak sie wydaje, jest celowe poszukiwanie
szczepow Rhizobiaceae odpornych na susze, a takze, bardziej ogdlnie, bada-
nie systemow symbiot®/cznych w aspekcie ich produktywnosci w warunkach
niedoboru wody w glebie (33-36). Problem niezréwnowazonych stosunkow
powietrzno-wodnych w glebie pojawia sie regularnie w niektérych regionach
uprawy roslin motylkowatych (w tym réwniez w naszej strefie klimatycznej)
i musi by¢ brany pod uwage w pracach nad 2:wiekszaniem wydajnosci dia-
zotrofii symbiotyczne;j.

Dla przebiegu procesu symbiozy istotna jest (poza czimnikami edaficzny-
mi), réwniez temperatura, w ktérej tworly sie i funkcjonuje symbiotyczny
system motylkowate — Rhizobiaceae. Proces brodawkoweinia badano w sze-
rokim zakresie temperatur. Stwierdzono, ze dla wiekszosci diazotroflcznych
systeméw symbiotycznych optymalna temperatura to 15-30°C (32,37-40).
U roslin motylkowatych klimatu umiarkowanego podwyzszenie temperatury
wplywa na inicjacje i rozwéj brodawek, natomiast u roslin klimatu tropikal-
nego na wydajnos¢ symbiotycznego wigzania azotu atmosferycznego. Niskie
temperatury obnizajg proces brodawkowania i wigzania azotu u roslin klimatu
umiarkowanego, jakkolwiek tworzenie brodawek kor”.eniowych obserwuje sie
rowniez w tak skrajnych warunkach, jak ekosystemy tundry kanadyjskiej
(41,42). Temperatura nie pozostaje bez wpltywu réwniez na konkurencyjnosc¢
szczepow Rhizobium. Stwierdzono, ze pewne kombinacje szczepu mikrosym-
bionta i genotypu rostiny gospodarza inicjujg interakcje symbiotyczne w Scisle
okreslonych przedziatach temperatury. Dla przykladu Rhizobium leguminosa-
rum bv. trifolii szczep TAIl indukuje rozw6j brodawek na Trtfolium subterra-
neum odm. Woogenelup w warunkach laboratoryjnych, w temperaturze po-
wyzej 25°C, lecz nie nizszej niz 22°C, natomiast inne odmiany rosliny gospo-
darza ulegaly brodawkowaniu, przez ten sam szczep bakteryjny, w nizszych
temperaturach. W warunkach polowych szczep TAI nie byt efektywny w pro-
cesie infekcji i tworzenia brodawek na Trifélium subterraneum (43-45).

Selekcja wydajnych diazotroféw, jako szczepéw przeznaczonych do pro-
dukcji inokuléw moze polega¢ na wyszukiwaniu kombinacji cech dajacych tym
szczepom przewage w danych warunkach sSrodowiska. Rownie waizny jak
plonowanie roslin jest inny aspekt wykorzystania procesu diazotrofii; Liczne
gatunki roslin motylkowatych moga by¢ z powodzeniem stosowane dla re-
kultywaciji gleb zdegradowanych, a czesto réwniez skazonych, jako skitadniki
odtwarzanego systemu ekologicznego (3). Wykorzystemie selekcjonujacego wpty-
wu skrajnych czynnikéw edaficznych jest jednak tmdniejsze do zastosowania
w stosunku do szczepow przeznaczonych dla roslin uprawnych. Gleby o nie-
korzystnych dla plonowania roslin parametrach nie sga bowiem z reguty tra-
ktowane jako uzytki rotnicze.

3.2. Liczebnos¢ endogennej populacji Rhizobium w glebie

Niezaleznie od istotnej roli czynnikéw edaficznych, na odniesienie sukcesu
lub przegrang szczepow wprowadzonych do gleby w postaci inokulum, wpty-
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waja réwniez rozliczne czynniki biotyczne, Do najwazniejszych nalezy liczeb-
nos¢ rdzennych populacji rizobiéw. Liczebno$¢ tych populacji w glebie jest
bardzo zmienna, moze wynosi¢ od < 10 do 10" komdérek na gram gleby. Jest
ona Scisle zalezna od omawianych wczesniej czynnikdw edaficznych, a takze
od innych czynnikéw biotycznych (46-48). Szczegdlnie obecnos¢ w glebie ko-
rzeni rosliny gospodarza ma ogromny wptyw na wielkos¢ populacji Rhizohium
bedacych jej mikrosymbiontami. Zwykle liczebnos¢ bakterii okreslonego
szczepu rizobidw jest znacznie wieksza w glebach, gdzie roslina gospodarza
byta tub jest uprawiana obecnie (49-52). Nawet relatywnie niewielka liczebnie
populacja rizobiéw w glebie moze stwarzac¢ wielka bariere dla szczepéw wpro-
wadzonych w postaci inokulum. W serii doswiadczen przeprowadzonych
przez Thies i wsp. (53) polegajacych na inokulacji siedmiu gatunkéw roslin
motylkowatych pokazano, ze pokonanie wspotzawodnictwa szczepéw endo-
gennych przez szczepy wprowadzane (co zwigzane jest ze zwiekszeniem pio-
nowania) byla zdecydowanie zalezna od liczebnosci populacji bakterii endo-
gennych. Nawet tak maita liczba, jak 50 komoérek rizobiéw na gram gleby
eliminowata wzrost plonéw zwigzany z procesem inokulacji, podczas gdy przy
braku rdzennych populacji rizobiéw wzrost plonéw roslin motylkowatych wy-
nikajacy z zastosowania inokulacji byt wprost proporcjonalny do dostepnosci
mineralnego azotu. Dla endogennych szczepdéw Bradyrhizobium japonicum
liczba 50 - 100 komérek na gram gleby wystarcza dla efektywnego broda-
wkowania przez nie soi (53,54) i catkowicie eliminuje wptyw bakterii wpro-
wadzonych do gteby w postaci inokutum.

Jaka jest zatem wietkos¢ populacji bakterii endogennych, ktéra pozwata
na efektywne wprowadzenie bakterii brodawkujgcych do gleby? Niestety nie
ma jednoznacznej odpowiedzi. Wykazano, ze im liczba rizobioéw jest mniejsza,
tym szansa na wygranie wspotzawodnictwa w zakresie nodulacji dla szcze-
poéw wprowadzonych do gleby jest wieksza (50,55-58). Stwierdzono niestety
rowniez, ze po wprowadzeniu do uprawy rosliny gospodarza, niezaleznie od
przeprowadzonej inokulacji, w drugim roku uprawy rizobia endogenne za-
siedlaly juz wiekszos¢ brodawek, nawet wtedy gdy ich populacja byta po-
czatkowo bardzo nieliczna i wynosita 10 komoérek na gram gleby (57).

3.3. Inne czynniki biotyczne

Jakkolwiek obecnos$¢ rdzennych rizobidw jest podstawowym czynnikiem
biotycznym bedacym pierwotng przyczyna pojawienia sie zagadnienia konku-
rencyjnosci bakterii brodawkujgcych jako takiego, to jednak warto pamietac,
ze nie jest to czynnik jedyny. Gleba, a szczegdlnie interesujgcy nas obszar
lyzosfery, jest srodowiskiem zycia dla wielkiej liczby i r6znorodnosci organi-
zmow. Szacuje sie, ze liczba samych tylko mikroorganizméw moze w ryzo-
sferze osiggnac¢ wartos¢ 10" komorek na gram gleby (59,60). W wolnej glebie
liczba ta jest 10 - 1000 razy nizsza.

Coraz wiekszego znaczenia nabiera zagadnienie jaki wptyw wywieraja na
~MArost | rozwoj roslin rézne populacje mikroorganizmow glebowych. Oddzia-
tywania rosliny-mikroorganizmy moga mie¢ rézny charakter. Co ciekawe.
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opréocz istnienia mikroorganizmow wplywajacych niekorzystnie na rosline,
lub takich, ktorych wptyw pozostaje niezauwazalny, wyréznia sie takze grupe
gatunkéw mikroorganizmow wywierajacych korzystny wptyw na rozwoj roslin
(59,61-64). W kontekscie naszych rozwazan szczegdlnie wazne jest to, ze
korzystnemu wplywowi tych mikroorganizméw zaliczanych do grupy PGPR
[Plant Growth Promoting Rhizobacteria) podlegaja réwniez rozwijajgce sie sy-
stemy symbiotyczne (65-68). W dobrze udokumentowanym przypadku udato
sie wykcizaé, ze PGPR (izolaty BacilliLS sp. i Enterobacter sp.) moga bezpo-
Srednio wptywacé¢ na konkurencyjnos¢ wprowadzonych jako inokulum szcze-
pow Bradyrhizobium sp. [Vigna). Podobne rezultaty uzyskano badajac wptyw
BaciRus cereus (69), lub Pseudomonas sp, (70) na brodawkowanie soi. Jed-
noczesnie, obecnos¢ w glebie bakterii epifitycznych Erwinia herbicola moze
obniza¢ proces brodawkowania przez produkcje toksyn, ktéore blokujg wig-
zanie rizobiow do wiosnikéw korzeniowych (71).

Na efekty wprowadzania szczepow rizobiow do gleby moga wptywac rowniez
takie czynniki jak obecnos¢ bakteriofagéw, oraz szczepéw zdolnych do syntezy
antybiotykéw (bakteriocyn) (72-75). Znaczenie bakterioc}m polega, jak sie sa-
dzi, na regulowaniu dynamiki populacji bakteryjnych w obrebie gatunku (76).
Najlepiej poznang i scharakteryzowang bakteriocyna Rhizobiaceae jest trifoli-
toksyna (TFX), maly peptyd syntetyzowany przez Rhizobium leguminosarum
bv. trifolii szczep T24 (77,78). Trifolitoksyna hamuje wzrost wszystkich do tej
poiy badanych szczepédw Rhizobium oraz a-proteobakterii i dlatego geny odpo-
wiadajace za synteze TFX oraz odpornos¢ na nia byly przenoszone do wielu
szczepow Rhizobium w celu badania jej wpltywu na ich konkurencyjnos¢ w
glebie. Triplett (79) skonstruowat szczep, w ktérym gen TFX wprowadzono do
chromosomu Rhizobium leguminosarum bv. trifolii zainfekowat nim koniczyne
i stwierdzit, ze szczep ten, produkujac trifolitoksyne zasiedlat zdecydowanie
wiecej brodawek, niz szczep nie wytwarzajgcy tego metabolitu. Ostatnio
stwierdzono, ze Rhizobium etli szczep CE3 wytwarzajacy trifolitoksyne wyka-
zuje zdecydowanie wieksza konkurencyjnos¢ w kolonizacji lyzosfeiy i tworze-
nia brodawek korzeniowych na roslinach Phaseolus vulgaris niz bakterie nie
produkujace TFX (80). Wcigz jednak nie jest jasne, czy synteza przez Rhizo-
bium trifolitoksyny moze by¢ przydatna przy wprowadzaniu efekt}wnego szcze-
pu bakteryjnego, jako inokulum w warunkach polowych.

Roéwniez organizmy eukariotyczne moga mie¢ wpltyw na stan populacji
bakteryjnych, w tym na przez}walnos$¢ szczepow wprowadzonych do gleby.
Waznym czynnikiem biotycznym srodowiska jest na przyktad obecnos¢ pier-
wotniakéw. Wplywa ona na znaczne obnizenie populacji Rhizobium stabili-
zujac ich liczbe na niskim poziomie (81,82). Zastosowanie pestycydéw, ktore
niszczg omawiane organizmy (np. thiram) wplywa zdecydowanie korzystnie
na wzrost kolonizacji Phaseolus vulgaris przez Rhizobium phaseoli (83).

Wplyw czynnikow srodowiskowych na konkurencyjnos¢ szczepéw Rhizo-
bium, ich zdolnosci do brodawkowania roslin i wydajnos¢ procesu diazotrofii
symbiotycznej, byt obiektem zainteresowania autoréw wielu prac przeglado-
wych (26,84-88). Niestety, ze wzgledu na ogromne zréznicowanie Srodowisk
glebowych, w ktérych funkcjonuja systemy symbiotyczne, nie da sie jak na
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razie sformutowac spojnej teorii opisujacej w ujednolicony sposob zaleznosci
pomiedzy warunkami srodowiska i skutecznoscia symbiotyczng wprowadza-
nych szczepéw. Mozna sie nawet obawiaé, czy jest to w ogoéle mozliwe. Préby
przygotowywania wydajnych inokuléw powinny by¢ raczej ukierunkowane
na ich zréznicowanie i przystosowanie do specyficznych wymagan zaréwno
gatunku rosliny gospodarza, jak i konkretnego regionu geograficznego, a na-
wet konkretnego stanowiska uprawowego.

4.Genetyczna regulacja zjawiska konkurencyjnosci szczepéw
Rhizobiaceae w procesie brodawkowania

Postepy, jakie poczynita genetyka molekularna sprawity, ze mozliwe stato
sie postawienie pytania: Czy istnieja geny (zaréwno u roslin motylkowatych,
jak i u Rhizobiaceae), ktorych ekspresja decyduje o przewadze jednych szcze-
poéw nad innymi we wspotzawodnictwie o zasiedlenie rosliny gospodarza?

Zdobycie informacji na temat gendw roslinnych jest znacznie trudniejsze
niz w przypadku genéw bakteryjnych. Jednakze, i na tym polu mozna od-
notowac istotny postep. Punktem wyjscia dla dalszych rozwazan musi stac
sie stwierdzenie, ze genotyp rosliny gospodarza petni akt}wna role w wyborze
mikrosymbionta. Warto przy tym pamietaé, ze nie mamy tu na mysli ,wy-
zszego” poziomu specyficznosci, ktéry daje sie opis}rwa0, na poziomie gatun-
kow rosliny gospodarza i mikrosymbionta. W tym przypadku moéwigc o wpty-
wie genotypu rosliny na wybdr mikrosymbionta, mamy na mysli poziom
specyficznosci bardzo ,gleboki” — zjawisko zdolnosci brodawkowania okre-
Slonych genotypdw danego gatunku gospodarza, przez okreslone szczepy da-
nego gatunku mikrosymbionta.

Najlepiej rozpoznanym, pod tym wzgledem, systemem symbiotycznym jest
oddziatywanie soi {Glycine max) z Bradyrhizobium Japonicum. Pojawito sie
pojecie genotypu restryktywnego soi. Jest to genotyp zdolny do selektywnego
odrzucania niektérych szczepéw Bradyrhizobium Japonicum jako potencijal-
nych partneréw symbiozy. Takie genotypy zidentyfikowano na przykiad jako
linie soi nie podlegajace brodawkowaniu przez liczne szczepy nalezgace do
serogrupy 123 (serotypy USDA 123, USDA 127 i USDA 129) (89). Co ciekawe,
genotypy te sa wydajnie brodawkowane przez inne szczepy Bradyrhizobium
Japonicum. Pierwsze roslinne geny odpowiedzialne za restrykcje brodawko-
wania soi odkryto juz w potowie lat szescédziesigtych (90-93) i opisano skro-
tem ly (od Rhizobium Japonicurh). Na przykiad, odmiana soi Hill posiada
dominujgcy gen wywotujacy zjawisko restrykcji brodawkowania —
uniemozliwiajacy infekcje roslin tej odmiany przez niektére szczepy Brady-
rhizobium Japonicum (USDA 61 oraz niektdre szczepy serogrupy 123). ROw-
niez inne, dziedziczone zgodnie z prawami Mendla, geny odpowiedzialne sag
za restrykcje brodawkowania ich nosicieli przez niektdre szczepy Bradyrhi-
zobium Japonicum. Pojedynczy, dominujacy gen ¥"2 jest odpowiedzialny za
niemoznos¢ brodawkowania jego nosiciela przez wszystkie znane szczepy se-
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rogrupy 122 i cl (90,91). Dominujacy gen Rjs uniemozliwia brodawkowanie
soi przez szczep USDA 33, cho¢ inne, bliskie mu pod wzgledem serologii
szczepy moga nosiciela tego genu infekowac¢ bez przeszkod (92). Genotypy
soi homozygotyczne wzgledem genu ijs lub ije nie moga by¢ brodawkowane
przez zadne ze znanych szczepéw Bradyrhizobium japonicum (94). Geny te
funkcjonujg zatem w sposdb zblizony do wczesniej opisanego recesywnego
genu INi (95,96). Warto zwréci¢ uwage na fakt, ze na przyktad szczepy wy-
dajnie brodawkujgee genotypy soi [~2 i His nie infekujga genot}zpow 1™4. Inne
szczepy moga wykazywacé specyficznos¢ doktadnie odwrotng. Zidentyfikowa-
no réwniez inny genotyp restryktywny soi Pl 417566, ktory nie jest infeko-
wany przez szczep Bradyrhizobium Japonicum MNI — Ic (USDA 430) oraz
szczepy serogrupy 129 i USDA 110. Nieodparcie nasuwa sie mysl, ze geny
Rj sa swojego rodzaju analogami gendw opornosei roslin na patogeny (R),
ktére funkcjonuja w interakcjach typu ,gen na gen” [gene-Jor-gene interac-
tion). Odpowiednie geny mikrosymbionta bakteryjnego bylyby zatem analo-
gami gendw awirulenciji (aur) patogena (86). Potwierdzeniem stusznosci ta-
kiego poréwnania moze by¢ wyizolowanie mutantéw Bradyrhizobium Japoni-
cum serogrupy 123, ktére powoduja brodawkowanie genotypu restryktywne-
go Pl 377578 oraz soi posiadajacej allel RJg (97). Uzyskano réwniez mutanty
szczepu USDA 110 brodawkujgee genotyp Pl 417566 restryktywny wobec
bakterii typu dzikiego (98).

Funkcjonowanie gendw odpowiedzialnyeh za restrykeje brodawkowania
nie jest jeszcze poznane. Pojawila sie sugestia, ze zablokowanie zdolnosci
brodawkowania odmian restryktywnych soi przez niektére szczepy Bradyr-
hizobiumJaponicum moze by¢ zwigzane z organospecyficzng ekspresja genéw
roslinnych (w korzeniu), ktéra ponadto podlega wplywowi temperatury. W ba-
daniach mikroskopowych wskazuje sie, ze restiykt3rwrie genotypy soi hamujg
brodawkowanie tych szczepéw BradyrhizobiumJaponicum zaréwno przed, jak
i po utworzeniu zawigzkéw brodawek korzeniowych (primordiéw) (99).

Oddziatywania typu ,gen na gen”, jak sie wydaje, majg réwniez miejsce
w symbiozie fasoli. Wyizolowano szczepy Rhizobium tropici i Rhizobium etli,
ktore wykazujg ograniczong zdolnos¢ do brodawkowania genotypow typu dzi-
kiego Phaseolus vulgaris (G21117 oraz G10002). Sa one jednak efektywne
w symbiozie z uprawnymi genotypami fasoli (Jamapa i Amarillo Gigante).
Szczepy te okazaly sie jednoczesnie wysoce konkurencyjne w stosunku do
bardzo, skadingd, wydajnego szczepu CIAT632, zasiedlajgcego czesto ponad
40% brodawek fasoli odmiany Jamapa (100).

Jednym z najlepszych przyktadéw genotypowej specyficznosci brodawko-
wania jest symbioza prymitywnej odmiany grochu ,Afghanistan” z Rhizobium
leguminosarum bv. viciae. Odmiana .Afghanistan” nie tworzy brodawek w wy-
niku infekcji szczepami brodawkujaeymi europejskie i poinocnoamerykan-
skie odmiany grochu (101,102). Wydajnym mikrosymbiontem tej odmiany
grochu jest natomiast Rhizobium Ieguminosarum,bv. viciae szczep TOM. Obaj
partnerzy tej efektywnej symbiozy wystepuja na Srodkowym Wschodzie (103).
W przypadku omawianego systemu symbiotyeznego o genotypowej speeyfi-
cznosci brodawkowania wiemy nieco wiecej niz w innych prz3y>adkach. Szczep
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TOM posiada gen nod X, a odmiana grochu .jMghanistan” odpowiadajacy
mu, prawdopodobnie recesywny gen sym 2 (104,105). Szczep TOM syntety-
zuje takie same czynniki Nod jak europejskie i pétnocnoamerykanskie szcze-
py Rhizobium leguminosarum bv. viciae, z ta réznica, ze jeden z czynnikéw
Nod posiada grupe O-acetylowag przy weglu C-6 na redukujgcym korncu oli-
go-N-acetylo-glukozaminy (106). Jakkolwiek przykiad ten dobrze miesci sie
w hipotezie ,gen na gen”, to jednak nie znamy molekularnego charakteru
produktu (6w) ekspresji genu sym 2 grochu.

Innym przyktadem funkcjonowania oddziatywan typu ,gen na gen” jest
opisany przykiad restrykcji brodawkowania Trifolium subterraneum odm. Wo-
ogeneltup przez Rhizobium leguminosarum hv. trifolii szczep TAIl (107). Szczep
ten zawiera dwa geny nod M i csn-1, ktére decydujg o niemoznosci infeko-
wania przezen odmiany Woogenellup (44). Za taka specyficznos¢ brodawko-
wania jest z drugiej strony odpowiedzialny pojedynczy recesywny gen roslin-
ny rwt-l. Co interesujgce, wprowadzenie do szczepu TAIl gendéw nod z Rhi-
zobium leguminosarum i Rhizobium melUoti pozwalalty mu na brodawkowanie
odmiany Woogenetlup.

Dowodem na to, ze genom Rhizobium decyduje o sukcesie w procesie
brodawkowania gospodarza roslinnego moze by¢ stwierdzenie, ze populacja
genotypow Rhizobium melUoti izolowanych z gleby rézni sie znacznie od ze-
stawu genotypow izolowanych z brodawek Medicago sativa i Melilotus alba
(108). W niektorych przypadkach réznice te daje sie powigza¢ z konkretng
cecha: Rhizobium leguminosarum bv. viciae jest zdolny do brodawkowania
grochu [Pisum], bobu (Vicia), soczewicy [Lens] i groszku (Lathyrus). Stwier-
dzono, ze groch i bob preferujg zdecydowanie odmienne szczepy Rhizobium
wystepujace w naturalnej populacji, a wspétzawodnictwo o brodawkowanie
grochu zwigzane jest ze zdolnoscig danego szczepu do katabolizowania ho-
moseiyny (109). Fakt, ze ostateczny wynik wspoétzawodnictwa o mozliwosé
kolonizacji komoérek korzenia rosliny nie musi by¢ zwigzany wprost z prze-
zywalnoscia szczepu w saprofitycznej fazie jego zycia — w glebie, moze byc¢
potwierdzony réwniez w przypadku soi. Dominacja szczepu USDA 123 pod
wzgledem zasiedlenia brodawek nie oznacza nieobecnosci konkurujacego
z nim szczepu USDA 110 w glebie. Ten ostatni wystepuje pospolicie jako
saprofit glebowy stanowigc nie mniej niz 30-40% komodrek Bradyrhizobium
japonicum zliczonych przy zastosowaniu specyficznych przeciwciat znakowa-
nych fluoresceing (B. Golinska i C. Madrzak, dane przygotow}r\vane do pub-
likacji).

Jezeli chodzi o geny Rhizobiaceae decydujace o konkurencyjnosci szcze-
pow, to udato sie je, w niektérych przypadkach, zidentyfikowac¢. Geny takie
moga regulowac specyficznos¢, a co wazniejsze, rowniez wydajnos¢ procesu
brodawkowania zaréwno negat}*wnie, jak i pozytirwnie. Wskazuje sie np. na
udziat genu nol A Bradyrhizobium Japonicum w specyficznosci brodawkowa-
nia okreslonych genotypéw soi (110). Gen nol A Bradyrhizobium Japonicum
szczepu USDA 110 kodujacy regulator transkrypcyjny (ktéry wykazuje duzag
homologie do MeR) byt przenoszony w procesie koniugacji do szczepéw Bra-
dyrhizobium Japonicum nalezacych do serogrupy 123 umozliwiajgc im bro-
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dawkowanie roslinnych genotypéw restrykcyjnych, do czego nie byly zdolne
nie zmienione szczepy serogrupy 123. Sugeruje sie, ze gen nol A wykazuje
efekt represyjny na indukowang przez izoflawony ekspresje operonéw nod D
(1) i nod YABC-SUIJ (111). Podobnie gen nol C Rhizobium fredii zaangazo-
wany jest w procesie rozszerzcinia specyficznosci tego mikroorganizmu (112-
114).

Bardzo obiecujgcym elementem procesu rozpoznania uczestniczacych
w symbiozie odmian, oraz rozwoju brodawki korzeniowej, jest rola egzopoli-
sacharydow (EPS) i lipopolisacharydéw (LPS) Rhizobium (115-119). Niestety,
ciagle jeszcze brakuje teorii jednoznacznie wyjasniajacej udziat tych skiad-
nikéw struktur powierzchniowych rizobiow w ustaleniu zakresu gospodarza
i konkurencyjnosci miedzy szczepami. Problem jest tym bardziej interesuja-
cy, ze EPS i LPS, jak sie wydaje, maja ré6zne znaczenie dla powstawania
brodawek o ograniczonym i nieograniczonym wzroscie (23,120). Nie jest wy-
kluczone, ze EPS i LPS przyczyniaja sie do sukcesu w procesie infekcji ro-
Sliny gospodarza poprzez supresje jego systemu obronnego, a takze dziatajac
jako specyficzny sygnat stymulujacy wzrost nici infekcyjnej (121-126).
Oprécz syntezy polisacharydéw strukturalnych, ktére nalezatloby rozpatrywac
(w kontekscie specyficznosci i konkurencyjnosci szczepow) jako molekularne
identyfikatory mikroorganizmoéw, réwniez inne ich cechy sa dobre do pehnie-
nia istotnej funkcji w omawianych procesach. Nalezg do nich: zdolno$¢ do
ruchu, synteza rizopin i bakteriocyn. Poznano réwniez geny, ktorych rola w
konkurencyjnosci szczepéw, jak sie wydaje, jest pewna, jednak jak dotad
nie udalo sie jednoznacznie ustali¢ jaka role w metabolizmie mikroorgani-
zmow geny te pehnia.

Zjawisko syntezy rizopin jest interesujagcym przyktadem wtasciwosci, ktéra
najprawdopodobniej nie jest uniwersalng cechg systemow symbiotycznych
roslin motylkowatych z Rhizobiaceae. W niektdrych populacjach Rhizobium
meliloti (10%) i Rhizobium leguminosarum bv. uiciae, (14% przebadanych szcze-
péw) wystepuje zdolnos¢ do syntetyzowania specyficznych pochodnych ino-
zytolu i zwigzana z nig zdolnos¢ do ich katabolizmu. Znane zwigzki zaliczane
do tej grupy to scyllo-inozamina i L-3-O-metylo-scyllo-inozamina (127). Za-
rowno geny syntezy (mos) jak i geny katabolizmu rizopin (moc) zlokalizowane
sg na plazmidzie Sym. Co interesujace, geny mos ulegajg ekspresiji wytacznie
w bakteroidach posiadajacych je szczepow, zas zsyntetyzowane rizopiny sa
wykor*ystywane przez wolno zyjace formy tych rizobiéw obecne w nici infe-
kcyjnej lub ryzosferze (ekspresji ulegajg tam geny moc). Tak jak nalezato sie
spodziewaé, geny mos i moc podlegaja odrebnym mechanizmom regulacyj-
nym. Te pierwsze, pozostajg pod kontrolg systemu NifA./NtrA. W pr*ypadku
gendéw moc (w formach wolno zyjacych Rhizobium) nie stwierdzono ani udzia-
tu regulatora symbiotycznego NifA, ani regulatorow NtrA i NtrC w regulacji
ich ekspresiji (128).

Stwierdzono, ze rizopiny moga wptywac¢ na wspolzawodnictwo bakterii
w procesie brodawkowania, ale mechanizm w jaki sposéb ich synteza i ka-
tabolizm prowadza do zwiekszonego zasiedlania brodawek przez szczep po-
siadajagcy geny mos i moc nie jest jasny. Najprostsze wyjasnienie sugerujace.
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Ze rizopiny moga wplywac¢ na liczbe rizobiow dostarczajgc selektywnej sub-
stancji wzrostowej w lyzosferze, a takze w nici infekcyjnej, nie jest wystar-
czajgce (129). W doswiadczeniach prowadzonych przy uzyciu mutantdéw Rhi-
zobium meliloti sugeruje sie, ze rizopiny moga mie¢ bezposredni wplyw na
proces infekcji, zapobiegajac brodawkowaniu przez szczepy nie mogace ich
katabolizowa¢. Fenomen wystepowania rizopin, jakkolwiek ograniczony do
niektdérych tylko gatunkdéw i szczepéw mikrosymbionta otwiera mozliwosci
manipulacji przy produkcji inokuldw. Mozna by podwyzsza¢ konkurencyj-
nosc¢ i trwatos¢ w glebie korzystnych szczepow bakterii przez transfer genow
odpowiedzialnych za S3mteze rizopin do tych bakterii, wzglednie selekcje ri-
zobiéw produkujgcych interesujgce rizopiny (128)

Interesujacych danych dostarczylty badania nad wysoce konkurencyjnym
i efektywnym w brodawkowaniu fasoli szczepem Rhizobiwn etli TAL 182.
Udowodniono, ze konkurencyjnos¢ szczepu moze zanikng¢ w wyniku mutacji
w genie slp (130). Badany gen, obejmujgcy fragment DNA o diugosci 699
par zasad, koduje bialko wykazujace 66-72% podobienstwg do stomatyny
czlowieka, myszy [Mus musculiis) i nicienia Caenorhabditis elegans. Obe-
cnos¢ genu slp stwierdzono w Rhizobium etli, Rhizobium leguminosarum bv.
phaseoli i szczepach typu A Rhizobium tropici (lecz brak go w szczepach typu
B). Gen slp nie wystepuje w szczepach Bradyrhizobium i w wielu innych
przebadanych szczepach Rhizobium.

Innym przyktadem genu wplywajacego na konkurencyjnosc¢ posiadajgcego
go mikroorganizmu, jest gen ros R znaleziony w szczepie CE3 Rhizobium etli
(131). Produkt ekspresiji tego genu jest w 80% identyczny z biatkiem Ros
z Agrobactenum tumefaciens i biatkiemm MucR z Rhizobium meliloti o ktoiych
wiadomo, ze sa represorami transkrypcyjnymi zawierajgcymi palce cynkowe
jako domeny wigzgce DNA. Co ciekawe, udalo sie dowies¢, ze ten sam gen
wptywa jednoczesnie na trzy cechy: konkurencyjnos¢ we wspoétzawodnictwie
o zasiedlenie komorek korzenia rosliny gospodarza, konkurencyjnos¢ w ry-
zosferze, oraz na hydrofobowos¢ powierzchni komoérek sv/iego nosiciela. Pro-
dukt genu ros R jako domniemany regulator transkiypcyjny jest, jak sie
wydaje, obiecujacy do dalszych badan nad wspélzawodnictwem szczepow
w procesie brodawkowania.

Roéwniez Rhizobium meliloti po raz kolejny zyskat status mikroorganizmu
modelowego. W badaniach nad konkurencyjnoscig szczepéw udowodniono,
ze za symbiotyczng sprawnos¢ swojego nosiciela odpowiada zlokalizowany
na duzym plazmidzie (pRmeGR4b) szczepu GR4 region nazwany nfe {nodule
formation efficiency) (132-135). Geny zlokalizowane w tym regionie wpfywajg
na wydajnos¢ brodawkowania oraz konkurencyjnos¢ szczepow bakteryjnych,
w ktérych wystepuja, nie sg one jednak konieczne do zainicjowania symbiozy
(133). W szczepach Bradyrhizobium japonicum takze wykryto istnienie genu
nfe C (136). Wzrost efektywnosci brodawkowania przez nosiciela gendéw nfe
objawia sie wczesniejszym zawigzywaniem sie brodawek i wieksza ich liczbg
przypadajgca na rosline (132). W konkurencji miedzy szczepami obecnos$é
gendéw nfe powoduje wyzszg czestos¢ zasiedlania brodawek przez szczep no-
siciela. Funkcja produktéw poszczegdélnych genéw nfe nie jest znana. Jedynie
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INOKULUM

Przezywalnos¢

| konkurencyjnosc¢ Powstawanie
szczepow brodawek
Rhizobiaceae korzeniowych
Szczep '
brodawkujacy Grzyby mikoryzowe
wprowadzony  Szczepy (mikoryza VAM)
do gleby \?V;?SC:Z\F/JVLTJQ?: € Mikroorganizmy
: . glebowe
endogennie w glebie typu PGPR,
neutralne,
patogeny

Rys. 1. Czynniki wptywajgce na sprawnos¢ symbiotyczng szczepdw Rhizobiaceae wprowadza-
nych do gleby w postaci inokulum.

Przedstawiony schemat interakcji obejmuje tylko gtéwne czynniki biotyczne, ktérych znacze-
nie, jak sie wydaje, jest uniwersalne w symbiozie Rhizobium z roslinami motylkowatymi.

W przypadku biatka NfeD dysponujemy danymi o homologii jego sekwencji
aminokwasowej z cyklodeaminazg omitynowa z Agrobacterium tumejaciens
(135). Poziom 26% homologii jest znaczacy, trudno jednak wnioskowac, czy
Nfe D jest w istocie tym enzymem. Jednakze, wigczenie szlakéw katabolicz-
nych, jako mozliwego obiektu regulacji na poziomie konkurencyjnosci szcze-
pow (lepsza zdolnos¢ do wykorzystywania zréznicowanych zrédet tancuchow
weglowych), jest z cala pewnoscia mozliwoscia atrakcyjna.

Rozwd¢j technik badawczych dostarcza ciggle nowych, bardzo dogodnych
narzedzi do badania dynamiki populacji mikroorganizmoéw glebowych i ich
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interakcji z roslinami. Mozna mie¢ nadzieje, ze na przykliad zastosowanie
techniki znakowania bakterii przy uzyciu genéw reporterowych (np. GUS)
znacznie utatwi, a co za tym idzie réwniez przyspieszy prace nad konkuren-
cyjnoscig szczepow Rhizobiaceae w procesie brodawkowania roslin motylko-
watych (137,138).

Z przegladu danych na temat zjawiska konkurencyjnosci mikroorgani-
zmow wynika, ze czynniki wplywajgce na symbiotyczng sprawnos¢ szczepu
sg liczne i ré6znorodne (lys. 1). Ich poznanie warte jest jednak znacznego
naktadu pracy i srodkéw. Z jednej strony bowiem, uzyskane dane w istotny
sposOb wzbogaca naszg wiedze na temat biologii systeméw symbiotycznych,
z drugiej zas, mogag przyczyni¢ sie do uzyskania wyzszej wydajnosci upraw
roslin motylkowatych, przy nizszych kosztach ich uzyskania. Warto sprecy-
zowac, ze koszty te to nie tylko nakiady na nawozy mineralne. Istotnym
zyskiem, jaki mozna osiggna¢ przez zastosowanie wysoko wydajnych inoku-
I6w jest zmniejszenie zanieczyszczenia gleby na terenach upraw. Warto row-
niez pamieta¢ o tym, ze posrednim, lecz nie mniej przez to atrakcyjnym
rezultatem badan nad wspoéizawodnictwem szczepdw Rhizohium, jest mozli-
wos¢ wykorzystania uzyskanych informacji w dalszych badaniach moleku-
larnych mechanizméw interakcji mikroorganizmoéw glebowych, oraz interakcji
rosliny-mikroorganizmy. Obejmuje to nie tylko problematyke symbiotycznej
diazotrofii, lecz takze zagadnienia mikoiyzy wesykulamo-arbuskulamej, mi-
kroorganizmoéw grupy PGPR, czy tez zastosowania mikroorganizmow dla ce-
I6w biokontrolnych — zastepujgc nimi sukcesywnie stosowane dzis powszech-
nie pestycydy i fungicydy syntetyczne. Poszerzenie naszej wiedzy w tym za-
kresie jest warunkiem niezbednym dla utrzymania srodowiska rolniczego
w stanie zréwnowazonym, przy jednoczesnie wysokiej jego produktywnosci.

w pracy uzyto nazw tacinskich gatunkéw rodziny Rhizobiaceae takich samych, jak w cyto-
wanej literaturze. Warto jednak nadmieni¢ ze w ciggu ostatnich dwoch lat systematyka tej
rodziny mikroorganizméw ulegta daleko idgcym przeksztatceniom. Wprowadzono nowe Rodzaje:
Sinorhizobium i Mesorhizobium, ponadto w obrebie wczes$niej Rodzajéw wydzielono nowe gatunki.
Dla przyktadu, dotychczasowy gatunek Rhizobium meliloti zostat przeksztatlcony w Sinorhizobium
melilotu wyrézniono ponadto gatunek Sinorhizobium medicae (0 zblizonej specyficznosci): Zamiast
nazwy Rhizobium fredii stosuje sie obecnie nazwe Sinorhizobium frediL
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Competition between bocterioi strains nodulating leguminous plants
Summary

Successful nodulation of legumes by Rhizobium is a complex process that in open field
depends on various environmental and biological factors. Generally legume productivity may be
improved by inoculation with selected, highly effective in diazotrophy root nodule bacteria. How-
ever, field legume inoculation with Rhizobiaceae species is very often unsuccessful due to the
presence of native strains in soil which are better adapted and usually dominate over introduced
bacteria. The ability of one strain to outnumber others in nodule occupancy is commonly termed
competitiveness. This feature of strain is genetically regulated by numerous bacterial genes, as
well as it is highly dependent on host plant genotype and environmental cues. The competiti-
veness of endogenous strains is critical for the successful use of inocula to introduce the quality
strains. In this paper we describe ways and means which should be considered in order to
manipulate both established and introduced strains ecologically, edaphically and genetically to
improve legume productivity and, as the consequence, soil fertility.
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