JANUSZ CZABAN

SAPROTROFICZNA MIKROFLORA
RYZOSFERY PSZENICY OZIMEJ

PRACA DOKTORSKA WYKONANA

W ZAKLADZIE MIKROBIOLOGII ROLNICZEJ
INSTYTUTU UPRAWY, NAWOZENIA
I GLEBOZNAWSTWA

W PULAWACH

POD KIERUNKIEM PROF. DR HAB. JOZEFA KOBUSA

PULAWY 2001



Sktadam serdeczne podzigkowania
Panu Prof. dr hab. Jozefowi Kobusowi

za inspiracjg, opieke i cenne uwagi,
ktore pozwolity na wykonanie

i napisanie tej pracy

a takze

Panu Prof. dr hab. Stefanowi Martyniukowi,
Kierownikowi Zaktadu Mikrobiologii Rolniczej
1 wszystkim Kolezankom 1 Kolegom,

a zwlaszcza

Pani mgr Danucie Masiak,

Pani mgr Stefanii Zigbie,

Pani dr Annie Gajdzie,

Panu dr Wojciechowi Paszkowskiemu
Panu dr Andrzejowi Ksiezniakowi

| panu mgr Andrzejowi Perzynskiemu

za okazang pomoc w badaniach



SPIS TRESCI

1. WPROWADZENIE
2. PRZEGLAD LITERATURY
2.1. Ryzosfera
2.2. Substancje organiczne przedostajace si¢ z korzeni do gleby podczas
wzrostu roslin
2.3. Efekt ryzosferowy
2.4. Mikroorganizmy ryzosferowe
2.5. Oddzialywanie drobnoustrojow ryzosferowych na rosliny
2.5.1. Oddziatywanie za posrednictwem regulatoréw wzrostu roslin
2.5.2. Udostepnianie roslinom pierwiastkow biogennych
2.5.3. Drobnoustroje ryzosferowe niekorzystnie oddziatujace na wzrost roslin
(DRMO lub DRB)
2.5.4. Wplyw na inne mikroorganizmy - pozyteczne lub szkodliwe dla roslin
2.5.4.1. Stymulacja rozwoju mikroorganizméw symbiotycznych
2.5.4.2. Oddziatywanie PGPR na organizmy szkodliwe (patogeny i
DRMO)
2.5.4.2.1. Oddziatywanie za pomocg antybiotykdéw
2.5.4.2.2. Biosynteza sideroforow
2.5.4.2.3. Synteza enzymow litycznych
2.5.4.2.4. Konkurencja o pokarm i przestrzen
2.5.4.2.5. Indukcja odpornosci roslin
2.5.4.2.6. Mieszanki mikroorganizmow
2.6. Poprawa struktury gleby
2.7. Kolonizacja korzeni roslin przez mikroorganizmy i ich przezywalnosé¢ w
srodowisku glebowym
2.8. Wykorzystanie pozytecznej mikroflory ryzosferowej w praktyce
(komercyjne produkty biologiczne)
2.9. Strategie zwiekszania efektywnos$ci PGPR i spojrzenie na przyszio$¢
3. CELE PRACY
4. METODYKA BADAN

4.1. Gleba i material roslinny

10
10
10

13
13
17
19
20
22

23
23
25

25
26
27
28
30
31
31
32

35

37
40
41
41



4.2. Terminy pobierania probek korzeni pszenicy ozimej
4.3. Przygotowanie korzeni roslin do analizy mikrobiologicznej
4.4. Analizy mikrobiologiczne zespoléw drobnoustrojow ryzosferowych i
izolacja szczepow
4.4.1. Identyfikacja wyizolowanych szczepow grzybow
4.4.2. Identyfikacja wyizolowanych szczepow bakterii
4.5. Badania (in vitro) zdolnos$ci wyizolowanych szczepéw bakterii do
hamowania wzrostu grzybowych patogenow pszenicy i do przemian
niektorych zwiazkow C, Pi S
4.5.1. Aktywno$¢ antagonistyczna bakterii
4.5.2. Zdolnos¢ do rozpuszczania Caz(POg),
4.5.3. Uwalnianie fosforu z kwasow nukleinowych i oznaczanie aktywnosci
fosfataz
4.5.4. Mineralizacja (utlenianie do siarczandw) siarki organiczne;j
4.5.5. Aktywno$¢ chitynolityczna
4.5.6. Aktywno$¢ celulolityczna
4.5.7. Synteza zwiazkoéw kompleksujacych Fe™
4.5.8. Synteza HCN
4.6. Metody zakladania i prowadzenia doswiadczen wegetacyjnych
okreslajacych wplyw bakterii Bacillus mycoides na wzrost pszenicy ozimej
4.6.1. Doswiadczenia laboratoryjne, fitotronowe i szklarniowe
4.6.1.1. Ogo6lny opis doswiadczen laboratoryjnych, fitotronowych i
szklarniowych
4.6.1.1.1. Zaktadanie i przebieg do§wiadczen wazonowych
4.6.1.1.2. Przygotowanie zawiesiny bakterii
4.6.1.1.3. Przygotowanie nasion do doswiadczen
4.6.1.2. Szczegodtowy opis doswiadczen laboratoryjnych, fitotronowych i
szklarniowych
4.6.1.2.1. Do$wiadczenie 1a. Wptyw bakterii na wzrost siewek pszenicy
ozimej
4.6.1.2.2. Doswiadczenie 1b. Wplyw bakterii na wzrost pszenicy
ozimej w 28-dniowym doswiadczeniu doniczkowym na

sterylnym piasku

41
41
43

44
44
46

46
46
47

47
47
47
48
48
49

49
49

49

50

50

50

50

50



4.6.1.2.3. Doswiadczenie 2. Wptyw bakterii i Fusarium culmorum na
wzrost pszenicy ozimej
4.6.1.2.4. Doswiadczenie 3. Wpltyw zywego i zabitego inokulum
Bacillus mycoides szczep JC192 (wprowadzanego na réoznych
no$nikach) na wzrost pszenicy ozimej (odm. Gama) w 28
dniowym doniczkowym doswiadczeniu fitotronowym
4.6.1.2.5. Doswiadczenie 3a. Wplyw Bacillus mycoides szczep JC192
na wzrost pszenicy ozimej na torfie w 21 dniowym
doniczkowym do$wiadczeniu laboratoryjnym na o§wietlonym
parapecie okiennym
4.6.1.2.6. Doswiadczenie 4. Wptyw Bacillus mycoides szczep JC192 na
wzrost pszenicy ozimej na réznych glebach w 28 dniowym
doniczkowym do$wiadczeniu fitotronowym
4.6.1.2.7. Doswiadczenie Sa. Wplyw inokulum Bacillus mycoides
JC192 o r6znym stezeniu na dtugos¢ koleoptyli 1 korzonkow
réznych odmian pszenicy ozime;j
4.6.1.2.8. Doswiadczenie Sb. Wptyw Bacillus mycoides JC192 na
wzrost réznych odmian pszenicy ozimej w 28 dniowym
doniczkowym doswiadczeniu fitotronowym
4.6.1.2.9. Doswiadczenie 6. Wptyw bakterii Bacillus mycoides i grzyba
Gaeumannomyces graminis var. tritici (Ggt) na wzrost pszenicy
ozimej odmiany Kobra i stopien porazenia roslin przez Ggt w
28-dniowym doswiadczeniu szklarniowym na czarnej ziemi
deluwialnej
4.6.2. Doswiadczenia mikro-i minipoletkowe
4.6.2.1. Doswiadczenia mikropoletkowe
4.6.2.2. Doswiadczenia minipoletkowe
4.7. Przezywalnos¢ bakterii Bacillus i fluoryzujacych Pseudomonas w glebie i
kolonizacja przez nie ryzosfery pszenicy
4.8. Analiza statystyczna wynikow
5. OMOWIENIE WYNIKOW I DYSKUSJA
5.1. Czes¢ 1. Ogolne liczebnosci bakterii i grzybow w ryzosferze pszenicy

ozimej oraz ich sklad jakosciowy

o1

o1

52

52

52

52

53

53
53
53
54

54
56
56



5.1.1. Liczebnos¢ saprotroficznych bakterii i grzybow w réznych strefach 56

ryzosfery pszenicy

5.1.1.1. Liczebnosci bakterii S7
5.1.1.2. Liczebno$¢ grzybow 59
5.1.2. Rozmieszczenie bakterii i grzybow w roznych strefach ryzosfery 61

pszenicy ozimej

5.1.3. Porownanie zasiedlenia korzeni pszenicy przez bakterie i grzyby 63
5.1.4. Sktad jakosciowy zespotow grzybowych 64
5.1.5. Skiad jakosciowy zespoldw bakterii saprotroficznych 71
5.1.5.1. Zmiany jakos$ciowe zachodzace w ryzosferze 72
5.1.5.2. Glowne grupy bakterii ryzosfery pszenicy ozimej 78
5.1.5.2.1. Fluoryzujace Pseudomonas 78
5.1.5.2.1.1. Sktad jakosciowy fluoryzujacych Pseudomonas 81

5.1.5.2.2. Bakterie z rodzaju Bacillus 81
5.1.5.2.3. Grupa Flavobacterium-Cytophaga 83
5.1.5.2.4. Enterobacteriaceae 83

5.1.6. Znaczenie ruchliwosci bakterii do zasiedlenia przez nie powierzchni i 85

wnetrza korzeni
5.2. Czes¢ I1. Aktywnos$¢ biochemiczna bakterii ryzosferowych 87
5.2.1. Aktywnos¢ antybiotyczna ryzobakterii w stosunku do Gaeumannomyces 88
graminis var. tritici i Fusarium culmorum na pozywkach glukozowo-

ziemniaczanej (PDA) i King B

5.2.1.1. Hamowanie wzrostu Gaeumannomyces graminis var. tritici (Ggt.) 88
na pozywce PDA
5.2.1.2. Hamowanie wzrostu Fusarium culmorum (Fc.) na pozywce PDA 89
5.2.1.3. Hamowanie wzrostu Ggt. na pozywce King B 90
5.2.1.4. Hamowanie wzrostu Fc. na pozywce King B 90
5.2.2. Biosynteza zwiazkow chelatujacych Fe*? 95
5.2.3. Biosynteza HCN 97
5.2.4. Przemiany fosforu 99
5.2.4.1. Aktywnos¢ fosfataz i mineralizacja fosforanow z kwasow 99

nukleinowych

5.2.4.2. Uwalnianie nieorganicznych fosforanow z kwasow nukleinowych 101



5.2.4.3. Rozpuszczanie fosforanu tréjwapniowego
5.2.5. Mineralizacja siarki organicznej zawartej w cysteinie do
nieorganicznych siarczanéw
5.2.6. Aktywnos$¢ celulaz
5.2.7. Hydroliza chityny
5.3. Czes¢ 111. Wplyw bakterii Bacillus mycoides na wzrost pszenicy ozimej i
jej ochrone przed grzybowymi patogenami korzeni
5.3.1. Doswiadczenia fitotronowe 1 szklarniowe
5.3.1.1. Wplyw szczepow bakterii B. mycoides na wzrost pszenicy 0zimej
(odm. Gama)
5.3.1.1.1. Oddziatywanie bakterii na dlugo$¢ koleoptyli 1 korzonkow
siewek pszenicy na ptytkach agarowych (Doswiadczenie 1a)
5.3.1.1.2. Oddziatywanie bakterii Bacillus mycoides na wschody i mas¢
ro$lin w 28 dniowym do$wiadczeniu doniczkowym na
sterylizowanym piasku (Doswiadczenie 1b)
5.3.1.1.3. Zalezno$ci pomigdzy zmianami (pod wptywem Bacillus
mycoides) ré6znych parametréw wzrostu pszenicy ozime;j
odmiany Gama w do$wiadczeniach na ptytkach agarowych i
doniczkach z piaskiem kwarcowym (Dos$wiadczenia la i 1b)
5.3.1.2. Wplyw Fusarium culmorum i Bacillus mycoides na wzrost
pszenicy ozimej (odm. Gama) w 28-dniowym szklarniowym
do$wiadczeniu wazonowym (Doswiadczenie 2)
5.3.1.3. Wplyw zywego i zabitego inokulum Bacillus mycoides - szczep
JC192 (wprowadzanego na r6znych nosnikach) na wzrost pszenicy
ozimej (odm. Gama) w doniczkowym do$wiadczeniu fitotronowym
na czarnej ziemi deluwialnej (Doswiadczenie 3)
5.3.1.3.1. Wplyw zywego inokulum B. mycoides JC192 (w poréwnaniu
do zabitych bakterii) wprowadzonego do torfu na mas¢ pszenicy
ozimej (odm. Gama) uprawianej na tym torfie przez 21 dni
(Doswiadczenie 3a)
5.3.1.4. Wptyw Bacillus mycoides szczep JC192 na wzrost pszenicy o0zimej
(odm. Kobra) na réznych glebach w 28 dniowym doniczkowym

dos$wiadczeniu fitotronowym (Doswiadczenie 4)

102
105

106

107

111

111
111

111

112

112

114

115

116

117



5.3.1.5. Wptyw Bacillus mycoides JC192 na wzrost r6znych odmian 120
pszenicy ozimej
5.3.1.5.1. Wpltyw inokulum Bacillus mycoides JC192 o r6znym 120
stezeniu na dlugos¢ koleoptyli 1 korzonkow réznych odmian
pszenicy ozimej (Do$wiadczenie 5a)
5.3.1.5.2. Wptyw Bacillus mycoides JC192 na wzrost r6znych odmian 120
pszenicy ozimej w 28 dniowym doniczkowym do$wiadczeniu
fitotronowym (Dos$wiadczenie 5b)
5.3.1.6. Wptyw bakterii Bacillus mycoides i grzyba Gaeumannomyces 122
graminis var. tritici (Ggt) na wzrost pszenicy ozimej odmiany
Kobra i stopien porazenia ro$lin przez Ggt w 28-dniowym
doswiadczeniu szklarniowym na czarnej ziemi deluwialnej
(Doswiadczenie 6)
5.3.2. Doswiadczenia poletkowe 125
5.3.2.1. Doswiadczenie mikropoletkowe (0,07 m?) na glebie brunatnej, 125
wytworzonej z piasku gliniastego mocnego, skazonej Fusarium
culmorum (Dos$wiadczenie 7)
5.3.2.2. Do$wiadczenie minipoletkowe (1 m?) na glebie brunatnej, 126
wytworzonej z piasku gliniastego mocnego, naturalnie skazonej
Ggt (Doswiadczenie 8)
5.3.2.3. Doswiadczenia minipoletkowe (1,8 m?) na madzie $redniej 127
(Doswiadczenia 9)
5.4. Cze$é IV. Przezywalnos$¢ bakterii w niesterylnej glebie i kolonizacja 128
ryzosfery pszenicy ozimej przez bakterie wprowadzane na jej ziarno
5.4.1. Przezywalno$¢ w niesterylnej glebie bakterii Pseudomonas fluorescensi 128
Bacillus mycoides
5.4.2. Kolonizacja ryzosfery pszenicy ozimej (odm. Gama) przez bakterie 128
Pseudomonas fluorescens i Bacillus mycoides wprowadzone na ziarno
siewne
6. WAZNIEJSZE WYNIKI I WNIOSKI 131
7. LITERATURA 134



1. WPROWADZENIE

Dazenie do ograniczenia kosztownych i szkodliwych dla $rodowiska i czlowieka
srodkow chemicznych w uprawie roslin (rolnictwo ekologiczne i zrownowazone), zwigksza
zainteresowanie wykorzystaniem preparatow biologicznych (Glick, 1995; Kus, 1998;
Martyniuk, 1998; Pruszynski, 1998; Singh i Prithiviraj, 1997; Uoti, 1995). Idealnymi
czynnikami biologicznymi sg mikroorganizmy, ktore rozwijaja si¢ w ryzosferze, poniewaz
stanowig one prawdziwg lini¢ frontu w obronie korzeni przed atakami patogenow (Kurek i
Jaroszuk, 1997; Weller, 1988) oraz moga one udostepnia¢ roslinom sktadniki pokarmowe i
oddziatywaé na nie poprzez substancje biologicznie aktywne (Bowen i Rovira, 1999; Glick,
1995; Kurek i Kobus, 1990; Pietr, 1990). Z tego powodu badanie populacji drobnoustrojow
ryzosferowych ma zaréwno znaczenie poznawcze jak 1 praktyczne. Istniejg bowiem
mozliwo$ci wykorzystania drobnoustrojow zamieszkujacych ryzosferg jako szczepionek. Do
tego celu koniecznym jest poznanie ilo$ci, jakos$ci, wzajemnych relacji oraz biochemicznych
uzdolnien mikroorganizméw strefy korzeniowej, powierzchni korzenia i jego wnetrza.
Prezentowana praca doktorska dotyczy tego rodzaju badan nad ryzosferowymi,
saprotroficznymi mikroorganizmami pszenicy ozimej. Pszenica, jako model badawczy,
zostala wybrana z tego powodu, ze jest najwazniejszym, zaroOwno pod wzgledem
gospodarczym jak i technologicznym, gatunkiem zboza chlebowego i paszowego (Cacak-

Pietrzak i in., 1999; Fabijanska i Siedlecki, 1999).
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2. PRZEGLAD LITERATURY

2.1. RYZOSFERA

Ryzosfera jest to miejsce szczegdlne pod wzgledem mozliwosci wzajemnego
oddziatywania drobnoustrojow i ro$lin. Termin ryzosfera (wprowadzony przez Hiltnera w
1904r.) pierwotnie okreslal warstwe gleby bezposrednio przylegajaca do korzeni, w ktorej
obserwuje si¢ oddzialywanie roslin na drobnoustroje. Obecnie, szereg autorow dzieli
ryzosfer¢ na: (a) ektoryzosfer¢ — tj. obszar gleby w najblizszej okolicy korzeni, do ktorej
wnikaja wydzieliny korzeniowe (niektorzy autorzy w okresleniu tej strefy, pozostaja przy
terminie ryzosfera), (b) ryzoplang - powierzchni¢ korzenia i (¢) endoryzosfere - czyli wnetrze
korzenia, obejmujaca gldwnie jego warstwe korowa (De Leij i Lynch, 1997; Pietr, 1990). De
Leij i Lynch (1997) epiderm¢ korzenia zaliczaja do ryzoplany, a Pietr (1990) do
endoryzosfery, traktujac ryzoplang jako strefe wspolng dla ekto- i endoryzosfery. Niektorzy
autorzy np. Kloepper i in. (1992) sa przeciwni stosowania terminu endoryzosfera. W to
miejsce proponuja inne terminy, np. ,,endorhiza” (Hallmann i in., 1999). Czeg$¢ ryzosfery, w
ktérej obecne sa grzyby mikoryzowe, okresla si¢ terminem ,,mikoryzosfera” (Kobus, 1999;
Strzelczyk, 1999). Przytoczone powyzej terminy sg przydatne do modelowania ryzosfery, ale
wielu badaczy podkresla, ze w miarg starzenia si¢ roslin, komorki epidermy i kory staja si¢
niefunkcjonalne 1 ulegaja lizie, co przyczynia si¢ do powstania cigglej warstwy gleby 1
komorek korzenia, o zatartych granicach pomig¢dzy nimi (Kloepper 1 in., 1992, De Leij 1

Lynch - 1997).

2.2. SUBSTANCJE ORGANICZNE PRZEDOSTAJACE SIE Z KORZENI
DO GLEBY PODCZAS WZROSTU ROSLIN

Az 10-40% zasymilowanego wegla podczas fotosyntezy moze by¢ uwolnione przez
korzenie do gleby w postaci roznych produktow metabolizmu roslin (Barber i Martin, 1976;
Bowen i Rovira, 1999; Keith i in., 1986; Lynch i Whipps, 1990; Martens, 1990; Martin i
Kemp, 1986, Merckx 1 in., 1986a). Wedlug wyliczen Keitha i in. (1986) oraz cytowanych
przez nich autoré6w wynika, Ze korzenie ro$lin uprawnych wydzielaty w ciggu sezonu

wegetacyjnego 0,95-2,95 t C ha™. Z kolei Kluepfel (1993) oraz Pietr (1990) podaja, Ze
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wydzielane do ryzosfery substancje organiczne moga stanowi¢ az 20% lub 30% calej
biomasy, produkowanej przez rosliny w sezonie wegetacyjnym. Wedlug Lyncha (1989),
stosunek C:N w substancjach wydzielanych przez korzenie roslin w przyblizeniu wynosi
40:1. Dane te s3 zgodne z wyliczeniami Merbacha 1 in. (2000), z ktérych wynika, ze korzenie
pszenicy wydzielaly co najmniej 15 kg N ha™ rok™.

Lynch (1989) i Lynch i Whipps (1990) stwierdzaja, ze substancje pochodzace z
korzeni mozna podzieli¢ na: ,,exudates”- rozpuszczalne w wodzie wydzieliny korzeniowe w
sktad ktorych wchodzg m.in. cukry, aminokwasy, kwasy organiczne, hormony i witaminy,
ktoérych wyciek z korzeni zachodzi bez zaangazowania energii metabolicznej; ,,secretions”-
wydzielane w zaleznosci od metabolicznych procesow wielocukry i enzymy; ,,lysates”- lizaty
biernie uwalniane podczas autolizy komorek; ,,gases” - gazy jak etylen lub CO, oraz
,mucilage” - §luzy otaczajace korzen. Uwalnianie tych substancji odbywa si¢ od wydzielania
prostych cukrow podczas kietkowania nasion, az do zamierania catych starzejacych sie¢
korzeni.

Takze wielu innych autoréw (Curl 1 Truelove, 1986; Jalali, 1976; Kluepfel, 1993;
Plhak i Urbankova, 1969; Rovira, 1959; Rovira, 1969; Rozycki i Strzelczyk, 1985; Schonwitz
1 Ziegler, 1989; Strzelczyk, 1999; Szmigielska i in., 1996; Vancura, 1964; Vrany i in, 1962)
informuje, ze w sklad wydzielin korzeniowych wchodza sacharydy, kwasy organiczne,
aminokwasy, kwasy tluszczowe, nukleotydy, witaminy, enzymy, fitohormony i caly szereg
innych zwiazkéw. Ponadto kietkujace nasiona wydzielaja szereg lotnych zwigzkoéw jak
weglowodory, alkohole, aldehydy czy kwasy organiczne (Vancura 1 Stotzky, 1976).

Ilos¢ 1 sktad wydzielin korzeniowych zalezy od gatunku (Balasubramanian i
Rangaswami, 1969; Gransee 1 Wittenmayer, 2000; Rovira, 1959; Vancura, 1964 1 1967,
Vancura i Hovadik, 1965), a nawet odmiany roslin (Kipe-Nolt i in. (1985) i fazy rozwojowej
rosliny (Gransee i Wittenmayer, 2000; Hamlen i in. - 1972 — cyt. za Curl i Truelove, 1986;
Keith 1 in., 1986; Sytnik i in., 1977), réznych czynnikow $rodowiska jak temperatura,
intensywno$¢ $§wiatta czy poziom wilgotnosci (Bokhari i Singh, 1974 — cyt. za Hale i Moore,
1979; Curl 1 Truelove, 1986; Rovira, 1959; Vancura, 1967), czynnikéw mechanicznych,
draznigcych lub uszkadzajacych korzenie (Barber i Gunn, 1974; Boulter i in., 1966 — cyt. za
Curl 1 Truelove; Schonwitz 1 Ziegler, 1989), mineralnego zywienia roslin, np. poziomu azotu,
fosforu, potasu czy wapnia (Bowen, 1969; Kraffczyk i in., 1984; Petersen i Bottger, 1991;
Rovira i Ridge - 1973 — cyt. za Curl i Truelove, 1986) i stosowania roznych $rodkow
chemicznych, w tym takze dolistnych (Balasubramanian i Rangaswami, 1969; Hale i Moor,

1979; Jalali, 1976) .
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Wydzielanie korzeniowe jest w istotny sposdb zmieniane przez obecnosé
drobnoustrojéow w strefie korzeniowej (Kluepfel, 1993; Kraffczyk i in, 1984; Martin i Kemp,
1986; Prikiyl i Vancura, 1980). Barber i Martin (1976) informuja, ze w glebie niesterylnej, w
porownaniu do gleby sterylnej, zmniejszyt si¢ udziat rozpuszczalnej frakcji wydzielin
korzeniowych, a wzrosty udzialy frakcji nierozpuszczalnej i1 frakcji gazowej. Autorzy ci
wyliczyli, ze korzenie pszenicy wydzielily w sterylnej glebie tylko 7-9% *C pobranego przez
rosliny, a w niesterylnej 18-21%. Podobnie, Beck i Gilmour (1983) stwierdzili, ze pod
wplywem szczepienia pszenicy mieszaning bakterii z rodziny Azotobacteriaceae udziat Y“cw
wydzielinach korzeniowych wzrést o 23%. Wykazano tez szybkie wykorzystanie wydzielin
korzeniowych przez bakterie. Takze Martin (1977) stwierdzit, ze obecno$¢ mikroorganizmow
istotnie podnosita wydzielanie **CO; z ryzosfery. Autor ten uwaza, ze straty C byty gléwnie
spowodowane autoliza tkanki korowej korzenia. Liza ta byla spotegowana przez
drobnoustroje, bez penetracji roslinnych $cian komoérkowych. Curl i Truelove (1986), Hale i
Moore (1979) oraz Rovira (1969) podaja, ze mikroorganizmy glebowe moga wptywaé na
przepuszczalno$s¢ komorek korzeni przez: uszkodzenia tkanek korzeni, zmian¢ metabolizmu
korzeni, preferencyjne wykorzystanie niektorych wydzielin korzeniowych (wytworzenie
gradientu pomiedzy korzeniem i roztworem glebowym) i wydzielanie r6znych metabolitow,
w tym substancji typu hormonéw wzrostu i toksyn.

Wydalane przez system korzeniowy produkty metabolizmu nagromadzaja si¢ w
ryzosferze, co powoduje, ze gleba w poblizu korzeni r6zni si¢ od gleby pozakorzeniowej pod
wzgledem fizykochemicznym (Bowen 1 Rovira, 1999). W stosunku do gleby
pozakorzeniowej, w glebie ryzosferowej zmienione jest pH i Ey, (Fischer i in., 1988; Kobus,
1999; Merckx 1 in., 1986b; Nye, 1981). Ponadto stwierdza si¢ w niej wyzsza zawarto$¢ C
organicznego (Merckx 1 in., 1986b) 1 wyzsze stezenie wielu skladnikow pokarmowych dla
ro$lin 1 drobnoustrojow, np. zawarto$¢ fosforu przewyzsza kilkakrotnie jego poziom w glebie
pozaryzosferowej, a zawarto§¢ rozpuszczalnych w wodzie substancji azotowych -
kilkadziesigt razy (Sytnik 1 in., 1977). Zwigkszona jest tez rozpuszczalnos¢ kationéw przez

ich kompleksacje (Merckx 1 in., 1986b).
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2.3. EFEKT RYZOSFEROWY

Staty doptyw substancji organicznej w strefie korzeniowej w okresie wegetacji roslin
powoduje, ze w poblizu korzeni i na ich powierzchni gromadzi si¢ znacznie wigcej
drobnoustrojow niz w glebie pozostajgcej poza zasiegiem oddzialywania korzeni. Wedlug
Sytnika 1 in. (1977) istnieje proporcjonalna zalezno$¢ intensywnosci wydzielania
korzeniowego i1 rozwoju mikroflory glebowej w strefie ryzosfery. Takze Liljeroth i in. (1990)
stwierdzili wyzsza biomas¢ drobnoustrojow 1 wyzsze liczebno$ci drobnoustrojow w
przypadku intensywniejszego wydzielania korzeniowego pszenicy. Ilo§¢ wydzielin,
pochodzaca z 1 g korzeni w ciggu 1 dnia, moze dochodzi¢ do 150 mg. Pozwala to na
bytowanie w ryzosferze do 100 mg biomasy bakterii na 1 g korzeni (Pietr, 1990). Z kolei wg
wyliczen Schonwitz i Zieglera (1989) na 90 mg wydzielin korzeniowych z 1 g s.m. korzeni
kukurydzy, zawierajacych 70% cukrow moze wyzywié¢ sie 57 x 10° bakterii, co stanowi 40
mg biomasy. Stosunek liczby mikroorganizméw w glebie ryzosferowej do liczby
mikroorganizméw w glebie pozaryzosferowej okreslane jest jako tzw. ,.efekt ryzosferowy”.
Oznacza si¢ go symbolem R:S (z ang. ,,Rhizosphere : Soil”) . Wedlug réznych autoréw
(Bowen i Rovira, 1999; Curl i Truelove, 1986; Gantotti i Rangaswami, 1971; Kloepper i
Bowen, 1991; Richards, 1976; Rouatt i in., 1960; Starkey - za Marszewska-Ziemiecka i in.,
1974) R:S odpowiednio wynosi: dla bakterii, promieniowcow, grzyboéw, pierwotniakow i
glonow: 10-200; 4-8; 1,3-78; 1-3 i 1-2. Van Vuurde i de Lange (1978) stwierdzili, ze efekt
ryzosferowy dla liczebnosci bakterii zawsze byl wigkszy od 1, a dla promieniowcow 1
grzybdw byl czgsto mniejszy od 1. Wartos$¢ efektu ryzosferowego zalezy od rosliny, gleby i
warunkow wzrostu (Bowen i Rovira, 1999). Bowen i Rovira (1999) oraz Curl i Truelove
(1986) informuja tez o wyzszej w ryzosferze liczebnosci mikrofauny (w tym nicieni), niz w

glebie pozaryzosferowe;j.

2.4. MIKROORGANIZMY RYZOSFEROWE

Pomiedzy mikroorganizmami ryzosfery a mikroorganizmami gleby pozaryzosferowe;j
wystepuja nie tylko rdéznice ilosciowe ale 1 jakosciowe. W porownaniu do gleby
pozaryzosferowej, ryzosfere w wiekszym stopniu zasiedlaja paleczki gramujemne (Bowen i
Rovira, 1999; Oka i in., 1997; Pietr, 1990) i s3 one morfologicznie i taksonomicznie bardziej

réznorodne (Foster, 1986 — cyt. za Kobusem, 1999; Kloepper i in., 1992). Bakterie
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ryzosferowe (w celu podkreslenia odrebnosci zespotow bakterii w ryzosferze, Suslow 1 in.,
1979 okreslili je mianem ryzobakterii — cyt. za Pietrem, 1990) sa szybko rosnace i
Mmetabolicznie bardziej aktywne niz bakterie glebowe. Porownujac zespoty bakteryjne
pochodzace z ryzosfery lub/i ryzoplany pszenicy czy jeczmienia do zespotow pochodzacych z
gleb poza-ryzosferowych stwierdzono, ze te pierwsze wyrdzniaty si¢ szybszym wzrostem na
pozywkach agarowych (De Leij 1 in., 1993; De Leij i in., 1995; Rouatt i Katznelson, 1961;
Vagnerova i in., 1960b), czy szybszym tempem wbudowywania tymidyny i leucyny
(Soderberg 1 Baath, 1998). Ryzosferowe populacje réznig sie od glebowych takze pod
wzgledem ich zdolnosci do wykorzystania roznych zwigzkéw i do dysymilacji N (Lemanceau
i1in., 1997). Bakterie ryzosferowe maja tez inne wymagania pokarmowe niz bakterie glebowe,
np. w wiekszym stopniu wymagaja obecnosci glukozy i aminokwaséw (Curl 1 Truelove,
1986; Rouatt 1 Katznelson, 1961; Rouatt i in., 1963; Schonwith i Ziegler, 1989; Sundin 1 in.,
1990; Swigcicka i Hauschild, 1996; Vagnerova i in., 1960a; Vagnerova i in., 1960b). Dla
ryzosfery charakterystyczna jest, w porownaniu do gleby pozaryzosferowej, znacznie wyzsza
liczebnos¢ denitryfikatorow 1 amonifikatorow (Rouatt i in., 1960). Sktad 1 ilos¢ wydzielin
korzeniowych w duzym stopniu wptywaja na mikroflor¢ ryzosferowa, a wiec jakos¢
drobnoustrojéw ryzosfery zalezy od tych samych czynnikéw, ktore wptywaja na wydzielanie
korzeniowe. Sg to: przede wszystkim genotyp rosliny, jej faza rozwojowa, jakos¢ gleby oraz
rozne czynniki fizykochemiczne, jak temperatura, nawozenie i1 opryski chemikaliami (Bowen
i Rovira, 1999; Curl i Truelove, 1986; Glandorf i in., 1993; Jalali, 1976; Mishra i Das, 1975;
Neal i in,.1973; Rouatt i in., 1963; Srivastava, 1971; Strzelczyk, 1988; Turner i in., 1985;
Vrany i in., 1962). Ilos¢ 1 jakos$¢ drobnoustrojow ryzosferowych zalezy tez od wieku korzeni,
z ktorych sa one izolowane, np. Liljeroth i in. (1991) stwierdzili, ze mikroorganizmy
pochodzace z konca (mtodszej czgséci) korzeni pszenicy byly zdolne do wytwarzania kwasow
z r6éznych cukrow, reduktazy azotanowej, lipazy 1 oksydazy, natomiast te izolowane z
podstawy (starszej czesci) korzeni zwykle nie miaty wymienionych cech. Wedlug Kluepfela
(1993) 25-50% korzeni w starszej, gornej czgsci moze by¢ martwa. W miarg starzenia si¢
korzeni nastgpuje wyrazna sukcesja mikroorganizmow. Zespolty drobnoustrojow zwigzane z
mtodymi korzeniami wyr6zniajg si¢ szybkim wzrostem, podczas gdy zespoty zwigzane ze
starymi korzeniami, charakteryzujg si¢ wzrostem wolnym (De Leij 1 in., 1993; Dujneveld i
van Veen, 1999). Wedlug poje¢ ekologicznych (De Leij 1 in., 1993) taki typ bakterii, szybko
rosnacych 1 jako pierwsze kolonizujacych nowe $rodowisko, to tzw. ,r-stratedzy”, ktore w
przeciwienstwie do ,,K-strategéw”, czuja si¢ dobrze w bogatych w sktadniki pokarmowe i nie

zatloczonych ,,r-Srodowiskach”. Takim ,r-Srodowiskiem” s3 mtode korzenie roslin, w
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przeciwienstwie do stabilnego i zattoczonego ,,K-srodowiska” lizowanych komorek epidermy
I warstwy korowej starych korzeni (De Leij i in., 1993).

Drobnoustroje nie pokrywaja korzeni rownomiernie i przypadkowo. Newman i Bowen
(1974) stwierdzili, ze bakterie wystepuja w skupiskach rozsianych na powierzchni korzeni,
pomiedzy ktorymi bakterie sg rzadkie lub nieobecne. Oprécz matych kolonii, widoczne sa
wicksze obszary o wysokiej i niskiej gesto$ci bakterii. W roéznych strefach korzenia
obserwuje si¢ ich rézne gestosci. Stozek wzrostu jest praktycznie wolny od drobnoustrojow,
natomiast na starszych korzeniach np. w fazie kwitnienia stwierdza si¢ znaczny rozwoj
mikroorganizmdéw zaréwno na powierzchni, jak i zewngtrznych komorkach kory (Foster i
Rovira, 1976; Schénwitz i Ziegler, 1989). Astrom i in. (1993), Foster i Rovira (1976) oraz
Lynch (1989) informuja, ze bakterie wystepuja powszechnie pomiedzy komorkami
epidermalnymi, co sugeruje, ze wydzielanie organicznej substancji przez starsze korzenie
odbywa si¢ w miejscu polaczen komorek. Foster i Rovira (1976) takze zauwazyli, ze
kolonizacja komorek kory byta poprzedzona przez lize ich §cian komodrkowych. Z kolei
Astrém 1 in. (1993) stwierdzili obecno$¢ bakterii w przestrzeniach miedzykomorkowych
kory, pomimo braku rozpuszczania blaszek srodkowych przez bakterie. Sugeruja oni, ze
bakterie mogty wnika¢ do przestrzeni miedzykomodrkowych przez réznego rodzaju pegknigcia,
spowodowane przez deformacje korzeni np. pod wpltywem metabolitéw bakteryjnych.
Podobnego zdania jest Kluepfel (1993), ktory twierdzi, ze w wyniku réznych uszkodzen
korzeni, bakterie ryzosferowe moga wnika¢ nawet do naczyn.

Wedlug wyliczen Schonwitz 1 Ziegler (1989) kolonie bakterii pokrywatly tylko 4%
powierzchni najmtodszej czgsci korzeni kukurydzy (39 x 10° bakterii/mm?), 7% powierzchni
ich strefy wloénikéw (63 x 10° bakterii/mm?) i 20% powierzchni (188 x 10° bakterii/mm?) ich
najstarszej czg¢sci (10 mm ponizej nasienia). Dane te s3 zgodne z wynikami Becka i Gilmoura
(1983), ktorzy wyliczyli, ze drobnoustroje zasiedlaja 7,4% powierzchni korzeni pszenicy. Z
kolei Lynch (1989) informuje, ze bakterie przypuszczalnie moga zasiedla¢ do 80%
powierzchni korzeni.

Wsrod badaczy mozna zaobserwowacé odmienne poglady, ktore rodzaje bakterii sa
charakterystyczne dla ryzosfery. Kontrowersje te dotycza glownie bakterii z rodzaju
Pseudomonas. Kluepfel (1993), Kurek i Kobus (1990), Lynch i Whipps (1990) oraz Pietr
(1990) uwazaja, ze gtéwnymi bakteriami Gram (-) zwigzanymi z korzeniami sg drobnoustroje
z rodzaju Pseudomonas. Burns i in. (1989), Vagnerova i in. (1960a), Rouatt i in. (1963) oraz
Rouatt i Katznelson (1961) informuja, ze udzial Pseudomonas wyraznie wzrastal przy

przejsciu od zespotow bakteryjnych, izolowanych z gleby poza-korzeniowej, poprzez zespoty
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z gleby ryzosferowej do zespotéw z powierzchni korzeni réznych roslin, w tym roéwniez
pszenicy. Takze Grayston i in. (1998) oraz Vancura (1980) stwierdzili bardzo duzy wzrost
liczebnosci fluoryzujacych Pseudomonas w glebie ryzosferowej i (zwtaszcza) na powierzchni
korzeni réznych roslin (w tym pszenicy) w stosunku do gleby poza-ryzosferowej, a Gams
(1967) i Sato i Jiang (1997) informuja, ze Pseudomonas to gtowna grupa bakterii
izolowanych z gleby ryzosferowej lub powierzchni korzeni pszenicy. Rowniez wielu innych
autorow donosi, ze fluoryzujace Pseudomonas dominowaly w ryzosferze bardzo réznych
ro$lin (pomidora - De Brito Alvarez i in., 1995; kukurydzy - Lalande i in., 1989; owsa -
Paszkowski i Kobus, 1995; ogorka - Pietr i Kempa, 1989; banana - Vlassak i in., 1992;
brzoskwini - Yasuda i Katoh, 1989). Badania Parke i in. (1990) nad rozmieszczeniem
wprowadzonego szczepu P. fluorescens do ryzosfery grochu, informujg, ze bakterie te
ulokowaly si¢ w najwyzszej liczebnosci w najblizszym sasiedztwie korzeni.

Z drugiej strony, z rezultatow szeregu innych autorow wynika, ze fluoryzujace
Pseudomonas sg grupg bakterii mato liczng w ryzosferze roslin, ktorej znaczenie si¢
przesadza. Turner i in. (1985) stwierdzili, ze w ryzosferze zycicy (i wg cytowanych przez nich
innych badaczy, w ryzosferze koniczyny i Inu) grupami dominujagcymi byly pateczki
coryneform lub typy pleomorficzne. Podobne wyniki otrzymaty Kurek i in. (1994) dla
ryzosfery zyta, Sperber i Rovira (1959 — cyt. za Bowenem i Rovirg, 1999) dla ryzosfery
koniczyny i zycicy oraz Kloepper i Bowen (1991) dla ryzosfery orzeszka ziemnego. Takze
Germida i in. (1997) stwierdzili, ze bakterie Pseudomonas byty nieliczne na powierzchni i
nicobecne wewnatrz korzeni rzepaku jarego. Podobne dane odnosnie bakterii Pseudomonas
otrzymali Hallmann i in. (1999) dla gleby ryzosferowej i wngtrza korzeni bawelny. Takze
Miller i in. (1990a, 1990b) informuja, ze liczebno$¢ fluoryzujacych Pseudomonas byta bardzo
niska w ryzosferze pszenicy jarej. Stwierdzili oni (Miller i in., 1990b) nizszy udziat
procentowy fluoryzujacych Pseudomonas w zespotach bakterii z ryzoplany niz z gleby
ryzosferowej pszenicy. Informuja tez oni, ze fluoryzujace Pseudomonas byty bardzo rzadko
notowane w endoryzosferze. Miller (1990) wrecz stwierdza, ze uwaga jaka si¢ kieruje na
fluoryzujace pseudomonasy jako gtowna grupe bakterii w ryzosferze roslin jest falszywa, a z
powodu ich szybkiego zanikania w czasie rozwoju ro$lin, prowadzenie intensywnych badan
nad tg grupg jako czynnikiem biokontrolnym jest btedem.

Podobnie kontrowersyjne poglady istniejg na temat rodzaju Bacillus. Szereg autorow
(m.in. Burns 1 in., 1989; Kloepper i Bowen, 1991 oraz Rouatt i in., 1963) twierdzi, ze
ryzosfera a szczegdlnie ryzoplana roslin charakteryzuje si¢ mniejszym udzialem bakterii z

rodzaju Bacillus niz gleba poza-ryzosferowa. Z kolei inni (Fridlender i in., 1993; Gardner i
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in., 1982; Germida i in., 1997; Kloepper i in, 1992; Mclnroy i in., 1997; Paszkowski i Kobus,
1995a) informuja, ze bakterie Bacillus sa liczne w glebie ryzosferowej, na i w korzeniach
wielu roslin, a niekiedy sg zdecydowanie dominujacg grupg endofitow (Germida 1 in., 1997;
Lalande i in., 1989; Mclnroy i in., 1997). Nalezy doda¢, ze znaczeniec bakterii Bacillus w
ryzosferze moze by¢ duze, poniewaz niektore gatunki ryzosferowych Bacillus wigza azot
atmosferyczny, ktorego ilo$¢ dostarczana roslinom moze by¢ do$¢ znaczna (Kucey, 1988;
Swiecicka i Hauschild, 1996).

Wsrod grzybow zasiedlajacych ryzosferg réznych roslin, zdecydowanie wyroznia si¢
rodzaj Fusarium. Chrzanowski (1976), Domsch i in. (1967) i Gams (1967) zaznaczyli, ze
grzyby z rodzaju Fusarium sg dominujacg grupa zasiedlajaca system korzeniowy pszenicy.
Roéwniez obfite wystgpowanie Fusarium w ryzosferze réznych zboz i traw stwierdzili Gadgil
(1965), Hatabuda, (1958b), Kreutzer, (1972), Parkinson i Pearson (1967), Mikotajska i
Majchrzak (1995); Paszkowski i Kobus (1995b); Rouatt i in. (1963) i van Vuurde (1978).

2.5. ODDZIALYWANIE DROBNOUSTROJOW
RYZOSFEROWYCH NA ROSLINY

Pietr (1990) na poczatku swojej pracy przegladowej przytacza stowa Lyncha ,,0d
momentu kietkowania nasion az do czasu osiggniecia petnej dojrzatosci roslin, drobnoustroje
rozwijajq sie wraz z nimi w Scistej wspotzaleznosci... Ten uktad wzajemnych zaleznosci
okresla sie mianem ryzocenozy i z reguly to zjawisko jest ignorowane zarowno przez
fizjologow jak i rolnikow.”

Drobnoustroje ryzosferowe mozna podzieli¢ na organizmy infekcyjne 1 nieinfekcyjne
(Bowen 1 Rovira, 1999). Pozyteczne infekcyjne mikroorganizmy to przede wszystkim
symbiotyczne bakterie, wigzace N, oraz grzyby mikoryzowe. Efektywne asocjacje
symbiotyczne ro$lin motylkowatych z Rhizobiaceae i niektorych gatunkow drzew z
promieniowcem Frankia moga zaspokaja¢ zapotrzebowanie tych ro§lin w azot (Kurek i
Kobus, 1990). Okoto 85% roslin ladowych tworzy asocjacje z grzybami mikoryzowymi, co
pomaga im w pobieraniu sktadnikow pokarmowych, gtownie fosforu (De Leij i Lynch, 1997;
Kobus 1 Ksigzniak, 1997). Mikroorganizmy infekcyjne szkodliwe to grzyby i1 bakterie
wywotujgce choroby roslin (Bowen i Rovira, 1999).
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Najliczniejsza grupa mikroorganizméw ryzosferowych to wolno zyjace, nieinfekcyjne
drobnoustroje  saprotroficzne (wigkszo$¢ autorow do tej pory wuzywala nazwe
»saprofityczne”). Drobnoustroje te moga wywiera¢ korzystny lub szkodliwy wptyw na wzrost
ro$lin (Alstrom, 1987a; Bowen i Rovira, 1999; De Leij i Lynch, 1997; Glick, 1995; Kurek i
Kobus, 1990; Pietr, 1990). Niektérzy autorzy dodaja, ze moga one takze pozostawaé dla
ro$lin obojetne lub ich dzialanie moze by¢ zmienne (Alstrom, 1987a; Glick, 1995; Kurek i
Kobus, 1990; Pietr, 1990). Pietr (1990) informuje, ze mikroorganizmy stymulujgce lub
hamujace wzrost roslin stanowi¢ moga od 2 do 20% catej populacji ryzosfery.

Wedhlug Alstrom (1987a) drobnoustroje moga oddziatywac na rosliny w nastepujacy
sposob: (1) brak wplywu na szczepione rosliny; (2) wplyw na szybko$¢ i liczbe
wschodzacych siewek; (3) okresowa lub trwata stymulacja wzrostu pedow, korzeni lub obu
organow 1 (4) okresowa lub trwala inhibicja wzrostu i rozwoju korzeni, pedow lub obu
organdéw. Wplyw szczepienia roslin moze si¢ zmienia¢ (od oddziatywania dodatniego do
ujemnego) w zaleznosci od uzytego gatunku, czy nawet odmiany roslin (Alstrom, 1987a;
Astrom, 1991; Astrom i Gerhardson, 1988; Astrom i Gerhardson, 1989; Astrom i in., 1993;
Broadbent i in., 1977; Dubeikovsky i in., 1993; Elliott i Lynch, 1984; Germida i de Freitas,
1994; Holl i in., 1988; Howie i Echandi, 1983; Kennedy i in., 1991; Kurek i Kobus, 1990) i
od réznych warunkéw $rodowiska (Alstrom, 1987a; Bowen i Rovira, 1999; Elliott i Lynch,
1985; Reddy i Rahe, 1989a). Dodatni wptyw uzyskiwano glownie we wczesnych fazach
wzrostu roslin. Mtode rosliny réwniez reagowaly silniej 1 szybciej na ryzobakterie hamujace
ich wzrost niz ro$liny starsze (Alstrom, 1987a). Takze Sytnik i in. (1977) uwazaja, ze
mikroflora odgrywa wyjatkowo duza role w pierwszym okresie wzrostu ro$lin, kiedy to
obserwuje si¢ niemal prostg zalezno$¢ miedzy ilo$cig mikroorganizmow a wzrostem ro$lin.

Korzystnie oddzialujace na rosliny wolno Zyjace bakterie ryzosferowe okresla sig¢
terminem PGPR (z ang. ,,plant growth promoting rhizobacteria”) lub YIB (z ang. ,yield
increasing bacteria”), a drobnoustroje szkodliwe mianem DRMO (z ang. ,,deleterious
rhizosphere microorganisms”) lub DRB (z ang. ,deleterious rhizobacteria”) (Arshad 1
Frankenberger, 1998; Bowen i Rovira, 1999; Glick, 1995; Keel i in, 1990; Kloepper i in.,
1988; Kurek i Kobus, 1990; Ogoshi i in., 1997; Ryder i in., 1994). Paszkowski (1993)
informuje, ze korzystne oddzialywanie drobnoustrojéw ryzosferowych na rosliny moze
odbywac si¢ poprzez: (1) udostepnianie roslinom sktadnikow pokarmowych, (2) wytwarzanie
substancji typu regulatorow wzrostu roélin, (3) eliminowanie lub ograniczanie rozwoju
mikroorganizméw szkodliwych dla roslin (DRMO) oraz fitopatogendw, (4) detoksykacje

zwigzkow fitotoksycznych oraz (5) poprawe struktury oraz stosunkow wilgotnosciowych
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gleby. Bowen i Rovira (1999) oraz Kurek i Kobus (1990) dodaja, ze szczepy PGPR moga
podnosi¢ odporno$¢ roslin na patogeny i sprzyja¢ rozwojowi organizmow symbiotycznych.
Drobnoustroje ryzosferowe moga wpltywa¢ na wzrost roslin posrednio lub
bezposrednio. Oddzialywanie bezposrednie odbywa si¢ przez syntez¢ w ryzosferze
czynnikow wplywajacych na wzrost roslin oraz poprzez zmiany dostgpnosci dla roslin
substancji pokarmowych 1 detoksykacje $rodowiska, natomiast posrednie poprzez
ograniczanie lub stymulacj¢ wzrostu organizméw chorobotworczych, DRMO lub
drobnoustrojow symbiotycznych, korzystnie wpltywajacych na rosliny (Bowen i Rovira, 1999;

Glick, 1995; Kurek i Kobus, 1990; Paszkowski, 1993; Strzelczyk, 1988).

2.5.1. Oddzialywanie za posrednictwem regulatoréow wzrostu roslin

Mikroorganizmy ryzosferowe moga produkowaé tysigce metabolitow, z ktorych
wickszo$¢ moze by¢ wydzielana pozakomorkowo i1 wchodzi¢ w interakcje z innymi
organizmami, w tym z ro§linami (De Leij i Lynch, 1997; Pietr, 1990). Niektore z nich (np.
auksyny, gibereliny, cytokininy, witaminy, etylen) w zaleznosci od swego st¢zenia moga
oddziatywa¢ dodatnio lub ujemnie na wzrost roslin (Alstrom, 1987a; Arshad i Frankenberger,
1991; Arshad i Frankenberger, 1998; Bowen i Rovira, 1999; Brown, 1974; De Leij i Lynch,
1997; Dobbelaere i in., 1999; Dubeikovsky i in., 1993; Fallik i in., 1989; Loper i Schroth,
1986; Miiller i in, 1989; Pietr, 1990; Selvadurai i in., 1991; Strzelczyk, 1999). Mikroflora
zdolna do syntezy substancji regulujacych wzrost roslin jest bardzo liczna w ryzosferze
(Arshad i Frankenberger, 1998; Bowen i Rovira, 1999; Vancura, 1989). Badania
Narayanaswami 1 Verraju (1969) oraz Rossi 1 in. (1984) wskazuja, ze w ryzosfera
charakteryzuje si¢ wyzsza zawarto$cig auksyn w poréwnaniu do gleby pozaryzosferowej, a
wyniki Sarwara i Kremera (1995) informuja, Ze bakterie ryzosferowe sg znacznie bardziej
wydajnymi producentami [AA niz szczepy pochodzace z gleby nieryzosferowej. Wyraznym
wskaznikiem, ze ryzobakterie wptywaja na wzrost roslin za posrednictwem hormonéw sa
badania z r6zng iloscig inokulum. Te same szczepy, ktore w duzym stezeniu sg szkodliwe dla
ro$lin, w malym moga dziata¢ na rosliny w sposob korzystny (Kapulnik, 1985; Suslow, 1982
- cyt. za Alstrom, 1987a). Alstrom (1987a) informuje, ze szczepy hamujgce wzrost roslin
wytwarzaly z metioniny 15-20 razy wiecej etylenu niz szczepy stymulujace. Loper i Schroth
(1986), Dobbelaere i in. (1999) oraz Dubeikovsky i in. (1993) znalezli zalezno$¢ pomiedzy

iloscia IAA, syntetyzowang przez bakterie i skracaniem korzeni ros$lin. Duza role w
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oddziatywaniu na wzrost roslin moga odgrywaé szczepy bakterii syntetyzujace enzym
dezaminaze 1-aminocyklopropano-1-karboksylanu, bezposredniego prekursora etylenu.
Enzym ten moze zapobiega¢ syntezie etylenu w roslinach, stymulowanej przez bakteryjny
IAA, wynikiem czego powinno nastgpowaé zwiekszenie wzrostu korzeni na dtugos¢, co z
kolei zwicksza przezywalno$¢ siewek, szczegodlnie podczas pierwszych dni po siewie roslin
(Arshad i Frankenberger, 1998; Glick, 1995; Mayak i in., 1997; Shah i in., 1997).
Przyktadami oddziatywania innych zwigzkoéw biologicznie aktywnych sg wyniki badan
Derylo 1 Skorupskiej (1993), ktore stwierdzity, ze syntetyzowane przez fluoryzujace
pseudomonasy rozpuszczalne w wodzie witaminy grupy B stymulowaly wzrost koniczyny z
utworzonymi brodawkami, Tien i in. (1979 cyt. za Kurek i Kobus, 1990), ktoérzy
zaobserwowali, ze giberelina, produkowana przez Azospirillum brasilense wzmagata
tworzenie korzeni bocznych 1 wtosnikow oraz Young i in. (1990) ktérzy znalezli zaleznos¢

pomiedzy wzrostem korzeni na dtugos¢ a produkcja cytokinin.

2.5.2. Udostepnianie roslinom pierwiastkow biogennych

Pietr (1990) stwierdza, ze do najczeSciej rozpatrywanych mozliwosci dostarczania
ro$linom sktadnikéw pokarmowych naleza rozwazania nad zaopatrzeniem ro$lin w azot i
fosfor.

Wiele wolno zyjacych ryzosferowych bakterii (Azospirillum, Azotobacter, Bacillus,
Enterobacteriaceae i in.) jest zdolnych do wigzania azotu atmosferycznego. Chociaz
okreslono, ze /4 azotu zwigzanego przez te mikroorganizmy jest bezposrednio dostepna dla
roslin, a reszta moze by¢ uwolniona po $mierci bakterii (De Leij i Lynch, 1997), udziat
wigzania N, przez te mikroorganizmy w zaspokajaniu zapotrzebowania azotowego roslin jest
niewielki, a bakterie te wptywaja na wzrost i rozwoj ro§lin gtoéwnie za pomoca innych
mechanizmow (Glick, 1995; Kurek i Kobus, 1990; Pietr, 1990).

Szereg doniesien sugeruje, ze PGPR stymulujg wzrost roslin przez utatwienie im
pobierania zwigzkoéw mineralnych, w szczeg6lnosci fosforanow (Germida i de Freitas, 1994;
Glick, 1995; Kloepper i in., 1988; Kurek i Kobus, 1990; Pietr, 1990). Powstajace na szlaku
niefosforylacyjnej oksydacji kwasy: glukonowy, 2-ketoglukonowy i 2,5-dwuketoglukonowy
mogg by¢ istotnym czynnikiem w rozpuszczaniu réznych mineratow (Babu-Khan i in., 1995).
Duff i in. (1963) stwierdzili, ze bakterie produkujace kwas 2-ketoglukonowy mogty

rozpuszczaé szereg mineralow, co przyczynialo si¢ do uwolnienia Ca, Mg, K, Na, Fe i Mn.
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Moghimi i in. (1978) znalezli w ryzosferze znaczne ilosci (20% produktow ryzosfery) 2-
ketoglukonianow. Badania Aleksandrowa i Zaka (1950 — cyt. za Barberem, 1968) dowodza,
ze mikroorganizmy rozpuszczajace mineraly podnosity plon kukurydzy i pszenicy oraz
zwigkszaly pobieranie potasu. Podobnie Williamson 1 Wyn Jones (1973) stwierdzili
zwigkszone pobieranie K i jego przemieszczanie do pedéw po szczepieniu zbdz zawiesing
glebowa lub szczepem Bacillus subtilis. Domey i in. (1989) informuja, ze niektore z
drobnoustrojow rozpuszczajacych fosforany istotnie stymulowaty wzrost 1 pobieranie P przez
pszenice w warunkach niedoboru fosforanow, a badania Germidy i de Freitasa (1994)
wskazuja na zwiekszone pobieranie P i N przez rézne warzywa, po szczepieniu bakteriami
bez stosowania nawozenia. Podobne przyktady stymulacji wzrostu réznych gatunkow roslin i
pobierania przez nie fosforanéw, dzigki szczepieniu bakteriami Pseudomonas i Bacillus,
zamies$cili Kloepper i in. (1988), Kucey i in. (1989) oraz Paszkowski (1993). Badania z
kilkoma gatunkami grzybow daty podobne efekty (Kucey, 1988; Whitelaw i in., 1997). Z
kolei de Freitas i in. (1997) stwierdzili, ze ryzobakteric rozpuszczajace fosforany
stymulowaly wzrost i zwigkszaly plon rzepaku jarego, ale nie pobieranie fosforanow przez
ro$liny. Bowen i Rovira (1999) sadza, ze w wielu badaniach, w ktérych stwierdzano
rozpuszczanie fosforandéw, dziatanie drobnoustrojow odbywalo si¢ poprzez stymulacje
wzrostu korzeni, co w konsekwencji dawato wzrost pobierania tatwo dostgpnych form
fosforanow. Podobnie, zdaniem Azcon-Aguilar i in. (1986 - cyt. za Paszkowskim, 1993) oraz
Domey i in. (1989), uzyskiwane przyrosty plondw po zaszczepieniu drobnoustrojami
rozpuszczajagcymi fosforany nalezy taczy¢ z rbwnoczesng synteza regulatorow wzrostu roslin
przez te drobnoustroje. Badania Lin i in. (1983 cyt. za Kurek i Kobus, 1990) z Azospirillum
wykazaly, ze bakterie te mogly wnika¢ do epidermy korzenia i rozluznia¢ kontakt pomigdzy
komorkami tkanki korowej, czemu towarzyszyt 30-50% wzrost pobierania N, P, i K przez
kukurydze 1 sorgo.

Kurek 1 Kobus (1990) sugeruja takze mozliwos¢ zwigkszenia przyswajalnosci S dla
roslin przez drobnoustroje ryzosfery. Zdolno$§¢ mikroorganizméw ryzosferowych do
utleniania do siarczandw S elementarnej 1 S zawartej w cysteinie stwierdzili Paszkowski 1

Kobus (2000) oraz Krol i Kobus (1992).
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2.5.3. Drobnoustroje ryzosferowe niekorzystnie
oddzialujace na wzrost roslin (DRMO lub DRB)

Oprécz typowych patogenow w ryzosferze bytuje wiele mikroorganizmow, ktore
obnizajg wzrost roslin bez wywotywania objawow chorobowych. Drobnoustroje te obnizajg
wschody roslin, ostabiajg ich wzrost, powoduja wiednigcie roslin, chlorozy, nekrozy lisci,
znieksztalcenia korzeni, hamuja wzrost korzeni na dlugo$é, zwigkszaja porazenie przez
grzyby chorobotwoércze (Alstrom, 1990). Efektem tego jest duza obnizka plondéw roslin.
Mozna do nich zaliczy¢ szereg rodzajow bakterii nalezacych do rodzin: Pseudomonadaceae
(sposrod DRB najczesciej wymieniane s3 szczepy 2z rodzaju Pseudomonas),
Corynebacteriaceae, Enterobacteriaceae i Bacillaceae, oraz powszechne w ryzosferze grzyby
Fusarium. Wytwarzaja one wiele metabolitéw wtérnych, zakldcajacych metabolizm roslin
(Alstrom, 1990; Elliott i Lynch, 1985; Cherington 1 Elliott, 1987; Kurek 1 Kobus, 1990;
Paszkowski, 1993; Pietr, 1990).

Wiele szczepow bakterii z rodzaju Pseudomonas wydziela HCN jako metabolit
wtorny (Alstrom, 1987; Bakker i Schippers, 1987; Bowen i Rovira, 1999; Knowles, 1976;
Leisinger i Margraff, 1997; Paszkowski i Masiak, 1998; Paszkowski i in., 1997; Schippers i
in., 1990). Wyniki prezentowane przez Alstrom (1987a), Bakkera i Schippersa (1987),
Knowlesa (1976), Paszkowskiego (1996) i Schippersa i in. (1987) wskazuja na to, ze wysokie
dawki HCN, zwigzku toksycznego dla oddychania wigkszosci zywych komorek, byly
przyczyng zahamowania wzrostu roéznych roslin. Takze Czaban 1 in. (2000) stwierdzili, ze
zdolno$¢ bakterii do syntezy cyjankow in vitro byta skorelowana z ich zdolnoscia do
hamowania wzrostu korzeni pszenicy ozime;j.

Szereg szczepow DRMO z rodzaju Pseudomonas wydziela rozne toksyny o
charakterze retardantow, np. fazeolotoksyna, syringomycyna, tegetytoksyna, tagtoksyna,
tropolon i in. (Azegami i in., 1987 — za Paszkowskim, 1993; Bolton i Elliott, 1989; Bolton i
in., 1989; Fredrickson i Elliott, 1985). Ujemne dziatanie bakterii Pseudomonas na wzrost
ro§lin moze by¢ rowniez zwigzane z synteza przez nie antybiotykow, np. 24-
diacetylofloroglucynolu (Reddy i in., 1969 — cyt. za Alstrom, 1990).

Szczegdlnie silnymi producentami fitotoksyn (przez Paszkowskiego — 1993 nazwane
fabrykami mykotoksyn) sa grzyby z rodzaju Fusarium. Do najwazniejszych toksyn
wydzielanych przez grzyby z rodzaju Fusarium naleza: dezoksyniwalenol, zearalenon,

ksyscirpenol, moniliformina, nivalenon, kwas fuzariowy, sporofuzaryna i caly szereg innych
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(Bandurska i in, 1994; Barabasz i in., 1998; Herrmann i in., 1996; Kim i Lee, 1994; Park i in.,
1996; Gilbert, 1989 oraz Mirocha i in., 1989 — cyt. za Paszkowskim, 1993).

Pietr (1990), oprocz antybiotykoéw 1 toksyn (polimyksyn, trichotecyn, patuliny 1 in.)
przytacza przyklady fitotoksycznego dziatania innych zwigzkéw, produkowanych przez
drobnoustroje ryzosferowe: powstajacych w wyniku wysokiego nawozenia azotowego
nitrozoamin -  dimetonitrozoamina,  dietylonitrozoamina, = metyloetylonitrozoamina,
dipropylonitrozoamina (Barabasz i Vofisek, 2000; Barabasz i1 in., 1998) — powodujacych
wypadanie szeregu gatunkow z zespotéw roslinnych tak; wielu alifatycznych (bursztynowy,
mastowy, mlekowy, mrowkowy, octowy, propionowy) i aromatycznych (benzoesowy,
syringowy, wanilinowy, salicylowy) kwaséw organicznych. Czynnikiem szkodliwym moze
by¢ réwniez synteza siarkowodoru w warunkach niskiej zawartosci tlenu (Alstrom, 1990;
Lynch i Whipps, 1990; Pietr, 1990).

Bakteryjne szczepy DRMO (DRB) dzialaja szkodliwie na rosliny po wprowadzeniu
ich na korzenie w duzej liczebnosci. Czesciowo zwigzane to jest z omawiang wczesniej
synteza przez te organizmy duzych ilo$ci substancji typu hormonalnych regulatorow wzrostu,
jak auksyny czy etylen (Alstrom, 1990). Kurek i Kobus (1990) zaznaczaja, ze podziat na
organizmy DRMO i PGPR nie jest czym$ stalym, lecz zalezy od warunkéw wegetacji i
wlasciwos$ci genetycznych ro§liny. Jako przyktad przytaczajg prace Alstrom i Gerhardsona
(1987), ktorzy wykazali, ze ten sam szczep Pseudomonas fluorescens dziatal dodatnio na
satate a ujemnie na groch. Z kolei Astrém i Gerhardson (1988 i 1989) oraz Astrém (1991)
wykazali bardzo odmienne reakcje (od wyraznie dodatnich do wyraznie ujemnych) r6znych
odmian pszenicy i grochu na dziatanie szczepéw z rodzaju Pseudomonas. Wskazuje to na

ztozonos¢ tego problemu.

2.5.4. Wplyw na inne mikroorganizmy -

pozyteczne lub szkodliwe dla roslin

2.5.4.1. Stymulacja rozwoju mikroorganizmow symbiotycznych

Posredni efekt mikroflory ryzosferowej na stymulacje wzrostu roslin moze byc¢
rezultatem pobudzania rozwoju drobnoustrojow symbiotycznych (Barea, 1997, Bowen i

Rovira, 1999; Kloepper i in., 1988; Kurek i Kobus, 1990; Strzelczyk, 1999). Bowen i
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Theodorou (1979) wykazali ze bakterie z rodzaju Bacillus stymulowaly kolonizacje korzeni
przez niektore grzyby ektomikoryzowe az o 72%. Innymi przyktadami takiego oddzialywania
jest dziatanie Azospirillum brasilense, ktory nie tylko stymulowat wzrost korzeni i pobieranie
azotu lecz zwickszal infekcje grzybem Glomus mossae (Barea i in. - cyt. za Kurek i Kobus,
1990). Azcon i in. (1976) znalezli interakcje pomigdzy mikoryza VAM a bakteriami
(Pseudomonas 1 Agrobacterium), rozpuszczajacymi fosforany w ryzosferze roSlin,
szczepionych tymi bakteriami, rosngcych w glebie z niskg zawarto$cig P. Laczne szczepienie
roslin bakteriami i grzybem mikoryzowym dawalo istotnie wyzszy plon niz szczepienie
oddzielne. Rosliny pobieraly wigcej P przy jednoczesnym szczepieniu grzybem
mikoryzowym i bakteriami, w poréwnaniu do szczepienia oddzielnego, w przypadku kazdego
stosowanego stezenia fosforytu. Rosliny nie szczepione nie mogly korzysta¢ z P, zawartego w
fosforycie. Podobne wyniki uzyskali Toro i1 in. (1997), ktorzy stwierdzili, ze laczne
szczepienie grzybem VAM i bakteriami rozpuszczajacymi fosforany (Bacillus subtilis)
istotnie zwigkszato biomase roslin i akumulacj¢ N i P w tkankach roslinnych. Bakterie
wspomagajace mikoryze nazywane sa3 MHB (z ang. mycorrhization helper bacteria)
(Strzelczyk, 1999)

Kurek i Kobus (1990) stwierdzaja, ze zwraca si¢ coraz wigkszg uwage na stosowanie
mieszanej szczepionki dla roslin motylkowatych, sktadajacej si¢ z Rhizobium i bakterii
rozpuszczajacych fosforany. Alagawadi i Gaur (1988 - cyt. za Kurek i Kobusem, 1990) w
wyniku stosowania  mieszanej szczepionki Rhizobium i rozpuszczajacych fosforyty
Pseudomonas i Bacillus, uzyskali znacznie wyzsze plony roslin niz przy szczepieniu samym
Rhizobium. Badacze ci wnioskuja, ze bakterie Pseudomonas i Bacillus zaopatrywaty rosliny
w gibereliny 1 cytokininy. Podobnie Deryto 1 Skorupska (1993) stwierdzity, Zze syntetyzowane
przez fluoryzujace pseudomonasy rozpuszczalne w wodzie witaminy grupy B stymulowaty
wzrost koniczyny z utworzonymi brodawkami. Autorki sugeruja, ze mieszanka PGPR 1
Rhizobium moze dziata¢ korzystniej w poréwnaniu do samego Rhizobium. Takze Liu i Huang
(1997) oraz Halverson i Handelsman (1991) stwierdzili odpowiednio, ze szczep Erwinia
herbicola i dwa szczepy Erwinia rhapontici istotnie podnosity suchg mas¢ brodawek na

korzeniach grochu, a szczep Bacillus cereus wyraznie zwigkszal brodawkowanie soi.
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2.5.4.2. Oddzialywanie PGPR na organizmy szkodliwe (patogeny i DRMO)

Bezposrednia konsekwencja stosowania syntetycznych s$rodkéw ochrony roslin
(czesto nieprzemyslanego) powoduje u drobnoustrojow chorobotwodrczych dla roslin dobrze
znane zjawisko 3 R: Resistance (z ang. oporno$¢ - powstanie szczepow opornych na
chemikalia), Resurgence (z ang. powrdt do zycia - wzrost wystepowania odpornego patogenu
na $rodek ochrony roslin po jego zastosowaniu) i Replacement (z ang. zastgpienie —
przeksztalcenie mniej wirulentnych patogenow na bardziej wirulentne, jako wynik ich
mutacji, spowodowanej przez syntetyczne Srodki ochrony roslin). Powstala w warunkach
polowych oporno$¢ patogenow na srodki ochrony roslin moze tez by¢ wynikiem hamowania
przez $rodek ochrony roslin antagonistow patogenu. Niektore fungicydy i nematocydy lub ich
metabolity mogg bezposrednio oddzialywaé na zdrowie cztowieka i zwierzat, wnikajac do ich
szlakow pokarmowych. Na podstawie ostatniego raportu Narodowej Akademii Nauk USA,
fungicydy (ze wszystkich pestycydow, znajdujacych si¢ w produktach spozywczych) sa az w
60% odpowiedzialne za ryzyko powstawania nowotworow. Z tego powodu stosowanie PGPR

do zwalczania patogenow jest sprawg niezwykle istotng (Singh i Prithiviraj, 1997).

2.5.4.2.1. Oddzialywanie za pomoca antybiotykow

Synteza antybiotykow (substancji, ktore juz przy matych koncentracjach sg szkodliwe
dla innych mikroorganizméw) odgrywa istotng role¢ w antybiozie pomig¢dzy poszczegdlnymi
grupami mikroorganizméw 1 jest jednym z najbardziej efektywnych mechanizméw, za
pomocag ktérych PGPR zapobiegaja namnazaniu si¢ fitopatogenéw w ryzosferze (Bowen 1
Rovira, 1999; De Leij i Lynch, 1997; Fravel, 1988; Glick, 1995; Kobus, 1999; Kurek i Kobus,
1990; O’Sullivan 1 O’Gara, 1992; Pietr, 1992; Ryder i McClure, 1997; Sobiczewski, 1994;
van Loon, 1998; Weller, 1988). lzolaty bakteryjnych rodzajow Pseudomonas, Bacillus,
Erwinia, Agrobacterium, Burkholderia i innych maja zdolno$¢ ochrony roslin przed
bakteryjnymi i grzybowymi chorobami roslin (Ryder 1 McClure, 1997). Szczeg6lng zdolnos¢
do produkcji r6znych antybiotykow maja bakterie z rodzajow Pseudomonas i Bacillus (Katz i
Demain, 1977; Leisinger i Margraff, 1979; O’Sullivan i O’Gara, 1992; Swie;cicka 1 Hauszild,
1996). Mariano i in. (1997), Singh i Prithiviraj (1997), Tsuchiya (1997), Wenhua i Hetong
(1997) 1 Wong (1994) informuja, ze szczepy nalezace do tych dwoch rodzajow sa tez
najczesciej stosowane w ochronie roznych gatunkéw roslin (pszenicy, ryzu, rzepaku, soi,

bawelny, kapusty, ogoérka, pomidora, papryki, orzeszkéw ziemnych, imbiru) przed
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patogenami (Bipolaris sorokiniana, Drechslera tritici-repentis, Fusarium graminearum,
Gaeumannomyces graminis var. tritici,  Phytophtora capsici, Rhizoctonia cerealis,
Rhizoctonia solani, Sclerotinia sclerotiorum, Stagonospora nodorum, Erwinia sp.,
Xanthomonas campestris, Pseudomonas syringae, P. solanacearum). Duzg role odgrywaja w
tym takie antybiotyki jak fenazyny, pioluteoryna, pirrolnitryna, 2,4-diacetylofloroglucynol,
bacillomycyna, fengymycyna, ituryna A, kanosamina, polimyksyna B, subsporyna,
zwittermycyna A i inne (Bowen i Rovira, 1999; Glick, 1995; Kobus, 1999; Kurek i Kobus,
1990; O’Sullivan i O’Gara, 1992; Pietr, 1992; Ryder i McClure, 1997; Sobiczewski, 1994;
Weller, 1988). Cytowani autorzy informuja tez o mozliwym oddziatywaniu na patogeny
korzeni ros$lin substancji lotnych, szczegdlnie HCN. Wtasnie synteza HCN odpowiada za
tlumienie przez biokontrolny szczep Pseudomonas fluorescens CHAO czarnej zgnilizny
korzeni tytoniu, spowodowanej przez Thielaviopsis basicola i choréb pszenicy,
powodowanych przez Septoria tritici i Puccinia graminis (Flaishman i in., 1996 oraz Voisard
i in., 1989).

Oprocz omawianych rodzajow bakterii, wazng role w biokontroli rozwoju patogenow
na drodze antybiozy spetniaja bakterie nalezace do rodzaju Streptomyces, a wsrod grzybow
ryzosferowych rodzaje Trichoderma i Gliocladium, wytwarzajace antybiotyki o szerokim
spektrum aktywnosci (Howell i Stipanovic, 1995 — cyt. za Bowenem i Rovirg, 1997; Kurek i
Kobus, 1990; Paszkowski, 1993; Pietr, 1997; Strzelczyk, 1988).

W tym rozdziale mozna tez wspomnie¢ o toksycznych biatkowych metabolitach
Bacillus thuringiensis, powodujacych uszkodzenia bton komoérkowych uktadu pokarmowego
owadow, szkodnikow roslin. Oprocz B. thuringiensis istotng role w biologicznej kontroli
owadow pelnig B. larvae, B. lentimorbus, B. papilliae i B. sphaericus (Kobus, 1999; Kozdroj,
1997; Swigcicka i Hauszild, 1996).

2.5.4.2.2. Biosynteza sideroforow

Zelazo jest bardzo waznym mikroelementem dla wzrostu drobnoustrojow, wiaczajac
w to patogeny ro$lin. Wigkszo$¢ mikroorganizméw wymaga Fe w stgzeniu 10° M. W
napowietrzanej glebie Fe wystepuje w formie zelazowej, ktora jest rozpuszczalna w wodzie
w ilosci 10™ M. Tlo$é ta jest za mata dla wzrostu drobnoustrojéw, szczegolnie przy pH
powyzej 7. Dlatego niektore mikroorganizmy wydzielaja niskoczasteczkowe organiczne
zwigzki, zwane sideroforami (z greckiego — nos$niki zelaza), zdolne do selektywnego

chelatowania jonow Fe®* i ich aktywnego transportu przez blony biologiczne (De Leij i



27

Lynch, 1997; Ksiezniak i Kobus, 1993; Kurek i Jaroszuk, 1993; Neilands, 1988; O’Sullivan i
O’Gara, 1992; Pietr, 1992).

Siderofory zalicza si¢ zasadniczo do dwu Klas: pochodnych fenoli (katechole) i
kwasow hydroksamowych (Kurek i Jaroszuk, 1993). Siderofory hydroksamowe, z ktorych
wigkszo$¢ jest wytwarzana przez grzyby, maja nizsze od sideroforéw katecholowych stale
kompleksowania (Paszkowski, 1993). Przyktadem mikroorganizméw wytwarzajacych
siderofory o bardzo wysokim pokrewienstwie do Fe**, znacznie przewyzszajagcym stale
trwatosci kompleksow Fe* 7z sideroforami grzybowymi, sg fluoryzujace bakterie z rodzaju
Pseudomonas wytwarzajace pseudobaktyny - rozpuszczalne w wodzie fluoryzujgce
oligopeptydowe siderofory z pochodng chinolinowg. Siderofory te sa wyjatkowo stabilne w
glebie (Kurek i Jaroszuk, 1993; Pietr, 1992).

Jurkevitch i in. (1992) stwierdzili, ze 12-20% bakterii ryzosferowych moglo
wykorzystywa¢ Fe z sideroforéw hydroksamowych, natomiast niektore pseudobaktyny
mogty by¢ zrodlem Fe jedynie dla 2% lub nawet mniej niz 1% bakterii. Pseudobaktyny,
dzigki temu, ze Fe** zwigzane z nimi nie moze by¢ wykorzystywane przez wiele patogenow
ro$lin (szczegblnie grzybow), moga wywotywac dla tych drobnoustrojow ostry niedobdr Fe w
ryzosferze i z tego powodu s3 jednym z wazniejszych mechanizmoéw ograniczajacych wzrost
drobnoustrojéw szkodliwych dla roslin (Bowen i Rovira, 1999; Glick, 1995; Kloepper i in.,
1988; Kurek i Kobus, 1990; O’Sullivan i O’Gara, 1992; Sobiczewski, 1994; van Loon, 1998;
Weller, 1988). Wymienieni w poprzednim zdaniu autorzy cytujg caty szereg przyktadow
biologicznej ochrony roéznych roslin (buraka cukrowego, Inu, ogorka, pomidora, pszenicy,
rzodkiewki, ziemniaka) przed Gaeumannomyces graminis var. tritici, Fusarium oxysporum,
Pythium spp., Thielaviopsis basicola, Erwinia carotovora i Pseudomonas syringae przez

szczepy z rodzaju Pseudomonas za posrednictwem wytwarzanych przez nie sideroforow.

2.5.4.2.3. Synteza enzymow litycznych

Wiele enzyméw, np. chitynazy, [-glukanazy, celulazy, proteazy i lipazy
syntetyzowane przez bakteryjne i grzybowe czynniki biokontrolne, sg aktywne w lizowaniu
strzepek grzybow (Bowen i Rovira, 1999; Glick, 1995; Kurek i Kobus, 1990; Strzelczyk,
1988; Sundheim 1 in., 1995; van Loon, 1998). Szczegdlnie wazna jest zdolno$¢ tych
mikroorganizméw w syntezie chitynaz, albowiem chityna jest strukturalnym sktadnikiem

scian komodrkowych strzgpek grzybow, ostonek jaj nicieni oraz szkieletow owadoéw i
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skorupiakéw (Gooday, 1990; Hallmann i in., 1999). Wyjatkowo wrazliwe na dziatanie
chitynaz sg rosngce zakonczenia strz¢pek grzybow (Koztowska, 1992; van Loon, 1998).
Bowen i Rovira (1999), Glick (1995), Kurek i Kobus (1990), Strzelczyk (1988) i van Loon
(1998) przytaczajg szereg przyktadow, w ktorych mikroorganizmy z rodzajow Arthrobacter,
Bacillus, Pseudomonas, Serratia i Trichoderma chronity rézne ro$liny (buraki cukrowe,
fasole, gozdziki, groch, orzeszki ziemne i pomidory) przed patogenami z rodzajow Fusarium,
Pythium, Rhizoctonia czy Sclerotium. Badania szeregu autoréw (Galper i in., 1991- cyt. przez
Bowena i Rovire, 1999; Oka i in., 1993; Sikora, 1990; Spiegel i in., 1991 oraz Stirling, 1984)
wykazaly takze mozliwo$¢ zwalczania nicieni pasozytniczych dla ro$lin przez szczepienie
nasion chitynolitycznymi bakteriami Pseudomonas chitinolytica, Bacillus cereus, Bacillus
penetrans i innymi, nalezacymi do rodzajow Bacillus i Pseudomonas, oraz grzybem
Cunninghamella elegans. Bowen i Rovira (1999) przypuszczaja, ze drobnoustroje te dziataty
poprzez chitynazy i inne enzymy (kolagenazy, elastazy i keratynazy).

Dowodem na to, ze drobnoustroje chitynolityczne nalezy traktowaé jako wazny
czynnik sanitarny sg wyniki badan, w ktorych wzbogacenie gleby w chityne znacznie
podwyzszalo liczebnos¢ i1 aktywnos$¢ glebowych drobnoustrojéw chitynolitycznych, ktoére
skutecznie mogly ogranicza¢ rozwoj nicieni pasozytniczych oraz grzybowych fitopatogenow
odglebowych (Gooday, 1990; Sikora, 1992 — cyt. za Paszkowskim, 1997; Strzelczyk, 1988).
Paszkowski (1997) informuje w dyskusji, ze oprocz korzystnych funkcji drobnoustrojow
chitynolitycznych, istnieje niebezpieczenstwo powstawania tzw. ujemnego efektu
mikoryzosferowego, bedacego wynikiem hamowania przez te drobnoustroje procesu
tworzenia si¢ mikoryzy. Dowodem tego sg wyniki badan Meyera i Lindermana (1986 — cyt.
za Paszkowskim, 1997), ktérzy stwierdzili, Zze chitynolityczne szczepy Streptomyces sa

odpowiedzialne za hamowanie mikoryzy typu VAM z grzybem Glomus fasciculatum.

2.5.4.2.4. Konkurencja o pokarm i przestrzen

Bowen i Rovira (1999) uwazaja, ze konkurencja o substancje pokarmowe i miejsce ich
wydzielania na korzeniach odgrywa wazng role w skladzie zespotow mikroorganizméow w
ryzosferze. Wyrazeniem tego jest fatwos¢ catkowitej kolonizacji korzeni w glebie sterylnej w
porownaniu do stabszej kolonizacji w glebie niesterylnej. Oczywiscie, organizmy zdolne do
szybkiego wzrostu i dobrego rozmieszczenia w glebie w duzej liczebnosci bgda mialy

znaczng przewage. Sobiczewski (1994) 1 Weller (1988) podaja, ze wspotzawodnictwo miedzy
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pozytecznymi mikroorganizmami i szkodliwymi jest prawie zawsze w jakim$ stopniu
odpowiedzialne za biologiczny efekt ochrony. Van Loon (1998) i Weller (1988) uwazaja, ze
szczegoOlng role moga tu odgrywac fluoryzujace pseudomonasy, poniewaz sg one zdolne do
wykorzystywania ogromnej ilo$ci zwigzkéw z wydzielin korzeniowych i dzieki szybkiemu
wzrostowi w ryzosferze powinny ogranicza¢ patogenom pulg dostepnych im substancji
pokarmowych. Strzelczyk (1988) podaje, ze na zjawisko konkurencji pomigdzy bakteriami a
grzybami chorobotworczymi duzy wptyw wywiera stosunek C:N. Przy wysokiej jego
wartosci (C:N = 90) dziatanie konkurencyjne bakterii byto najwigksze, przy waskim zas (C:N
= 3) — najmniejsze. Jednakze z powodu, ze powierzchnia korzeni, skolonizowana przez
bakterie Pseudomonas, jest ograniczona zaledwie do kilku procent, van Loon (1998) uwaza,
ze fizyczne niedopuszczenie patogenu do korzeni przez bakterie jest raczej mato
prawdopodobne. Przyktadem dziatania za posrednictwem konkurencji o pokarm i przestrzen
jest szczep A506 Pseudomonas fluorescens, ktory zastosowany zapobiegawczo na kwiaty
gruszy, dzieki szybszemu wykorzystaniu sktadnikéw pokarmowych 1 wczes$niejszej
kolonizacji mozliwych miejsc infekcji, skutecznie eliminowat Erwinia amylowora
(Sobiczewski, 1994).

Kurek i Kobus (1990) duza uwage zwracaja na mozliwos¢ wyeliminowania
drobnoustrojéw  szkodliwych dla ro$lin przez wprowadzenie do $rodowiska
niepatogenicznego mutanta tego samego gatunku. Przyktadem skutecznosci takiego zabiegu
jest eliminacja Pseudomonas syringae, syntetyzujacego biatko inicjujace krystalizacje lodu w
tkankach roslin, co powoduje w roslinie uszkodzenia lodowe. Wprowadzenie do srodowiska
mutanta tej bakterii, pozbawionego genu ,,ice nucleation” dalo dobre rezultaty ochronne
(Davison, 1988 cyt. za Kurek i Kobus, 1990; Lindow i in., 1989). Analogicznym przyktadem
jest eliminacja Agrobacterium tumefaciens (wywotujacego guzowato$¢ korzeni roslin
dwuli$ciennych, chorobe powodujacg duze straty w sadach owocowych) przez A.
radiobacter, szczep K84. Oprocz produkcji agrocyny 84, substancji hamujgcej wzrost
wrazliwych szczepow A. tumefaciens, bakterie tego szczepu, wskutek wczesniejszego
zasiedlenia mozliwych miejsc infekcji, nie dopuszczaja do porazenia roslin przez A.
tumefaciens (Kurek i Kobus, 1990; Sobiczewski, 1994). W podobny sposob za pomocg PGPR
z rodzaju Pseudomonas wyeliminowano z ryzosfery ziemniaka cyjanogenne szczepy DRMO,
likwidujac tym zjawisko wyziemniaczenia (Bakker i Schippers, 1987a; Bakker i Schippers,
1987b). Wong (1994) i Wong i in. (1996) obnizyli nat¢zenie zgorzeli podstawy zdzbta
pszenicy 1 uzyskali znaczny wzrost plonéw w do$§wiadczeniach polowych na r6znych typach

gleb, przez wprowadzenie niewirulentnego, odpornego na zimno szczepu Gaeumannomyces
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graminis var. tritici (Ggt). W ochronnym dziataniu niewirulentnych szczepow przed
szczepami wirulentnymi, oprocz zjawiska wspolzawodnictwa o pokarm i przestrzen istotne
moze by¢ zjawisko indukowania odpornosci u roslin (Olivain i in., 1995).

Ciekawym zjawiskiem sg gleby, w ktorych wyksztatcit si¢ naturalny czynnik
biologiczny tlumigcy rozwdj chordb infekcyjnych, tzw. ,disease-suppressive soils”.
Czynnikiem tym moze by¢ odpowiedni sklad jako$ciowy zespotéw drobnoustrojéw, m.in.
duzy udziat antagonistycznych fluoryzujgcych bakterii z rodzaju Pseudomonas (Alabouvette,
1995; Cook i Rovira, 1976; Schroth i Hancock, 1982; van Loon, 1998).

2.5.4.2.5. Indukcja odpornosci roslin

Jednym z przejawow korzystnego oddziatywania drobnoustrojéw ryzosferowych na
ro§liny jest wyzwalanie w roslinach ich naturalnych mechanizméw obronnych przed
patogenami 1 DRMO. Na szczegdlna uwage zasluguje indukowanie w nich systemicznej
odpornosci (ISR) na fitopatogeny - grzyby, wirusy, bakterie, nicienie czy owady (Bowen i
Rovira, 1999; De Leij i Lynch, 1997; Koztowska, 1992; Martinez-Ochoa i in., 1997; van
Loon i in., 1997; van Loon, 1998; Sobiczewski, 1994). Poj¢cie indukowanej systemicznej
odpornosci (ISR) zaproponowat Kloepper i in. (1992). Zjawisko to jest zblizone do indukcji
czynnej odpornosci, wywotywanej przez organizmy patogeniczne (van Loon, 1998). Bowen i
Rovira (1999) oraz van Loon i in. (1997) podaja, ze szczepienie nasion bakteriami PGPR
chroni nadziemne cze¢$ci roslin przed chorobami lisci 1 todyg, a bakteryzacja korzeni byta tak
samo efektywna jak szczepienie dolnych liSci. ISR objawia si¢ zwigkszong akumulacja
fungistatycznych fitoaleksyn (Bowen i Rovira, 1999) czy wzrostem aktywnos$ci peroksydazy i
dysmutazy nadtlenkowej oraz lignifikacja (Jetiyanon i in., 1997). Pod wptywem szczepienia
nasion bakteriami PGPR moze zmienia¢ si¢ tez sktad biatek roslin (Bowen 1 Rovira, 1999;
van Loon i in., 1997).

Czynnikami indukujagcymi ISR moga by¢ powierzchniowe skfadniki $cian
komorkowych bakterii (Press i Kloepper, 1997; van Loon i in., 1997), siderofory i kwas
salicylowy (Press i in., 1997; Reimmann i in., 1997; van Loon i in., 1997; van Loon, 1998)
czy HCN (Defago i in., 1990 cyt. za Sobiczewskim, 1994).

Bowen 1 Rovira (1999) podaja na podstawie badan zespotu Kloeppera (Liu i in., 1995;
Raupach i in., 1996; Kloepper i in., 1996) ze endofityczne bakterie byty bardziej efektywne w

indukcji ISR niz bakterie pochodzace z gleby ryzosferowej. Dzialanie mikroorganizmow
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stymulujacych ISR bylo rézne w przypadku réznych odmian (Liu i in., 1994) czy réznych
ekotypow (van Loon i in., 1997). Stwierdzono istotng nieliniowa, asymptotyczng zalezno$¢
pomiedzy poczatkowa dawka inokulum bakteryjnego na korzeniach, a stopniem ISR. Dawka
nizsza niz 10° jtk (jednostek tworzacych kolonie) g™ korzeni, byla nieefektywna (van Loon i
in., 1997).

2.5.4.2.6. Mieszanki mikroorganizmow

Mieszanki mikroorganizméw mogg zwieksza¢ skuteczno$¢ biokontroli. Duffy i in.
(1996) stwierdzili, ze mieszanka grzyba Trichoderma koningii, pochodzacego z gleby
supresywnej, wytwarzajacego toksyne przeciwko Ggt, z fluoryzujacymi pseudomonasami,
zwigkszata skuteczno$¢ biologicznej kontroli zgorzeli podstawy zdzbta pszenicy. Takze Duif i
in. (1997), Lemanceau i in. (1992) oraz Park i in. (1988) wykazali, ze dodatek produkujacego
pseudobaktyng szczepu P. putida do niepatogennego szczepu Fusarium oxysporum, lepiej
chronit gozdziki, len i ogorki przed fuzarioza. Sung i Chung (1997) stwierdzili znacznie
wigkszg zdolno$¢ do ochrony ryzu przed Rhizoctonia solani mieszanki czterech szczepoéw
bakterii - dwoch (Streptomyces sp. i Bacillus cereus), produkujacych chitynazy i dwoch
(Pseudomonas fluorescens i Pseudomonas cepacia), syntetyzujacych antybiotyki, niz
stosowanych w innych kombinacjach. Dodatek chitosanu podnosit efekt biokontrolny.
Podobnie Pierson i Weller (1994) wykazali, ze mieszanki fluoryzujacych pseudomonasow
byly bardziej aktywne w tlumieniu zgorzeli podstawy zdzbla pszenicy niz szczepy

pojedyncze.

2.6. POPRAWA STRUKTURY GLEBY

Kobus (1999) stwierdza, ze drobnoustroje sg czgsciowo odpowiedzialne za tworzenie
niektorych wilasciwosci fizyko-chemicznych gleby. Szereg drobnoustrojow glebowych i
ryzosferowych (Arthrobacter, Azotobacter, Bacillus i Pseudomonas) wydzielajg sluzy, ktore
poprawiaja strukture gleby, inicjujac i promujac procesy agregacji mineralnych czastek
glebowych (Hebbar i in., 1992; Martens i Frankenberger, 1991; Paul i Clark, 2000). Uwaza
sie, ze egzopolisacharydy drobnoustrojowe zapoczatkowuja proces agregacji, a glikoproteiny
i hydrofobowe frakcje kwasow thuszczowych mogg petni¢ znaczaca role w tworzeniu

agregatow wodo-opornych (Martens i Frankenberger, 1991, 1992). Hydrofilne
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egzopolisacharydy spelniaja wazng rol¢ w zatrzymywaniu znacznych ilosci wody, chroniac
glebe przed przesuszeniem (Martens i Frankenberger, 1992; Robertson i Firestone, 1992).
Guggenberger i in. (1999) informujg, ze takze grzyby mogg odgrywaé wazng role w
tworzeniu 1 stabilizacji makroagregatow glebowych. Miller i Jastrow (1990) i Tisdall (1994)
wykazali, ze stabilno§¢ makroagregatow jest zalezna od dhugosci strzgpek grzybowych w

glebie.

2.7. KOLONIZACJA KORZENI ROSLIN PRZEZ MIKROORGANIZMY
1 ICH PRZEZYWALNOSC W SRODOWISKU GLEBOWYM

Wymaganym warunkiem wstepnym do powodzenia dzialania szczepu o pozytecznych
cechach, np. jako czynnika biokontrolnego, eliminujgcego szkodliwe drobnoustroje
ryzosferowe, jest efektywna kolonizacja powierzchni korzeni przez dany szczep i jego
przezywanie na korzeniach w czasie rozwoju rosliny (Kozdrdj, 1996a; Kurek i Kobus, 1990;
O’Sullivan 1 O’Gara, 1992; Paszkowski, 1993; Pietr, 1992; Rattray i in., 1993). O’Sullivan i
O’Gara (1992) oraz Mawdsley 1 Burns (1994) informuja, ze drobnoustroje wprowadzone do
gleby poddane sa silnej presji szeregu abiotycznych i biotycznych czynnikéw glebowych,
takich jak zawarto$¢ wody, temperatura, pH, typ gleby, sktad wydzielin korzeniowych,
zawarto$¢ sktadnikéw mineralnych, oddziatywania innych mikroorganizméw i in. Z danych,
jakie podaja Bowen i Rovira (1999), Hozore 1 Aleksander, 1991; Kobus, 1999; Kurek i Kobus
(1990), O’Sullivan i O’Gara (1992), Paszkowski (1993), Pietr (1992), Vande Broek i
Vanderleyden (1995) oraz Van Peer 1 in. (1990) wynika, Zze czynnikami wptywajacymi na
efektywnos¢ kolonizacji korzeni przez mikroorganizmy sg: ruchliwos¢ komorek, zdolnos¢ do
chemotaksji w kierunku wydzielin korzeniowych, zdolno$¢ do trwalej adhezji na powierzchni
korzenia (zdolno$¢ do wytwarzania fimbrii 1 do aglutynacji hydrofobowych
powierzchniowych biatek komorek korzeni), zdolno$¢ do penetracji wnetrza korzenia i1
kolonizacji  przestrzeni migdzykomorkowych (m.in. aktywno$¢ pektynolityczna i
celulolityczna), szybsze tempo wzrostu, zdolno$¢ do wykorzystania szerokiego spektrum
substancji w wydzielinach korzeniowych, zdolno$¢ do wytwarzania substancji hamujacych
wzrost i rozwoj potencjalnych konkurentow, zdolno$¢ do przezywania w warunkach dla
siebie niekorzystnych, tolerancja osmotyczna i1 in. Lynch (1989) informuje, ze aby szczep

bakterii, wprowadzany do ryzosfery jako szczepionka odnidst sukces, powinien rosnaé¢
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kopiotroficznie na substracie dostarczonym do gleby przez korzenie, ale tez powinien by¢
oligotrofem, gdy skonczy si¢ obfite zrodlo pokarmu i przezy¢ do czasu nowego doplywu
substratow.

Korzenie wielu roslin wydzielaja substancje swoiste, ktére s3 czynnikiem
rozpoznawczym dla mikroorganizmoéw, np. bakterie z rodzajow Rhizobium i Bradyrhizobium
reaguja na lektyny, wydzielane przez rosliny motylkowate, patogeniczne szczepy
Agrobacterium tumefaciens wykazuja chemotaksje w kierunku opin, wydzielanych przez
komorki przyranne uszkodzonych korzeni, Azospirillum charakteryzuje si¢ wysoka
mobilno$cia do niskich stezen kwasow organicznych, wystepujacych w wydzielinach
korzeniowych a fluoryzujace Pseudomonas wykazuja chemotaksje dodatnia w kierunku
asparaginy, treoniny i waliny w stezeniach wystepujacych w wydzielinach korzeniowych
(Kurek i Kobus, 1990; Paszkowski, 1993). Ciekawe badania wykonali Gitte i in. (1978).
Rozdzielili oni wydzieliny siewek ciecierzycy pospolitej na 3 frakcje: (a) anionowg -
zawierajaca kwasy galakturonowy i glukonowy; (b) kationowa - zawierajaca alaning,
argining, kwas asparaginowy, cystyne, glicyne, histydyne, izoleucyne, leucyne, lizyne i
seryng; (c) obojetng - zawierajaca arabinoze, glaktoze, glukoze, ryboze i1 ksyloze. Reakcja
chemotaksji Rhizobium byta najstabsza wobec frakcji anionowej, a najsilniejsza wobec frakcji
kationowej. Maksymalng chemotaksj¢ otrzymano jednak wobec mieszaniny wszystkich
frakcji. Badajac wpltyw pojedynczych zwigzkéw stwierdzono, ze bakterie wykazywaty
najwyzsza chemotaksj¢ do histydyny wsrdd aminokwasow 1 glukozy wsrod cukrow i kwasoéw
cukrowych, a ujemng reakcje stwierdzono w przypadku alaniny i kwasu glukonowego

Szereg wlasciwosci  fizykochemicznych gleb (struktura gleby, wilgotnos¢,
temperatura, pH, dostepno$¢ tlenu, dostgpno$¢ substancji pokarmowych 1 obecnos¢
toksycznych zwiazkow) 1 czynnikow biologicznych (bakteriofagi, pierwotniaki, inne
drobnoustroje i ich metabolity, korzenie ro$lin i ich wydzieliny) decyduje o przezywalnosci
mikroorganizméw wprowadzanych do gleby (Kozdroj, 1996a).

Wyzsza zawarto$¢ frakcji ilastej w zasadniczy sposob wpltywa na lepsza
przezywalno$¢ drobnoustrojow. Takze dodawanie do gleby bentonitu czy kaolinitu poprawia
przezywalno$¢ wprowadzanych mikroorganizmow. Mineraty ilaste tworza siedliska,
chronigce mikroorganizmy przed drapiezcami glebowymi i zapewniajg dostepnos¢ wody i
substancji odzywczych (England i in., 1993; Heijnen 1 van Veen, 1991; Heijnen 1 in., 1992;
Heijnen i in., 1993; Kozdroj, 1996a; Palmer i in., 1997). Nie tylko zawarto§¢ w glebie ale i
jako$¢ mineratow ilastych jest istotna w przezywalnosci bakterii. Stutz i in. (1989) stwierdzili,

ze szczep Pseudomonas fluorescens, przechowywany w czystym wermikulicie lub w ile z
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gleby tlumigcej czarng zgnilizng¢ tytoniu, zawierajacym glownie wermikulit, mogt by¢
reizolowany w czasie do 6 miesiecy i przezywal w tych mineralach w 60°C przez 2 godziny.
Natomiast w ile z gleby sprzyjajacej chorobie, zawierajacym gidwnie illit i smektyt oraz w
czystym illicie lub na podtozu Kinga B, bakterie przezywaty krocej niz miesigc 1 byty
zabijane przez dziatanie gorgca. Autorzy ci utozyli czyste mineraly ilaste pod wzgledem
wspomagania przezywania bakterii i kolonizowania przez nie korzeni w nast¢pujacym
szeregu: wermikulit > montmorylonit > illit.

Wilgotno$¢ ok. 25%, co odpowiada ok. 50% maksymalnej pojemnosci wodnej, oraz
nizsze temperatury (ok. 4°C) w poréwnaniu do 15-27°C, najczesciej byly optymalnymi dla
przezywalnosci bakterii (Kozdrdj, 1996a; Mawdsley i Burns, 1994; Vandenhove i in., 1991),
chociaz Davies 1 Whitbread (1989) oraz Rattray 1 in. (1993) informuja, ze tempo kolonizacji
gleby przykorzeniowej i korzeni pszenicy lub rzodkiewki przez szczepy Pseudomonas
fluorescens byto najwyzsze w najwyzszej z badanych temperatur (22°C).

Przewaznie liczebnoéé wprowadzonych bakterii spada wraz ze wzrostem stezenia H*
w roztworze glebowym, chociaz niektdre szczepy bakterii toleruja zwigkszone zakwaszenie
srodowiska (Kozdrdj, 1996a). Z powodu wigkszej zasobnos$ci w substancje pokarmowe,
wydzielane przez korzenie roslin i uwalnianych z gleby zwigzkéw mineralnych, Angle i in.
(1995), Mawdsley i Burns (1994), Molina i in. (2000) oraz szereg autoréw cytowanych przez
Kozdroja (1996a) wskazuja na wyraznie lepsza przezywalno$¢ wprowadzanych bakterii
genetycznie zmodyfikowanych w ryzosferze niz w glebie pozakorzeniowe;.

Drastyczny spadek liczebno$ci bakterii wprowadzanych do gleby, przypisuje si¢
drapieznej aktywno$ci mikroorganizmow glebowych 1 obecnosci w glebie drobnoustrojow
zajmujacych t¢ samg nisz¢ ekologiczng. Szczegodlnie intensywnej konkurencji ze strony
rodzimej mikroflory ryzosferowej i1 dzialaniu ich metabolitow, podlegaja drobnoustroje
kolonizujace korzenie (Casida, 1992; Davies i Whitbread, 1989; Heijnen i in, 1993; Kozdrdj,
1996a; Rattray i in., 1995).
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2.8. WYKORZYSTANIE POZYTECZNEJ MIKROFLORY
RYZOSFEROWEJ W PRAKTYCE
(KOMERCYJNE PRODUKTY BIOLOGICZNE)

Proces wprowadzania produktow handlowych zwigkszajacych plony ro$lin jest
stosunkowo powolny, chociaz ostatnio ulegl pewnemu przyspieszeniu. W 1994 r. Harris
rozwazal, ze pomimo czterech dekad badan nad biologiczng kontrolg odglebowych grzybow
fitopatogenicznych, zaledwie kilka obiecujacych bakteryjnych antagonistow zostato
skomercjalizowanych, a Wong (1994) stwierdzit, ze mingto juz ponad 15 lat od czasu
pierwszych badan polowych nad biologiczng kontrola Gaeumannomyces graminis var. tritici
z zastosowaniem antagonistycznych glebowych bakterii i grzybow, a ciagle nie ma na rynku
komercyjnego produktu, z powodu znacznej zmiennosci wynikow otrzymanych w réznych
miejscach i latach oraz tylko matej lub umiarkowanej efektywnoS$ci, nieistotnej z
ekonomicznego punktu widzenia. Rowniez Pietr (1990) informowat, ze praktycznie nie bylo
zadnego komercyjnego preparatu, zawierajagcego saprotroficzne mikroorganizmy stymulujace
bezposrednio wzrost roslin w warunkach polowych, poprzez wlasne metabolity, z powodu
braku powtarzalno$ci wynikéw. Podat on tylko jeden przykilad powtarzalnych wynikow
doswiadczen polowych ze szczepem Sp7 Azospirillum brasilense. Podobne zdanie o
przyczynie braku powtarzalnosci wynikow w warunkach polowych na powolne
wprowadzanie szczepionek w praktyce rolniczej, wyrazili Kurek i Kobus (1990). Na
podstawie ich pracy, oraz publikacji Harrisa (1994) 1 Sobiczewskiego (1994) mozna
wymieni¢ zaledwie dziewig¢ komercyjnych preparatow biologicznych, ktérych stymulujacy
wplyw na wzrost ro$lin jest zwigzany z kontrolag patogenow (Kodiak, Quantum 4000 1
Bactophyt, powstale na bazie szczepéow Bacillus subtilis; preparat zawierajacy Phlebia
gigantea; Galtrol A i Polagrocyna z Agrobacterium radiobacter K84; wycofany juz Dagger
G, powstaly na bazie Pseudomonas fluorescens; Mycostop, zawierajacy Streptomyces
griseoviridis oraz Frostban B ze szczepem Pseudomonas fluorescens A506).

Kilka lat pdzniej, na migdzynarodowej konferencji w Sapporo w 1997r. nt. ,,Plant-
Growth-Promoting Rhizobacteria: Present Status and Future Prospects”, Tsuchiya K. (1997)
informowal, ze w Japonii zarejestrowane sg tylko dwa preparaty (jeden oparty na
Agrobacterium radiobacter K84, a drugi na niepatogennym Fusarium oxysporum, a Mariano
i in. (1997) podali, ze dotychczas nie ma w Brazylii produktu komercyjnie dostepnego,

chociaz kroki z wprowadzeniem preparatu, opartego na B. subtilis sa zaawansowane. Singh i
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Prithiviraj (1997) informowali, ze w Indiach w stadium préb przez farmeréw sa preparaty
oparte na Trichoderma harzianum, T. viride, Gliocladium virens i szczegdlnie Pseudomonas
fluorescens — ktory nie tylko jest czynnikiem biokontrolnym, ale takze stymuluje wzrost
roslin. Wenhua 1 Hetong (1997) stwierdzili, ze w Chinach aktualnie zostaty zarejestrowane
jako produkty handlowe dwa szczepy Trichoderma spp., jeden szczep B. subtilis i jeden
szczep Pseudomonas cepacia, a kilka innych (dwa szczepy Bacillus cereus, B. subtilis, P.
fluorescens i Paecilomyces lilacinus wkrotce bedg zarejestrowane. Autorzy ci zaznaczajg, ze
chociaz w Chinach juz w 1987 r. stosowano handlowe YIB na 3,35 mln ha, az na 48 roslinach
uprawnych, duza zmienno$¢ wynikéw jest powaznym problemem.

Dwa lata pdzniej, w swojej pracy przegladowej, Bowen i Rovira (1999)
poinformowali, ze na liScie USDA znajduje si¢ 36 dostepnych na calym §wiecie produktow
komercyjnych do biologicznej kontroli chordb roslin. Na poczatku 2001 roku, na podstawie
danych (zamieszczonych 20 sierpnia 2000 r.) uzyskanych ze strony internetowej Beltsville
Agricultural Research Service / Plant Science Institute / Biocontrol of Plant Diseases

Laboratory (http://www.barc.usda.gov/psi/), mozna stwierdzi¢, ze na liscie USDA znajduje

si¢ juz 50 preparatow komercyjnych do biologicznej kontroli chor6b roslin. Sa one wykonane
na bazie siedmiu gatunkéw bakterii (A. radiobacter - Galltrol-A, Nogall, Diegall i Norbac
84C; B. subtilis - Subtilex, Companion, Kodiak, Rhizo Plus, Serenade, System 3 i HiStick
N/T; Burkholderia cepacia - Intercept; P. chlororaphis - Cedomon; P. fluorescens -
BlightBan A506 i Conquer; P. syringae - Bio-save 100 i Bio-save 110; S. griseoviridis -
Mycostop) i dwunastu gatunkéw grzyboéw (Ampelomyces quisqualis - AQ10; Candida
oleophila - Aspire; Coniothyrium minitans - Contans i KONI; Fusarium oxysporum - Biofox
C i Fusaclean; Gliocladium virens - SoilGard; Gliocladium catenulatum - PreStop i
Primastop; Paecilomyces lilacinus - Paecil; Phlebia gigantea - Rotstop i P.g. Suspension;
Pythium oligandrum - Polyversum; Talaromyces flavus - Protus; Trichoderma harzianum -
Bio Fungus, Binab T, Root Pro, RootShield, T-22G, T-22, Planter Box, Bio-Trek, Supresivit,
Trichodex, Trichopel, Trichoject, Trichodowels, Trichoseal i Trichoderma 2000; Trichoderma
viride - Trieco i ECOSOM. Dwa z nich: Polyversum i Binab T, stuzag m.in. do ochrony zb6z
przed Gaeumannomyces graminis.

Bowen 1 Rovira (1999) uwazaja, ze preparaty biologiczne, wykorzystywane
komercyjnie powinny by¢ fatwe do uzycia w polu i by¢ bezpieczne dla uzytkownika, powinny
zawiera¢ wysoka liczebno$¢ komorek bakterii lub grzybow, majacych zdolno$¢ do dtugiego
przezywania ,,na polce” oraz duza zdolno$¢ do przemieszczania si¢ w celu skolonizowania

korzeni roslin.
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Preparaty grzybowe stosowane s3 w postaci granulek, brylek, proszkow, a bakterie i
promieniowce w formie liofilizatow, kultur ptynnych lub agarowych, zawiesin w roztworach
gum roslinnych, metylocelulozy lub skrobi. Jako no$niki kultur bakteryjnych stosowane sg
torf, mineraty ilaste, we¢giel bitumiczny, weglan wapnia, talk, zeolit a nawet tak dziwne
substancje jak okrywy nasion kawy, kompostowane z obornikiem (Bowen i Rovira, 1999;
Singh i Prithiviraj, 1997; Tsuchiya,. 1997; Wenhua i Hetong, 1997).

Przezywalnos$¢ niektorych preparatow biologicznych jest wysoka. Wenhua i Hetong
(1997) informuja, ze liczebnos¢ biokontrolnego szczepu bakterii Pseudomonas fluorescens po
przechowywaniu ,,na péice” przez rok na nosniku z attapulgitu z guma ksantanowa wynosita
10° jtk g™. Podobnie, preparaty oparte na niepatogennych szczepach Fusarium mozna
przechowywa¢ przez okres okoto 1 roku w 4 lub 5°C (Alabouvette i in., 1996; Tsuchiya,
1997).

2.9. STRATEGIE ZWIEKSZANIA EFEKTYWNOSCI PGPR
I SPOJRZENIE NA PRZYSZE.OSC

Glick (1995) stwierdza, ze chociaz dzigki wykorzystaniu metod konwencjonalne;j
mutagenezy i selekcji, niewatpliwie powstang efektywniejsze szczepy PGPR, to prawdziwie
doskonale szczepy bedzie mozna uzyska¢ za pomocg inzynierii genetycznej. Jedna ze strategii
wg Glicka (1995) jest otrzymanie szczepow PGPR z wprowadzonym genem z Bacillus
thuringiensis, odpowiedzialnym za powstawanie toksyny przeciwko owadom.

Wedlug Kurek 1 Kobusa (1990) powaznym problemem limitujacym powodzenie
stosowania szczepionek PGPR s3 nie poznane do konca czynniki kontrolujace efektywna
kolonizacje¢ korzeni przez drobnoustroje, poniewaz PGPR aby dziata¢ skutecznie, musza
efektywnie kolonizowaé korzenie i intensywnie rozwija¢ si¢ w ryzosferze. Podobny poglad
przedstawiaja Bowen i1 Rovira (1999) oraz O’Sullivan i O’Gara (1992). Glick (1995) podaje
kilka kierunkéw do uzyskania szczepdw za pomocg inzynierii genetycznej, co spowoduje, ze
szczepy te beda miaty wyzsza zdolno$¢ do przezywania na korzeniach roslin. Jednym ze
sposobow jest utworzenie szczepu (o korzystnych dla roslin cechach) o duzych zdolnosciach
do syntezy enzymoéw (np. dysmutazy nadtlenkowe;j, katalazy i peroksydazy) obnizajacych
poziom aktywnego tlenu, wydzielanego przez korzenie roslin przeciwko organizmom
zasiedlajgcymi korzenie. Inng drogg jest wprowadzenie genu, odpowiedzialnego za synteze

biatka, wydzielanego do podloza i chronigcego mikroorganizm przed powstawaniem
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krysztatdéw lodu, co pozwolitoby na lepsze jego przezywanie w niskich temperaturach.
Jeszcze innym podej$ciem jest dazenie do otrzymania szczepu PGPR, majacego zdolnos¢ do
wykorzystanie wielu sideroforéw, syntetyzowanych przez inne mikroorganizmy.

Bowen 1 Rovira (1999) oraz Pietr (1992) wyrazaja poglad, ze mozliwos¢
wykorzystywania specyficznych zwiazkéw organicznych jako zrédet wegla i1 energii moze
odgrywac kluczowa role w manipulowaniu drobnoustrojami w ryzosferze. Colbert i in. (1993)
oraz Fukui 1 in. (1994) stwierdzili, ze dodatek salicylanu sodu do gleby zwigkszyt populacje
genetycznie zmienionego szczepu Pseudomonas putida, wykorzystujacy salicylan jako zrodto
wegla i energii. Podobne wyniki uzyskali Devliegher i in. (1995), ktérzy znacznie zwigkszyli,
po dodatku do gleby réznych detergentow, przezywalno$¢ w glebie i kolonizacj¢ ryzosfery
kukurydzy przez szczepy P. aeruginosa i P. fluorescens, zaadaptowane do ich
wykorzystywania jako Zzrdédlo C. Wyhodowanie roslin, zdolnych do wydzielania przez
korzenie wysoce specyficznych substratow i wprowadzenie jako szczepionki genetycznie
zmodyfikowanych szczepow mikroorganizméw o korzystnych dla roslin cechach to wedtug
Bowena i Roviry (1999) idealny model. Przyktadem takiego podejécia sa badania Farranda i
in. (1994). Autorzy ci stwierdzili, ze szczep Pseudomonas syringae, majacy zdolnos¢
wykorzystywania opin produkowanych przez tyton, osiggnal w ryzosferze tej rosliny
kilkakrotnie wyzsza liczebnos$¢ niz szczep bakterii nie wykorzystujacy opin. Spryskiwanie
czes$ci nadziemnych roslin specyficznymi substancjami (np. organofosforowym insektycydem
»Diazonin” - Gunner i in., 1966) moze takze selektywnie zmienia¢ zespoty mikroorganizmow
ryzosferowych. Podobny poglad wyrazit Glick (1995), ktory informuje, ze zdolnos¢
niektorych PGPR do hydrolizy 1-aminocyklopropano-1-karboksylanu i wykorzystania tego
zwigzku jako Zrédta azotu, moze prowadzi¢ do zwigkszenia potencjatu konkurencyjnosci tych
szczepOw w ryzosferze.

Pozyteczne bakterie wg Sobiczewskiego (1994) nie beda w najblizszym czasie
uniwersalnym panaceum w walce z chorobami roslin 1 przeciwwaga metody chemicznej.
Pewne jest jednak, ze w niektorych uprawach 1 przeciwko niektérym patogenom beda wielka
szansa, szczegblnie w uprawach szklarniowych, kontenerowych i w przechowalniach, czyli
tam, gdzie istnieja mozliwo$ci kontrolowania i regulacji warunkdéw otoczenia. Uwaza on, ze
pomimo duzego zaawansowania prac o charakterze praktycznym, wcigz jestesmy na poczatku
drogi do szerszej ,,wspOlpracy” z bakteriami. Do osiggni¢cia tego celu potrzebne beda
wnikliwe badania ekologiczne, jak tez wykorzystanie metod inZynierii genetycznej. Ich
owocem jest np. uzyskanie i wprowadzenie do praktyki genetycznie zmodyfikowanego

szczepu K1026 A. radiobacter. Sobiczewski (1994) uwaza takze. ze zastosowanie metody
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biologicznej do ochrony ro$lin, bedacych $rodkami zywno$ci, stwarza konieczno$¢
przeprowadzenia wielokierunkowych badan zaro6wno o charakterze epidemiologicznym, jak i
toksykologicznym.

Z drobnoustrojami genetycznie zmodyfikowanymi (DGZ) wprowadzanymi do
srodowiska glebowego zwigzane jest ryzyko, wobec mozliwo$ci transferu informacji
genetycznej w postaci plazmidéw 1 transpozondéw do populacji rodzimych drobnoustrojow
glebowych i wodnych (Kozdr6j, 1996b; Kozdrdj, 1997). W celu zminimalizowania tego
ryzyka niezbedna jest gruntowna wiedza o przezywalnosci mikroorganizmow
wprowadzonych do gleby, zwlaszcza w warunkach polowych (Angle i in., 1995; Kozdroj,
1996a; Natsch i in., 1996; O’Sullivan i O’Gara, 1992). Kozdr6j (1996a) stwierdza, ze badania
nad wprowadzeniem rekombinantéw do gleby ukazatly jak ograniczona jest wiedza o ekologii
drobnoustrojow glebowych. Wg O’Sullivana 1 O’Gary (1992) wiedza ta jest potrzebna przed
wprowadzeniem DGZ do gleby. Nalezy ja poznaé¢ wcze$niej, na podstawie badan z uzyciem
szczepéw dzikich. Inng droga do zabezpieczenia si¢ przed nieznanymi skutkami, jest
wprowadzanie DGZ, ktore posiadajac geny samodestrukcji, uSmiercaja si¢ po okreslonym
czasie (Kozdrdj, 1997; Lindow i in., 1989). Wielka potrzebe badan ekologicznych (i
genetycznych) nad kolonizacja korzeni ro$lin przez drobnoustroje i ich przezywaniem w

srodowisku zgtaszaja rowniez Kluepfel (1993), Kurek i Kobus (1990) i Rattray i in. (1993).
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3. CELE PRACY

(a) okreslenie ilosciowych i jako$ciowych zmian w zespotach bakteryjnych i grzybowych,
zasiedlajacych rozne strefy ryzosfery pszenicy ozimej w réznych fazach rozwojowych
rosliny;

(b) poznanie niektorych whasciwosci wyizolowanych szczepdw bakterii, na podstawie ktorych
mozna sadzi¢ o ich zdolno$ciach do: udostepniania roslinom niektorych sktadnikow
pokarmowych, korzystnego oddziatywania na wzrost i rozwoj roslin poprzez wytwarzane
metabolity oraz ochrony ro$lin przed patogenami grzybowymi;

(c) zbadanie przezywalnosci szczepow (nalezacych do grupy bakterii, wybranej na podstawie
pozytywnych cech) w glebie oraz ich zdolno$ci do kolonizowania ryzosfery pszenicy;

(d) okreslenie wptywu tych wybranych szczepow bakterii na wzrost i plon pszenicy ozimej
oraz jej zdolnosci do ochrony pszenicy przed patogenami grzybowymi w doswiadczeniach

laboratoryjnych i poletkowych.
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4. METODYKA BADAN

4.1. GLEBA I MATERIAL ROSLINNY

Pszenic¢ ozimg Triticum aestivum L. cv. Gama uprawiano na polu produkcyjnym
Zaktadu Doswiadczalnego w Antopolu (nalezacego do Instytutu Uprawy, Nawozenia i
Gleboznawstwa w Putawach), miejscowos$ci potozonej w wojewddztwie lubelskim, ok. 30 km
na potudniowy wschod od Putaw. Gleba brunatna wytworzona z lessu, znajdujaca si¢ w tym

miejscu, zawierata ok. 0,8% C i 0,08% N, a jej pH+.0) wynosito 7,2.

4.2. TERMINY POBIERANIA PROBEK KORZENI PSZENICY OZIMEJ

Profil gleby wraz z rosngcymi ros$linami (nasiona wysiano 10 wrzes$nia) pobierano do
badan w nastgpujacych stadiach rozwojowych pszenicy ozimej: 10 pazdziernika - w fazie
drugiego liscia; 27 kwietnia - w fazie 4 liScia; 5 czerwca - w stadium kwitnienia i 20 lipca - w

stadium petnej dojrzatosci.

4.3. PRZYGOTOWANIE KORZENI ROSLIN DO ANALIZY

MIKROBIOLOGICZNEJ

Natychmiast po przywiezieniu do laboratorium, rosliny pszenicy ozimej ostroznie
oddzielano od gleby. Nastepnie, za pomoca otrzgsania pozbywano si¢ nadmiaru gleby,
pozostawiajac na korzeniach jedynie warstewke gleby bezposrednio (i $cisle) do nich
przylegajaca. Korzenie odcinano od cze$ci nadziemnych. Odwazone 10 g probki korzeni z
przylegajaca do nich gleba przenoszono do butelek zawierajacych 90 ml sterylnej wody 1
wytrzasano na wytrzasarce mechanicznej przez 20 minut. Otrzymana zawiesina, zawierajaca
glebe przykorzeniowa oraz fragmenty drobnych korzeni, stanowita pierwsza stref¢ ryzosfery.

Zawierala ona drobnoustroje znajdujace si¢ w glebie $cisle przylegajacej do korzeni. Mogta
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tez zawiera¢ pewng, nieznang ilo$¢ drobnoustrojéw z powierzchni korzeni. T¢ strefe nazwano
ektoryzosfera, wedtug De Leij i Lyncha (1997).

Z innej partii korzeni wigkszo$¢ gleby usuwano poprzez odmywanie strumieniem
wody wodociggowej. Nastepnie, za pomoca energicznego, recznego wytrzgsania w kolbie,
usuwano z korzeni resztki gleby poprzez 10-krotnie ich przemywanie sterylng woda. Tak
przygotowane korzenie - oczyszczone od gleby - przenoszono do butelek, zawierajacych 100
ml sterylnej wody i1 30 g sterylnego, ostrego, gruboziarnistego piasku. Korzenie wytrzgsano z
piaskiem przez 20 minut na wytrzgsarce mechanicznej. Uzyskana zawiesina - zdarta przez
piasek zewngtrzna warstwa korzeni - stanowila drugg strefe ryzosfery. Zawieratla ona
mikroorganizmy znajdujace si¢ na powierzchni korzeni lub w ich powierzchniowej warstwie -
epidermie. Te strefe nazwano ryzoplana (za De Leij i Lynch, 1997).

Korzenie, pozostale po wydzieleniu drugiej strefy, kilkakrotnie przemywano sterylna
woda destylowana, a nastepnie dzielono na dwie czeséci. Pierwsza z nich homogenizowano
recznie ze sterylng woda w szklanym homogenizatorze Pottera. Homogenat korzeni stanowit
trzecig stref¢ ryzosfery. Zawierata ona drobnoustroje znajdujace si¢ we wnetrzu korzeni,
najprawdopodobniej gtéwnie w warstwie korowej (De Leij i Lynch, 1997; Kloepper i in.,
1992). Mogla tez zawiera¢ pewna, nieznang pozostatos¢ strefy drugiej, czyli powierzchniowej
czesci korzeni. Uznano, ze jest to frakcja przejsciowa pomigdzy powierzchnig i ,,glgbszym”
wnetrzem korzeni. Dlatego strefe t¢ nazwano ryzoplana/endoryzosfera (pod wptywem De
Leij i Lynch, 1997).

Drugg cze$¢ optukanych korzeni, pozostatych po wydzieleniu strefy drugiej poddano
powierzchniowemu odkazaniu poprzez zanurzenie ich w 70% etanolu przez 15 minut 1
nastgpnie przez zanurzenie w 3% H>O; przez kolejne 15 minut. Po kilkakrotnym oplukaniu
sterylna woda, korzenie homogenizowano w identyczny sposob jak korzenie nieodkazane.
Homogenat korzeni odkazanych powierzchniowo stanowil strefe czwarta, ktora
najprawdopodobniej byta glebsza czescig strefy trzeciej. Zawierala ona drobnoustroje
znajdujace si¢ we wnetrzu korzeni. Strefe t¢ nazwano endoryzosfera (za De Leij i Lynch,
1997).
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4.4. ANALIZY MIKROBIOLOGICZNE ZESPOLOW

DROBNOUSTROJOW RYZOSFEROWYCH I IZOLACJA SZCZEPOW

W uzyskanych frakcjach, bgdacych réznymi strefami ryzosfery (korzeni pszenicy

ozimej z przylegajaca do nich glebg), stosujac technike rozcienczen, oznaczano:

e ogolna liczebnosé¢ grzybéw, po 3 dniach inkubacji w temperaturze 27°C, na podtozu
Martina, o sktadzie: 10 g glukozy, 5 g peptonu, 1 g KH»PO,4, 0,5 g MgSO, . 7TH,0, 15 g
agaru i 1000 ml wody destylowanej - pH pozywki wynosito 6,5. Przed rozlaniem na plytki

dodawano do pozywki 50 mg streptomycyny i 4 ml 1% roztworu ré6zu bengalskiego;

e o0golna liczebno$¢ bakterii, po 5 dniach inkubacji w temperaturze 27°C, na podtozu Kinga
B, zawierajagcym: 20 g peptonu, 1,5 g K;HPOy, 1,5 g MgSO, . 7H,0, 10 ml glicerolu, 14 g
agaru i 1000 ml wody destylowanej - pH pozywki wynosito 7,2.

Bakterie i grzyby, po obliczeniu ich ogélnej liczebnosci, izolowano z ptytek na takie
same podtoza hodowlane, a po ich wyroéni¢ciu, poddano oczyszczaniu az do uzyskania
czystych kultur. Drobnoustroje izolowano z wszystkich kolonii z wybranego rozcienczenia.
Ponadto, grzyby i bakterie izolowano z kolonii, wyrostych wokdét potozonych na powierzchni
wyzej wymienionych podlozy mikrobiologicznych, poétcentymetrowych odcinkéw tych
samych korzeni (odkazanych powierzchniowo i nieodkazanych), z ktorych sporzadzano

homogenaty (odpowiadajace strefom - ryzoplana/endoryzosfera i endoryzosfera).

Z homogenatow korzeni izolowano drobnoustroje (majace zdolno$¢ do wzrostu na
pozywkach sztucznych) najliczniejsze w warstwie powierzchniowej i we wnetrzu korzeni.
Dodatkowo, postanowiono izolowaé¢ drobnoustroje z odcinkéw tych samych korzeni,
wyktadanych na pozywki agarowe. Zatozono, ze ta technika pozwoli na wyodrebnienie
szczepow, ktore m.in. dzigki swemu szybkiemu wzrostowi, wczesniej od innych zasiedlaja
nowe $rodowisko, w tym przypadku powierzchni¢ pozywki agarowej wokot wylozonych
odcinkéw korzeni, a w praktyce by¢ moze takze powierzchni¢ korzenia. Wydawalo sie, ze
tego rodzaju szybko rosnace szczepy mikroorganizmdow moga by¢ szczeg6lnie przydatne jako
materiat do ewentualnej przysztej szczepionki, poprawiajacej wzrost i zdrowotno$¢ roslin.
Wedhug pojec¢ ekologicznych (De Leij 1 in., 1993) taki typ bakterii, szybko rosnacych i jako

pierwsze kolonizujacych nowe srodowisko, to tzw. ,r-stratedzy”, ktore w przeciwienstwie do
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»K-strategow”, czuja si¢ dobrze w bogatych w sktadniki pokarmowe i nie zatloczonych

srodowiskach.

4.4.1. Identyfikacja wyizolowanych szczepow grzybow

Identyfikacje wyodrgbnionych grzybow przeprowadzono na podstawie ich cech
morfologicznych wedhug réznych kluczy, uzywanych do klasyfikacji grzybow, gltownie
klucza Domscha i in. (1980).

4.4.2. Identyfikacja wyizolowanych szczepow bakterii

Identyfikacje bakterii przeprowadzono na podstawie ich cech morfologicznych i
biochemicznych opisanych przez Harrigan i McCance (1966) i sklasyfikowano wedtug klucza
Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology (1984-1989).

(1) Przy klasyfikacji oparto si¢ na nastepujacych cechach morfologicznych bakterii:

¢ morfologia (ksztalt i zabarwienie) kolonii na agarze odzywczym;

e wymiary 1 ksztalty komorek w preparatach mikroskopowych barwionych metoda Grama,
otrzymanych z 24 godzinnych hodowli badanych szczepéw na agarze odzywczym;

e ruchliwo$¢ bakterii w kropli wiszacej z 24 godzinnej hodowli w bulionie odzywczym;

e obecnos$¢ endospor po zabarwieniu komorek zielenig malachitowa;

e kwasooporno$¢ metodg Ziehl-Neelsena.

(2) Cechy biochemiczne wyodrgbnionych szczepow bakterii okres§lano na podstawie

nastepujacych testow:

e zdolno$§¢ do wykorzystania weglowodandw 1 alkoholi (glukozy, arabinozy, laktozy,
glicerolu);

e zdolno$¢ do wykorzystania cytrynianow - na podiozu agarowym Simmonsa z blekitem
bromotymolowym;

e wytwarzanie oksydazy cytochromowej - na bibule filtracyjnej, nasyconej 1% roztworem
N,N-dimetylo-p-fenylodiaminy;

¢ biosynteze katalazy - przy uzyciu 3% H20y;

e aktywno$¢ ureazy - na agarowym podiozu Christensena;
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produkcje kwasoéw z glukozy - na podtozu Hugh-Leifsona z btgkitem bromotymolowym:;
probe Voges-Proskauera na produkcje acetylometylokarbinolu z glukozy - wedlug
zmodyfikowanej metody Barritta, przy uzyciu 6% etanolowego roztworu a-naflotu i1 16%
KOH,;

wytwarzanie indolu z tryptofanu - w podtozu ptynnym (pepton 10 g, NaCl 5 g, H,O 1000
ml) o pH 7,2. Obecno$¢ indolu wykrywano odczynnikiem Kovacsa;

redukcje azotanow - w pozywce ptynnej (0,1% KNO3; w wodzie peptonowej). Obecnosé
azotynOw oznaczano odczynnikiem Griessa 1 Ilosvaya z dodatkiem lub bez pylu
cynkowego;

hydrolize zelatyny - na zmodyfikowanym podtozu Fraziera z roztworem HgCl, jako
odczynnik wywotujacy;

wytwarzanie barwnikow fluoryzujacych na podtozu B King’a.

(3) Identyfikacje Erwinia przeprowadzono wedlug klucza Bergey’s Manual of Systematic

Bacteriology (1984), wykorzystujac ich nastepujace cechy biochemiczne (oznaczane

wedtug Harrigan i McCance, 1966):

wytwarzanie z6ttego barwnika na agarze odzywczym;

wytwarzanie gazu z D-glukozy;

wytwarzanie kwasoéw z L-arabinozy, laktozy i glicerolu;

wytwarzanie indolu (opis w punkcie 2);

wytwarzanie acetylometylokarbinolu z glukozy (opis w punkcie 2);
synteza ureazy (opis w punkcie 2);

hydroliza zZelatyny (opis w punkcie 2);

rozktad pektyn - test, wykazujacy rozklad tkanek kragzkow ziemniaka;
wykorzystanie cytrynianu (opis w punkcie 2);

redukcja azotanow (opis w punkcie 2).

(4) 1dentyfikacje fluoryzujacych bakterii z rodzaju Pseudomonas przeprowadzono wedtug

klucza Begey’s Manual of Systematic Bacteriology (1984-1990), wykorzystujac ich
nastgpujace cechy biochemiczne (opisane przez Harrigan i McCance, 1966):

wytwarzanie oksydazy cytochromowej (opis w punkcie 2);
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e hydroliz¢ argininy w warunkach beztlenowych na podtozu Thornley’a;
¢ hydroliz¢ zelatyny (opis w punkcie 2);
e wytwarzanie lewanu na podtozu z sacharoza;

e denitryfikacje z wykorzystaniem odczynnika Griess’a-llosvay’a, proszku cynkowego i

rurek Durhama;

e wzrost bakterii na pozywkach zawierajacych trehaloze, adonitol lub sorbitol jako jedyne

zrodlo C.

4.5. BADANIA (IN VITRO) ZDOLNOSCI WYIZOLOWANYCH
SZCZEPOW BAKTERII DO HAMOWANIA WZROSTU
GRZYBOWYCH PATOGENOW PSZENICY I DO PRZEMIAN
NIEKTORYCH ZWIAZKOW C,Pi S

4.5.1. Aktywnos¢ antagonistyczna bakterii przeciwko dwu groznym patogenom
korzeni podstawy zdzbta pszenicy - Gaeumannomyces graminis. var. tritici (Ggt) (Kus$ i
Mréz, 1996; Martyniuk, 1986) i Fusarium culmorum (Fc) (Bandurska i in., 1994; Cook,
1992; Kurek i Jaroszuk, 1994a) prowadzono w testach pltytkowych na agarowych pozywkach:
(@) glukozowo-ziemniaczanej (Difco) i (b) Kinga B. Agar przecinano poczawszy od
zewnetrznych krawedzi ptytek Petriego ($rednica 9 mm) na dlugosci 2/3 promienia plytek,
dzielac pozywke na 4 sektory. Takie postgpowanie uniemozliwiato dyfuzj¢ metabolitéw
bakterii do sgsiednich sektorow. Bakterie szczepiono w odlegtosci 3,5 cm od $rodka ptytki, a
w samym centrum umieszczano krazek grzyba o srednicy 4 mm. Aktywnos$¢ antagonistyczng

(szerokos¢ strefy zahamowania wzrostu grzybOw w mm) mierzono po 7 dniach inkubacji w

28°C.

4.5.2. Zdolno$¢ do rozpuszczania Caz(PO,), badano dwiema metodami: (a) na
plynnym podtozu Pikowskiej, zawierajacym: 5 g Cas(POa4)2, 109 glukozy, 3 g ekstraktu
drozdzowego, 12,5 cm® ekstraktu glebowego 0,5 g (NH4):SOs, 0,2 g NaCl, 0,1 g
MgSQO,.7H,0, sladowe ilosci MnSO4.4H,0 i Fey(S04)3.9H,0. Po 14 dniach inkubacji w
temperaturze 28°C, bakteryjne hodowle odwirowywano (10000 rpm przez 10 min), a w
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supernatancie oznaczano zawarto$¢ jonow fosforanowych kolorymetryczng metoda,
wykorzystujacg tworzenie blekitu fosforomolibdenowego (Litynski i in., 1976); (b) na
agarowym podtozu Pikowskiej (sktad jak powyzej plus 10 g agaru). Zestalong w probowkach
pozywke szczepiono badanymi drobnoustrojami, a po inkubacji (jak wyzej) mierzono

glebokos¢ strefy rozpuszczania Cas(POs), (przejasnienie pozywki) w mm.

4.5.3. Uwalnianie fosforu z kwasow nukleinowych i oznaczanie aktywnosci
fosfataz
e zdolno$¢ bakterii do uwalniania reszty fosforanowej z kwasow nukleinowych badano na
ptynnym podtozu zawierajacym w 1000 ml wodnego roztworu: 3,5 g kwasow
nukleinowych z drozdzy, 4 g glukozy, 2 g (NH4)2SOy4, 0,2 g MgS0O,4.6H,0, i 0,1 g NaCl.
Po 14 dniach inkubacji w temperaturze 28°C, w supernatantach (po wirowaniu przy 10000
rpm przez 10 min) oznaczano wedlug Litynskiego i in. (1976) ilo§¢ uwolnionych
fosforanow.
e W tych samych roztworach oznaczano metoda Tabatabai i Bremnera (1969) aktywnosci
fosfatazy kwasnej (w pH 6,1) 1 fosfatazy zasadowej (w pH 9,5). Substratem byl p-
nitrofenylo-o-fosforan, pod wptywem enzyméw przeksztatcany do zoéttego p-nitrofenolu,

ktorego stezenie oznaczano metoda kolorymetryczna, przy dlugos$ci fali 415 nm.

4.5.4. Mineralizacja (utlenianie do siarczanow) siarki organicznej okreslano
na podlozu plynnym o sktadzie: 1,5 g cysteiny, 5 g glukozy, 0,5 g NH4sNO3, 0,5 g K;HPOy,
0,25 g MgCl,.6H,0, 0,25 g CaCl,.2H,0, 1000 cm® H,O. Po 14 dniach inkubacji w
temperaturze 28°C, kultury bakteryjne odwirowywano (10000 rpm przez 10 min) i w

supernatancie oznaczano zawarto$¢ siarczanéw metodg Massoumi 1 Cornfielda (1963).

4.5.5. Aktywnos$¢ chitynolityczng bakterii oznaczano w probowkach na podtozu
agarowym (wg Strzelczyka i in., 1990), zawierajagcym: 5 g koloidalnej chityny, 1 g NH4CI, 1
g KoHPO,, $ladowe ilosci FeSO4.7H,0 i ZnSOy4, 15 g agaru i 1000 ml H,O. Po 14 dniach
inkubacji w 28°C mierzono (w mm) gleboko§é przezroczystej strefy, wskazujacej na

hydrolize chityny.

4.5.6. Aktywnos¢ celulolityczng oznaczano w probéwkach na podtozu agarowym

(wg Strzelczyka 1 Szpotanskiego, 1989) o skladzie: 5 g koloidalnej celulozy, 1 g ekstraktu
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drozdzowego, 1 g NaNOs, 1 g Ko;HPO,, 0,5 g KCI, 0,5 g MgCl,.6H,0, 12 g agaru i 1000 cm?®
wody destylowanej (pH pozywki 7,0). Podobnie jak w przypadku aktywnosci
chitynolitycznej, glebokos$¢ strefy przezroczystej w tescie probowkowym (po 14 dniach
inkubacji w temperaturze 28°C) informowata o aktywnosci celulolitycznej badanego

mikroorganizmu.

4.5.7. Zdolnosé¢ bakterii do syntezy zwiazkéw kompleksujacych Fe™® badano
w pozywee o skladzie: 25 cm® glicerolu, 5 g NH4CI, 2 g K504, 3 g K,HPO,, 1 g NaCl, 0,1 g
CaCl,.2H,0, 80 mg MgS0..7H,0, 2 mg ZnSO4.7H,0, sladowe ilosci CuSO4 | MNSO4.7H,0,
1000 cm? wody destylowanej. Po sterylizacji w autoklawie i ochtodzeniu, do pozywki
dodawano 2 mg chlorowodorku tiaminy. Po inkubacji przez 21 dni w temperaturze 28°C do 1
cm® ptynu pohodowlanego dodawano 0,3 cm® 6% roztworu FeCls. 6H,0 w 0,1 N HCI. Po 1
godz. oznaczano kolorymetrycznie (przy dlugosci fali 520 nm) zawarto$¢ zwigzkow
chelatujacych F e*®. Stezenie tych zwiazkéw odczytywano z krzywej wzorcowej, wykonanej

dla metanosulfonianu desferrioksaminy B (Desferal).

4.5.8. Zdolno$¢ bakterii do syntezy HCN badano po 4 dniach inkubacji w 28°C
w szczelnie zamknigtych probowkach, zawierajacych 5 ml podioza King B, wzbogaconego w
4,4 g.I" glicyny i 20 uM FeCls. Obecno$é HCN wykrywano za pomoca zmiany zabarwienia
umieszczonych w probdwkach papierkow wskaznikowych, nasaczonych 0,5% kwasem

pikrynowym i 2% weglanem sodu (Bakker i Schippers, 1987; Paszkowski i in., 1996).

*Uwagi: W Tabelach 19 - 32 zamieszczono dane (udziat aktywnych szczepow oraz $rednie
arytmetyczne 1 wartosci najwyzsze poszczegolnych aktywnos$ci) dotyczace wszystkich

wyizolowanych szczepow, tacznie ze szczepami wyizolowanymi z odcinkow korzeni.
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4.6. METODY ZAKEADANIA 1 PROWADZENIA
DOSWIADCZEN WEGETACYJNYCH OKRESLAJACYCH
WPLYW BAKTERII Bacillus mycoides
NA WZROST PSZENICY OZIMEJ

4.6.1. Doswiadczenia laboratoryjne, fitotronowe i szklarniowe.

4.6.1.1. Ogolny opis doswiadczen

laboratoryjnych, fitotronowych i szklarniowych

4.6.1.1.1 Zakladanie i przebieg doswiadczen wazonowych. Doniczki napetniano (w
zaleznos$ci od rodzaju do$wiadczenia) 1 kg niesterylnego lub sterylnego piasku (trzykrotna
sterylizacja w autoklawie), wzbogaconego lub nie pozywka Hoaglanda (zawierajaca w 1000
ml: 0,95 g Ca(N)3). - 4H,0; 0,61 g KNOg; 0,49 g MgSQ, - 7H,0; 0,12 g NH4H,PO4; 84 mg
FeEDTA; zestaw mikroelementow) lub 0,6 - 0,7 kg niesterylnej gleby, nieskazonej lub
skazonej grzybowym patogenem pszenicy (Fusarium culmorum lub Gaeumannomyces
graminis var. tritici). Fizykochemiczne wlasciwosci stosowanych gleb sg zamieszczone w
Tabeli 1. W czasie trwania do$§wiadczen utrzymywano wilgotno$¢ gleb (dodajac wode
destylowang lub do piasku pozywke Hoaglanda) na poziomie 60% calkowitej pojemnosci
wodnej podtoza. Dynamike wschoddéw, przedstawiang jedng wartoscig liczbowa, okreslano
poprzez zsumowanie liczby rosnacych roslin w kolejnych badanych terminach (np. po 5, 61 7
dniach od siewu). Po okresleniu dynamiki wschodéw (po 7-19 dniach w zaleznosci od
do$wiadczenia), rosliny przerywano, pozostawiajac (w zaleznosci od doswiadczenia) 5 - 8
siewek na doniczkg.

W wigkszosci do$wiadczen rosliny hodowano w komorze wzrostowej przy 16
godzinnym dniu w temperaturze 20°C, przy natezeniu $wiatta 240 uE m? st i przy 8
godzinnej nocy w temperaturze 15°C;

Niektore doswiadczenia (w tym oba doswiadczenia z patogenami pszenicy),
przeprowadzono w miesigcach jesiennych i1 zimowych w ocieplanej i dos§wietlanej szklarni.
Temperatura w tych doswiadczeniach wahata si¢ od kilkunastu do dwudziestu kilku stopni

Celsjusza, w zalezno$ci od zewngtrznej temperatury i naslonecznienia.
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Po 28 dniach od wysiania nasion, ros$liny odmywano od gleby i po wysuszeniu
okreslano mas¢ ich pedow i korzeni, a przez zsumowanie lub podzielenie uzyskanych
wartosci - mase¢ catych roslin oraz stosunek masy pedow do masy korzeni. Doswiadczenia
prowadzono w 3 - 5 powtorzeniach (w zalezno$ci od doswiadczenia). Kontrolg kazdego z
doswiadczen wegetacyjnych stanowita seria roslin szczepionych roztworem 1% CM-celulozy

po zmywie z powierzchni pozywki sterylnej, nie szczepionej bakteriami.

4.6.1.1.2. Przygotowanie zawiesiny bakterii. Bakterie hodowano przez 48 godzin w
temperaturze 27°C na stalej pozywce ,,Pseudomonas agar F” firmy Difco. Po tym czasie
bakterie zmywano z powierzchni pozywki 1% roztworem CM-celulozy (15 ml z powierzchni
jednej ptytki Petriego o $rednicy 9 mm). Liczebno$¢ bakterii w 1 ml takiej zawiesiny wahata
sic w granicach 10® - 10° jednostek propagacyjnych. Jako kontrolg stosowano zmyw z

pozywki nie zaszczepionej bakteriami.

4.6.1.1.3. Przygotowanie nasion do doswiadczen. Wybrane (nieuszkodzone i bez
oznak porazenia przez patogeny) nasiona pszenicy ozimej odmian (w zaleznos$ci od
do$wiadczenia) Gama, Kobra, Elena i Maltanka, o zblizonej masie 1 wielko$ci, moczono w
zawiesinie bakterii (lub w zmywie kontrolnym) przez 1 godzing. Po tym zabiegu wysiewano
je w doniczkach wypelionych odpowiednia gleba. W niektorych doswiadczeniach nasiona
pszenicy sterylizowano powierzchniowo 0,1% sublimatem przez 3 min, a naste¢pnie ptukano

sterylnym 0,1 N HCI i 5-krotnie sterylng wodg destylowang.

4.6.1.2. Szczegotowy opis doswiadczen

laboratoryjnych, fitotronowych i szklarniowych

4.6.1.2.1. Doswiadczenie 1a. Wplyw bakterii na wzrost siewek pszenicy ozimej. 20
nasion pszenicy ozimej odmiany Gama (sterylizowanych powierzchniowo 0,1% sublimatem)
zanurzano w zawiesinach 12 szczepéw bakterii Bacillus mycoides (lub w zmywie
kontrolnym) na 1 godz., po czym wykladano je na ptytki Petriego z 0,7% agarem
wzbogaconym pozywka Hoaglanda. Po 8 dniach wzrostu mierzono dlugosci koleoptyli i

korzonkéw. Otrzymane wyniki porownywano do kontroli nie szczepionej bakteriami.

4.6.1.2.2. Doswiadczenie 1b. Wplyw bakterii na wzrost pszenicy ozimej w 28-
dniowym doswiadczeniu doniczkowym na sterylnym piasku. Nasiona pszenicy ozimej

odmiany Gama sterylizowano powierzchniowo 0,1% sublimatem, a nastepnie zanurzano w
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zawiesinach 12 szczepow bakterii Bacillus mycoides lub w zmywie kontrolnym na 1 godz.
Tak przygotowane nasiona wysiewano w sterylnym piasku (13 nasion na lkg doniczke),
wzbogaconym pozywka Hoaglanda (100 ml na doniczke na poczatku doswiadczenia a potem
10 razy po 20 ml razem z nawadnianiem). Po 14 dniach od siewu okreslano liczbe¢ rosngcych
ro$lin, a nastgpnie przerywano je, pozostawiajac po 5 siewek na doniczke. Po 28 dniach od
siewu okres$lano suchg mase pedow, korzeni i calych roslin. Do§wiadczenie prowadzono w 5

powtorzeniach.

4.6.1.2.3. Doswiadczenie 2. Wplyw bakterii i Fusarium culmorum na wzrost
pszenicy ozimej prowadzono w doniczkowym doswiadczeniu szklarniowym na glebie
ogrodowej. Glebe, z wyjatkiem kontroli, skazono chorobotworczym dla pszenicy grzybem
Fusarium culmorum. Grzyb wprowadzano na ziarnie owsa w ilosci 0,5% (w/w). Ziarno
pszenicy ozimej (odm. Gama) szczepiono czterema (z dwunastu) szczepami bakterii B.
mycoides, ktore w poprzednim do$wiadczeniu (na sterylnym piasku) najbardziej zwigkszaty
masg roslin. Do doniczek wysiano po 20 nasion pszenicy (odm. Gama). Dynamike wschodow
okreslono na podstawie liczby rosnacych roslin po 5, 6, 7 1 19 dniach od siewu. Po 19 dniach
rosliny przerwano, pozostawiajac po 8 siewek na doniczke. Zbior roslin przeprowadzono po
28 dniach od siewu. Okreslono liczbg pedow, suchg mas¢ pedoéw, korzeni i catych roslin oraz
obliczano stosunek masy pedéw do masy korzeni. Doswiadczenie prowadzono w 3

powtdrzeniach.

4.6.1.2.4. Doswiadczenie 3. Wplyw zywego i zabitego inokulum Bacillus mycoides
szczep JC192 (wprowadzanego na réznych nosnikach) na wzrost pszenicy ozimej (odm.
Gama) w 28 dniowym doniczkowym doswiadczeniu fitotronowym. Do tego
doswiadczenia wybrano bardzo zyzng czarng ziemie. Zywe lub zabite bakterie wprowadzano
na nasiona w postaci (a) zawiesiny wodnej (zmyw z 48-godz hodowli na pozywce King B -
15 ml z ptytki Petriego o $rednicy 9 cm); (b) na rozdrobnionym torfie o wielkosci ziarn <1
mm (10 ml wodnej zawiesiny bakterii na 10 g torfu); (c) w postaci namoczonego na 24 godz.
liofilizatu (na podtozu bulionowym z dodatkiem chudego mleka w stosunku 1:1 v/v) bakterii
oraz (d) w zawiesinie bakterii w wodnym roztworze melasy (melasa : woda = 1:1).

Dos$wiadczenie prowadzono w 4 powtorzeniach.
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4.6.1.2.5. Doswiadczenie 3a. Wplyw Bacillus mycoides szczep JC192 na wzrost
pszenicy ozimej na torfie w 21 dniowym doniczkowym doswiadczeniu laboratoryjnym
(oSwietlony parapet okienny). Do torfu wprowadzano zywe lub zabite inokulum bakterii w
ilosci 10 ml na 100 g torfu. Siewki (15 roslin na krystalizator o $rednicy 19 cm) dwukrotnie
dokarmiono pozywka Hoaglanda w ilosci 25 ml na 100 g torfu po 0 i 14 dniach inkubacji.

Doswiadczenie prowadzono bez powtorzen.

4.6.1.2.6. Doswiadczenie 4. Wplyw Bacillus mycoides szczep JC192 na wzrost
pszenicy ozimej na roznych glebach w 28 dniowym doniczkowym doswiadczeniu
fitotronowym. Do tego dos$wiadczenia uzyto glebe ogrodowa, wytworzong z piasku
stabogliniastego, glebg brunatng, wytworzong z lessu i czarng ziemi¢ (charakterystyka gleb w
Tabeli 1) a takze piasek kwarcowy. Zastosowane gleby roznity si¢ wyraznie zdolno$ciami
plonotwérczymi. NajzyZzniejsza okazala si¢ czarna ziemia, natomiast piasek reprezentowat
srodowisko najubozsze. Ziarno pszenicy ozimej (odm. Kobra) szczepiono zawiesing bakterii
B. mycoides JC192 i wysiewano do doniczek w iloSci 21 nasion na doniczkg¢. Dynamike
wschodow okreslono poprzez zsumowanie liczby rosnacych roslin po 5, 6 1 7 dniach. Po 10
dniach od siewu ro$liny przerywano do 7 siewek na doniczke¢. Po 28 dniach okres$lano suchg
mas¢ pedow, korzeni i catych ro$lin oraz stosunek masy pedéw do masy korzeni.

Dos$wiadczenie prowadzono w 4 powtorzeniach.

4.6.1.2.7. Doswiadczenie 5a. Wplyw inokulum Bacillus mycoides JC192 o réznym
stezeniu na dlugos¢ koleoptyli i korzonkow roznych odmian pszenicy ozime;j.
Nasiona (20 sztuk) trzech odmian pszenicy ozimej (Kobra, Elena i Maltanka) zanurzano w
stezonej zawiesinie bakterii (zmyw 15 ml 1% CM-celuloza z ptytki Petriego z 48 godz.
kulturg bakterii), 1 rozcienczonej (1% CM-celuloza) dwukrotnie 1 dziesigciokrotnie. Po 5

dniach inkubacji w ciemnosci w temp. 20°C mierzono dhugosci koleoptyli 1 korzonkow.

4.6.1.2.8. Doswiadczenie 5Sb. Wplyw Bacillus mycoides JC192 na wzrost réznych
odmian pszenicy ozimej w 28 dniowym doniczkowym doswiadczeniu fitotronowym.
Nasiona zaszczepione bakteriami lub moczone w zmywie kontrolnym (patrz ,,Ogolny opis
doswiadczen”) wysiewano do doniczek z czarng ziemig (charakterystyka gleb w Tabeli 1).
Rosliny przerywano do 5 siewek na doniczke. Po 28 dniach inkubacji okreslano suchg mase

pedow, korzeni 1 catych roslin oraz wyliczano stosunek masy pedow do masy korzeni.
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4.6.1.2.9. Doswiadczenie 6. Wplyw bakterii Bacillus mycoides i grzyba
Gaeumannomyces graminis var. tritici (Ggt) na wzrost pszenicy ozimej odmiany Kobra i
stopien porazenia ro$lin przez Ggt w 28-dniowym doswiadczeniu szklarniowym na
czarnej ziemi deluwialnej.

Glebe z wyjatkiem kontroli skazono chorobotwoérczym dla pszenicy grzybem Ggt. Do
jednej serii dos$wiadczalnej wprowadzono tez zabite inokulum Ggt. Grzyb wprowadzano na
wilgotnym ziarnie owsa w ilosci 1% (w/w). Ziarno pszenicy ozimej (odm. Kobra) szczepiono
trzema szczepami bakterii B. mycoides (JC177, JC192 i K184). Do doniczek wysiano po 13
nasion pszenicy. Dynamik¢ wschodow okre§lono codziennie od 7 do 14 dnia od siewu na
podstawie liczby rosngcych roslin. Zbior roslin przeprowadzono po 29 dniach od siewu.
Okres$lono suchg mase pedow, korzeni i catych roslin oraz obliczano stosunek masy pedow do
masy korzeni. Ponadto po zbiorach okre§lano odsetek korzeni porazonych przez patogena, a
po 21, 25 1 28 dniach odsetek roslin z objawami zétknigcie i zasychanie cze$ci nadziemnych.

Dos$wiadczenie prowadzono w 3 powtorzeniach.

4.6.2. Doswiadczenia mikro-i minipoletkowe

4.6.2.1. Doswiadczenia mikropoletkowe (nr 7) prowadzono w kregach o $rednicy 30
cm (powierzchnia 0,07 m?) zakopanych w glebie brunatnej, wytworzonej z piasku gliniastego
mocnego (charakterystyka gleby w Tabeli 1). Do gleby potowy mikropoletek wprowadzono
inokulum grzyba Fusarium culmorum, namnozonym na ziarnie owsa (40 g na mikropoletko).
Bakterie wprowadzano na ziarno pszenicy w zawiesinie CM-ce;lulozy (sposob opisany dla
doswiadczen fitotronowych lub szklarniowych). Na mikropoletku wysiewano po 30 ziaren

pszenicy ozimej (odmiany Almari). Do$wiadczenie prowadzono w 4 powtorzeniach.

4.6.2.2. Doswiadczenia minipoletkowe

Doswiadczenie 8 prowadzono na glebie brunatnej, wytworzonej z piasku gliniastego
mocnego na obetonowanych poletkach o powierzchni 1m? W glebie tej naturalnie rozwinat
si¢ grzyb Gaeumannomyces graminis var. tritici. Bakterie wprowadzano na ziarno pszenicy w
zawiesinie CM-celulozy (jak w przypadku doswiadczen fitotronowych lub szklarniowych).
Na minipoletku wysiewano po 341 nasion pszenicy ozimej (odm. Almari). Do$wiadczenie

prowadzono w 3 powtorzeniach.
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Doswiadczenie 9 prowadzono na madzie $redniej (ZD Kepa - Pulawy) z ozima
odmiang pszenicy (Almari) i odmianami jarymi (Igna i Sigmg) na poletkach o powierzchni
1,8 m?, oddzielonych $ciezkami o szerokosci 0,8 m. Badania prowadzono w 5 powtdrzeniach
metoda blokéw kompletnie zrandomizowanych. Poletka nawozono 80 kg N ha™ i 30 kg P ha’
! Bakterie wprowadzano na ziarno pszenicy w zawiesinie CM-celulozy w sposob opisany dla
doswiadczen fitotronowych lub szklarniowych. Nasiona wysiewano do gleby w ilosci 120 kg
ha'™.

Zaréwno w doswiadczeniach mikro- jak i minipoletkowych po doprowadzeniu roslin

do pelnej dojrzatosci oznaczano liczbe klosow oraz plon suchej masy stomy i ziarna.

4.7. PRZEZYWALNOSC BAKTERII BACILLUS |
FLUORYZUJACYCH PSEUDOMONAS W GLEBIE
| KOLONIZACJA PRZEZ NIE RYZOSFERY PSZENICY

Do badan nad przezywalnoscia w glebie i zasiedlaniem ryzosfery pszenicy przez
bakterie zastosowano spontaniczne rifampicyno- (R*) i streptomycyno- (S*) -oporne mutanty
wybranych szczepow Bacillus (JC192 i K184) i fluoryzujacych Pseudomonas (111107834 i
1121y,). Badania nad przezywalnoscia mutantéw JC192R'S*, K184R'S", I11107B4R’S" i
1121y,R*S" prowadzono w $wiezej glebie brunatnej, wytworzonej z lessu po 0, 2 i 4

tygodniach, a badania nad kolonizacja pszenicy w tej samej glebie po 2 1 4 tygodniach.

4.8. ANALIZA STATYSTYCZNA WYNIKOW

Uzyskane wyniki poddano réznym testom statystycznym. Do okres$lania istotnosci
réznic pomigdzy $rednimi arytmetycznymi wykorzystano analiz¢ wariancji i test t Studenta.
Ponadto okre§lano zalezno$ci pomiedzy réznymi wartoSciami, wyliczajagc wspdlczynniki

korelacji prostej Pearsona.



Wiasciwosci fizyczne i chemiczne gleb uzytych w biotestach

Tabela 1.

Procentowa zawarto$¢ frakcji mechanicznych Wymienny . 1
Gleba o $rednicy (w mm) pHker | C-Organ. Ca Przyswajalne (mg 100g™)
1,0-0,1 0,1-0,02 <0,02 < 0,002 % (meq 1009-1) P,0Os5 K,O Mg
Doswiadczenia fitotronowe i szklarniowe
Ogrodowa
wytworzona 72 19 9 1 6,9 1,18 14,7 100,0 20,3 3,6
z piasku
stabogliniastego
Brunatna
wytworzona 19 49 32 9 6,8 0,89 15,8 40,0 15,2 2,8
z lessu
Czarna ziemia 82 7 11 6 6,8 0,96 | 0,1% CaCO; 12,0 7.2 25
deluwialna
Dos$wiadczenia mikro- i minipoletkowe
Brunatna
Z piasku 50 33 17 6 60 | 113 i 54.0 9,2 5.3
gliniastego
mocnego
Doswiadczenia poletkowe
Mada srednia 7 46 47 14 6,2 1,64 - 13,4 11,5 20,6
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5. OMOWIENIE WYNIKOW I DYSKUSJA

5.1. CZESC |
OGOLNE LICZEBNOSCI BAKTERII I GRZYBOW
W RYZOSFERZE PSZENICY OZIMEJ
ORAZ ICH SKEAD JAKOSCIOWY

Podczas wegetacji pszenicy ozimej (Triticum aestivum L. cv. Gama) w warunkach
polowych, czterokrotnie badano zasiedlanie korzeni (wraz z przylegajaca do nich gleba) przez

rézne grupy drobnoustrojow - od bardzo wczesnego stadium rozwojowego (faza 2. liscia) do

fazy petnej dojrzatosci.

5.1.1. Liczebnos$¢ saprotroficznych bakterii i grzybow
w roznych strefach ryzosfery pszenicy

Tabela 2

Liczebno$¢ bakterii (na pozywce King B) w réznych strefach ryzosfery pszenicy ozime;j
1 w r6znych fazach jej rozwoju
[x 10° g ** suchej masy gleby (a) lub suchej masy korzeni (b)]

Faza Faza Faza F Inej Warost
Strefa ryzosfery L, . . o 428 PEIC) | 1 7ebnosci
2. liScia 4. liscia kwitnienia | dojrzatosci .
bakterii s
1.Ektoryzosfera® 2529,9 m 2187,4 m 2662,9 m 3103,6 m 1,3-krotny
2.Ryzoplana” 8069 m | 13455 n" | 13365 n~ | 1269,8n" | 1,1-krotny
3.Ryzop./Endor.” 969,0 m 919,4 m 1088,0 m 2016,7n" 2,0-krotny
4.Endoryzosfera® 3,05m 2,93 m 2,36 m 262,1n"" | 94-krotny
Strefy korzeniowe | 42059 1y | 22649 m | 24245 m | 328650 | 1,5-krotny
tacznie (2+3)

& - stosunek liczebnosci bakterii w fazie dojrzatosci do $redniej liczebnosci z 3 pozostatych faz.

m, n - srednie (w obrebie poszczegolnych stref ryzosfery) oznaczone réznymi literami
rdznia si¢ istotnie przy * P=90%, ** P=95% lub *** P=99%)).
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Z powodu bardzo kontrowersyjnych pogladéw na temat wyboru rodzaju podioza
mikrobiologicznego do badan liczebnosci 1 sktadu jakosciowego ryzosferowych zespolow
bakteryjnych, nalezy przedstawi¢ powody zastosowania w naszych badaniach pozywki King
B, sporzadzonej przez Kinga i in. (1954 - cyt. za Harrigan i McCance, 1966) do detekcji
fluoryzujacych barwnikow, syntetyzowanych przez bakterie Pseudomonas. Jednakze,
pozywka ta wedlug Alstrom (1987) jest nieselektywna, a wedlug Pietra i Kempy (1989) i
cytowanego przez nich Goulda (1985) mato selektywna w kierunku wzrostu fluoryzujacych
Pseudomonas.

Pozywke te wybrano z dwoch powodéw: (1) pepton jest jej gtownym skladnikiem, a
wickszos¢ bakterii izolowanych z ryzosfer réznych roslin wymaga aminokwasow (Louw i
Webley, 1959; Rouatt i in, 1960 i 1963; Rouatt i Katznelson, 1961, Turner i in., 1985;

Vagnerova i in, 1960a i 1960b) i (2) jej powszechnego stosowania na catym $wiecie.

Pomimo tego, ze m.in. Bowen i Rovira (1976) wskazuja, ze ryzosfera jest
srodowiskiem znacznie mniej optymalnym niz pozywki laboratoryjne i jest ono dobre do
wzrostu oligotroféw, pozywke King B uzywano w stgzeniu oryginalnym, a nie
rozcienczonym, co spowodowato, ze liczono i izolowano glownie bakterie kopiotroficzne, a
nie oligotroficzne (Bowen i Rovira, 1999; Lynch, 1989; Weyman-Kaczmarkowa, 1996).
Uwazano, ze kopiotrofy sg drobnoustrojami charakterystycznymi dla ryzosfery, a oligotrofy
dla gleby poza-ryzosferowej. Dowodza tego m. in. wyniki badan Weyman-Kaczmarkowej
(1996) ktoéra po wprowadzeniu do gleby sztucznych wydzielin korzeniowych, opartych na
sktadzie wydzielin korzeniowych pszenicy, czy wysuszonych i utartych korzeni pszenicy,
obserwowata o wiele wyzszy wzrost liczebnosci bakterii kopiotroficznych, niz liczebnosci
oligotroféw. Nalezy doda¢, ze Kloepper 1 in. (1991) stwierdzili, ze liczebno$ci bakterii w
ryzosferze 1 endoryzosferze czterech roslin motylkowatych 1 Zyta, okreslane na 5% TSA
(tryptic soy agar) i na TSA o normalnym st¢zeniu, praktycznie si¢ nie rdznily, a liczebnosci
bakterii na korzeniach orzeszka ziemnego (po 6 i 9 tygodniach od siewu) liczone na podtozu
Pseudomonas agar F (identyczne z pozywka Kinga B) byty wyzsze o 80 1 30% od liczebnosci
na 5% TSA. Dopiero po 12 tygodniach (faza wybarwiania tusek nasiennych) liczebno$¢
bakterii na Pseudomonas agar F byla nizsza o 91% od liczebno$ci na 5% TSA (Kloepper i

Bowen, 1991).

5.1.1.1. Liczebnosci bakterii ~w przeliczeniu na 1 g suchej masy gleby
przykorzeniowej (ektoryzosfera) lub 1 g suchej masy korzeni (wszystkie strefy ,.korzeniowe”)

wahaty si¢ w podobnych granicach (2,2-3,1 X 10° - gleba i 1,8-3,3 x 10° - korzenie) (Tabela
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2). Analizujac poszczegélne strefy ryzosfery, nie stwierdzono istotnych réznic pomigdzy
liczebnosciami bakterii w trzech pierwszych badanych fazach rozwojowych rosliny (Tabela
2). Zaznaczyl si¢ jedynie niewielki trend stopniowego wzrostu liczebno$ci bakterii na
powierzchni 1 we wnetrzu korzeni (strefy korzeniowe tacznie). W tych fazach zwraca uwage

stosunkowo mata liczebno$é bakterii w endoryzosferze (ok. 2-3 x 10° g*

suchej masy
korzenia). Dopiero w fazie dojrzalosci obserwowano jej wyrazny (ok. 100-krotny) wzrost
(Tabela 2).

Z powodu stosowania réznych technik frakcjonowania ryzosfery, roznych pozywek
oraz z powodu r6znego sposobu przedstawiania danych (w przeliczeniu na wilgotng lub sucha
mas¢ gleby lub korzeni), trudno jest poréwnywaé wartosci liczebnosci drobnoustrojow
uzyskane przez réznych autoréw. Literaturowe dane dla ryzosferowej gleby pszenicy wahaja
si¢ od 60 mln (Vagnerova i in., 1960a) do ponad 1300 min (Lochhead i Rouatt, 1955) w 1 ¢
suchej masy gleby, a dla innych roslin od 0,35 mln w 1 g suchej masy w ryzosferze ryzu
(Vlassak i in., 1992) do 9270 min w 1 g suchej masy w ryzosferze owsa (Paszkowski, 1995a).
Liczebnos$ci bakterii w glebie przykorzeniowej pszenicy, stwierdzone w naszych badaniach,
ksztattowaty si¢ na zblizonym poziomie do warto$ci uzyskanych przez Duinevelda 1 Van
Veena (1994) dla ryzosfery chryzantemy, Kurek i in. (1994) dla ryzosfery zyta, Lochheada i
Rouatta (1955) dla ryzosfery wielu roslin - w tym pszenicy, Paszkowkiego i Kobusa (1995a)
dla ryzosfery owsa i Rouatta i in. (1960) dla ryzosfery pszenicy.

Dane literaturowe, dotyczace liczebnosci bakterii (w przeliczeniu na 1 g $wiezej masy
korzeni) na powierzchni korzenia pszenicy wahajg si¢ od 25 miln (Sands i Rovira, 1971) do
2630 mln (Vagnerova i in., 1960a), a na powierzchni innych roslin od 1,9 mln na powierzchni
ryzu (Sands i Rovira, 1971) do 501 min na powierzchni chryzantemy (Duineveld i Van Veen,
1994). Z kolei Schonwitz i Ziegler (1989) podaja, ze na powierzchni korzeni kukurydzy (w
przeliczeniu na 1 g suchej masy korzeni) bylo 1200 mln bakterii. Jak duze moga byc¢
rozbieznosci pomiedzy wartosciami przedstawianymi na suchg lub $wieza mase¢ korzeni
informujg dane Rouatta 1 Katznelsona (1961), ktorzy wyliczyli, Ze na powierzchni korzeni
pszenicy jest 340 lub 4120 mln bakterii, w zaleznosci od tego, czy wyniki byly przedstawiane
na $wieza lub suchg mase korzeni. Dane informujace o liczebno$ci na powierzchni korzeni
pszenicy ozimej, uzyskane w naszych badaniach, sg zblizone do podanych powyzej wartosci
literaturowych.

W naszych badaniach liczebno$¢ bakterii wewnatrz korzenia (frakcja czwarta -
endoryzosfera), byta 270-560 razy mniejsza od liczebnos$ci bakterii na powierzchni korzenia

(frakcja druga - ryzoplana). Podobne proporcje mozna wyliczy¢é na podstawie wynikow
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Ruppela (1989) - liczebnos¢ bakterii oligonitrofilnych w endoryzosferze pszenicy ozimej byta
280-krotnie nizsza od liczebnosci bakterii oligonitrofilnych w jej ryzoplanie oraz Vlassaka i
in. (1992) - endoryzosfera ryzu zawierata 80-680 razy mniej bakterii niz jego ryzoplana.
Podobne wyniki otrzymali Kloepper i in. (1991). Stwierdzili oni, ze wewngtrz korzeni
czterech roslin motylkowatych i zyta bylo od 40 razy mniej (w przypadku zyta) do 2000 razy
soi) od ich

przykorzeniowych. Autorzy ci (Kloepper i in., 1991) znalezli wewnatrz korzeni bardzo

mniej bakterii (w przypadku liczebnosci w odpowiednich glebach

zblizone liczebnosci bakterii do stwierdzonych w naszych badaniach.

Tabela 3
Liczebnos¢ grzybow (na pozywce Martina) w roznych strefach ryzosfery pszenicy ozime;j
i w roznych fazach jej rozwoju
[x 10° g ** suchej masy gleby (@) lub suchej masy korzeni (b)]

. Wozrost

Faza Faza Faza Faza pelnej | . -

Strefa ryzosfery 2. liscia 4 liscia | kwitnienia | dojrzatosci | lczebnosci

grzybow e

1.Ektoryzosfera® 1269,1 m 5808,4 mn 15095 m | 6777,2 n 2,4-krotny

2.Ryzop|anab 61,5 mn 440m 77,7 n 2260,8 o 37-krotny

3.Ryzop./Endor.” 114,10 113 m 46,8 n 433,0 p 7,5-krotny

4.Endoryzosfera® <0,01 m <0,01 m 0,45 n 111 o 74-krotny

SHE IZIE | o 6 55,3 m 1245n 2693,8p | 23-krotny
tacznie (2+3)

« -stosunek liczebnosci grzyboéw w fazie dojrzatosci do sredniej liczebnos$ci z 3 pozostatych faz.
m, N, 0, p - $rednie (w obrgbie poszczegolnych stref ryzosfery) oznaczone réoznymi literami
r6znig sig¢ istotnie przy P=90%.

5.1.1.2. Liczebnos¢ grzybow (w przeliczeniu na 1 g suchej masy) w trzech
pierwszych fazach rozwojowych pszenicy byta, w przeciwienstwie do bakterii, znacznie
wyzsza w ektoryzosferze (1,3-5,8 X 106) niz na powierzchni i wnetrzu korzenia (0,06-0,18 x
10°%). Roznice te zmniejszyly si¢ wyraznie dopiero w fazie pelnej dojrzatosci (6,8 x 10° —
gleba przykorzeniowa i 2,7 x 10° - korzen) (Tabela 3). Takze w przeciwienstwie do bakterii,
wzrost liczebnosci grzybow w fazie dojrzatosci (w porownaniu do $redniej wartosci z innych
faz) byt znaczny nie tylko w endoryzosferze (74x), ale i w ryzoplanie (37x). Przypuszczalnie
w tym stadium zanikl antygrzybowy system obronny korzeni pszenicy. Na podkreslenie

zashuguje fakt, ze w endoryzosferze nie notowano obecnosci grzybow saprotroficznych przez
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pierwsze dwie fazy wzrostu roslin. W fazie kwitnienia pojawily si¢ drozdze, a pierwsze
grzyby strzgpkowe dopiero w fazie dojrzatosci.

Na podstawie danych literaturowych liczebnos¢ grzyboéw w 1 g gleby przykorzeniowej
roéznych roslin wahata si¢ w zakresie od kilkudziesigciu tysiecy w ryzosferze pszenicy (Catska
i in., 1960; Gomolyako, 1957) do ponad 50 milionéw w ryzosferze owsa (Paszkowski i
Kobus, 1995b) i ryzosferze jeczmienia (Krol, 1997). Zblizone warto$ci liczebno$ci grzybow
w glebie przykorzeniowej do uzyskanych w naszych badaniach, podajg Rouatt i in. (1960) w
ryzosferze jarej pszenicy oraz Kurek i in. (1994) w ryzosferze zyta. Z kolei Catska i in. (1960)
1 Gomolyako (1957) znalezli zblizone do uzyskanych w naszych badaniach liczebnoS$ci
grzybow na powierzchni korzeni pszenicy.

Na podstawie przeprowadzonych badan stwierdzono obecno$¢ wyraznych sit
obronnych korzeni pszenicy ozimej przed intensywng kolonizacja ich wnetrza przez
saprotroficzne drobnoustroje, gtownie przez grzyby - nie notowane w endoryzosferze w
fazach 2. i 4. liscia (Tabele 2 i 3). W fazie kwitnienia, we wszystkich badanych strefach
korzeni, widoczny byt istotny statystycznie wzrost liczebnos$ci grzybow w stosunku do fazy
wczesniejszej, a w fazie pelnej dojrzato$ci mozna juz bylo zaobserwowaé bardzo znaczny
wzrost liczebnosci mikroorganizmow (bakterii we wngtrzu korzeni, a grzybow we wszystkich
badanych strefach korzeni). W czasie dojrzewania ro$lin, znaczny wzrost liczebnosci bakterii
i promieniowcOw w ryzosferze jeczmienia, owsa, Inu, gryki, ziemniaka, tubinu i grochu
rowniez zaobserwowatl Myskow (1960), a Vagnerova i in. (1960b) oraz De Leij i in. (1993)
stwierdzili wzrost liczebno$ci bakterii na powierzchni korzeni pszenicy (po zbiorach lub w
fazie dojrzatosci). Z kolei Catska i in. (1960) oraz Kurek i in. (1994) zanotowali w fazie
dojrzato$ci wyrazny wzrost liczebno$ci grzyboéw w ryzosferze i (zwlaszcza) na korzeniach,
odpowiednio, pszenicy i zyta. Podobne wyniki uzyskali Kloepper i in. (1991), badajac
liczebnosci bakterii 1 grzybow w ryzosferze czterech roslin motylkowatych i zyta. Paul 1 Clark
(2000) informuja, ze w starzejagcym si¢ korzeniu, po $mierci komoérek korzeniowych tworza
si¢ luki lub przestrzenie powietrzne, sprzyjajace ich zasiedleniu przez grzybni¢. Odmienne
wyniki uzyskali Paszkowski i Kobus (1995a), ktorzy wraz ze starzeniem si¢ owsa

obserwowali stopniowy spadek liczebnosci bakterii, promieniowcoOw 1 grzybow.
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5.1.2. Rozmieszczenie bakterii i grzybow

w roznych strefach ryzosfery pszenicy ozimej

Ze wzgledu na tatwos¢ metodyczng, liczebnos¢ bakterii 1 grzyboéw (Tabele 2 1 3)
przeliczano na jednostki suchej masy gleby przykorzeniowej lub suchej masy korzeni, a wiec
substancji o zdecydowanie rdznej proporcji suchej masy do swych naturalnych objetosci. Aby
otrzyma¢ chociazby przyblizony obraz przestrzennego rozmieszczenia drobnoustrojow w
calej, szeroko pojetej ryzosferze (korzen + S$Scisle otaczajgca go gleba), postanowiono
dodatkowo okresli¢ procentowe rozmieszczenie drobnoustrojow w réznych jej strefach,

traktujac korzen wraz z przylegajaca don glebg jako cato$¢ (100%).

Tabela 4
Liczebno$¢ bakterii w 1 g wilgotnej masy korzeni z przylegajaca do nich gleba
(cato$¢ ryzosfery) oraz ich rozmieszczenie w poszczegolnych strefach
ryzosfery pszenicy ozimej (w %).

Strefaryzosfery | Faza2. liécia | Faza4. liscia | Fazakwitnienia | I aza peinej
dojrzatosci
1.Ektoryzosfera 95,9% 94,8% 86,6% 81,0%
2.Ryzoplana 1,9% 3,1% 7,4% 7,3%
3.Ryzop./Endor. 2,2% 2,1% 6,0% 11,7%
4.Endoryzosfera 0,007% 0,007% 0,013% 1,5%
S G 4,1% 5,2% 13,4% 19,0%
tacznie (2+3)
Liczebnos¢ bakterii
w1gwilg. masy | 1,725x 10° 1,562 x 10° 1,624 x 10° 2,106 x 10°
korzeni z gleba

Takie procentowe rozmieszczenie bakterii 1 grzybow w rdznych strefach ryzosfery
przedstawiono w Tabelach 4 i 5. Jak z nich wynika, w trzech pierwszych fazach rozwoju
pszenicy ozimej, zdecydowana wigkszo$¢ zardwno bakterii (87-96%) jak 1 (szczegélnie)
grzybow (99-99,95%) znajdowata si¢ we frakcji pierwszej - ektoryzosferze (ktéra na pewno
zawierata w sobie elementy ryzoplany), a frakcja czwarta - endoryzosfera zawierata niewielka
ich czgs¢ (0.007-0.013%  bakterii i 0-0.005% grzybow). Dopiero w fazie dojrzatosci
obserwowano znaczne zwigkszenie udziatu frakcji korzeniowych tacznie (19% bakterii i 8%

grzybow) 1 endoryzosfery (1,5% bakterii 1 0,03% grzybodw) w rozmieszczeniu drobnoustrojow




62

ryzosferowych. Obserwowany stopniowy wzrost udziatu frakcji korzeniowych lacznie w
rozmieszczeniu drobnoustrojéw (szczeg6Olnie bakterii) moze w duzym stopniu by¢
spowodowany wzrostem udzialu masy korzeni w masie kompleksu korzenie + otaczajaca je
gleba (Tabela 6). Wyliczono istotny przy P = 95% wspodtczynnik korelacji pomigedzy
procentowym udzialem masy korzeni w masie kompleksu korzenie + otaczajaca je gleba, a
procentowym udzialem frakcji korzeniowych tgcznie w rozmieszczeniu bakterii
ryzosferowych (r = 0,989).

Tabela 5

Liczebnos¢ grzybow w 1 g wilgotnej masy korzeni z przylegajaca do nich glebg

(catos¢ ryzosfery) oraz ich rozmieszczenie w poszczeg6lnych strefach ryzosfery
pszenicy ozimej (w %).

Strefaryzosfery | Faza2.liécia | Faza4. liscia | Fazakwitnienia | I 222 pelnej
dojrzatosci
1.Ektoryzosfera 99,25% 99,95% 98,6% 91,9%
2.Ryzoplana 0,25% 0,04% 0,9% 6,8%
3.Ryzop./Endor. 0,5% 0,01% 0,5% 1,3%
4.Endoryzosfera <0,00005% <0,00005% 0,005% 0,03%
SHEY GBI 0,75% 0,05% 1,4% 8,1%
tacznie (2+3)
Liczebnos¢
grzyboww lg | 083710 3,932 x 10° 0,808 x 10° 3,993 x 10°
wilg. masy korzeni
z glebg
Tabela 6

Udziat suchej masy gleby i suchej masy korzeni
w ryzosferze pszenicy ozimej w jej roznych fazach rozwojowych (w %)

Strefa Faza Faza Faza Faza pelnej
2. lidcia 4. liscia kwitnienia dojrzatosci
Gleba 94,3 94,9 85,4 81,85

Korzenie 5,7 51 14,6 18,15
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5.1.3. Porownanie zasiedlenia korzeni pszenicy przez bakterie i grzyby

Generalnie, niezaleznie od fazy rozwojowej rosliny, warto$¢ stosunku liczebno$ci
bakterii do liczebnosci grzybow (B/G) stopniowo wzrastata wraz z przejSciem od
ektoryzosfery, poprzez ryzoplane i ryzoplan¢/endoryzosfere, do endoryzosfery (Tabela 7).
Réznice pomigdzy warto$ciami B/G w ektoryzosferze a wartosciami B/G stref korzeniowych
ulegly obnizeniu w fazie dojrzatosci, co spowodowane bylo wyzszym stopniem kolonizacji

przez grzyby korzeni w okresie ich zamierania.

Stosunek liczebnosci bakterii do liczebno$ci grzybdéw w ryzosferze pszenicy ozir-rrl:?ela !
swefaryzostery | NS | 4 e | kitienia | dojotel | oy
Ektoryzosfera 2000 380 1800 450 1150
Ryzoplana 13100 30600 17200 560 15400
Ryzop./Endor. 8500 81400 23200 4700 29400
Endoryzosfera >300000 >300000 5200 23600 >150000
Strefy korzeniowe |47 41000 19500 1200 17900
tacznie

Na podstawie stosunku liczebnosci bakterii do liczebnosci grzybow (Tabela 7) mozna
sadzié, ze saprotroficzne bakterie okazaty si¢ znacznie lepszymi kolonizatorami powierzchni i
(zwlaszcza) wnetrza korzeni od saprotroficznych grzybow. Potwierdzaja to m.in. wyniki
badan Gantottiego i Rangaswami (1971), Richardsa (1976) oraz van Vuurde i de Lange
(1978), ktoérzy uzyskali znacznie wyzsze wartosci efektu ryzosferowego w przypadku bakterii
niz grzybow. Do okre$lania liczebno$ci drobnoustrojow stosowali oni, tak jak my, metody
ptytkowe. Metody ptytkowe moga by¢ jednak mylace w przypadku okreslania liczebnoS$ci
grzyboéw. Praca Lumsdena 1 in. (1990), stwierdzajagca odwrotng zalezno$¢ pomiedzy biomasa
a liczbg jednostek tworzacych kolonie grzyba Trichoderma sugeruje, ze grzyby w warunkach
stresu (np. przy ograniczonym dostepie pokarmu lub przesuszeniu) tworza duza liczbe
zarodnikow, co po wysianiu na ptytki agarowe daje duza liczbe kolonii, natomiast w

warunkach korzystnych, gdy dostepna jest duza ilos¢ pokarmu, energia grzyba jest
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skierowana do produkcji wegetatywnej grzybni, co w efekcie moze da¢ matg liczbe kolonii, a
duza biomas¢ grzyba. Podobne wnioski mozna wysnu¢ z pracy Agnihothrudu (1955).
Jednakze, wykorzystanie technik mikroskopowych do okreslenia stopnia pokrycia
powierzchni korzeni przez drobnoustroje (Gochnauer i in., 1989; Newman i in., 1981;
Schonwitz i Ziegler, 1989; Turner i in., 1985) oraz oznaczenia oddychania czy mineralizacji
glukozy w glebie ryzosferowej i pozaryzosferowej po wprowadzeniu cykloheksimidu i
streptomycyny (Vancura i Kunc, 1977; Nakas i Klein, 1980) wskazujg na to, ze jednak
bakterie dominujag w glebie ryzosferowej i na korzeniach roslin, a grzyby w glebie
pozaryzosferowej. Powyzsze wnioski moga tez by¢ potwierdzone przez wyniki pracy
Joergensena (2000), ktory stwierdzil, ze procentowa zawarto$¢ ergosterolu w stosunku do
ilosci C-biomasy drobnoustrojow (okreslonej metoda fumigacji-inkubacji) na korzeniach traw
byta 3-krotnie nizsza niz w glebie ryzosferowej i poza-ryzosferowej. Nalezy zaznaczy¢, ze w
powyzszych rozwazaniach nie byly brane pod uwage grzyby mikoryzowe, ktérych znaczna
biomasa jest zwigzana z korzeniami, a ktorych liczebnos$¢ nie moze by¢ okreslana metodami

ptytkowymi (De Leij i Lynch, 1997).

5.1.4. Sklad jakoSciowy zespolow grzybowych

Wyizolowane na pozywce Martina grzyby nalezaly do nastgpujacych rodzajow:
Acremonium, Alternaria, Arthrinium, Aspergillus, Beauveria, Cladosporium, Coniothyrium,
Fusarium, Gliocladium, Helminthosporium, Humicola, Mortierella, Mucor, Penicillium
(facznie z Paecilomyces, ze wzgledu na trudnosci identyfikacyjne), Phoma, Rhizoctonia,
Sclerotinia, Scopulariopsis, Stachybotrys, Trichoderma, Verticillium (prawie wytacznie V.
nigrescens), Zygodesmus jak rowniez réznokolorowe drozdze i grzyby niezarodnikujace
(Tabele 8-11). Wyniki badan wielu autorow (Chrzanowski, 1976; Catska i in., 1960; Gams,
1967, Hatabuda, 1958a 1 1958b; Peterson, 1958; Plaskowska, 1997; Rouatt i in., 1963; van
Vuurde, 1978) potwierdzaja powszechno$¢ wystepowania w ryzosferze i1 na korzeniach

pszenicy tych rodzajow grzybow, jakie zostaly znalezione w naszych badaniach.
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Tabela 8
Jako$ciowy sktad grzybow w roéznych strefach ryzosfery w fazie 2. liscia pszenicy ozimej (w %)
Ryzoplana/
Ektoryzosfera Ryzoplana end%rygosfera Endoryzosfera e;;f&gl(?sr}zlra Endoryzosfera
Grupa grzybow (gleba (powierzchniowa (homogenat (homogenat . .| (odcinki korzeni
. . korzeni korzeni (odcinki korzeni )
przykorzeniowa) | warstwa korzeni) ) ) - . odkazanych)
nieodkazanych) odkazanych) nieodkazanych)

Acremonium 12,0 0 5,0 0 0 0
Alternaria 0 15,0 70,0 0 55 0
Beauveria 0 0 5,0 0 0 0
Fusarium 8,0 45,0 20,0 0 66,5 0
Helminthosporium 0 0 0 0 4,0 0
Mortierella 8,0 0 0 0 55 0
Peni(?illium (facznie z 20,0 0 0 0 5.5 0
Paecilomyces)

Phoma 4,0 0 0 0 0 0
Scopulariopsis 4,0 0 0 0 0 0
Stachybotrys 4,0 0 0 0 0 0
Trichoderma 12,0 10,0 0 0 0 0
Verticillium 20,0 50 0 0 0 0
Nie zarodnikujace zolte 0 15,0 0 0 9,0 0
Nieoznaczone 8,0 10,0 0 0 0 0
Liczba szczepow 25 (100%) 20 (100%) 20 (100%) 0 18 (100%) 0
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Tabela 9
Jakosciowy sktad grzybow w rdznych strefach ryzosfery w fazie 4. liscia pszenicy ozimej (w %)
Ryzoplana/ Rvzoplana/
Ektoryzosfera Ryzoplana endoryzosfera Endoryzosfera end){)ryrz)osfera Endoryzosfera
Grupa grzybow (gleba (powierzchniowa (himogepat (hi?rggﬁ?at T (odcinki korzeni
: : orzeni . . kaz h
przykorzeniowa) | warstwa korzeni) nicodkazanych) odkazanych) eoTiasmiyeh) odkazanych)

Acremonium 0 10,0 0 0 - -
Alternaria 0 2,5 0 0 - -
Arthrinium 0 30,0 0 0 - -
Coniothyrium 8,5 0 0 0 - -
Fusarium 6,4 12,5 22,0 0 - -
Mucor 4,25 5,0 0 0 - -
Penicillium + 38,3 15,0 32,0 0 i i
Paecilomyces

Phoma 4,25 25 6,0 0 - -
Scopulariopsis 4,25 0 4,0 0 - -
Trichoderma 21,3 0 4.0 0 - -
Verticillium 6,4 20,0 26,0 0 - -
Nie zarodnikujace zotte 0 0 4.0 0 - -
Nieoznaczone 21,3 2,5 2,0 0 - -
Liczba szczepow 6,4 40 (100%) 50 (100%) 0 - -
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Tabela 10
Jakosciowy sklad grzybow w roéznych strefach ryzosfery w fazie kwitnienia pszenicy ozimej (w %)
Ryzoplana/ R lana/
Ektoryzosfera Ryzoplana endoryzosfera Endoryzosfera endfr(;/g:sfera Endoryzosfera
Grupa grzybow (gleba (powierzchniowa (homogenat (homogenat - .| (odcinki korzeni
przykorzeniowa) | warstwa korzeni) korzeni korzeni (odcinki korzen odkazanych)
nieodkaZanych) ()dkajanych) nleodkazanych)
Acremonium 12,9 13,0 7,6 0 0 0
Cladosporium 6,45 0 0 0 0 0
Fusarium 0 0 12,0 0 50,0 0
Gliocladium 0 0 0 0 0 0
Humicola 0 0 1,1 0 0 0
Mucor 0 0 1,1 0 33,3 0
Penicillium + 25,8 30,45 10,9 0 0
Paecilomyces
Phoma 9,7 4,35 0 0 0 0
Sclerotinia 3,2 0 0 0 0 0
Trichoderma 16,1 30,45 22,8 0 8,3 0
Verticillium 6,45 0 31,5 0 0 0
Zygodesmus 0 4,35 0 0 0 0
Drozdze 0 17,4 13,0 100 0 100
Nieoznaczone 19,4 0 0 0 8,3 0
Liczba szczepéw 31 (100%) 23 (100%) 92 (100%) 6 (100%) 12 (100%) 6 (100%)
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Tabela 11
Jakosciowy sktad grzybow w roznych strefach ryzosfery w fazie pelnej dojrzatosci pszenicy ozimej (w %)
Ryzoplana/ Rvzool
Ektoryzosfera Ryzoplana endoryzosfera Endoryzosfera - dfr?,g(?;z/ra Endoryzosfera
Grupa grzybow (gleba (powierzchniowa (homogenat (homogenat . .| (odcinki korzeni
przykorzeniowa) | warstwa korzeni) korzeni korzeni Collih gl et odkazanych)
nicodkazanych) odkazanych) nieodkazanych)

Aspergillus 0 0 5,25 0 0 0
Fusarium 22,2 0 63,2 0 35 0
Gliocladium 27,8 50 15,8 100 15 100
Mucor 27,8 20 0 0 20 0
Penicillium + 16,7 15 10,5 0 20 0
Paecilomyces
Rhizoctonia 0 0 5,25 0 0 0
Trichoderma 55 0 0 0 0 0
Verticillium 0 10 0 0 0 0
Liczba szczepow 18 (100%) 20 (100%) 19 (100%) 7 (100%) 20 (100%) 5 (100%)




69

Na podstawie przedstawionych wynikow (Tabele 8-11) mozna stwierdzi¢, ze w miare
starzenia si¢ ro$lin nastepowaly jakosciowe zmiany w izolowanych zespotach grzybowych.
Od fazy 2. liscia do fazy kwitnienia byly one stosunkowo niewielkie w zespotach
grzybowych, pochodzacych z ektoryzosfery. Przewazaly tu zdecydowanie Penicillium i
Trichoderma, oraz w mniejszym stopniu Verticillium i Acremonium. W fazie 2. liScia z frakcji
korzeniowych (z wyjatkiem korzeni odkazanych powierzchniowo, gdzie nie stwierdzano
obecno$ci grzybow) izolowano prawie wylacznie Alternaria i Fusarium. W fazach
p6zniejszych, Fusarium byty nadal liczne w homogenacie korzeni nieodkazanych, a juz
szczegolnie ten rodzaj dominowat w zespotach grzybow wyizolowanych z odcinkow korzeni

nieodkazanych.

Tabela 12.
Procentowy udziat rodzajow grzybow w zespotach grzybowych,
pochodzacych z réznych stref ryzosfery.

Rodzaj lub grupa grzybow Ektoryzosfera Ryzoplana Ryzoplana/Endoryzosfera
Acremonium 6,2 5,8 3,2
Alternaria 0 4,4 17,5
Arthrinium 0 75 0
Aspergillus 0 0 1,3
Beauveria 0 0 1,3
Cladosporium 1,6 0 0
Coniothyrium 2,1 0 0
Fusarium 9,2 15,6 29,3
Gliocladium 7,0 12,5 4,0
Humicola 0 0 0,3
Mortierella 2,0 0 0
Mucor 8,0 6,3 0,3
Penicillium + 252 15,1 13,4
Paecilomyces

Phoma 45 1,7 15
Rhizoctonia 0 0 1,3
Sclerotinia 0,8 0 0
Scopulariopsis 2,1 0 1,0
Stachybotrys 1,0 0 0
Trichoderma 13,7 10,1 6,7
Verticillium 8,2 8,8 14,4
Zygodesmus 0 1,1 0
Drozdze 0 44 3,3
Nie zarodnikujace zotte 0 3,8 1,0
Nieoznaczone 8,5 3,1 0,5
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W zespotach grzybowych, pochodzacych z ryzoplany i1 ryzoplany/endoryzosfery
starzejacych si¢ korzeni (juz poczawszy od fazy 4. liscia - Tabela 9), a wigc w czasie, gdy
zaciera si¢ granica pomigdzy powierzchnig korzenia i glebg (De Leij 1 Lynch, 1997), nastapit
wyrazny wzrost udziatu rodzajow bardziej typowych dla gleby (przewazajacych juz od fazy 2.
liscia w glebie przykorzeniowej - Tabela 8), a mianowicie Penicillium, Trichoderma,
Verticillium i Acremonium. W czasie zamierania korzeni - w fazie dojrzatosci (Tabela 11), z
trzech pierwszych stref ryzosfery izolowano glownie przedstawicieli Gliocladium, Fusarium i
Penicillium, a z dwu pierwszych stref ryzosfery takze Mucor.

W Tabeli 12 przedstawiony jest $redni (dla wszystkich faz rozwoju pszenicy ozimej)
udziat réznych rodzajow w zespotach grzyboéw z trzech pierwszych stref ryzosfery
(ektoryzosfery, ryzoplany i ryzoplany/endoryzosfery). Na podstawie tych danych wynika, ze
(nie uwzgledniajac bardzo nielicznych przedstawicieli Aspergillus, Beauveria, Humicola i
Rhizoctonia) udziat jedynie trzech rodzajow: Fusarium, Alternaria i Verticillium
(wystepujacego gtownie w postaci V. nigrescens) stopniowo wzrastal przy przejsciu od
ektoryzosfery do ryzoplany/endoryzosfery. Udziat pozostatych rodzajow grzybdéw stopniowo
malat (Tabela 12).

Nalezy zaznaczy¢, ze rodzaj Fusarium zdecydowanie przewazal w zespotach grzybow
wyizolowanych z odcinkéw korzeni nieodkazanych. Swiadczy to o duzych zdolno$ciach
Fusarium do kolonizowania nowego $rodowiska, jakim jest pozywka agarowa. Ciekawym
jest fakt réwniez wyraznego wzrostu udzialu Mucor w zespotach grzybowych z odcinkow
korzeni nieodkazanych w fazach kwitnienia 1 pelnej dojrzatosci. Nalezy tu nadmienié, ze
wszystkie szczepy Mucor z odcinkow korzeni nalezaty do gatunku M. hiemalis.

Catska i in. (1960), podobnie do wynikéw prezentowanych w Tabeli 12,
zaobserwowali w doswiadczeniu polowym stopniowy, bardzo silny wzrost udzialu Fusarium
(byly to najliczniejsze grzyby w ryzosferze i na powierzchni korzeni) i Alternaria, oraz
stopniowy spadek udziatu Penicillium i Trichoderma, wraz z przejsciem od gleby poza-
ryzosferowej, poprzez glebe ryzosferowa do powierzchni korzeni pszenicy (natomiast
zaobserwowane przez nich zmiany udzialu Mucor i Verticillium w badanych strefach byty
odwrotne niz w Tabeli 12). Podobne wyniki uzyskaty Kurek i in. (1994), a mianowicie
wyzszy udzial Fusarium i Alternaria, a nizszy udziat Penicillium i Trichoderma w ryzosferze
zyta niz w glebie wolnej od korzeni. Roéwniez Peterson (1958) stwierdzil czestsze
wystepowanie Fusarium a rzadsze Penicillium na powierzchni korzeni pszenicy niz w glebie
ryzosferowej czy glebie poza-ryzosferowej. Z kolei, Plaskowska (1997) wyizolowata

znacznie wigcej szczepow Fusarium, Mortierella i Mucor z korzeni pszenicy niz z gleby
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ryzosferowej. By¢é moze duza zdolnos¢ grzybow z rodzaju Fusarium do kolonizowania
powierzchni korzeni jest miedzy innymi zwigzana z ich zdolnoscig do wzrostu w warunkach
o bardzo ograniczonym dostepie tlenu (Carlile 1 Watkinson, 1995).

To, ze ryzosfera jest dla grzybow Fusarium dogodnym miejscem do zycia,
szczegllnie $wiadcza wyniki badan Agnihothrudu (1955), ktéry informuje, ze grzyby
Fusarium wystepowaty w ryzosferze réznych roslin w postaci grzybni, a nie zarodnikow. Ten
fakt moze thumaczy¢, dlaczego w naszych badaniach grzyby z rodzaju Fusarium dominowaty
na pozywce agarowej wokot odcinkow korzeni.

Endoryzosfera byta miejscem niedostepnym dla grzybdéw saprotroficznych w fazach 2.
i 4. liScia (nie badano wystepowania grzyboéw endomikoryzowych), dopiero w fazie
kwitnienia stwierdzono obecno$¢ réznokolorowych drozdzy. Podobnie Parkinson i Pearson
(1967) stwierdzili, ze kolonizacja powierzchni korzeni jeczmienia przez grzyby rozpoczela sie
od Candida sp.. W naszych badaniach stwierdziliSmy, ze pierwsze grzyby strzgpkowe
wniknety do endoryzosfery dopiero w fazie dojrzatosci, gdy zamarly sity zyciowe korzenia.
Okazaty si¢ nimi Gliocladium, powszechnie znane ze zdolnosci celulolitycznych (Domsch i
in, 1980). Ciekawym jest fakt, ze w odrdznieniu od zespoldw grzybowych z odcinkow
korzeni nieodkazanych, obraz zespotéw grzybowych, pochodzacych z odcinkow korzeni
odkazanych powierzchniowo byt doktadnie taki sam jak w przypadku homogenatow tych

korzeni (Tabele 8 - 11).

5.1.5. Sklad jakoSciowy zespolow bakterii saprotroficznych.

Z ryzosfery pszenicy ozimej wyodrebniono 1245 szczepow bakterii. Na podstawie
cech morfologicznych i biochemicznych zakwalifikowano je do nast¢pujacych rodzajow lub
grup: Acinetobacter, Actinomycetes, Alcaligenes, Bacillus, Erwinia, Flavobacterium-
Cytophaga, Janthinobacterium, Klebsiella, Micrococcus, Pseudomonas, Xanthomonas. Ze
wzgledu na trudnosci identyfikacyjne, pateczki Gram (+) potaczono w jedng grupe, nazwang
,Coryneform”. Niesklasyfikowane pateczki Gram (-) rozdzielono do dwu grup
»Nieoznaczone 1” i ,,Nieoznaczone 2”, za wzgledu na niektore wspodlne cechy szczepow w
obrebie kazdej grupy. Na podstawie dodatkowej identyfikacji szczepy Erwinia i
fluoryzujacych Pseudomonas oznaczono do gatunku. Ponadto wsrdd szczepow Bacillus

wydzielono szybko rosngce szczepy B. mycoides.
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5.1.5.1. Zmiany jakoSciowe zachodzace w ryzosferze.

Stopniowo w miarg starzenia si¢ roslin, w zespotach bakteryjnych nastgpowat wzrost
udzialu bakterii Gram (+). Wartosci $rednie udziatu bakterii Gram (+) ze wszystkich stref
ryzosfery lacznie odpowiednio wynosity: w fazie 2. liscia - 19 %; w fazie 4. liScia - 21%; w
fazie kwitnienia - 25% i w fazie dojrzatosci - 51%. Zmiany jakosciowe zespotow
bakteryjnych zachodzity we wszystkich badanych strefach ryzosfery wedtug podobnego
schematu: (a) w fazie 2. liscia dominowaty Erwinia i fluoryzujace Pseudomonas; (b) w fazie
4. liScia zdecydowanie przewazaty fluoryzujace Pseudomonas, a Flavobacterium-Cytophaga i
Coryneform wyraznie zwigkszyly swoje udzialy; (c) faza kwitnienia to okres dominacji
Flavobacterium-Cytophaga i w mniejszym stopniu Coryneform (z wyjatkiem endoryzosfery,
w ktorej prawie wylacznie notowano fluoryzujace Pseudomonas), a (d) faza dojrzatosci to
okres wyraznego wzrostu udzialu Coryneform i Alcaligenes (Tabele 13-16). Zmiany
jakosciowego sktadu zespotéw bakteryjnych od Erwinia i fluoryzujacych Pseudomonas do
Coryneform najszybciej przebiegaly w ektoryzosferze, a najwolniej w endoryzosferze.
Pomimo, ze w przeciwienstwie do De Leija i Lyncha (1993) nie rozdzielalismy korzeni w
danej fazie wzrostu ro$lin na mtodsze (znajdujace si¢ w glebszych warstwach gleby) 1 starsze
(znajdujace si¢ w gornych warstwach gleby), mozna stwierdzi¢, ze zaobserwowany obraz
zmian jakos$ciowych zespoléw bakteryjnych w ciggu okresu wegetacyjnego pszenicy
doskonale odzwierciedla zmiany przejScia od bakteryjnych zespotéw ,r-strategow” (w
naszym przypadku - bakterii z rodzaju Erwinia i fluoryzujacych Pseudomonas),
zasiedlajacych milode korzenie, do zespotow ,K-strategow” (w naszym przypadku -
Flavobacterium-Cytophaga, Coryneform i by¢ moze Alcaligenes), zyjacych w srodowisku
starych korzeni (De Leij i in., 1993; De Leij i Lynch, 1997). Badane przez De Leij i in. (1993)
zespoty bakterii, pochodzace z coraz mtodszych korzeni pszenicy, rosnacych w stopniowo
glebszych warstwach gleby, w fazie krzewienia charakteryzowaly si¢ stopniowo
zwigkszajacym si¢ srednim wzrostem na pozywkach agarowych. Réznice w tempie wzrostu
zespotow bakteryjnych, pochodzacych z korzeni, polozonych na roéznej glebokosci,
zmniejszylty si¢ w fazie kwitnienia i zanikty w fazie dojrzato$ci, a zespoly bakterii z r6znych
glebokosci gleby pozakorzeniowej nie wykazywaly zadnych roznic w tempie wzrostu na

pozywkach agarowych (De Leij 1 in., 1993).

Obserwowalismy szczego6lng zdolno$¢ Erwinia i fluoryzujacych Pseudomonas do

kolonizowania pozywki agarowej wokot odcinkow korzeni pszenicy potozonych na pozywke
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agarowa. Nawet w okresie ich niskiej liczebnosci na 1 w korzeniach (nie notowane lub prawie
nie notowane w homogenatach korzeni: (a) fluoryzujace Pseudomonas w fazie dojrzatosci i
kwitnienia w homogenacie korzeni nieodkazanych <Tabele 15 i 16> oraz (b) Erwinia w
fazach 4. liscia 1 kwitnienia <Tabele 14 1 15>) potrafity wygra¢ konkurencj¢ w zasiedleniu
pozywki agarowej wokol odcinkéw korzeni ze znacznie liczniejszymi grupami bakterii. Z
drugiej strony, Flavobacterium-Cytophaga liczne w fazie 4. licia i kwitnienia, a Coryneform
i Alcaligenes, liczne w fazie kwitnienia i szczegdlnie w fazie pelnej dojrzatosci, byly prawie
nie notowane na pozywce wokot odcinkéw korzeni. Wyniki otrzymane przez Nijhuis 1 in.
(1993) potwierdzaja nasze dane, omoéwione powyzej. Badali oni m. in. zdolno$¢ réznych
grup bakterii, izolowanych z ryzosfery traw, do kolonizacji korzeni na ptytkach agarowych.
Indeks kolonizacyjny wyliczony przeze mnie [(procentowy udzial poszczegdlnych grup
bakterii w klasie trzeciej <caty korzen zasiedlony przez dana grupe bakterii> x 2 +
procentowy udzial poszczegdlnych grup bakterii w klasie drugiej <zasiedlona tylko gorna,
starsza cze$¢ korzenia> x 1 + procentowy udzial poszczegodlnych grup bakterii w klasie
pierwszej <nie stwierdzono kolonizacji korzeni przez dang grupe bakterii> x 0)/100%] na
podstawie wynikow tej pracy wynosit: bakterie Gram (-) 1,80; bakterie Gram (+) 1,29;
Pseudomonas 2,00; Flavobacterium 1,65; Coryneform 1,32 (najwyzszy dla
Cellulomonas/Corynebacterium 1,59 i Arthrobacter/Rhodococcus 1,44); Streptomyces O.
Badanie kolonizacji ryzosfery i ryzoplany przez wyizolowane szczepy wskazuja, ze szczep
Pseudomonas w jednakowy sposob kolonizowat zarowno miode jak i stare korzenie,

natomiast Flavobacterium gtownie stare (Nijhuis i in., 1993).

Tabela 18 pokazuje wyrazng przewage fluoryzujacych Pseudomonas oraz Erwinia do
kolonizacji endoryzosfery. Udziat tych grup ryzobakterii wyraznie wzrastal w kolejnych
strefach ryzosfery (przy przejsciu od ektoryzosfery do endoryzosfery). Dane te sugeruja, ze
bakterie, nalezace do tych rodzajéw sa szczeg6lnie uzdolnione do kolonizowania wnetrza
korzeni. Z wyjatkiem Bacillus udzial pozostaltych badanych grup lub rodzajow bakterii
bardziej lub mniej wyraznie stopniowo si¢ obnizat (Tabela 17). Wyzszy udziat Bacillus w
zespole z endoryzosfery moze by¢ spowodowany niedostateczng sterylizacja zarodnikow tych
bakterii (Kunicki-Goldfinger, 1994).
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Tabela 13
Jako$ciowy sktad bakterii w r6znych strefach ryzosfery w fazie 2. licia (w %)
Ektoryzosfera Ryzoplana Ryzoplana/ Endoryzosfera Ryzoplana/ Endoryzosfera
Grupa bakterii _ _ endoryzosfera end.ory'zosfera _ o _
(gleba (powierzchniowa | (homogenat (homogenat (odcinki korzeni | (odcinki korzeni
przykorzeniowa) | warstwa korzeni) | korz. nieodkaz.) | korzeni odkaz.) nieodkaz.) odkazanych)
Acinetobacter 8,6 1,5 0 0 0 0
Actinomycetes 8,6 0 0 0 0 0
Alcaligenes 1,7 0 0 0 0 0
Bacillus 0 3,0 0 5,6 10,7 18,9
(B. mycoides)* (0)* (0)* (100)* (71)*
Coryneform 6,9 4,5 6,3 5,6 0 2,7
Erwinia 19,0 13,6 23,5 63,8 57,1 45,9
(E. carotovora)* (73)* (89)* (40)* (70)* (100)* (100)*
(E. herbicola)* (27)* (11)* (60)* (30)*
Flavobacterium-Cytophaga 6,9 3,0 6,3 0 0 0
Janthinobacterium 0 0 1,6 0 0 0
Klebsiella 5,2 1,5 4,7 2,8 7,1 0
Micrococcus 5,2 27,3 1,6 2,8 0 0
Pseudomonas fluoryzujacy 24,1 27,3 37,5 13,9 14,3 27,0
(P. fluorescens)* (79)* (92)* (96)* (100)* (50)* (90)*
(P. putida)* (7)* (10)*
(P. syringae)* (8)* (4)* (50)*
(P. cichorii)* (14)*
Pseudomonas niefluoryzujacy 5,2 4,5 0 0 0 0
Xanthomonas 1,7 1,5 4,7 0 0 0
Nieoznaczone 1 3,45 3,0 9,4 5,6 3,6 2,7
Nieoznaczone 2 3,45 9,1 47 0 7,1 2,7
Liczba szczepow 58 (100%) 66 (100%) 64 (100%) 36 (100%) 28 (100%) 37 (100%)

* - Wartosci w nawiasach informuja o procentowym udziale réznych gatunkéw w zespotach Erwinia i fluoryzujacych Pseudomonas oraz o
udziale B. mycoides w zespole Bacillus (rzedy zacienione).
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Tabela 14
Jako$ciowy sktad bakterii w r6znych strefach ryzosfery w fazie 4. licia (w %)
Ektoryzosfera Ryzoplana Ryzoplana/ Endoryzosfera Ryzoplana/ Endoryzosfera
Grupa bakterii _ _ endoryzosfera end.ory'zosfera _ o _
(gleba (powierzchniowa | (homogenat (homogenat (odcinki korzeni | (odcinki korzeni
przykorzeniowa) | warstwa korzeni) | korz. nieodkaz.) | korzeni odkaz.) nieodkaz.) odkazanych)
Acinetobacter 4,3 7,4 0 0 0 0
Alcaligenes 2,2 0 0 0 0 0
Bacillus 2,2 5,6 0 22,9 35,5 50,0
(B. mycoides)* (0)* (0)* (0)* (18)* (23)*
Coryneform 13,0 11,1 14,3 6,3 3,2 2,3
Erwinia 0 0 0 0 3,2 0
(E. carotovora)** (100)*
Flavobacterium-Cytophaga 23,9 11,1 25,4 10,4 0 0
Micrococcus 0 7,4 0 0 0 0
Pseudomonas fluoryzuj'cy 28,3 48,1 44 .4 52,1 48,4 43,2
(P. fluorescens)* (61)* 4n* (67)* (38)* (100)* (100)*
(P. putida)* (8)*
(P. syringae)* (3D)* (53)* (33)* (62)*
Pseudomonas niefluoryzuj'cy 10,9 5,6 9,5 2,1 6,5 0
Xanthomonas 0 1,9 3,2 0 0 0
Nieoznaczone 1 15,2 19 3,2 6,3 0 0
Nieoznaczone 2 0 0 0 0 3,2 4,5
Liczba szczepow 46 (100%) 54 (100%) 63 (100%) 48 (100%) 31 (100%) 44 (100%)

* - Warto$ci w ‘nawiasach informuja o procentowym udziale réznych gatunkéw w zespotach Erwinia i fluoryzujagcych Pseudomonas oraz o
udziale B. mycoides w zespole Bacillus (rzgdy zacienione).
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Tabela 15
Jako$ciowy sktad bakterii w r6znych strefach ryzosfery w fazie kwitnienia (w %)
Ektoryzosfera Ryzoplana Ryzoplana/ Endoryzosfera Ryzoplana/ Endoryzosfera
Grupa bakterii _ _ endoryzosfera end.ory'zosfera _ o _
(gleba (powierzchniowa | (homogenat (homogenat (odcinki korzeni | (odcinki korzeni
przykorzeniowa) | warstwa korzeni) | korz. nieodkaz.) | korzeni odkaz.) nieodkaz.) odkazanych)
Acinetobacter 0 9,2 2,4 0 0 0
Actinomycetes 10,0 0 0 0 0 0
Alcaligenes 3,3 3,4 8,9 0 0 4,2
Bacillus 6,7 2,3 10,6 8,3 21,4 16,7
(B. mycoides)* (0)* (2,1)* (0)* (25)*
Coryneform 33,3 12,6 16,3 0 3,6 25,0
Erwinia 0 0 0 0 3,6 8,3
(E. carotovora)* (200)* (100)*
Flavobacterium-Cytophaga 33,3 25,3 33,3 0 7,1 0
Micrococcus 0 1,1 0 0 0 0
Pseudomonas fluoryzuj'cy 3,3 9,2 0 84,4 39,3 37,5
(P. fluorescens)* (67)* (75)* (67)* (83)*
(P. putida)* (100)* an=* (22)* an=*
(P. syringae)* @an* (33)*
Pseudomonas niefluoryzuj'cy 3,3 12,6 6,5 0 21,4 0
Xanthomonas 6,7 8,0 6,5 6,3 0 0
Nieoznaczone 1 0 9,2 10,6 0 3,6 0
Nieoznaczone 2 0 6,9 4,9 1,0 0 8,3
Liczba szczepow 30 (100%) 87 (100%) 87 (100%) 96 (100%) 28 (100%) 24 (100%)

* - Wartosci w nawiasach informujg o procentowym udziale réznych gatunkéw w zespotach Erwinia i fluoryzujacych Pseudomonas oraz o
udziale B. mycoides w zespole Bacillus (rzedy zacienione).
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Tabela 16
Jako$ciowy sktad bakterii w roznych strefach ryzosfery w fazie petnej dojrzatosci (w %)
Ektoryzosfera Ryzoplana Ryzoplana/ Endoryzosfera Ryzoplana/ Endoryzosfera
Grupa bakterii _ _ endoryzosfera end.ory'zosfera _ o _
(gleba (powierzchniowa | (homogenat (homogenat (odcinki korzeni | (odcinki korzeni
przykorzeniowa) | warstwa korzeni) | korz. nicodkaz.) | korzeni odkaz.) nieodkaz.) odkazanych)
Acinetobacter 1,5 0 5,0 1,8 0 0
Alcaligenes 15,2 3,6 22,5 12,7 0 0
Bacillus 6,1 18,1 0 7,3 33,3 47,1
(B. mycoides)* 0)* (0)* (0)* (0)*
Coryneform 37,9 28,9 37,5 43,6 3,7 0
Erwinia 13,6 2,4 0 3,6 7,4 0
(E. carotovora)* (100)* (100)* (100)* (100)*
Flavobacterium-Cytophaga 6,1 2,4 0 0 0 59
Klebsiella 0 0 0 0 0 0
Micrococcus 7,6 12,0 2,5 1,8 0 0
Pseudomonas fluoryzujacy 0 4,8 10,0 3,6 22,2 35,3
(P. fluorescens)* (25)* (100)* (50)* 67)* (100)*
(P. putida)* (50)* (29)*
(P. syringae)* (25)* (50)*
(P. cichorii)* (14)*
Pseudomonas niefluoryzujacy 4,5 4,8 2,5 3,6 11,1 0
Xanthomonas 3,0 8,4 2,5 7,3 11,1 0
Nieoznaczone 1 45 10,8 7,5 10,9 7,4 11,7
Nieoznaczone 2 0 3,6 10,0 3,6 3,7 0
Liczba szczepow 66 (100%) 83 (100%) 83 (100%) 55 (100%) 27 (100%) 17 (100%)

* - Wartosci w nawiasach informujg o procentowym udziale réznych gatunkéw w zespotach Erwinia i fluoryzujacych Pseudomonas oraz o
udziale B. mycoides w zespole Bacillus (rzgdy zacienione).
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Tabela 17

($rednia z 3 pierwszych badanych faz rozwoju pszenicy - bez fazy dojrzalosci)

- . Ryzoplana/
Rodzaj lub grupa bakterii Ektoryzosfera | Ryzoplana Endoryzosfera Endoryzosfera
Acinetobacter 4,3 6,0 0,8 0
Actinomycetes 6,2 0 0 0
Alcaligenes 2,4 1,1 3,0 0
Bacillus 2,9 3,6 3,5 12,3
Coryneform 17,8 9,4 12,3 3,9
Erwinia 6,3 4,5 7,8 21,3
(E. carotovora)* (73)* (89)* (40)* (70)*
(E. herbicola)* 27)* (11)* (60)* (30)*
Flavobacterium -Cytophaga 21,4 13,1 21,7 3,5
Klebsiella 1,7 0,5 1,6 0,9
Micrococcus 1,7 11,9 0,5 0,9
Pseudomonas fluoryzujacy 18,6 28,2 27,8 50,1
(P. fluorescens)* 4n* (68,5)* (81,5)* (71)*
(P. putida)* (38)* (5,5)* (7)*
(P. syringae)* (10)* (26)* (18,5)* (21)*
(P. cichorii)* (5)*
Pseudomonas 6,5 7,6 53 0,7
niefluoryzujacy
Xanthomonas 2,8 3,8 4,8 2,1
Nieoznaczone 1 6,2 4,7 7,7 3,9
Nieoznaczone 2 1,1 53 3,2 0,3
Bakterie Gram (+) 28,6 24,9 16,3 17,1

* - Warto$ci w nawiasach informuja o procentowym udziale réznych gatunkéw w zespotach
Erwinia i fluoryzujacych Pseudomonas.

5.1.5.2. Gléwne grupy bakterii ryzosfery pszenicy ozimej

5.1.5.2.1. Fluoryzujace Pseudomonas w naszych badaniach okazaty si¢ najliczniejsza
grupg drobnoustrojow w ryzosferze pszenicy ozimej. Wyrdzniaty si¢ one wyjatkowa
zdolnos$cia do kolonizacji powierzchni i (zwlaszcza) wngtrza korzeni, podobnie do danych
przedstawionych przez Burnsa i in. (1989), Gamsa (1967), Grayston i in. (1998), Lyncha i
Whippsa (1990), Rouatta i Katznelsona (1961), Rouatta i in. (1963), Sato i Jianga (1997),
Vagnerova i in. (1960a) oraz Vancurg (1980).

Rozbieznosci pomiedzy roznymi badaczami w ocenie znaczenia bakterii Pseudomonas

w ryzosferze roslin (przedstawione w Przegladzie Literatury) moga by¢ spowodowane
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stosowaniem przez nich réznych podlozy mikrobiologicznych, skutkiem czego wyniki nie
moga by¢ do konca porownywalne. Nijhuis i in. (1993) badali sktad zespotéw bakterii gleby
ryzosferowej 1 ryzoplany traw na (a) 10% agarze z tryptonem i wyciaggiem z soi (TSA) oraz
(b) agarze z wyciaggiem glebowym (SEA). Na TSA izolowano mniej wigcej rowne ilosci
bakterii Gram (-) i Gram (+), natomiast na SEA gtéwnie bakterie Gram (+). Sredni udziat
bakterii z roznych rodzajow i grup w zespole bakterii z TSA i SEA odpowiednio wynosit:
Pseudomonas 21% i 4%; Flavobacterium 12% i 10%; Bacillus 1% i 3%; coryneform 46% i
75%; Streptomyces 1% 1 2%. Rowniez Turner 1 in. (1985) stwierdzili, ze pleomorficzne
bakterie byty bardziej liczne niz pateczki w ryzosferze zycicy, gdy do izolacji uzyto pozywke
uboga w sktadniki pokarmowe, a Liljeroth i in. (1991) informuja, ze gdy izolacj¢ prowadzono
na pozywkach ubogich, bakterie coryneform, zaréwno Gram dodatnie jak i Gram ujemne byly
bardzo liczne, a pseudomonasy stanowity mniej niz 1% izolatow.

Nalezy podkresli¢, ze rosnacy korzen wnika do gleby, ktdra nie jest sterylna. Znajduja
si¢ w niej liczne, dla niej typowe oligotrofy (,,drobnoustroje autochtoniczne” wg dawnej
teorii Winogradskiego), rosnace na ubogich pozywkach, zawierajacych wyciag glebowy. Sa
to glownie bakterie Gram (+). Dzigki wydzielinom korzeniowym nastgpuje stymulacja
wzrostu kopiotrofow (zymogendw) - gtownie bakterii Gram (-), ktére poczatkowo moga by¢
mato liczne. Wyrastajg one na pozywkach bogatych w sktadniki pokarmowe (Lynch, 1989;
Marszewska-Ziemiecka i in., 1974). Nalezy tu przytoczy¢ wyniki pracy Tesarovej i Simka
(1989), ktore informuja, ze wraz z przejsciem od gleby pozaryzosferowej, poprzez glebe
ryzosterowg do ryzoplany traw, bardzo wyraznie (z 3, poprzez 14 do 26%) stopniowo
wzrastal (w stosunku do bakterii liczonych bezposrednia metoda mikroskopowa) udziat
bakterii aktywnych metabolicznie, liczonych na bogatych pozywkach agarowych. Podobne
wnioski mozna wyciggna¢ na podstawie dawnych badan Louw 1 Webley (1959),
informujacych, ze stosunki liczebno$ci bakterii okre§lane metoda bezposredniego liczenia do
liczebno$ci okreslanych metoda ptytkowa byty kilkakrotnie mniejsze w przypadku gleby
ryzosferowej owsa 1 jego powierzchni, niz w przypadku gleby pozaryzosferowej. Wyliczony
przez Pietra 1 Stankiewicz (1990) wspotczynnik A z réwnania Hattoriego (wyrazajacy
prawdopodobienstwo proliferacji komoérek w jednostce czasu) dla zespoldw ryzoplany
bobiku, pszenicy ozimej i rzepaku, informuje, ze bakterie z rodzaju Pseudomonas znajduja si¢
w ryzoplanie, przeciwienstwie do ogolnej liczebnosci bakterii, w stanie fizjologicznie
aktywnym. Dowodzi to (wg tych autorow), iz wlasnie bakteric Pseudomonas znajdujg w

ryzoplanie ros$lin (niezaleznie od siedliska glebowego) dobre warunki dla swego rozwoju.
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Bardzo liczne w glebie bakterie autochtoniczne (oligotrofy), ktérych rozwoj w
mniejszym stopniu niz rozwdj zymogenow (kopiotrofow) ulega stymulacji przez wydzieliny
korzeniowe i1 ktore w ryzosferze sg najprawdopodobniej duzo mniej aktywne, nadal sg zywe i
liczne 1 po wysianiu zawiesiny gleby lub korzeni, moga wyrosng¢ na odpowiednich,
selektywnych pozywkach. To nie musi znaczy¢, ze one w ryzosferze petnig pierwszorzedng
role. Z kolei bakterie zymogeniczne (np. fluoryzujace Pseudomonas, Enterobacteriaceae,
Flavobacterium) zwiekszajace swojg liczebno$¢ w ryzosferze ro$lin pod wpltywem wydzielin
korzeniowych, nawet po namnozeniu moga by¢ w stosunku do autochtonow mniej liczebne,
co nie znaczy, ze ich rola w ryzosferze jest malo lub nieistotna. O prawdziwos$ci takiego
rozumowania moze $wiadczy¢é praca Raaijmakersa i in. (1997), ktérzy stwierdzili, ze
fluoryzujace Pseudomonas syntetyzujace 2,4-diacetylofloroglucynol, ktére pomimo, ze
wystepowaty w liczebno$ci 1 mln lub mniej w przeliczeniu na 1 g korzeni, co z calg
pewnoscig stanowilo niewielki utamek w stosunku do catkowitej liczebnosci bakterii, one to
najprawdopodobniej byly odpowiedzialne za powstanie ,,odpornosci gleb” na zgorzel
podstawy zdzbla. Nalezy jeszcze przytoczy¢ poglad Lyncha (1989), ktory informuje, Zze aby
szczep bakterii, wprowadzany do ryzosfery jako szczepionka odnidst sukces, powinien rosngé¢
kopiotroficznie na substracie dostarczonym do gleby przez korzenie.

Omawiane powyzej rdéznice w wynikach réznych badaczy i ocenie znaczenia
fluoryzujacych Pseudomonas w strefie korzeniowej, moga by¢ zalezne od gatunku badanych
ro$lin. Martin (1975) stwierdzil, ze na tej samej glebie, w przypadku pszenicy, efekt
ryzosferowy dla liczebnosci fluoryzujacych pseudomonasow byt 21-krotnie wyzszy od
odpowiedniego efektu ryzosferowego dla liczebnosci wszystkich bakterii, a w przypadku
koniczyny ten efekt byt wyzszy tylko 2,1-krotnie. Roznice te moga tez by¢ spowodowane
réznymi czynnikami srodowiskowymi np. r6zng temperaturg czy nawozeniem.. Mclnroy i in.
(1997) izolowali endofityczne bakterie z todyg roslin tych samych odmian bawehy,
wysianych w Chinach i USA. Z amerykanskich ro$lin izolowano glownie bakterie
Pseudomonas (60-80% izolatow), a z chinskich gtownie Bacillus (80-90%). Podobnie
Vlassak i in. (1992) informuja, ze z korzeni ro$lin klimatu umiarkowanego cze$ciej izoluje si¢
fluoryzujace Pseudomonas niz z roslin klimatu tropikalnego. Rouatt i in. (1963) stwierdzili,
ze zmiana temperatury z 13-15°C do 30-32°C spowodowata w zespole bakterii, izolowanych
z ryzoplany pszenicy, znaczne obnizenie udzialu bakterii Gram (-), szczegdlnie nalezacych do
rodzaju Pseudomonas, natomiast zmiany w zespole bakterii, izolowanych z ryzoplany soi

byly doktadnie odwrotne. Na podstawie danych Millera 1 in. (1990b) istotnie obnizal si¢



81

udzial fluoryzujacych Pseudomonas w zespolach z ryzosfery pszenicy po nawozeniu
wysokimi dawkami azotu.
Przytoczone dane informuja, ze odpowiedz na pytanie o znaczeniu fluoryzujacych

Pseudomonas w ryzosferze roslin nie jest ani tatwa ani jednoznaczna.

5.1.5.2.1.1. Sklad jakos$ciowy fluoryzujacych Pseudomonas.

Wigkszo$¢ wyizolowanych szczepow fluoryzujgcych Pseudomonas zostata zaliczona
do P. fluorescens (Tabele 13-16). Zaznaczyta si¢ tez tendencja wzrastajagcego udziatu P.
fluorescens przy przejéciu od ektoryzosfery do endoryzosfery (Tabela 17). Ponadto izolowano
P. putida, P. syringae i kilka szczepow P. cichorii. Podobnie, Clays-Josserand i in. (1999)
stwierdzili, ze P. putida byt gtownym gatunkiem w zespotach fluoryzujacych Pseudomonas w
glebie nieuprawianej, w ktorej udziat P. fluorescens byt niewielki, natomiast w zespotach
bakterii izolowanych z korzeni Inu i pomidora zdecydowanie (niekiedy do 100%) zwigkszyt
si¢ udziat P. fluorescens, a zmalat udzial P. putida. Rowniez P. fluorescens byt glownym
gatunkiem fluoryzujacych Pseudomonas (nie stwierdzono obecnosci P. putida) izolowanym z
ryzosfery pszenicy, traw i koniczyny przez Grayston i in. (1998), a takze w strefach
mikoryzosfery i mikoryzy daglezji (Frey i in., 1997), gdzie obserwowano stopniowy wzrost
udziatu P. fluorescens przy przejsciu od gleby do strefy mikoryzy. Podobnie, Emnova i in.
(1995) - z ryzoplany kukurydzy, stonecznika i lucerny, van Peer i in. (1990) - z ryzoplany i
endoryzosfery pomidora oraz Vancura (1980) - z ryzosfery pszenicy, kukurydzy i ogorka,
izolowali gtéwnie P. fluorescens i w mniejszym stopniu P. putida. Niekiedy, np. w ryzosferze
jeczmienia Vancura (1980) 1 w ryzosferach roslin tropikalnych (ryz, banan, cassawa)
(Hernandez i in., 1986 - cyt. za Sathivel i Gnanamanickam, 1989; Vlassak i in., 1992) P.

putida byt dominujacym gatunkiem fluoryzujacych Pseudomonas.

5.1.5.2.2. Bakterie z rodzaju Bacillus, stosunkowo nicliczne w zespotach bakterii z
ektoryzosfery, ryzoplany oraz homogenatach korzeni (nieco wyzszy udzial w homogenatach
korzeni odkazanych powierzchniowo), bakterie Bacillus byty grupa dominujaca w zespotach
z odcinkow korzeni (Tabele 13-16). Ich wyzszy udzial w zespole bakterii z odcinkéw korzeni
odkazanych powierzchniowo (podobnie jak w zespotach bakterii z homogenatow tych
korzeni) mogt by¢ spowodowany niedostateczng sterylizacjg ich zarodnikow przez stosowane
srodki - 70% etanol i 3% H,0, (Kunicki-Goldfinger, 1994). Nalezy jednak podkresli¢, ze
udzial Bacillus byt rownie duzy w zespolach z odcinkéow korzeni nieodkazanych

powierzchniowo, co raczej $wiadczy o ich duzych zdolnosciach konkurencyjnych w
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zasiedlaniu pozywki agarowej. Rowniez Stanghellini i Rasmussen (1989) zaobserwowali, ze
kolonie bakterii z rodzaju Bacillus dominowaty na pozywkach agarowych, po odcisnigciu na
ich powierzchni korzeni réznych roslin. By¢ moze bakterie Bacillus wygrywaty konkurencje
o przestrzen dzigki wydzielaniu metabolitow o zdolno$ciach antybiotycznych, co jest
zjawiskiem czgsto notowanym u réznych gatunkow Bacillus (Katz i Demain, 1977; Ryder i
McClure, 1997; Swiecicka i Hauschild, 1996). Niektorym szczepom mogta poméc ich
zdolnos¢ do bardzo szybkiego wzrostu. ObserwowaliSmy przede wszystkim wyrazny wzrost
udziatu (w poréwnaniu do zespoléw z homogenatéw korzeni) bardzo szybko rosnacych B.
mycoides. Nalezy zaznaczyC, ze stosunkowo niski udziat bakterii z rodzaju Bacillus w
zespotach bakterii izolowanych z zawiesin gleby przykorzeniowej lub zhomogenizowanych
korzeni (mniejsza liczba jednostek tworzacych kolonie) moégt byé spowodowany
zaobserwowang zdolnoscig tych bakterii do tworzenia agregatéw komorek, stosunkowo
trwatych na rozerwanie, podczas gdy kolonie innych bakterii tatwo rozpadaty si¢ na
pojedyncze komorki.

Do préby wyjasnienia kontrowersji w pogladach réznych badaczy, dotyczacych
wystepowania bakterii Bacillus w ryzosferze ro$lin (przedstawionych w Przegladzie
Literatury), nalezy przytoczy¢ wyniki badan Vagnerovej i in. (1960a), ktérzy stwierdzili, ze
przy przejsciu od zespoldw bakteryjnych z gleby ugoru poprzez zespdt bakterii z gleby
ryzosferowej pszenicy do zespolu bakterii, pochodzacego z powierzchni jej korzeni, chociaz
udziat wszystkich Bacillus stopniowo malal, stopniowo wzrastal udziat tych bakterii
wymagajacych aminokwasy. Swiecicka i Hauschild (1996), na podstawie danych Priesta
(1993) takze informujg o istnieniu dwu grup Bacillus, jednej glebowej, o malych
wymaganiach pokarmowych 1 drugiej, charakterystycznej dla ryzosfery, o duzych
wymaganiach pokarmowych, potrzebujacych do rozwoju réznorodnych aminokwasow i
witamin. Na podstawie badan Mavingui i in. (1992) wynika, ze nawet populacje bakterii
nalezace do tego samego gatunku (B. polymyxa), pochodzace z trzech odrgbnych nisz
ekologicznych (gleby pozaryzosferowej, gleby ryzosferowej 1 ryzoplany pszenicy), roznity si¢
fenotypowo i genotypowo. Gochnauer i in. (1989) stwierdzaja na podstawie danych wtasnych
i cytowanych autorow, ze obok fluoryzujacych pseudomonaséw, bakterie z rodzaju Bacillus
byly bardziej liczne (okreslane metodami ptytkowymi) na mtodych korzeniach kukurydzy i
traw niz starych. Autorzy ci takze podaja, ze tylko na powierzchni miodych korzeni
kukurydzy, a nie starych, byly widoczne pod mikroskopem tancuchy zarodnikow. Zapewne
(na podstawie przytoczonych powyzej informacji literaturowych i1 danych wtlasnych,

informujgcych o duzych zdolno$ciach bakterii Bacillus do kolonizacji pozywki agarowej
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wokot odcinkdéw korzeni pszenicy) ryzosferowe Bacillus nalezy rowniez zaliczy¢ do tzw. ,,r-
strategéw”. Takze mogg w pewnym stopniu o tym §wiadczy¢ wysokie dla bakterii Bacillus z
ryzoplany roslin (wyzsze nawet niz dla bakterii Pseudomonas) wartosci parametru A z

rownania Hattoriego, wyliczone przez Pietra i Stankiewicz (1990).

5.15.2.3. Grupa Flavobacterium-Cytophaga zostata utworzona ze wzgledu na
trudnos$ci identyfikacyjne (w podobny sposob postgpowali inni badacze - Bergey’s Manual,
1984, 1989). Ta niejednorodna taksonomicznie grupa bakterii, byta jedng z liczniejszych w
roznych strefach ryzosfery pszenicy w fazach 4. liscia i kwitnienia (Tabele 14 1 15). Roéwniez
Sato i Jiang (1997) stwierdzili, ze Flavobacterium-Cytophaga, a Gams (1967) i Paszkowski i
Kobus (1995a) informuja, ze Flavobacterium - to obok Pseudomonas glowna grupa bakterii
izolowanych (odpowiednio) z powierzchni korzeni pszenicy, ryzosfery pszenicy i ryzosfery
owsa. Kremer i in. (1990) izolowali Flavobacterium z ryzosfery chwastéw, a Burns i in.
(1989), Vagnerova i in. (1960a), Rouatt i in. (1963) oraz Rouatt i Katznelson (1961)
stwierdzili, ze udziat Flavobacterium w zespotach bakteryjnych stopniowo wzrastat przy
przejsciu od gleby poza-korzeniowej, poprzez glebe ryzosferowa do powierzchni korzeni
roznych roslin, w tym pszenicy. Podobnie Germida i in. (1997) informuja, ze Flavobacterium

to najliczniejsza grupa bakterii Gram (-) w ryzoplanie i wnetrzu korzeni rzepaku jarego.

5.1.5.2.4. Enterobacteriaceae byta grupg bakterii licznie wystepujaca w fazie 2. liscia
(Tabela 13). Wyizolowane szczepy zaliczone zostaly glownie do Erwinia carotovora
(prawdopodobnie subsp. carotovora) oraz w mniejszym stopniu do Erwinia herbicola i
Klebsiella sp.. Obecnie, gatunek Erwinia herbicola (nazywany takze Enterobacter
agglomerans) zostal zmieniony na nowy gatunek Pantoea agglomerans, ale z powodu, iz do
identyfikacji bakterii korzystano z ,,Bergey’s Manual z r. 1984, w ktérym ta nazwa jeszcze
nie wystepuje, oraz z powodu, ze nazwy E. herbicola i P. agglomerans uznano za
rownowazne synonimy (Schollenberger, 1997), pozostano przy nazwie E. herbicola.
Wyizolowane szczepy Enterobacteriaceae z wyjatkiem Klebsiella nalezg do gatunkow
potencjalnie chorobotwoérczych dla roslin. Nalezy jednak podkresli¢, ze izolowano je ze
zdrowych korzeni. Cz¢$¢ z wyizolowanych szczepow Erwinia miata zdolno$¢ do rozktadu
pektyn (test na kragzkach bulw ziemniaka) inne nie. By¢ moze szczepy te byly niepatogenne
lub mato patogenne dla pszenicy, a moze nie wystgpily sprzyjajace warunki (np. odpowiednia

temperatura) do wystapienia choroby. Niepatogenne Erwinia carotovora izolowali z bulw
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ziemniaka Pishchik 1 in. (1998). Nie wykazywaly one aktywnos$ci liazy pektynianowej. Z
kolei Lojkowska 1 in. (1997) informujg, ze Erwinia carotovora subsp. carotovora wywotuje
infekcje roslin w temperaturach wyzszych od 25°C. Nalezy tez zaznaczy¢, ze rodzaj Erwinia
jest bardzo zblizony do rodzaju Enterobacter i by¢ moze kto$ inny zaklasyfikowaltby
wyizolowane szczepy do Enterobacter sp.

Bakterie te, szczegélnie E. carotovora wykazaly duze zdolnosci do zasiedlania
powierzchni i wnetrza korzeni, oraz do kolonizacji pozywki agarowej wokot odcinkow
korzeni (izolowano wytacznie E. carotovora) (Tabele 13-17). Podobnie Rattray i in. (1995)
stwierdzili duza zdolnos¢ Enterobacter cloacae do kolonizacji korzeni pszenicy., a Lalande i
in. (1989) informuja, ze Serratia, Enterobacter i Klebsiella sa po bakteriach Pseudomonas i
Bacillus najliczniejsza grupa bakterii ryzosfery kukurydzy, a Kloepper i in. (1992) przytaczaja
szereg przyktadow, w ktorych Erwinia lub Enterobacter byty jednymi z gtownych grup
endofitow. Duzg aktywno$¢ metaboliczng Enterobacteriaceae potwierdzajg badania Heuer i
in. (1995) - cyt. przez Grayston i in. (1998), ktorzy stwierdzili, ze szybkorosnace bakterie
Enterobacter byly odpowiedzialne za zmiang barwy podtozy systemu Biolog, szczepionych
zawiesing gleby, tzn. ze gtdwnie one rozwijaty si¢ na testowych podtozach.

Niektore szczepy Enterobacteriaceae (wyizolowane na pozywkach bezazotowych)
testowano na zdolno$¢ do redukeji acetylenu (dane nie prezentowane). Z testow tych wynika,
ze Klebsiella i (w znacznie mniejszym stopniu) Erwinia wykazywaty zdolno$¢ do redukcji
acetylenu, co sugeruje, ze mogg one wigza¢ wolny azot. Rowniez Lynch i Whipps (1990)
stwierdzaja za cytowanymi przez siebie autorami, ze bakterie Enterobacter spp. s3
szczegOlnie wazne jako kolonizatorzy endoryzosfery poniewaz wiele szczepow ma zdolnos¢
do wigzania Nj. Podobnie Lutfu Cakmakci i in. (1981) wyizolowali z korzeni pszenicy
wigzacg wolny azot Klebsiella oxytoca, Werner i in. (1989) piszg o izolowanych z ryzosfer
roznych roslin Erwinia herbicola, a Jones i Bangs (1985) i Rennie (1980) podaja, ze
Klebsiella pneumoniae, Enterobacter cloacae i Enterobacter agglomerans (Erwinia
herbicola) to jedne z wazniejszych organizmow wigzacych N, w glebach. Enterobacteriaceae
to takze wazne mikroorganizmy chitynolityczne: Erwinia (Paszkowski, 1997 i badania
wlasne); Enterobacter (Chernin i in., 1997; Hallmann i in., 1999); Klebsiella (Kurek i
Jaroszuk, 1997); Serratia (Ordentlich i in., 1988). Réwniez wyniki badan Kurek i in. (1994)
informujgce, ze w ryzosferze zyta Klebsiella byly najliczniejszymi bakteriami Gram-
ujemnymi oraz dane prezentowane przez Paszkowskiego i1 Kobusa (1995a), méwiace 0
duzym udziale Erwinia w zespotach bakterii, izolowanych z ryzosfery owsa, dowodza duzego

znaczenia bakterii Enterobacteriaceae w ryzosferze roslin.
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5.1.6. Znaczenie ruchliwosci bakterii do zasiedlenia przez nie

powierzchni i wnetrza korzeni

Tabela 18
Udziat bakterii ruchliwych w zespotach ryzobakterii pszenicy ozimej (w %)
Strefa rvzosfer Faza Faza Faza Faza pelnej | Wszystkie

YZOSIELY 15 Higcia 4. liscia | kwitnienia | dojrzatosci fazy*
Ektoryzosfera 60,0 37,0 20,0 56,1 43,3
Ryzoplana 75,8 53,7 42,5 48,2 55,1
Ryzop./Endor. 84,4 50,8 37,4 65,0 59,4
Endoryzosfera 86,1 64,6 86,5 69,1 76,6

* - $rednia arytmetyczna wartosci z wszystkich faz rozwoju roslin

Znaczenie ruchliwosci bakterii w kolonizacji przez nie powierzchni i wnetrza korzeni
jest problemem, na ktory rozni badacze maja odmienne zapatrywania (Bowen i Rovira, 1999;
Broek i Vanderleyden, 1995). Howie i in. (1987) - w do$wiadczeniach z pszenica, oraz
Bowers i Parke (1993) - w do$wiadczeniach z grochem, kwestionujg znaczenie ruchliwos$ci
bakterii w kolonizacji korzeni, poniewaz ruchliwe szczepy Pseudomonas fluorescens i ich
nieruchliwe mutanty kolonizowaly korzenie roslin w takim samym stopniu. Takze Scher 1 in.
(1988) nie znalezli r6znic w kolonizacji korzeni soi przez ruchliwy szczep P. putida i jego
nieruchliwy mutant. Podobne wyniki uzyskali Boelens i1 in. (1994), badajac zasiedlanie
korzeni kukurydzy przez P. fluorescens. To, ze zdolno$¢ ruchu nie jest wazna w zasiedlaniu
korzeni przez bakterie moga §wiadczy¢ tez wyniki Germidy 1 in. (1997), ktorzy stwierdzili, ze
bakterie nieruchliwe (glownie Micrococcus i Flavobacterium) stanowity duza czes$é izolatow
z wnetrza korzeni rzepaku jarego.

Z drugiej strony - Bashan i Holguin (1994) twierdzg, ze ruchliwos¢ Azospirillum
brasilense byta niezbedna w kolonizacji korzeni pszenicy i soi przez te bakterie oraz w
przemieszczaniu bakterii z jednych korzeni do innych, Toyota i Ikeda (1997) sugeruja na
podstawie badan kolonizacji korzeni pomidora i melona przez ruchliwy szczep P. fluorescens

i jego nieruchliwy mutant, ze ruchliwos$¢ bakterii byla istotna w przemieszczaniu bakterii
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zaréwno w kierunku od gleby do korzeni jak i wzdtuz korzeni, Catlow i in. (1990) informuja,
ze zdolno$¢ do ruchu bardzo istotnie wplywata na rozmieszczenie Rhizobium trifolii na
korzeniach koniczyny a Maplestone i Campbell (1989) stwierdzaja, ze ruchliwy szczep
Bacillus w wigkszym stopniu kolonizowal system Kkorzeniowy pszenicy od szczepu
nieruchliwego. Takze Korber i in. (1994) uwazaja, ze zdolno$¢ ruchu znacznie utatwia
bakteriom kolonizacj¢ réznych powierzchni.

W naszych badaniach zdecydowali§my si¢ oceni¢ znaczenie ruchliwos$ci w zasiedlaniu
korzeni przez bakterie w posredni sposob. Dzigki izolacji duzej liczby szczepdw (ponad 1000)
sprobowali$my oceni¢ jaki udzial w zespotach bakterii, izolowanych z réznych stref ryzosfery
majg bakterie ruchliwe. Na podstawie wynikdw zamieszczonych w Tabeli 18 widaé, ze we
wszystkich fazach rozwoju pszenicy ozimej, wraz z przejSciem od ektoryzosfery, poprzez
ryzoplang 1 ryzoplang/endoryzosfere do endoryzosfery, stopniowo wzrastat udziat bakterii
ruchliwych, co wyraznie wskazuje, ze zdolno$¢ ruchu jest wazna w zasiedlaniu powierzchni i
(zwlaszcza) wnetrza korzeni, szczeg6lnie mtodych. Na podstawie tych samych danych mozna
tez sadzi€, ze ruchliwo$¢ bakterii nie jest jednak cecha bezwzglednie konieczng do zasiedlenia
korzeni, poniewaz bakterie nieruchliwe stanowity duza czes¢, a w fazie kwitnienia stanowily
nawet wigkszo$¢ izolatow z powierzchni korzeni. Gtowng grupe bakterii nieruchliwych
stanowity Flavobacterium-Cytophaga. Pomimo braku urzesienia, niektore z nich
rozprzestrzeniaty si¢ na powierzchni wilgotnych pozywek agarowych. By¢ moze w podobny
sposob zasiedlaly powierzchni¢ korzeni. Ruch (aktywny i pasywny) w blonkach wodnych,
pokrywajacych powierzchni¢ korzenia, to wedtug Bowena 1 Roviry (1976) jeden z gléwnych
mechanizmow przemieszczania si¢ bakterii wzdluz korzeni. Mawdsley 1 Burns (1994)
stwierdzili przemieszczanie si¢ nieruchliwego szczepu Flavobacterium wzdhuz rosnacych
korzeni pszenicy bez udziatu strumienia wody. Oczywiscie, najsilniejszym czynnikiem
przemieszczajacym w glebie zarowno bakterie ruchliwe jak 1 nieruchliwe, jest

najprawdopodobniej strumien ptyngcej wody (Bowen i Rovira, 1999; Parke 1 in., 1986).
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5.2. CZESC 11

AKTYWNOSC BIOCHEMICZNA BAKTERII RYZOSFEROWYCH

W zwigzku z tym, iz na podstawie uzyskanych wynikow i1 danych literaturowych
uznano, ze to saprotroficzne bakterie a nie grzyby dominujg w ryzosferze (w rozwazaniach
nie brano pod uwage grzybow mikoryzowych), a zwlaszcza na powierzchni i wewnatrz
korzeni, wydaje si¢, ze w poszukiwaniu pozytecznych szczepow, ktore mozna zastosowaé w
formie szczepionki, poprawiajgcej wzrost i zdrowotno$¢ roslin, nalezy skupi¢ uwage gtoéwnie
na bakteriach ryzosferowych. Z tego powodu, dalsze badania nad aktywnoscia biochemiczng
wyizolowanych szczepow, przeprowadzono wylgcznie na szczepach bakterii ryzosferowych.

Aktywnos$¢, wyizolowanych z ryzosfery pszenicy ozimej réznych grup bakterii w
badanych procesach przedstawiono w Tabelach 19 - 32. Przedstawiane w tabelach warto$ci
dotycza wszystkich wyizolowanych szczepow bakterii, nalezacych do réznych rodzajow lub
grup (ze wszystkich faz rozwoju pszenicy i wszystkich stref ryzosfery tacznie). W zwiagzku z
tym, ze obecnie Erwinia herbicola zostata przeniesiona do nowego rodzaju jako Pantoea
agglomerans, aktywnosci biochemiczne E. carotovora i E. herbicola sa przedstawione
oddzielnie. Z powodu wyraznej odmiennos$ci w zasiedlaniu réznych stref ryzosfery, takze
oddzielnie  przedstawione zostaly aktywnoSci  biochemiczne  fluoryzujacych 1
niefluoryzujacych Pseudomonas.

Ponadto przedstawiona jest aktywnos$¢ (Srednie arytmetyczne i1 udzial aktywnych
szczepow) zespolow bakterii, pochodzacych z roznych stref ryzosfery - dla wszystkich faz
rozwoju ro$lin tacznie (Tabela 33) lub z réznych faz rozwoju roslin - dla wszystkich stref
ryzosfery tacznie (Tabela 34). Oprocz tego w tekscie wprowadzono dane, nie przedstawiane

w formie tabel ani wykresow, o innych zaobserwowanych zaleznosciach czy trendach.
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5.2.1. Aktywnos¢ antybiotyczna ryzobakterii w stosunku do
Gaeumannomyces graminis var. tritici i Fusarium culmorum
na pozywkach glukozowo-ziemniaczanej (PDA) i King B

Jednym z najwazniejszych mechanizmow dzialania pozytecznych bakterii w aspekcie
biologicznej ochrony roslin przed drobnoustrojami chorobotworczymi jest antybioza (Fravel,
1988; Ryder i McClure, 1997; Sobiczewski, 1994). Pomimo niektérych doniesien o braku
korelacji pomiedzy antybiozag in vitro na pozywkach agarowych, a ochrong ro$lin in vivo
(Alstrom, 1987; Fravel, 1988; Sobiczewski i in., 1996), jako pierwszy krok w ocenie
antybiotycznych zdolnosci wyizolowanych szczepow bakterii bardzo czesto przeprowadza si¢
testy na pozywkach agarowych. W naszych badaniach do tego celu zastosowano pozywki
PDA i King B, ktore sa powszechnie uzywane (Alstrom, 1987; Krol, 1997; Kurek i Jaroszuk,
1997; Lievens i in., 1989; Oedijono i in., 1993; Paszkowski, 1993; Pierson i Weller, 1994;
Pietr i Kempa, 1989; Ryder i Rovira, 1993; Savithiry i Gnanamanickam, 1987; Sobiczewski i
in., 1996).

5.2.1.1. Z danych przedstawionych w tabeli 19 wida¢, ze ok. 50% szczepow bakterii,
wyizolowanych z ryzosfery pszenicy hamowato wzrost Gaeumannomyces graminis var.
tritici (Ggt.) na pozywce PDA. Podobne wyniki w hamowaniu wzrostu Ggt przez bakterie
wyizolowane rowniez z ryzosfery pszenicy uzyskali Ryder i Rovira (1993). Najwiecej
aktywnych szczepow 1 najwyzsze $rednie warto$ci strefy zahamowania wzrostu grzyba
otrzymaliSmy w przypadku Xanthomonas, fluoryzujacych Pseudomonas, Flavobacterium-
Cytophaga, Erwinia herbicola i promieniowcéw. Nieaktywnymi okazaly si¢
Janthinobacterium i Nieoznaczone 2.

Zauwazono, ze aktywnos$¢ (w hamowaniu wzrostu Ggt na PDA) bakteryjnych
zespotow pochodzacych z réznych stref ryzosfery stopniowo wzrastata przy przej$ciu od
ektoryzosfery do endoryzosfery (Tabela 33). Wzrastal rowniez udzial aktywnych szczepow
(Tabela 33). Stwierdzono takze, ze aktywno$¢ (w hamowaniu wzrostu Ggt na PDA) zespotu
fluoryzujacych Pseudomonas, wyizolowanych z ektoryzosfery (4,8 mm), byta istotnie nizsza
(przy P>95%) od aktywnosci zespolow fluoryzujacych pseudomonasow, pochodzacych z
innych stref (7,5 - 8,8 mm) (Czaban i in., 1997).
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Tabela 19
Hamowanie wzrostu Gaeumannomyces graminis var. tritici (Ggt) na pozywce glukozowo-
ziemniaczanej (PDA) przez bakterie z ryzosfery pszenicy ozimej

Grupa lub rodzaj Liczba % szczepOw Strefa zahamowania (w mm)
bakterii szczepow aktywnych Warto$ci srednie | Wartosci najwyzsze

Wszystkie szczepy 1245 49 5,3 31
Acinetobacter 27 18,5 1.2 9
Actinomycetes 8 75 2,9 6
Alcaligenes 49 8,2 1,1 21
Bacillus 137 22,6 1,0 17
Coryneform 177 35 57 31
Erwinia carotovora 90 38,9 3,2 24
Erwinia herbicola 20 75,0 13,8 24
Flavobacterium -
Cytophaga 130 51,5 7.8 29
Janthinobacterium 1 0 0 0
Klebsiella 10 40 1,2 3
Micrococcus 45 46,7 5,8 24
Pseudomonas 333 90,1 8,2 26
fluoryzujacy
PSElidoimonas 54 16,7 14 19
niefluoryzujacy
Xanthomonas 48 93,8 11,9 23
Nieoznaczone 1 74 20,3 1,8 18
Nieoznaczone 2 42 0 0 0

5.2.1.2. Prawie 40% szczepéw hamowalo na pozywce PDA wzrost Fusarium
culmorum (Fc), ktory okazat si¢ grzybem bardziej odpornym na dziatanie bakterii od Ggt
(Tabela 20). Podobne wyniki w hamowaniu wzrostu Fc przez bakterie z ryzosfery zyta
uzyskaty Kurek i Jaroszuk (1997) oraz Alstrom (1987) przez bakterie wyizolowane z korzeni
réznych roslin oraz réznych gleb.

Nie liczac pojedynczego szczepu Janthinobacterium, bardzo aktywnymi okazaly sie
oba gatunki Erwinia, Coryneform oraz Nieoznaczone 1 i 2, oraz w mniejszym stopniu
Klebsiella, fluoryzujace Pseudomonas i Cytophaga-Flavobacterium.

Gdy poddano analizie zespoty bakterii z poszczegolnych stref ryzosfery, stwierdzono,
ze w porownaniu do bakteryjnych zespotow z innych stref ryzosfery aktywnos$¢ i udziat
aktywnych szczepéw (w hamowaniu wzrostu Fc na PDA) zespotu pochodzacego z
endoryzosfery byly wyraznie nizsze (Tabela 33). Podobne zalezno$ci znaleziono w przypadku
fluoryzujacych Pseudomonas. Aktywnos¢ zespotu z endoryzosfery (1,7 mm) byta nizsza od

aktywnosci odpowiednich zespotow bakterii z pozostatych stref ryzosfery (3,7 - 4,9 mm).
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5.2.1.3. Jak wynika z Tabeli 21 prawie 90% szczepow bakterii oddziatywato hamujaco
na wzrost Ggt na pozywce Kinga B. Najwyzsze wartosci $rednie strefy zahamowania
wzrostu grzyba otrzymano w przypadku Xanthomonas, Cytophaga-Flavobacterium,
Nieoznaczonych 2 i Alcaligenes, chociaz silnie aktywne szczepy znajdowano w obrebie
wielu grup, a w szczegdlnosci wsrdéd Coryneform i Cytophaga-Flavobacterium.

W przeciwienstwie do hamowania wzrostu Ggt na PDA, gdy obserwowano w miar¢
starzenia si¢ roslin stopniowy spadek aktywnosci (Tabela 34), w przypadku hamowania
wzrostu Ggt na pozywce King B, stwierdzono wyzsza aktywnos$¢ zespotdow bakteryjnych z
fazy kwitnienia i dojrzatos$ci, w poréwnaniu do aktywnosci zespotéw z faz wczesniejszych
(Tabela 34). Wyliczono jednak niewielka, ale istotng przy P>99% korelacj¢ (r = 0,329; n =
1245) pomiedzy wielko$cig stref zahamowania wzrostu Ggt przez wyizolowane szczepy

bakterii na obu pozywkach.

5.2.1.4. Na pozywce Kinga, grzyb Fusarium culmorum (Fc) okazat si¢ zdecydowanie
bardziej odporny na wptyw bakterii niz Ggt. Tylko 26% wyizolowanych szczepéw hamowato
jego wzrost, a niektore rodzaje bakterii byty zupehie nicaktywne (Acinetobacter, Klebsiella i
Micrococcus). Najsilniej oddziatywaty nieaktywny na pozywce PDA rodzaj Alcaligenes oraz
Xanthomonas, Bacillus i Coryneform. Najliczniejsza grupa bakterii ryzosferowych,

fluoryzujace Pseudomonas byta $rednio aktywna (Tabela 22).
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Tabela 20
Hamowanie wzrostu Fusarium culmorum (Fc) na pozywce glukozowo-ziemniaczanej (PDA)
przez bakterie z ryzosfery pszenicy ozimej

Grupa lub rodzaj Liczba % szczepOw Strefa zahamowania (w mm)
bakterii szczepow aktywnych Warto$ci srednie | Wartosci najwyzsze

Wszystkie szczepy 1245 39,4 3,5 29
Acinetobacter 27 25,9 0,7 4
Actinomycetes 8 37,5 2,3 7
Alcaligenes 49 0 0 0
Bacillus 137 23,4 1,2 14
Coryneform 177 44,6 6,3 29
Erwinia carotovora 90 70 6,3 20
Erwinia herbicola 20 75 8,0 20
Flavobacterium -
Cytophaga 130 354 2,7 16
Janthinobacterium 1 100 7,0 7
Klebsiella 10 50 3,2 8
Micrococcus 45 26,7 15 9
Pseudomonas 333 42,0 33 18
fluoryzujacy
PSElidoimonas 54 74 0,4 7
niefluoryzujacy
Xanthomonas 48 12,5 0,9 12
Nieoznaczone 1 74 68,9 5,8 17
Nieoznaczone 2 42 64,3 50 14

Podobnie do zmian aktywnosci zespotéw bakteryjnych w hamowaniu wzrostu Ggt na
pozywce King B, aktywnosci zespotéw bakteryjnych w hamowaniu wzrostu FC na tej
pozywce jeszcze wyrazniej stopniowo rosty w miare starzenia si¢ roslin (Tabela 34).
Podobnie rost udziat szczepow aktywnych (Tabela 34). Gdy analizowano szczepy
wyizolowane z roéznych stref ryzosfery (z wszystkich faz rozwoju ro$lin tacznie),
obserwowano nieznaczny stopniowy spadek aktywnosci zespotow bakterii w hamowaniu
wzrostu Fc na pozywce King B, przy przejsciu od ektoryzosfery do endoryzosfery (Tabela
33). Podobny stopniowy spadek aktywnosci byl widoczny zaréwno w przypadku
fluoryzujacych pseudomonasow (1,7; 1,5; 1,4; 1,0 mm), jak 1 pozostalych ryzobakterii (2,1;
1,8;1,7; 1,2 mm).
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Tabela 21
Hamowanie wzrostu Gaeumannomyces graminis var. tritici (Ggt) na pozywce Kinga B
przez bakterie z ryzosfery pszenicy ozimej

Grupa lub rodzaj Liczba % szczepOw Strefa zahamowania (w mm)
bakterii szczepow aktywnych Warto$ci srednie | Wartosci najwyzsze

Wszystkie szczepy 1245 87,1 9,0 31
Acinetobacter 27 74,1 51 16
Actinomycetes 8 100 9,0 16
Alcaligenes 49 100 13,4 19
Bacillus 137 61,3 6,5 25
Coryneform 177 65 7,0 31
Erwinia carotovora 90 100 7,9 17
Erwinia herbicola 20 95 6,9 15
Flavobacterium -
Cytophaga 130 91,5 15,0 28
Janthinobacterium 1 100 11,0 11
Klebsiella 10 90 3,0 7
Micrococcus 45 93,3 7,6 20
Pseudomonas 333 96,7 8,1 19
fluoryzujacy
PSElidoimonas 54 85,2 6,2 17
niefluoryzujacy
Xanthomonas 48 93,8 15,7 28
Nieoznaczone 1 74 100 9,4 20
Nieoznaczone 2 42 100 13,7 20

Zdolno$¢ bakterii z ryzosfery pszenicy do hamowania wzrostu Ggt na pozywce King
B byla bardziej powszechna i silniejsza niz na pozywce PDA, natomiast w przypadku F.c.
obserwowano doktadnie odwrotny trend. Podobne zjawisko zaobserwowata Alstrom (1987) w
doswiadczeniu szklarniowym, w ktorym badano antagonizm przeciwko Ggt w ryzosferze
pszenicy. Gdy bakterie wprowadzono razem z pozywkami, pozywka Kinga B istotnie
obnizata stopien infekcji przez patogen, a bulion glukozowo-ziemniaczany istotnie ja
podwyzszal. Catkowicie odmienne wyniki uzyskat Paszkowski (1993). Stwierdzil on co
najmniej dwukrotnie silniejsze zahamowanie wzrostu Ggt i Fc na pozywce PDA niz King B.
Uwaza on, podobnie jak Alstrom (1987), Savithiry i Gnanamanickam (1987) i Pietr i Kempa
(1989), ze bakterie (gtéwnie fluoryzujace Pseudomonas) hamowaty chorobotworcze dla
ros$lin grzyby na pozywce Kinga glownie przez biosyntez¢ sideroforow. We wszystkich
cytowanych badaniach, po dodatku Fe** do pozywki, efekt zahamowania wzrostu grzyba byt
w duzym stopniu znoszony. W naszych badaniach nie stwierdzono zalezno$ci pomiedzy
wielkoscig strefy zahamowania wzrostu patogenow a zdolnoscig bakterii do syntetyzowania
zwiazkéw chelatujacych Fe®*, gdy analizowano wszystkie wyizolowane szczepy.

Stwierdzono jedynie stabe (r* od 1 do 18%), ale istotne przy P>99% korelacje w przypadku
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analizowanych osobno zespotow fluoryzujacych Pseudomonas i Bacillus. Ponadto,
aktywno$ci zespoldw pochodzacych z endoryzosfery w zahamowaniu wzrostu obu
patogenow na pozywce King B, byly najnizsze, a ich zdolnosci do syntezy zwigzkow
chelatujacych Fe**, najwyzsze (Tabela 33). Rowniez, trendy zmian aktywnosci zespolow
bakteryjnych w hamowaniu patogenéw na pozywce King B byly rosngce w miarg starzenia
si¢ roslin, a odpowiednie zmiany zdolnosci do syntezy zwiazkéw chelatujacych Fe®* raczej
malejace (Tabela 34). Sugeruje to, ze raczej inne czynniki niz zwigzki chelatujace Fe*
gléwnie wptywaty na zahamowanie wzrostu patogendw na tej pozywce.

W przypadku wszystkich wyizolowanych szczepéw stwierdzono nieznaczne (r° od 1
do 5%), ale istotne przy P>99%, korelacje: (a) dodatnie pomiedzy wielkoscig strefy
zahamowania wzrostu obu patogendow przez wyizolowane bakterie na pozywce PDA a ich
zdolnos$cia do rozpuszczania Caz(PO4); przez powstajace z glukozy kwasy organiczne oraz
(b) ujemne pomiedzy wielkos$cig strefy zahamowania wzrostu obu patogendéw przez
wyizolowane bakterie na pozywce King B, a ich zdolno$cig do rozpuszczania Caz(PO4)s. By¢
moze $wiadczy to, ze w dziataniu bakterii na plytkach agarowych na wzrost patogenow
pewna rol¢ odgrywata zmiana wartosci pH - zakwaszenie na PDA z powodu przeksztatcania
glukozy do kwasow organicznych i alkalizacja na King B z powodu amonifikacji peptonu.
Alstrom (1987) doniosta o wptywie zmian pH na wzrost grzyboéw patogennych dla roslin,
wlasnie z podanych wyzej powodow. Informuje tez ona, podobnie jak Fravel (1988), o
toksycznym dziataniu amoniaku na grzyby. Ponadto, Alstrom (1987) donosi, ze z peptonu,
szczegOlnie w srodowisku alkalicznym bakterie mogg syntetyzowaé HCN. Paszkowski (1996)
stwierdzil, ze HCN, syntetyzowany (na pozywce King B z dodatkiem glicyny 1 zelaza) przez
bakterie ryzosferowe, byt bardzo toksyczny dla Ggt, natomiast F.c. byl odporny na jego
dziatanie. Analizujac nasze wyniki, stwierdzitem bardzo stabe (r* od 1 do 7%), ale istotne
przy P>95% zaleznosci pomigdzy wielko$cig strefy zahamowania wzrostu grzybow na obu
badanych pozywkach, a cyjanogennymi zdolno$ciami fluoryzujacych Pseudomonas. Na obu
pozywkach, zaleznosci te byty dwukrotnie silniejsze w przypadku zahamowania wzrostu Ggt
niz w przypadku zahamowania wzrostu Fc. Moze to sugerowa¢ o pewnej roli HCN w
hamowaniu wzrostu patogenéw, ale nalezy zaznaczy¢, ze testy antybiotyczne nie prowadzono

w szczelnym uktadzie, zapobiegajacym uciekaniu substancji lotnych.
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Tabela 22
Hamowanie wzrostu Fusarium culmorum (Fc) na pozywce Kinga B przez bakterie
z ryzosfery pszenicy ozimej

Grupa lub rodzaj Liczba % szczepOw Strefa zahamowania (w mm)
bakterii szczepow aktywnych Warto$ci srednie | Wartosci najwyzsze

Wszystkie szczepy 1245 26,3 1,6 26
Acinetobacter 27 0 0 0
Actinomycetes 8 25 0,6 3
Alcaligenes 49 83,7 7,8 18
Bacillus 137 314 2,3 18
Coryneform 177 13,7 1,6 26
Erwinia carotovora 90 20,0 0,9 8
Erwinia herbicola 20 0 0 0
Flavobacterium -
Cytophaga 130 12,3 0,6 10
Janthinobacterium 1 0 0 0
Klebsiella 10 0 0 0
Micrococcus 45 0 0 0
Pseudomonas 333 35,1 13 12
fluoryzujacy
PSElidoimonas 54 14,8 0,4 5
niefluoryzujacy
Xanthomonas 48 45,8 4.4 17
Nieoznaczone 1 74 20,3 0,9 9
Nieoznaczone 2 42 45,2 1,9 8

Szereg danych literaturowych informuje o duzych zdolnosciach antybiotycznych tych
samych rodzajoéw, czy grup bakterii, jakie wyroznily si¢ w naszych badaniach, np.: Lievens i
in. (1989) wymieniaja Pseudomonas, Xanthomonas, Bacillus, Erwinia, Alcaligenes;
Paszkowski (1993) - Pseudomonas, Erwinia, Streptomyces, Micromonospora; Krol -
Flavobacterium, Pseudomonas, coryneform, Bacillus, Actinomyces, Micromonospora;
Oedijono i in., 1993 - Pseudomonas i Bacillus a Broadbent i in. (1971) - Pseudomonas,

Streptomyces i Bacillus.
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5.2.2. Biosynteza zwiazkow chelatujacych Fe*

Tabela 23
Biosynteza zwiazkéw chelatujacych Fe* przez bakterie z ryzosfery pszenicy
Grupa lub rodzaj Liczba % szczepow uM Desferalu I'*
bakterii szczepow aktywnych Warto$ci $rednie Warto$ci najwyzsze
Wszystkie szczepy 1245 86,7 36,6 306
Acinetobacter 27 100 51 28,5
Actinomycetes 8 100 91,9 200,2
Alcaligenes 49 53,1 7,0 119
Bacillus 137 100 26,3 159,8
Coryneform 177 24,9 3,6 76,5
Erwinia carotovora 90 100 32,9 2239
Erwinia herbicola 20 100 8,5 46,8
Flavobacterium -
Cytophaga 130 95,4 6,2 39,1
Janthinobacterium 1 100 55 55
Klebsiella 10 100 15,3 29,7
Micrococcus 45 97,8 8,8 19,1
zse“do”?o“as 333 100 98,5 280,5
uoryzujacy
Pseudomonas 54 100 7.1 30
niefluoryzujacy
Xanthomonas 48 100 19,4 306
Nieoznaczone 1 74 95,9 15,6 93
Nieoznaczone 2 42 100 7,6 40,3

Dane zawarte w Tabeli 23 informujg o uzdolnieniach wyizolowanych bakterii do
biosyntezy zwigzkéw chelatujacych Fe®. Zdecydowana wiekszo$¢ szczepdéw bakterii,
wyizolowanych z ryzosfery pszenicy ozimej miala zdolno$¢ do syntezy zwiazkéw
kompleksujacych Fe*'. Fluoryzujace pseudomonasy i promieniowce to drobnoustroje
zdecydowanie wyrdzniajace si¢ duzymi aktywnos$ciami w tym procesie. Srednimi
aktywnosciami charakteryzowaty si¢ Erwinia carotovora, Bacillus i Xanthomonas. Podobne
wyniki uzyskali: Paszkowski (1993) - ktory badat szczepy bakterii, wyizolowane z ryzosfery
owsa - oraz. Ksigzniak i Kobus (1993) - badajacy szczepy bakterii z ryzosfer roznych zbdz.
Stwierdzili oni, ze Pseudomonas, Erwinia i promieniowce, szczegolnie Nocardia, to
najaktywniejsze grupy bakterii w biosyntezie sideroforow. Takze Haansuu i in. (1998)
informujg, ze wickszos$¢ szczepoéw (Pseudomonas, Bacillus i Streptomyces) wyizolowanych z
ryzosfery brzozy brodawkowatej i kostrzewy czerwonej syntetyzowata siderofory. Nalezy
podkresli¢, ze zdolnos¢ fluoryzujacych Pseudomonas do syntezy zwigzkow kompleksujacych
Fe®* byla skorelowana ze zdolno$cig do hamowania Ggt na pozywce PDA (Czaban i in.,

1997). Podobne wyniki uzyskali Barnett i in. (1999), ktorzy stwierdzili, ze zdolno$¢ szczepow
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Pseudomonas (pochodzacych z korzeni pszenicy zasiedlonych przez Ggt) do fluorescencji
byta silnie zwigzana z ich zdolnoscig do hamowania wzrostu Ggt.

Obserwowano stopniowy wzrost aktywnos$ci w syntezie zwigzkéw kompleksujacych
Fe* przy przejsciu od zespotu bakterii, wyizolowanych z ektoryzosfery, poprzez zespoty z
ryzoplany i ryzoplany/endoryzosfery do bakteryjnego zespotu, pochodzacego z endoryzosfery
(Tabela 33). Takze zespot najliczniejszej grupy wyizolowanych ryzobakterii - fluoryzujacych
pseudomonasdéw, pochodzacy z ektoryzosfery, mial istotnie (przy P>99%) nizsza aktywnosé
syntezy zwiazkéw chelatujacych Fe** (62,2 uM 1) od zespoléw z innych stref ryzosfery
(92,8 - 108,1 uM I'") (Czaban i in., 1997). Sugeruje to, ze zdolno$é do syntezy tych zwiazkow
moze mie¢ duze znaczenie w zasiedlaniu korzeni przez bakterie. Szczepy bakterii z fazy
petnej dojrzalo$ci wyrdzniaty si¢ nizszg aktywnoS$cig syntezy zwigzkow chelatujacych Fe®*
oraz wyraznie nizszym udzialem aktywnych szczepdéw od zespoldéw bakterii z innych faz

rozwoju pszenicy ozimej (Tabela 34).
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5.2.3. Biosynteza HCN

Tabela 24
Biosynteza HCN przez bakterie z ryzosfery pszenicy
Grupa lub rodzaj Liczba % szczepOw Skala 0 -3
bakterii SZCZEpOwW aktywnych Wartosci Srednie Wartosci najwyzsze
Wszystkie szczepy 1245 8,8 0,18 3
Acinetobacter 27 0 0 0
Actinomycetes 8 0 0 0
Alcaligenes 49 0 0 0
Bacillus 137 4.4 0,004 0,1
Coryneform 177 0 0 0
Erwinia carotovora 90 0 0 0
Erwinia herbicola 20 0 0 0
Flavobacterium -
Cytophaga 130 3,8 0,004 0,1
Janthinobacterium 1 0 0 0
Klebsiella 10 0 0 0
Micrococcus 45 0 0 0
Ese“domonas 333 29,7 0,68 3
uoryzujacy
P;eudomongs 54 0 0 0
niefluoryzujacy
Xanthomonas 48 0 0 0
Nieoznaczone 1 74 0 0 0
Nieoznaczone 2 42 0 0 0

Jednym z istotnych czynnikow oddzialywania bakterii na rosliny jest synteza HCN,
ktory moze spelnia¢ zarowno korzystng role (jest narzgdziem walki biologicznej z patogenami
roslin) jak i1 niekorzystng (hamowanie oksydazy cytochromowej roslin i innych enzymow
zawierajacych Fe 1 Cu, np. peroksydaz) (Schippers i in., 1990). Dane zawarte w Tabeli 24
informuja, ze fluoryzujace Pseudomonas wyroznialy si¢ szczegdlng zdolnoscig do syntezy
HCN. W poréwnaniu do pozostatych grup wyizolowanych szczepdw ryzobakterii, gdzie
jedynie kilka szczepow Bacillus i Cytophaga-Flavobacterium wykazywaly jakas $ladowa,
nietypowa aktywno$¢, az 30% szczepow fluoryzujacych Pseudomonas (9% wszystkich
wyizolowanych szczepow) miato zdolnos¢ do syntezy HCN z glicyny (Tabela 24).

Bardzo podobne wyniki do naszych danych (Tabela 24) uzyskali Bakker i Schippers
(1987), Kloepper i in. (1991), Paszkowski i Masiak (1998) i Paszkowski i Wroblewska (2000)
w przypadku ryzosfery réznych zbdz. Znacznie nizsze warto$ci udzialu cyjanogennych
szczepow, nie przekraczajace 2% wyizolowanych bakterii z ryzosfery pomidora, otrzymali de

Brito Alvarez i in. (1995).
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Gdy analizowano aktywno$¢ zespolow bakterii z réznych stref ryzosfery (pochodzacych
z wszystkich faz wzrostu roslin tacznie), wraz z przejsciem od ektoryzosfery do
endoryzosfery obserwowano wyrazny stopniowy wzrost ich aktywnos$ci 1 wzrost
procentowego udziatu aktywnych szczepow (Tabela 33). Podobne zalezno$ci wraz z
przejsciem od ektoryzosfery do endoryzosfery stwierdzono w przypadku zespotow
fluoryzujacych Pseudomonas (0,3 i 21%; 0,5 i1 21%; 0,6 i 26%; 1,0 i 43%) (Czaban i in.,
1997). Sugeruje to, ze zdolnos¢ do syntezy HCN utatwia fluoryzujacym Pseudomonas
kolonizacje¢ powierzchni i wnetrza korzeni. Podobnie, Burns 1 in. (1989) uwazaja, ze

wydzielanie HCN przez bakterie moze ulatwia¢ im przezywanie w ryzosferze.
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5.2.4. Przemiany fosforu

Fosfor - podstawowy makroelement dla wzrostu roslin wystepuje w glebie gldownie w
formie trudno dla nich dostepnej. Znaczna cze¢$¢ P glebowego jest zwigzana w postaci estrow
fosforanowych w organicznym kompleksie gleby. P organiczny musi by¢ hydrolizowany do
nieorganicznych fosforanéw aby moégl by¢ wykorzystany przez rosliny. Dlatego wazng jest
rola drobnoustrojow w uwalnianiu fosforandéw z trudno rozpuszczalnych zwigzkow
mineralnych lub zwigzkéw organicznych (Paszkowski i Kobus, 1999; Tarafdar i Marschner

(1994).

5.2.4.1. Aktywnos¢ fosfataz i mineralizacja fosforanéw z kwasow nukleinowych

Tabela 25
Synteza fosfatazy kwasnej przez bakterii z ryzosfery pszenicy ozime;j
Grupa lub rodzaj Liczba % szczepow ug p-nitrofenolu mi™*
bakterii Szczepow aktywnych Wartosci $rednie Wartosci najwyzsze
Wszystkie szczepy 1245 96,9 11,3 109,6
Acinetobacter 27 100 55 14,9
Actinomycetes 8 100 4,8 9,6
Alcaligenes 49 89,8 11,8 96,2
Bacillus 137 97,1 7,7 86,6
Coryneform 177 91,5 6,9 99,1
Erwinia carotovora 90 100 52,2 108,8
Erwinia herbicola 20 100 27,2 95,9
Flavobacterium -
Cytophaga 130 93,1 4.8 96,1
Janthinobacterium 1 100 38,5 38,5
Klebsiella 10 100 81,2 104,1
Micrococcus 45 100 2,7 23,4
gse“d"”?o”as 333 99,7 6,2 101
uoryzujacy
Pseudomonas 54 100 11,3 748
niefluoryzujacy
Xanthomonas 48 97,9 4.4 22,7
Nieoznaczone 1 74 94,6 10,9 109,6
Nieoznaczone 2 42 100 12,5 106,9

Z naszych badan wynika, ze prawie wszystkie wyizolowane szczepy bakterii mialy
zdolnos¢ do syntezy fosfataz (Tabele 25 i1 26). Dane te sg zblizone do wynikow
Paszkowskiego 1 Kobusa (1999), badajacych bakterie z ryzosfery owsa oraz do wynikow Krol
(1997), badajacej bakterie z ryzosfery jeczmienia. Najwyzszg aktywnos$cig fosfataz
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wyr6zniaty si¢ Klebsiella i Erwinia carotovora. Takze Paszkowski i Kobus (1999) podaja, ze
Erwinia z ryzosfery owsa miaty znacznie wyzsza aktywnos¢ obu fosfataz niz inne rodzaje
bakterii. Stwierdzono, ze pomigdzy aktywnoscig fosfatazy kwasnej 1 aktywnos$cig fosfatazy
alkalicznej wyizolowanych przez nas ryzobakterii, wystepowata istotna statystycznie (przy
P>99%) dodatnia korelacja (r = 0,513; n = 1245).

Tabela 26
Synteza fosfatazy alkalicznej przez bakterii z ryzosfery pszenicy ozimej
Grupa lub rodzaj Liczba % szczepow ug p-nitrofenolu ml™
bakterii szczepow aktywnych Warto$ci srednie | Wartosci najwyzsze
Wszystkie szczepy 1245 94 8,3 106,2
Acinetobacter 27 100 6,3 28,5
Actinomycetes 8 100 51 7,9
Alcaligenes 49 83,7 55 33,3
Bacillus 137 86,9 4,8 68,5
Coryneform 177 98,3 4,6 106,2
Erwinia carotovora 90 100 25,2 96,8
Erwinia herbicola 20 100 16,8 58,9
Flavobacterium -
Cytophaga 130 96,2 10,5 96,6
Janthinobacterium 1 100 36,0 36
Klebsiella 10 100 50,4 82,6
Micrococcus 45 86,7 2,3 21,6
zse“do”?o“as 333 90,1 28 271
uoryzujacy
Pseudomonas 54 100 8,0 35,7
niefluoryzujacy
Xanthomonas 48 95,8 15,5 103,2
Nieoznaczone 1 74 100 10,0 61,9
Nieoznaczone 2 42 100 20,8 74,4

Wigkszos¢ grup bakterii charakteryzowala si¢ wyzsza aktywnoscig fosfatazy kwasnej
niz fosfatazy alkalicznej (fluoryzujace Pseudomonas 2,21-krotnie, Alcaligenes 2,15-krotnie,
Erwinia carotovora 2,07-krotnie, Erwinia herbicola 1,62-krotnie, Klebsiella 1,61-krotnie,
Bacillus 1,60-krotnie, Coryneform 1,50-krotnie, niefluoryzujace Pseudomonas 1,41-krotnie,
Micrococcus 1,17-krotnie, Nieoznaczone 1 1,09-krotnie i Janthinobacterium 1,07-krotnie).

Biorac pod uwage wszystkie wyizolowane szczepy, aktywnos$¢ fosfatazy kwasnej,
podobnie jak w przypadku Paszkowskiego i Kobusa (1999), byla wyzsza o ok. 40% w
porownaniu do aktywnos$ci fosfatazy alkalicznej. Wyniki te sg zgodne z danymi podanymi
przez Burnsa 1 in. (1989), ktérzy stwierdzili, ze w ryzosferze jeczmienia 1 kukurydzy
przewaza aktywnos$¢ fosfatazy kwasnej. Jedynie Xanthomonas (3,52-krotnie),
Flavobacterium-Cytophaga (2,19-krotnie), Nieoznaczone 2 (1,66-krotnie), Acinetobacter

(1,15-krotnie) 1 promieniowce (1,06-krotnie) wyrdzniaty si¢ wérdd badanych grup bakterii
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wyzsza aktywnoscig fosfatazy alkalicznej od aktywnosci fosfatazy kwasnej. RoOwniez, wyzsza
aktywnos$cig fosfatazy alkalicznej od aktywnosci fosfatazy kwasnej charakteryzowaly sie:
Xanthomonas, Flavobacterium i Nocardia w zespole bakterii z ryzosfery owsa (Paszkowski i
Kobus, 1999) i Flavobacterium i Streptomyces w zespole bakterii z ryzosfery jeczmienia
(Krol, 1997).

Tabela 27

Uwalnianie jonow PO, z kwaséw nukleinowych przez bakterie z ryzosfery pszenicy ozimej

Grupa lub rodzaj Liczba % szczepow ug P-PO 2 mlt
bakterii SZCZEpOwW aktywnych Wartosci Srednie Wartosci najwyzsze

Wszystkie szczepy 1245 69,2 21,9 886,8
Acinetobacter 27 59,3 13,1 109,2
Actinomycetes 8 100 1245 165,6
Alcaligenes 49 87,8 44,8 235,2
Bacillus 137 40,1 -9,9 199,2
Coryneform 177 69,5 21,9 177,6
Erwinia carotovora 90 90,0 62,0 886,8
Erwinia herbicola 20 90,0 70,1 148,8
Flavobacterium -
Cytophaga 130 70,8 13,9 252
Janthinobacterium 1 100 136,8 136,8
Klebsiella 10 100 160,5 366
Micrococcus 45 64,4 14,6 96
Pseudomonas 333 62,2 7.6 217,2
fluoryzujacy
Pseudomonas 54 66,7 16,1 128,4
niefluoryzujacy
Xanthomonas 48 87,5 42,4 139,2
Nieoznaczone 1 74 81,1 30,0 208,8
Nieoznaczone 2 42 97,6 56,7 160,8

Szczepy z ektoryzosfery (po polaczeniu zespoldw bakteryjnych ze wszystkich faz
rozwoju pszenicy) mialy wyzszg aktywnos$¢ fosfatazy kwasnej od zespotdéw bakterii z innych

stref ryzosfery (Tabela 33).

5.2.4.2. Dane dotyczace zdolnosci wyizolowanych szczepow bakteryjnych z ryzosfery
pszenicy ozimej do uwalniania nieorganicznych fosforanow z kwaséw nukleinowych
zamieszczono w Tabeli 27. Zdolno$¢ ta nie bylta tak powszechna (70% aktywnych szczepow)
jak do biosyntezy fosfataz, hydrolizujacych p-nitrofenyleno-o-fosforan. Ten odsetek
szczepow aktywnych w uwalnianiu fosforandw z kwaséw nukleinowych jest wyraZznie
wyzszy od danych (18-55%) prezentowanych przez Myskowa (1960) oraz Paszkowskiego i
Kobusa (1999) badajacych odpowiednio zespoly bakterii, wyizolowane z ryzosfery

jeczmienia i owsa. StwierdziliSmy, ze najwyzsza aktywnoscig charakteryzowat si¢ (podobnie
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jak w przypadku fosfataz) rodzaj Klebsiella. Do silnie aktywnych grup mikroorganizmow
(wysokie $rednie arytmetyczne i udziat aktywnych szczepow) nalezaly takze promieniowce,
jedyny szczep Janthinobacterium i Erwinia (Tabela 27). Bardzo aktywne szczepy
znajdowano takze w obrebie wielu grup bakterii. Podobnie do wynikow naszych badan,
zarowno Myskow (1960) jak i Paszkowski i Kobus (1999) stwierdzili, Ze promieniowce s3
bardzo silnymi mineralizatorami P z kwaséw nukleinowych.

Z naszych badan wynika, ze tak jak w przypadku fosfatazy kwasnej, najaktywniejsze
w uwalnianiu P z kwaséw nukleinowych szczepy pochodzity z ektoryzosfery (Tabela 33).
Rowniez Paszkowski i Kobus (1999) z ektoryzosfery wyizolowali najwigcej aktywnych

szczepOw w mineralizacji P z kwaséw nukleinowych.

Znalezli$my jedynie niewielkie korelacje (istotne przy P>99%) pomig¢dzy zdolnoscia
wyizolowanych szczepéw bakterii do uwalniania nieorganicznych fosforanow z kwasow
nukleinowych a ich aktywnos$cig obu fosfataz (z fosforanem p-nitrofenolu jako substratem),
kwasnej r = 0,352 i zasadowej r = 0,359, gdy analizowalismy dane dla 1245 wyizolowanych
szczepow. W przypadku, gdy porownano aktywnosci (Srednie arytmetyczne) catych zespotow
bakteryjnych z roznych stref ryzosfery i réznych faz rozwoju pszenicy (n = 16),
wspotczynniki korelacji prostej (istotne przy P>99%) pomiedzy zdolnoscig bakterii do
mineralizacji P z kwasow nukleinowych, a aktywnos$cig ich fosfataz byly wyraznie wyzsze.

Wynosity one: dla fosfatazy kwasnej r = 0,726, a dla fosfatazy alkalicznej r = 0,698.
5.2.4.3. Rozpuszczanie fosforanu tréjwapniowego

Rozpuszczanie fosforanu trojwapniowego badano dwiema metodami: (1) w pozywce
plynnej, oznaczajac stezenie jonu PO,* i (2) w agarowej pozywce stalej, mierzac strefe
przejasnienia, powstala po rozpuszczeniu Caz(PO,),. Pomigdzy wynikami otrzymanymi tymi
dwiema metodami stwierdzono jedynie niewielka, istotng przy P>99% korelacj¢ (r = 0,172),.

Okoto 80% wyizolowanych szczepéw miato zdolno$¢ do rozpuszczania Caz(POa)s,
okreslang zaré6wno jedng, jak i1 drugg metoda (Tabele 28 1 29). Jest to warto$§¢ wyzsza od
danych (6-50%) prezentowanych przez innych autoréw (De Brito Alvarez i in., 1995; Louw,
1970 - za Curl i Truelove, 1986; Paszkowski i Kobus, 1999b; Pietr i Stankiewicz, 1990;
Sperber, 1958), dotyczacych bakteryjnych zespoldw z ryzosfer réznych ro§lin, w tym

pszenicy, jeczmienia i owsa.
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Tabela 28
Rozpuszczanie Caz(POy), przez bakterie z ryzosfery pszenicy ozimej w pozywce ptynnej
Grupa lub rodzaj Liczba % szczepow ug P-PO 2 mlt
bakterii SZCZEpOwW aktywnych Wartosci Srednie Wartosci najwyzsze
Wszystkie szczepy 1245 78,2 30,1 295,2
Acinetobacter 27 40,7 53 42,2
Actinomycetes 8 87,5 12,8 34,1
Alcaligenes 49 49 3,3 49,9
Bacillus 137 73 22,3 259,7
Coryneform 177 78,5 21,8 148,8
Erwinia carotovora 90 98,9 84,5 251,0
Erwinia herbicola 20 100 126,9 234,2
Flavobacterium -
Cytophaga 130 81,5 16,3 114
Janthinobacterium 1 0 0 0
Klebsiella 10 100 87,1 108,9
Micrococcus 45 64,4 11,5 69,6
Ese“do”?o“as 333 88,6 33.9 214,1
uoryzujacy
Pseudomonas 54 70,4 16,2 106,1
niefluoryzujacy
Xanthomonas 48 81,3 13,4 108,5
Nieoznaczone 1 74 77 52,8 295,2
Nieoznaczone 2 42 21,4 2,5 80,1

Na pozywce ptynnej, z wyjatkiem Janthinobacterium, zdolnos¢ te miaty wszystkie
grupy, jednak zdecydowang przewaga w prowadzeniu tego procesu charakteryzowaty sie
szczepy z rodziny Enterobacteriaceae: Erwinia i Klebsiella. Wyrdzniaty si¢ réwniez
Nieoznaczone 1, fluoryzujace Pseudomonas, Bacillus i Coryneform (Tabela 28). Na statej
pozywce agarowej rowniez duzg zdolno$¢ mialy Erwinia (szczegoélnie E. herbicola) i
Nieoznaczone 1, jednakze najwyzsza aktywnoscig charakteryzowaly si¢ fluoryzujace
Pseudomonas, Cytophaga-Flavobacterium i Bacillus (Tabela 29). Podobnie jak w przypadku
naszych badan, inni autorzy wymieniaja te same rodzaje lub grupy bakterii, wyrdzniajace si¢
wysoka zdolnoscig rozpuszczania Caz(PO,)2: Krol (1997) - Arthrobacter i inne coryneform,
Bacillus, Pseudomonas, Flavobacterium oraz promieniowce (Streptomyces, Nocardia i
Actinomyces); Paszkowski i Kobus (1999b) - Pseudomonas, Nocardia i Streptomyces; Paul i
Sundara Rao (1971) - Bacillus; Schilling i in. (1998) i Kim i in. (1998) - Pseudomonas i
Pantoea (Enterobacter-Erwinia); Vassilev i in. (1997) - Enterobacter; Sperber (1958) -
Arthrobacter i Flavobacterium;
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Tabela 29
Rozpuszczanie Caz(POy), przez bakterie z ryzosfery pszenicy ozimej
w statej pozywce agarowej
Grupa lub rodzaj Liczba % szczepOw Strefa przejasnienia (w mm)
bakterii szczepow aktywnych Warto$ci srednie | Wartosci najwyzsze
Wszystkie szczepy 1245 78,4 2,16 25
Acinetobacter 27 55,6 0,93 3
Actinomycetes 8 87,5 3,63 6
Alcaligenes 49 28,6 0,64 7
Bacillus 137 90,5 2,75 9
Coryneform 177 76,3 1,45 7
Erwinia carotovora 90 66,7 1,13 10
Erwinia herbicola 20 100 2,91 8
Flavobacterium -
Cytophaga 130 90,8 2,42 25
Janthinobacterium 1 100 0,10 0,1
Klebsiella 10 100 1,72 3
Micrococcus 45 13,3 0,27 4
Pseudomonas 333 96.4 3,59 13
fluoryzujacy
PSElidoimonas 54 59,3 1,07 5
niefluoryzujacy
Xanthomonas 48 81,3 1,35 6
Nieoznaczone 1 74 71,6 1,87 10
Nieoznaczone 2 42 50 0,25 3

Wraz z przejsciem od ektoryzosfery do endoryzosfery obserwowano stopniowy wzrost
aktywnoS$ci (wzrastaly zarowno S$rednie arytmetyczne jak 1 udziat aktywnych szczepow)
zespoldow wyizolowanych szczepow bakterii (Tabela 33). Podobnie Sperber (1958)
stwierdzita wyraznie wyzszy udzial bakterii rozpuszczajacych Caz(PO.), w ryzosferze
pszenicy i zycicy niz w glebie ugoru, a Louw (1970 - za Curl i Truelove, 1986), Louw i
Webley (1959a), Rouatt i Katznelson (1961), Vagnerova i in. (1960) oraz Webley i Duff
(1965) informuja, ze wraz z przejsciem od gleby pozaryzosferowej, poprzez glebe
ryzosterowg do powierzchni korzeni owsa lub pszenicy, stopniowo wzrastat udziat bakterii
rozpuszczajacych weglan wapnia lub udziat bakterii, tworzacych kwas z glukozy. Ponadto
stwierdziliSmy, ze zdolno$¢ bakterii do rozpuszczania Caz(POs); w pozywce plynnej

stopniowo spadata w miare starzenia si¢ roslin (Tabela 34).
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5.2.5. Mineralizacja siarki organicznej zawartej w cysteinie

do nieorganicznych siarczanow

Tabela 30
Przeksztatcanie S-cysteiny przez bakterie z ryzosfery pszenicy ozimej do S-S0,*
Grupa lub rodzaj Liczba % SZCZEPOW ug S-S0, mlt
bakterii SZCZEpOwW aktywnych Wartosci Srednie Wartosci najwyzsze
Wszystkie szczepy 1245 83,5 41 98
Acinetobacter 27 100 10,6 70
Actinomycetes 8 100 8,6 25,5
Alcaligenes 49 100 18,8 86
Bacillus 137 70,8 1,6 29
Coryneform 177 63,8 2,6 85
Erwinia carotovora 90 100 6,1 38
Erwinia herbicola 20 100 3,5 9
Flavobacterium -
Cytophaga 130 76,9 1,3 23,5
Janthinobacterium 1 100 2,5 2,5
Klebsiella 10 100 279 84
Micrococcus 45 75,6 1,9 20,7
Ese“do”?o“as 333 88.9 2.2 75
uoryzujacy

Pseudomonas 54 63 2,6 43
niefluoryzujacy
Xanthomonas 48 100 7,0 39
Nieoznaczone 1 74 97,3 4,6 98
Nieoznaczone 2 42 97,6 11,2 26,5

Zdecydowana wigkszo$§¢ S w glebach wystepuje w postaci organicznej (gldéwnie w
formie zwigzkow, w ktorych S jest bezposrednio zwigzana z C), ktora aby staé si¢ tatwo
dostepng dla roslin musi by¢ przeksztalcona przez mikroorganizmy glebowe do
nieorganicznych siarczanéw (Eriksen i in., 1998; Kobus, 1980).

Podobnie jak w przypadku badan Paszkowskiegi i Kobusa (2000) i Krol i Kobusa
(1992), wiekszos¢ wyizolowanych z ryzosfery pszenicy szczepow bakterii miata zdolnos¢ do
przeksztalcania S-cysteiny do siarczanow (Tabela 30). Jednak na ogdt aktywnos¢ ta byta
niewielka 1 tylko mala liczba szczepéw uwalniala siarczany w wigkszym stopniu. W
przeciwienstwie do wynikéw badan cytowanych przez Paszkowskiego i Kobusa (2000) oraz
Krol 1 Kobusa (1992), promieniowce nie byly najaktywniejsza grupg bakterii. Wyzsza
aktywnos$¢ miaty Klebsiella, Alcaligenes - wymieniany takze przez Paszkowskiego i Kobusa
(2000), jako jeden z bardziej aktywnych rodzajow bakterii w ryzosferze owsa, oraz

Acinetobacter.
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5.2.6. Aktywnos¢ celulaz

Tabela 31
Celulolityczna aktywnos¢ bakterii z ryzosfery pszenicy ozime;j
Grupa lub rodzaj Liczba % szczepOw Strefa przejasnienia (w mm)
bakterii szczepow aktywnych Warto$ci srednie | Wartosci najwyzsze
Wszystkie szczepy 1245 2,1 0,11 13
Acinetobacter 27 3,7 0,004 0,1
Actinomycetes 8 87,5 3,375 5
Alcaligenes 49 2 0,041 2
Bacillus 137 8,8 0,593 13
Coryneform 177 1,1 0,068 7
Erwinia carotovora 90 0 0 0
Erwinia herbicola 20 0 0 0
Flavobacterium -
Cytophaga 130 0 0 0
Janthinobacterium 1 0 0 0
Klebsiella 10 0 0 0
Micrococcus 45 0 0 0
Pseudomonas 333 0 0 0
fluoryzujacy
P§eudomon§s 54 0 0 0
niefluoryzujacy
Xanthomonas 48 0 0 0
Nieoznaczone 1 74 0 0 0
Nieoznaczone 2 42 0 0 0

Zaledwie 2% szczepdéw bakterii wyizolowanych z ryzosfery pszenicy ozimej
charakteryzowata sie aktywnos$cig celulolityczng (Tabela 31). Jeszcze nizsze wartosci
(ponizej 0,1%) uzyskali Neal i in. (1973) oraz Rouatt 1 in. (1960) dla zespotow bakterii z
ryzosfery pszenicy, a Paszkowski i Kobus (1999a) i Turner i in. (1985) stwierdzili brak
zdolnosci celulolitycznych u bakterii wyizolowanych odpowiednio z ryzosfery owsa i
ryzoplany zycicy. Takze Krol (1997) aktywno$¢ celulolityczng wsrod bakterii wyizolowanych
z ryzosfery jeczmienia, notowata tylko u promieniowcow.

Zdecydowanie najbardziej aktywng grupa okazaty si¢ promieniowce, ktérych
wigkszo$¢ rozkladata celuloz¢ oraz rodzaj Bacillus (9% szczepow), w obrebie ktorego
znaleziono najaktywniejsze szczepy. Mniejszg aktywnoscia charakteryzowaly si¢ Coryneform
(Tabela 31).

Obserwowano stopniowo zmniejszajacg si¢ celulolityczng aktywno$¢ zespotow
bakteryjnych wraz z przejSciem od ektoryzosfery do endoryzosfery. Stopniowo malal tez

udziat aktywnych szczepow (Tabela 33).
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5.2.7. Hydroliza chityny

Tabela 32
Chitynolityczna aktywnos$¢ bakterii z ryzosfery pszenicy ozimej
Grupa lub rodzaj Liczba % szczepOw Strefa przejasnienia (w mm)
bakterii szczepow aktywnych Warto$ci srednie | Wartosci najwyzsze
Wszystkie szczepy 1245 21,8 2,7 25
Acinetobacter 27 18,5 31 25
Actinomycetes 8 87,5 11,8 20
Alcaligenes 49 10,2 2,4 25
Bacillus 137 27,7 3,0 25
Coryneform 177 10,7 15 25
Erwinia carotovora 90 71,1 57 25
Erwinia herbicola 20 0 0 0
Flavobacterium -
Cytophaga 130 30 2,0 20
Janthinobacterium 1 100 14,0 14
Klebsiella 10 0 0 0
Micrococcus 45 2,2 0,3 15
Pseudomonas 333 24 0,3 20
fluoryzujacy
Pseudomonas 54 111 2,6 25
niefluoryzujacy
Xanthomonas 48 66,7 11,0 25
Nieoznaczone 1 74 54 0,6 15
Nieoznaczone 2 42 100 17,7 20

Chityna - naturalny biopolimer amino-cukrowy jest sktadnikiem $cian komorkowych
wielu organizméw szkodliwych dla roslin uprawnych, gtéwnie owadow, nicieni i grzybow
(Gooday, 1990; Hanzlikova i in., 1989). Dodatek chityny do gleby podnosi populacje
chitynolitycznych mikroorganizmoéw. Ten wzrost jest zwigzany z redukcja uszkodzen roslin
(Gooday, 1990; Hanzlikova i in., 1989). Informuje to, ze aktywnos$¢ chitynolityczna
drobnoustrojéw ryzosferowych moze odgrywaé istotng role w ochronie ro$lin przed
patogenami.

Jedynie /s wyizolowanych z ryzosfery pszenicy szczepdéw bakterii charakteryzowala
si¢ zdolno$cig do hydrolizy chityny (Tabela 32). Podobne wartosci, dotyczace zespotow
bakterii z ryzosfer roznych roslin (w tym owsa i Zycicy) przedstawiaja Gooday (1990 - za
Mihalym, 1960), Paszkowski (1997) 1 Turner (1985). Nieco nizsze wartosci udzialu bakterii
chitynolitycznych (nie przekraczajace 10%) w zespotach bakteryjnych z ryzosfery réznych
ro$lin (w tym zyta) uzyskali Kloepper i in. (1991) oraz Kurek i Jaroszuk (1997).

Najwyzszy procent aktywnych szczepoéw znaleziono ws$rdod Nieoznaczonych 2,

promieniowcow, Erwinia i Xanthomonas, jednakze silnie aktywne szczepy znajdowano takze
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w obrgbie wielu innych grup, szczegolnie wérod Bacillus, Coryneform i niefluoryzujacych
Pseudomonas (Tabela 32). Na podstawie badan Krol (1997) i Paszkowskiego (1997),
najbardziej aktywne rodzaje bakterii w rozktadzie chityny, wyst¢pujace w ryzosferze
jeczmienia i owsa to: Erwinia, Streptomyces, Bacillus, Flavobacterium, Micromonospora i
Nocardia.

Turner i in. (1985) stwierdzili, Ze ryzoplana zycicy charakteryzowala si¢ mniejszym
udziatem drobnoustrojéw chitynolitycznych niz gleba pozaryzosferowa. Réwniez Paszkowski
(1997) oraz Kurek i Jaroszuk (1997) informuja, ze najwigcej bakterii chitynolitycznych
wystepowato w ektoryzosferze owsa 1 jeczmienia. Dane te sg zgodne z uzyskanymi w
naszych badaniach. ObserwowaliSmy stopniowy spadek udziatu bakterii chitynolitycznych
przy przejsciu od ektoryzosfery do endoryzosfery (Tabela 33). By¢ moze jest to zwigzane z
jednoczesnym wzrostem stosunku liczebnos$ci bakterii do liczebnosci grzybow (Tabela 7).

Paszkowski (1997) wyizolowal najwicksza ilo$¢ chitynolitycznych ryzobakterii w
fazie kwitnienia. My rowniez zaobserwowaliSmy, ze zespol szczepow  bakterii
wyizolowanych w fazie kwitnienia charakteryzowal si¢ najwyzsza aktywnoscia

chitynolityczng (Tabela 34).



Aktywnos¢ (Srednie arytmetyczne) oraz udzial aktywnych szczepoéw
w zespotach bakterii, wyizolowanych z réznych stref ryzosfery pszenicy ozimej
(ze wszystkich faz rozwoju ros$lin tacznie)
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Tabela 33

Badana

Srednie arytmetyczne dla catego zespotu

Udziat aktywnych szczepodw (w %)

bakterii
CeCha Ektoryzosfera [ Ryzoplana Ryzoplana/ Endoryzosfera | Ektoryzosfera | Ryzoplana Ryzoplana/ Endoryzosfera
Endoryzosfera Endoryzosfera
Ggt na PDA 5,00 5,06 5,56 5,87 37,1 46,2 43,6 61,7
(w mm)
FenaPDA | 410 | 3,28 3,98 2,40 44,1 | 390 | 404 29,4
(w mm)
Ggt
na Ki%gB 9,29 9,54 9,93 9,14 91,1 88,6 85,1 93,2
(w mm)
FenaKing B |59 (7 1,71 1,70 1,13 26,2 26,2 24,1 22,6
(w mm)
Zw. chelat.
Fe** 23,8 29,2 31,2 50,2 777 87,2 82,6 88,1
(w M I
HCN 0,05 0,10 0,13 0,48 4,0 4,8 6,0 20,4
(skala 1-3)
Fosf. kV\{.1 14,0 8,9 9,7 8,9 97,5 97,6 94,3 97,9
(W pg ml)
Fosf. alk. 8,6 7,3 8,4 8,2 95,5 95,5 90,4 93,6
(W pg ml™)
Mineral. P
organ. 27,5 16,8 23,6 21,3 72,3 69,0 65,6 73,2
(W pg ml)
Rozp. fosf.
Ca roztw. 22,1 23,3 28,3 32,5 71,8 70,0 77,7 85,5
(W pg ml™)
Rozp. fosf Ca
agar 1,59 1,95 2,14 2,35 71,8 71,0 79,8 85,1
(w mm)
Mineral. S
org 49 3,7 53 3,0 84,7 80,3 85,5 88,9
(W pg ml™)
Chitynaza 2,87 2,66 2,80 1,88 27,2 19,7 19,5 14,9
(w mm)
Ce'%anf)a (w 0,13 0,08 0,02 0,01 4,0 1,4 0,7 0,4
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Tabela 34
Aktywnos¢ (Srednie arytmetyczne) oraz udziat aktywnych szczepow
w zespotach bakterii, wyizolowanych z r6znych faz rozwoju pszenicy ozime;j
(ze wszystkich stref ryzosfery lacznie)

Bad Srednie arytmetyczne dla catego zespotu | Udzial aktywnych szczepow (w %)
adana bakterii
cecha Faza 2. Faza 4. Faza Faza Faza 2. Faza 4. Faza Faza
liscia liscia kwitnienia dojrzatosci liscia liscia kwitnienia | dojrzatosci
Ggt na PDA
(w mm) 6,78 5,00 5,58 4,12 58,0 51,2 50,6 29,5
Fc na PDA
(W mm) 552 | 1,12 | 249 4,78 606 | 166 | 338 | 418
Ggt na King B
(W mm) 814 | 7,87 | 1094 | 1026 | 934 | 886 | 869 | 889
Fc na King B
(w mm) 0,42 1,23 1,55 3,25 11,1 25,6 26,5 34,4
Zw. chelat.
Fe’" 33,8 46,4 34,0 21,7 94,7 88,6 86,3 68,0
(w uM ')
HCN
kala13) | 033 | 001 | 034 0 142 | 14 | 159 0
Fosf. kw.
(W ug mi) 19,7 4,4 6,1 11,7 97,8 97,2 95,4 97,1
Fosf. alk.
wugmi?) | 124 4,6 7,0 8,5 947 | 938 | 924 94,3
Mineral. P
organ. 32,8 16,1 13,9 27,6 71,7 73,0 62,5 74,6
(W pg mi™)
Rozp. fosf. Ca
roztw. 41,7 25,5 22,3 19,4 82,3 82,0 78,4 62,3
(W pg mi™)
Rozp. fosf Ca
agar 1,96 2,25 2,23 1,61 73,9 81,5 83,2 67,2
(w mm)
Mineral. S org
(W ug miY) 5,19 1,75 7,93 4,56 94,2 83,4 84,5 77,0
Chitynaza
W mm) 290 | 082 | 373 2,18 235 | 123 | 213 | 217
s 1 014 | 006 | 003a | 002 | 31 | 14 | 09 | 08
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5.3. CZESC III. WPLYW BAKTERII Bacillus mycoides NA WZROST
PSZENICY OZIMEJ I JEJ OCHRONE PRZED GRZYBOWYMI
PATOGENAMI KORZENI

Jak przedstawiono w ,,Przegladzie Literatury” jedng z najwazniejszych cech bakterii,
warunkujacych powodzenie zastosowania ich jako szczepionki, jest ich zdolnos¢ do przezycia
w niekorzystnych dla nich warunkach oraz zdolno$¢ do kolonizacji ryzosfery. Do badan nad
wplywem bakterii na rosliny postanowiono wiec wybra¢ bakterie z rodzaju Bacillus,
wytwarzajace przetrwalniki, umozliwiajace im lepszg przezywalnos¢ w glebie. Uwage nasza
zwrécit fakt, ze w poréwnaniu do zespotdow bakterii, pochodzacych z odpowiednich
homogenatéw korzeni pszenicy ozimej, w zespotach bakteryjnych kolonizujacych pozywke
agarowa wokot potozonych na niej odcinkow tych korzeni obserwowano szczeg6lnie znaczny
wzrost udziatu szybko rosngcych bakterii B. mycoides. ZatozyliSmy, iz pomimo, ze bakterie te
nie majg zdolnos$ci ruchu, obserwowany na pozywkach agarowych ich szybki wzrost moze
utatwi¢ im szybka kolonizacje powierzchni korzeni. Z tego tez wzgledu postanowiliSmy
sprawdzi¢ jaki wptyw majg wyizolowane szczepy B. mycoides na wzrost pszenicy ozimej i
okresli¢ ich zdolno$ci biokontrolne przeciwko grzybowym patogenom roslin. Nalezy tu
doda¢, ze B. mycoides zostal wyizolowany jako szczep biokontrolny z gleby ttumiacej rozwoj

zgorzeli podstawy zdzbta (Maplestone 1 Campbell, 1989).

5.3.1. Doswiadczenia fitotronowe i szklarniowe

5.3.1.1. Wplyw szczepéw bakterii B. mycoides

na wzrost pszenicy ozimej (odm. Gama)

5.3.1.1.1. Oddzialywanie bakterii na dlugos¢ koleoptyli i korzonkow siewek
pszenicy na plytkach agarowych (Doswiadczenie 1a) po 8 dniach inkubacji przedstawiono
w Tabeli 35. Wpltyw bakterii (w poréwnaniu do kontroli nieszczepionej) na dlugosé
koleoptyli wahat si¢ w granicach od 0% do +38,2% ($r. +17,9%). Zakres dziatania bakterii na
dhugos¢ korzonkow byt znacznie szerszy. Wahat si¢ on w granicach od -28,5% do +108,4%
($r. +38,1%). Zmiany stosunku dlugosci koleoptyli do dlugosci korzonkow (K/K) pod

wplywem dziatania bakterii rowniez podlegaty znacznym wahaniom od -44,8% do +42,0%
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(8r. -6,9%). Szczep JC192 w najwigkszym stopniu podnosil ten stosunek, natomiast szczep

K171 go obnizat (Tabela 35).

5.3.1.1.2. Oddzialywanie bakterii Bacillus mycoides na wschody i mase roslin w 28
dniowym do$wiadczeniu doniczkowym na sterylizowanym piasku (Doswiadczenie 1b)
przedstawiono rowniez w tabeli 35. Bakterie nieznacznie stymulowaly wschody roslin (od 0
do +18,6%, $r. +7,8%). Na przeciwleglych biegunach znalazty si¢ szczepy JC192
(stymulujgcy wschody) 1 K171 (nie majgcy wplywu), bakterie skrajnie odmiennie zmieniajace
stosunek dtugosci koleoptyli do dlugosci korzonkow (K/K). Badane szczepy bakterii dodatnio
wptywaly na mase catych roslin od +6,2 do +44,2% ($r. +20,6%) i mas¢ pedow od +12,3 do
+43,3% (8r. +23,3%). W obu przypadkach szczep K184 wplywatl najsilniej. Masa korzeni
zmieniata si¢ pod wplywem bakterii od -3,5 do +45,7% ($r. +16,2%). I w tym przypadku
najsilniej dodatnio oddziatywat szczep K184. Szczep K167 dzialal najmniej korzystnie
zarowno na mas¢ pedow jak i korzeni. Szczepy B. mycoides zmieniaty stosunek masy pedow
do masy korzeni (P/K) od -5,8 do +20% ($r.+6,9%). Podobnie jak w przypadku zmian K/K
oraz wschodoéw ro$lin, na przeciwlegtych biegunach znalazty si¢ szczepy K171 (najwigckszy

wzrost P/K) 1 JC192 (najwigksza obnizka P/K) (Tabela 35).

5.3.1.1.3. Zalezno$ci pomiedzy zmianami (pod wplywem Bacillus mycoides)
réznych parametrow wzrostu pszenicy ozimej odmiany Gama w doswiadczeniach na
plytkach agarowych i doniczkach z piaskiem kwarcowym (Doswiadczenia la i 1b)
przedstawiono w postaci wspotczynnikéw korelacji prostej w Tabeli 36. Na podstawie tych
danych widaé, ze zmiany dlugosci korzonkow pod wptywem bakterii w do§wiadczeniu na
ptytkach agarowych sa ujemnie skorelowane (r = -0,520 przy P = 90%) ze zmianami masy
korzeni w doswiadczeniu doniczkowym. Szczegdlnie duza ujemna korelacja jest widoczna
pomiegdzy zmianami K/K a zmianami P/K (r = -0,896 przy P > 99%). Réwniez zmiany (pod
wplywem bakterii) wschodow roslin sa skorelowane ze zmianami K/K (r = 0,438 przy P =
90%) i zmianami P/K (r = -0,466 przy P = 90%) (Tabela 36).

Zaobserwowane zaleznoS$ci sugeruja, ze w oddzialywaniach bakterii B. mycoides na
wzrost pszenicy ozimej biorg udzial metabolity typu hormondéw wzrostu, ktore w zalezno$ci
od stezenia hamuja wzrost ro$lin lub go stymulujg. Szereg doniesien informuje, ze bakterie
nalezace do rodzaju Bacillus majg zdolno$¢ do syntezy auksyn, giberelin i cytokinin (Brown
cyt. przez Broadbent i in., 1977; Holl i in., 1988; Kampert i Strzelczyk, 1984; Selvadurai i in.,
1991).
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Tabela 35.

Wptyw Bacillus mycoides na wzrost pszenicy ozimej odmiany Gama w 8-dniowym do$wiadczeniu na sterylnych ptytkach agarowych (kolumny
zacienione) i w 28 dniowym fitotronowym do$wiadczeniu wazonowym na sterylnym piasku kwarcowym -
- wzbogaconych pozywka Hoaglanda

(wartosci przedstawiono w % kontroli nieszczepionej).

Symbol Dhugosc¢ Dhugos¢ Stosunek Wschody Masa catych Masa Masa Stosunek
szczepu koleoptyli korzonkow kol./korz. | (po 14 dniach) roslin pedow korzeni pedy/korzenie
Kariea 4,8 cm 8,9cm 0,54 8,6 1050,3 mg 646,0 mg 404,3 mg 1,60
100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100%
JC 58 102,8% 149,4% 68,8% 109,3% 111,2%* 117,3%** 101,5% 115,6%
JC 177 125,7% 176,1%** 71,4% 111,6% 130,7%** 132,9%* 127,2%** 104,5%
JC 180 128,4% 140,4% 91,4% 109,3% 122,8%* 123,2%* 122,0% 101,0%
JC 189 116,7% 107,4% 108,6% 100,0% 119,8%*** 120,2%** 119,3% 100,7%
JC 192 123,1% 86,7% 142,0% 118,6% 126,2%* 123,3%* 130,8%** 94,2%
JC 19%4a 100,0% 71,5% 139,8% 114,0% 118,5% 116,9% 121,1% 96,5%
JC 197b 124,4% 168,8% 73,7% 107,0% 133,4%** 140,6%** 122,0%* 115,2%
JC 199 138,2% 195,2%*** 70,8% 111,6% 107,6% 113,3% 98,4% 115,2%
K 167 100,9% 135,1% 74,7% 102,3% 106,2% 112,3%* 96,5% 116,5%
K171 115,1% 208,4% 55,2% 100,0% 113,4% 121,2%* 101,0% 120,0%
K 184 113,3% 100,2% 113,0% 107,0% 144 2%*** 143,3%*** 145,7%** 98,4%
K 186 126,3% 117,7% 107,3% 102,3% 112,7% 114,8%* 109,4% 104,9%

*, F**FX - warto$ci 16znig si¢ od kontroli przy P =90, 95 lub 99%.
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Tabela 36.
Wspotczynniki korelacji pomigdzy zmianami (pod wptywem Bacillus mycoides)
roznych parametréw wzrostu pszenicy ozimej odmiany Gama
w doswiadczeniach na plytkach agarowych i doniczkach z piaskiem kwarcowym.

Masa Stosunek
catych pedy/
ro$lin /korzenie

Dhugosc¢ Dhugos¢ Stosunek Wschody Masa Masa
koleoptyli | korzonkow | kol./korz. pedow | korzeni

1 0,406 -0,144 0,161 0,162 0,108 0,145 -0,034
1 -0,928*** | -0,273 | 0,016 | -0,520* | -0,254 | 0,815***
1 0,438* | 0,011 | 0,589** 0,305 | -0,896***

1 0,101 0,373 0,245 -0,466*

1 0,773*** 1 0,947*** | -0,208

1 0,936*** | -0,778***

1 -0,510*

1

Fxx FR* - wartosci wspoOlezynnikow korelacji sg istotne przy P =99, 95 lub 90%.

5.3.1.2. Wplyw Fusarium culmorum i Bacillus mycoides na wzrost pszenicy ozimej (odm.
Gama) w 28-dniowym szklarniowym doswiadczeniu wazonowym (Doswiadczenie 2)
przedstawiono w Tabeli 37. W porownaniu do kontroli nie szczepionej zadnymi
drobnoustrojami, Fusarium culmorum istotnie opo6zniat wschody roslin i obnizal ich mase. Z
wyjatkiem szczepu JC197b, ktory w pordwnaniu do serii szczepionej samym F. culmorum
oddziatywat istotnie dodatnio jedynie na mas¢ korzeni, badane szczepy dzialaly pozytywnie
na wschody roslin 1 ich mase¢ (mas¢ pedow, korzeni 1 catych roslin). Najsilniej oddzialujagcym
szczepem okazat si¢ JC192, ktory w poprzednich doswiadczeniach najsilniej zmienial K/K i
P/K oraz najsilniej stymulowal wschody roslin. Ten szczep bakterii, jako jedyny, istotnie
(przy P > 95%) zwigkszal (w poréwnaniu do kontroli nieszczepionej) mase pedow, korzeni i

catych ros$lin Tabela 37).

Do dalszych badan wybrano szczep JC192. Z przeprowadzonych dotychczas
doswiadczen wynikato, Ze byt on najbardziej aktywny w oddziatywaniu na ro$liny. Szczep
ten najsilniej zwiekszat stosunek dlugosci koleoptyli do dlugosci korzonkow w

doswiadczeniu 1la, najsilniej zmniejszatl stosunek masy pedéw do masy korzeni w
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doswiadczeniu 1b oraz byl on najbardziej skuteczny w ochronie pszenicy przed Fusarium

culmorum w doswiadczeniu 2.

Tabela 37.
Wptyw Fusarium culmorum i Bacillus mycoides na wzrost pszenicy ozimej
(odm. Gama) w 28-dniowym szklarniowym doswiadczeniu wazonowym

(wartos$ci przedstawiono w % kontroli nieszczepionej)

’ Spria VBZ:}?(:EI(E Licz’ba Ma§a Masa_ Cg?}ii St}());g;/ek
doswiadczalna | (5, g}]?w:) 19 pedow pedow korzeni roslin Ikorzenie
Kontrola 35,7 8,0 939 mg 873 mg 1812 mg 1,08
nieszczepiona | 100% e 100% a 100% b 100% b 100% b 100% a
Fusarium 22,44 104,2 ab 56,3 a 50,2 a 53,4a 111,8 ab
JC197B + Fus. | 26,2abc | 108,3 ab 84,2 abc 76,6 bc 80,6 abc | 109,0 ab
K184 + Fus. 54,2 bcd | 108,3ab | 1151c 102,6 bc | 109,0 bd 112,1 ab
JC177 + Fus. 47,7 bc 116,7ab | 118,8bcd | 103,1bc | 111,2bcd | 116,0 ab
JC192 + Fus. 76,6 de 133,3b 1417 d 1149 ¢c 128,8 ¢ 123,2b

a, b, ¢, d, e - warto$ci oznaczone tymi samymi literami nie r6znig si¢ istotnie przy P = 95%.

5.3.1.3. Wplyw zywego i zabitego inokulum Bacillus mycoides - szczep JC192
(wprowadzanego na roznych nosnikach) na wzrost pszenicy ozimej (odm. Gama) w
doniczkowym doswiadczeniu fitotronowym na czarnej ziemi deluwialnej (Doswiadczenie
3) przedstawiono w Tabeli 38. Wprowadzenie inokulum zabitych bakterii nie bylo obojetne
dla roslin. Z wyjatkiem serii z torfem, zabite inokulum bakterii dzialalo ujemnie na mase
pedow usunigtych po 7 dniach (od -15 do -88%) i na mase korzeni po 28 dniach (od —13 do -
28%), a w przypadku serii z melasg takze na mase pedow po 28 dniach (-15%) 1 na dynamike
wschodow (-40%). By¢ moze zabite inokulum razem z no$nikami stanowito zrédto pokarmu
dla mikroorganizméw, szkodliwie oddziatujacych na wzrost ro§lin. W poréwnaniu do serii z
zabitymi bakteriami (100%), szczepienie nasion bakteriami Zywymi przewaznie oddzialywalo
pozytywnie na badane parametry wzrostu roslin (Tabela 38). Pod wptywem zywych bakterii
dynamika wschodow wzrosta w zakresie od +5 do +46%, masa usunietych pedéw wzrosta w
zakresie od +15 do +375%, masa catych roslin zmienita si¢ w zakresie od 0 do +19%, masa

pedow wzrosta w zakresie od +3 do + 11% a masa korzeni ulegta zmianie w zakresie od -4
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do +30%. W porownaniu do kontroli nie szczepionej (100%) zywe inokulum dziatato
pozytywnie (z wyjatkiem serii z melasg) na dynamik¢ wschodow w zakresie od +5 do +23%,
mas¢ wyrwanych pedéw w zakresie od +4 do +15% 1 mas¢ pedoéw w zakresie od +3 do +13%
oraz dziatalo ujemnie na mas¢ korzeni w zakresie od -7 do -12% (Tabela 38). Zmiany te z
wyjatkiem jednej (wptyw na mase¢ korzeni w serii z liofilizatem) nie zostaly udowodnione
statystycznie. Istotny statycznie (przy P = 95 lub 99%), z wyjatkiem dwoch przypadkow,
okazat si¢ wptyw zardwno zywego (do +21%) jak 1 zabitego (do +22%) inokulum bakterii na

stosunek masy pedow do masy korzeni (P/K).

Tabela 38.
Wpltyw zywego i zabitego inokulum Bacillus mycoides - szczep JC192 (wprowadzanego na
r6znych nosnikach) na wzrost pszenicy ozimej (odm. Gama) w doniczkowym doswiadczeniu
fitotronowym na czarnej ziemi deluwialnej (7 roslin/doniczke).
(Warto$ci serii szczepionych zywym lub zabitym szczepem JC192
przedstawiono w % kontroli nieszczepionej)

. Wschody Masa pedow | Masa Masa Masa Pedy/
Nosnik | Inokulum 00 7 dn usunietych ro$lin pedow korzeni | /korzenie
' po 7 dn. po 28 dn. | po 28 dn. | po 28 dn. | po 28 dn.
ol 11 90 mg 1281 mg | 675mg | 606 mg 1,11
100% 100% 100 % 100% 100 % 100 %
Woda Zabite | 1045 79,8 94,5 10,4 | 868 117,3%**
Zywe 1227 103,9 103,5 1129 93,0 121,4**
Torf Zabite 100,0 99,8 100,6 105,7 95,0 110,8
Zywe 104,5 1145 100,6 109,1 91,0 120,5**
Liofilizat Zabite 104,5 85,1 90,6** 98,9 81,5%** | 121,7**
Zywe 115,9 1141 95,9 102,7 88,2** | 116,4**
Melasa Zabite 59,1 11,7 78,6* 84,6 72,0%* | 118,7**
Zywe 86,4 55,6 93,5 93,6 93,4 100,3
Wszvstkie Zabite 92,0 69,1 91,1 97,7 83,8 1171
y Zywe 107,4 97,0 98,4 104,6 914 1147

Fhk *k - wplyw inokulum B. mycoides JC192 jest istotny przy P = 99, 95 lub 90%.

5.3.1.3.1. W Tabeli 39 przedstawiono dane informujace o wplywie zywego inokulum B.
mycoides JC192 (w poréwnaniu do zabitych bakterii) wprowadzonego do torfu na mase
pszenicy ozimej (odm. Gama) uprawianej na tym torfie przez 21 dni (Doswiadczenie 3a).

Podobnie jak w poprzednim doswiadczeniu na glebie deluwialnej, Zzywe inokulum wptywato
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(w porownaniu do zabitego inokulum) dodatnio na mas¢ roslin. Ze wzgledu na to, ze
do$wiadczenie to wykonano w jednym powtdrzeniu, uzyskane roéznice nie moga byc
udowodnione statystycznie. Nalezy zaznaczy¢, ze wokot korzeni pszenicy z serii z inokulum
zabitym polozonych na powierzchni¢ pozywek agarowych dla bakterii i grzybéw wyrosty
réznorodne drobnoustroje, wérod ktorych grzyby z rodzaju Fusarium wyr6zniaty si¢ duzym
udzialem, natomiast w serii z zywym JC192 stwierdzono wzrost wylacznie B. mycoides,
zarowno na pozywkach dla bakterii jak i grzybéw (dane nie prezentowane). Obserwacje
korzeni ro$lin pod binokularem sugerujg, ze w serii z zywym inokulum, glownie B. mycoides

pokrywatl powierzchni¢ korzeni i pozostato$ci macierzystego ziarna siewnego.

Tabela 39.
Wplyw zywego i zabitego inokulum Bacillus mycoides - szczep JC192 (wprowadzanego do
torfu) na wzrost pszenicy ozimej (odm. Gama) w 21-dniowym doniczkowym doswiadczeniu

na torfie.
Seria Masa Masa Masa Masa pgdow /
doswiadczalna catych ro$lin pedow korzeni / masa korzeni
Inokulum 620,1 mg 4445 mg 175,6 mg 2,53
zabite (100 %) (100 %) (100 %) (100 %)
Inokulum 720,4 mg 539,0 mg 181,4 mg 2,97
Zywe (116,2 %) (121,3 %) (103,3 %) (117,4 %)

5.3.1.4. Wplyw Bacillus mycoides szczep JC192 na wzrost pszenicy ozimej (odm. Kobra)
na roznych glebach w 28 dniowym doniczkowym doswiadczeniu fitotronowym
(Doswiadczenie 4) przedstawiono w Tabeli 40.

Piasek kwarcowy 1 trzy gleby (glebe ogrodowa, glebe brunatng wytworzong z lessu i
czarng ziemi¢ deluwialng) dobrano pod wzgledem ich stopniowo wzrastajacych zdolnosci
plonotwoérczych. Masa catych roslin wahata si¢ od 735,1 mg do 2179,2 mg, masa pedow
wahata si¢ od 387,4 mg do 1502,3 mg, masa korzeni wahata si¢ od 347,7 mg do 676,9 mg.
Wraz ze wzrostem zdolno$ci plonotworczych wzrastat stosunek masy pedéw do masy korzeni
(P/K) od 1,11 w przypadku piasku do 2,22 w przypadku gleby deluwialnej. Gleby o wyzszych
zdolnosciach plonotworczych charakteryzowaly si¢ nizsza dynamika wschodow (Tabela 40).

Szczepienie nasion bakteriami B. mycoides JC192 spowodowato wyrazniejsze zmiany
dynamiki wschodow, masy ro$lin i stosunku P/K w glebach o wyzszych zdolnosciach

plonotworczych (Tabela 40). Zmiany masy roslin w seriach z B. mycoides byty istotnie



118

skorelowane przy P > 95% z masa roslin (szczeg6lnie z masg korzeni) w seriach kontrolnych,
nie szczepionych bakteriami (dane nie prezentowane). Wplyw szczepienia ziarna siewnego
bakteriami B. mycoides JS192 byl istotny statystycznie jedynie w przypadku gleby
deluwialnej, w ktérej rosliny w glebie kontrolnej uzyskaty najwyzsza biomas¢ w ciggu 28 dni
(Tabela 40). Dynamika wschodow wzrosta o 32% (istotno$¢ przy P > 99%), masa pedow
wzrosta o 14% (istotno$¢ przy P = 90%), masa catych roslin wzrosta o 22% (istotnos¢ przy P
> 99%), masa korzeni wzrosta o 38% (istotnos$¢ przy P > 99%) a warto§¢ P/K zmalata o 17%

(istotnos¢ przy P > 95%).
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Tabela 40.

Wptyw Bacillus mycoides szczep JC192 na wzrost pszenicy ozimej (odm. Kobra) na ré6znych glebach w 28 dniowym doniczkowym
do$wiadczeniu fitotronowym.

Dynamika wschodow Masa roslin Masa pedow Masa korzeni Pedy / korzenie
Gleba Kontrola Wplyw Kontrola Wplyw Kontrola Wplyw Kontrola Wpltyw Wplyw
suma ro$lin | Bacillus w masa Bacillus w masa Bacillus w masa Bacillus w | Kontrola | Bacillus w
5,617 dnia| % kontroli w mg % kontroli w mg % kontroli w mg % kontroli % kontroli
Piasek 453a 1044 735,12 99.2 3874 a 97.6 3477 a 101,0 1,11 96.1
kwarcowy
Gleba 38.0 ab 123.,0 10762 b 106,3 6378 b 1045 4384 b 109,0 1,45 953
ogrodowa
B!TQ?;L“"‘ 26.0b 104.8 1338.0 ¢ 105,7 882.2 ¢ 105,3 4558 b 106.6 1,94 08.2
SIZ"‘:; rl‘: 270b 132,4** | 21792d | 121,7*** | 1502,3d 114 3* 6769C | 138 1%** 2,22 82 6**

a, b, ¢, d - wartosci (w obrebie kolumn) oznaczone tymi samymi literami nie r6znig si¢ istotnie przy P = 95%.
*hx *k - wpltyw B. mycoides JC192 jest istotny przy P =99, 95 lub 90%.
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5.3.1.5. Wplyw Bacillus mycoides JC192 na wzrost roznych odmian pszenicy ozimej.

5.3.1.5.1. Wplyw inokulum Bacillus mycoides JC192 o roznym stezeniu na dlugosé
koleoptyli i korzonkéw roznych odmian pszenicy ozimej (Doswiadczenie 5a). Dane
dotyczace tego doswiadczenia zamieszczone sg w tabeli 41.

Dziesieciokrotne rozcienczenie zmywu kontrolnego z powierzchni nieszczepionej
pozywki agarowej spowodowato podobng reakcje wszystkich trzech odmian pszenicy ozimej,
a mianowicie wzrost dlugosci koleoptyli i skrécenie korzonkoéw. Przyczynilo si¢ to do
wzrostu stosunku K/K u wszystkich odmian pszenicy (Tabela 41).

Roézne odmiany pszenicy ozimej (Kobra, Elena i Maltanka) zareagowaty jednak w
sposob odmienny na rozcienczenia (2- i 10-krotne) zawiesiny bakterii, zmytej z powierzchni
pozywki agarowej 1% roztworem CM-celulozy. Kobra byta odmiang reagujaca najstabiej na
zmiany stezenia inokulum Bacillus mycoides JC192. W poréwnaniu do stgzenia
podstawowego, inokulum JC192 po rozcienczeniu obnizyto dhugos¢ koleoptyli i dtugosé
korzonkéw. Reakcje Eleny 1 Maltanki byly kranhcowo odmienne od reakcji Kobry.
Rozciefczenie inokulum bakterii spowodowato u tych odmian pszenicy ozimej wzrost
dhugosci koleoptyli i (zwlaszcza) dtugosci korzonkow (Tabela 41).

Zmiana warto$ci K/K Kobry pod wptywem rozcienczenia zawiesiny JC192 byta takze
odmienna od zmian wartosci K/K pozostatych odmian. Rozcienczenie zawiesiny bakterii
spowodowato wzrost wartosci K/K Kobry, a spadek wartosci K/K u Eleny i Maltanki. W

poréwnaniu do kontroli wszystkie odmiany zareagowaly spadkiem K/K (Tabela 41).

5.3.1.5.2. Wplyw Bacillus mycoides JC192 na wzrost réznych odmian pszenicy
ozimej w 28 dniowym doniczkowym doswiadczeniu fitotronowym (Doswiadczenie 5b)
przedstawiono w Tabeli 42. Tym razem odmiang szczegoélnie odmiennie reagujaca (od
pozostatych dwu odmian) na szczepienie nasion bakteriami B. mycoides JC192 byla
Maltanka. Zareagowata ona spadkiem masy pedow o 15%, masy korzeni o 24% i masy calych
roslin o 17%. Wszystkie te obnizki byly istotne statystycznie przy P > 95%. Pozostale dwie
odmiany zareagowaty nieznacznie dodatnio, jednakze te réznice od wartosci kontrolnych nie
zostaty udowodnione statystycznie przy P = 95%. Jedynie 9% wzrost masy calych roslin w

przypadku Kobry byt istotny przy P = 90% (Tabela 42).
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Tabela 41.
Wptyw inokulum Bacillus mycoides JC192
(zmyw 1% roztworem CM-celulozy z pozywki agarowej) o roznym stezeniu
na dhugos¢ koleoptyli i korzonkéw réznych odmian pszenicy ozime;.
Kontrole stanowi zmyw ze sterylnej pozywki.

Ré)ZZ:ri]ieéi_ Dhugos¢ koleoptyli Dhugos¢ korzonkow Kozs\??ggrgkz?l\%?nkl
¢ . > . bzwal.
Odmiana | zmywu (wmm i % kontroli) | (w mm i % kontroli) i % kontroli)
pszenicy |z p OZka.l Wartos¢ Wpltyw Wartos¢ Wptyw | Wartos¢ | Wplyw
agarowe] | wontrolna | Bacillus kontrolna Bacillus | kontrolna | Bacillus
Lkrotne | 172 19.9 22.3 19,1 0,77 1,04
100% | 1157% | 100% | 85.6% | 100% | 1351%
17,7 18,0 18,2 15,0 0,97 1,20
Kobra | 2-krothe | joges | 101,7% | 100% | 823% | 100% | 123,7%
18,2 17.1 16,8 13,6 1,09 1,26
10-krotne | 10006 | 939% | 100% | 80.9% | 100% | 1156%
Lkrome | 135 6.4 327 75 0,41 0,85
100% | 475%* | 100% | 23.0%***| 100% | 207.3%
12.0 14.9 20,3 18.4 0,59 0,81
Elena | 2-krotne | /ndor | 1246% | 100% | 90.4% | 100% | 1373%
14,5 14.1 19,5 23.9 0,74 0,59
10-krotne | /o00e | o7 8% 100% | 122.9% | 100% | 79.7%
krome | 172 13.8 236 13.8 0,73 1,00
100% | 80,2% 100% | 584% | 100% | 137.0%
18,1 14,8 24.3 14,8 0,75 1,00
Maltanka | 2-krotne | Jos00 | g9 Bop 100% | 60.8%** | 100% | 133.3%
19,2 18,9 22.6 245 0,85 0,77
10-krotne | 0005 | 98.7% 100% | 108.4% | 100% | 90,6%

Odmienne reakcje (niekiedy od znacznie dodatnich do znacznie ujemnych) réznych
odmian réznych roélin (w tym pszenicy) na szczepienie bakteriami stwierdzili takze Astrom
(1991), Astrom i in. (1993), Elliott i Lynch (1984), Kennedy i in. (1991) oraz Vrany i in.
(1989). Niektorzy cytowani autorzy uwazaja, ze rozna wrazliwos¢ réznych odmian roslin na
metabolity bakteryjne jest jednym z gtownych czynnikéw warunkujacych reakcje roslin na
dzialanie bakterii. W badaniach Astroma i Gerhardsona (1988) nad wptywem dwoch

szczepow bakterii Pseudomonas fluorescens na wzrost 14 genotypow pszenicy i 17
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genotypow grochu, uszeregowanie w rangi reakcji roslin od najmniejszej wrazliwosci do
najwigkszej prawie powtdrzylo si¢ w drugim doswiadczeniu. Wspodtczynnik Kkorelacji

rangowej Spearmana wyniost 0,611 1 0,810. Dowodzi to, ze reakcja roslin na izolaty bakterii

jest regulowana genetycznie.

Tabela 42.

Wptyw Bacillus mycoides JC192 na wzrost roznych odmian pszenicy ozime;j
w 28 dniowym doniczkowym doswiadczeniu fitotronowym.

Masa catych ro$lin | Masa pedow (W Masa korzeni P?ddy/kct))rzenie |

] (wmgi% mg i % kontroli) (wmgi% (W.Jf/ rI]< ?ZV;’.ZQ :
Odmiana kontroli) kontroli) | % kontroli)

PSZENICY | yy7artoge Wptyw | Wartos¢ | Wplyw | Wartos¢ | Wptyw | Wartos¢ | Wplyw
OZIMEJ | kontrolna | Bacillus | kontrolna | Bacillus | kontrolna | Bacillus |kontrolna | Bacillus

vl 2024,6 | 2210,7 | 1526,3 | 1669,7 | 498,44 541,0 3,06 3,19
100% | 109,2% | 100% | 109,4% | 100% | 108,6 % | 100 % | 100,8 %

Elena 1325,9 | 1360,9 | 1004,6 | 999,6 3214 361,3 3,13 2,89
100% |102,6% | 100% | 995% | 100% |1124% | 100% | 88,5%

Maltanka 1640,5 | 13959 | 1271,0 | 1123,2 | 369,6 272,8 3,44 4,14
100% | 851% | 100% | 884% | 100% | 73,8% | 100% | 119,7%

5.3.1.6. Wplyw bakterii Bacillus mycoides i grzyba Gaeumannomyces graminis var. tritici
(Ggt) na wzrost pszenicy ozimej odmiany Kobra i stopien porazenia roslin przez Ggt w
28-dniowym doswiadczeniu szklarniowym na czarnej ziemi deluwialnej (Doswiadczenie
6) przedstawiono w Tabelach 43 i 44.

Jak pokazuje Tabela 43 wprowadzenie zabitego inokulum Ggt do gleby obnizato
istotnie (przy P > 95%) dynamike wschodow roslin (o 25%) i masg¢ ich pedow (o 15%) i
korzeni (o 28%). Wprowadzenie zywego inokulum tego grzyba poglebilo ten niekorzystny
wptyw (Tabela 43). Dynamika wschodow ros$lin obnizyta si¢ (w poréwnaniu do kontroli bez
dodatku zywego lub martwego Ggt) o 29%, a masy pedoéw i korzeni spadly odpowiednio o
38% 1 44%. Inng konsekwencja wprowadzenia martwego lub zywego Ggt byt rowniez wzrost
wartosci P/K (o 8-10%).

Szczepienie bakteriami nasion pszenicy ozimej wysiewanych do gleby skazonej

zywym inokulum Ggt nie spowodowalo istotnych statystycznie zmian wartosci dynamiki
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wschodow roslin (70-112%) ani masy ich pedow (88-111%) czy korzeni (81-114%) w
poréwnaniu do serii z samym zywym Ggt (100%) (Tabela 43).

Tabela 43.
Wptyw bakterii Bacillus mycoides i grzyba Gaeumannomyces graminis var. tritici
na wzrost pszenicy ozimej odmiany Kobra
w 28-dniowym doswiadczeniu szklarniowym na czarnej ziemi deluwialne;j

Dynamika '
_ wschodow | \faga catych | Masa pedéw | Masa korzeni quy/k_oazenle
 Seria (7-14.dni) | roglin(wmg | (wmgi% | (wmgi% é""le "
do$wiadczalna |~ (Wjedn. | jos kontroli) |  kontroli) kontroli) | . oezwzdl.
bezwzgl. I % kontroli)
I % kontroli)
Kontrola 58,8 436,0 mg 349,6 mg 86,4 mg 4,05
100% a 100% a 100% a 100% a 100%
Zabity Ggt 75,2% b 82,4% b 85,0% b 72,0% b 118,0%
Got 71,1% b 60,5% c 61,6% c 55,8% b 110,5%
JC192 + Ggt 63,4% b 67,5% c 68,6% c 63,4% b 108,1%
K184 + Ggt 59,5% b 55,6% c 54,4% c 60,3% b 90,3%
JC177 + Ggt 51,0% b 57,6% ¢ 60,7% c 451% b 134,4%

a, b, ¢ - wartosci oznaczone tymi samymi literami nie r6znig si¢ istotnie przy P > 95%.

Jak pokazuje Tabela 44 w serii kontrolnej nie stwierdzono porazenia korzeni pszenicy,
ani zadnych objawow chorobowych (zotknigcie, brazowienie czy zasychanie liSci) na
czg$ciach nadziemnych. Nie stwierdzono tez objawow chorobowych na lisciach w serii z
zabitym Ggt, jedynie niewielkie 5% porazenie korzeni, nickoniecznie spowodowane przez
Ggt (Tabela 44). Zywy Ggt, przyczynit sie do 70% porazenia korzeni roélin i do powstania
objawow chorobowych u 11-35% (w zalezno$ci od terminu obserwacji) roslin (Tabela 44).
Szczepienie nasion pszenicy ozimej bakteriami B. mycoides obnizyto zar6wno porazenie
korzeni do 29-52% (w zaleznoSci od szczepu bakterii) jak i powstawanie objawoOw
chorobowych na cze$ciach nadziemnych do 3-32% (Tabela 44). Réznice te (pomigdzy serig
zakazong zywym Ggt, ale nie szczepiong bakteriami B. mycoides a seriami doswiadczalnymi
z zywym Ggt i bakteriami, wprowadzanymi na ziarnie pszenicy) byty istotne statystycznie

przy P > 95% z wyjatkiem objawow na czeSciach nadziemnych w serii z K184 (Tabela 44).
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Ujemne oddzialywanie zabitego inokulum Ggt moglo by¢ spowodowane zaréwno
oddziatywaniem substancji typu toksyn lub hormonéw wzrostu roslin, produkowanych przez
Ggt na nasionach owsa, lub/oraz stymulacja rozwoju (jako zrodto pokarmu) szkodliwie
oddziatujagcych mikroorganizméw — obserwowano niewielkie porazenie korzeni. Podobne
zjawisko hamowania wzrostu ro$lin przez zabite inokulum B. mycoides JC192 obserwowano
w Doswiadczeniu 3 — Tabela 38).

Tabela 44.

Wptyw bakterii Bacillus mycoides na porazenie pszenicy ozimej przez Gaeumannomyces
graminis var. tritici

Seria % kprzeni % roslin z f)bjawami chorobowymi
porazonych na czgséciach nadziemnych
doswiadezalna po28 dniach po 21 dniach po 25 dniach po 28 dniach
Kontrola Oa Oa Oa Oa
Zabity Ggt 51a Oa Oa Oa
Ggt 70,3d 113c 211c 351c
JC192 + Ggt 519c 3,3ab 7,5ab 18,2 b
K184 + Ggt 39,1 bc 8,1 bc 16,2 bc 32,1c
JC177 + Ggt 286 b 8,3 bc 83b 15,0 b

a, b, ¢, d - warto$ci oznaczone tymi samymi literami nie r6znig si¢ istotnie przy P > 95%.
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5.3.2. Doswiadczenia poletkowe

Tabela 45.
Wplyw szczepienia nasion pszenicy ozimej (odm. Almari) bakteriami B. mycoides szczep
JC192 na jej plon w doswiadczeniach mikro- (0,07 m?) i minipoletkowych (1 m?)
na glebie brunatnej, wytworzonej z piasku gliniastego mocnego,
skazonej Fusarium culmorum lub Gaeumannomyces graminis var. tritici

Seria Liczba Masa Masa jedn. Masa | Masa czesci Masa
do$wiadczalna | klosow ktosow klosa stomy | nadziemnych ziarna
Do$wiadczenie 1 - gleba skazona Fusarium culmorum (6 miesiecy przed siewem)

Kontrola 32,5 58,3 ¢ 1,799 31,79 90,0 ¢ 47,89
100% 100% 100% 100% 100% 100%

IC192 29,3 57549 1,979 32,39 89,8 ¢ 47,6 g
90,0% 98,7% 110,2%* | 101,6% 99,7% 99,6%

K184 34,8 5559 1,639 29,39 84,89 46,0 g
106,9% 95,3% 90,9% 92,1% 94,2% 96,3%

Fusarium 34,25 58,0¢g 1,69¢g 30,59 88,59 47,79
culmorum 105,4% 99,6% 94,3% 96,1% 98,3% 99,8%
F. culmorum 21,5 63,09 2,96 g 42,39 105,39 50,4 ¢
+JC192 66,2%** 108,2% | 165,1%*** | 133,1%* | 116,9%* 105,4%
F. culmorum 33,8 56,8 g 1,69¢ 37,89 945¢ 46,59
+ K184 103,8% 97,4% 94,5% 118,9%* 105,0% 97,3%

Doswiadczenie 2 - gleba naturalnie skazona Gaeumannomyces graminis var. tritici

Kontrola 339,0 622,759 1,849 336,09 958,8 ¢ 549,759

100% 100% 100% 100% 100% 100%
10192 322,7 576,39 1799 | 321,79 | 898,09 572,2 g
95,4% 92,5% 97,3% 95,7% 93,7% 95,9%

5.3.2.1. Do$wiadczenie mikropoletkowe (0,07 m?) na glebie brunatnej, wytworzonej z
piasku gliniastego mocnego, skazonej Fusarium culmorum (Doswiadczenie 7). Dane
przedstawione sg w Tabeli 45. Skazenie gleby F. culmorum bez szczepienia nasion bakteriami
B. mycoides, podobnie jak szczepienie nasion bakteriami w glebie nieskazonej F. culmorum
nie spowodowato zadnych wyraznych zmian w masie pszenicy ozimej (odm. Almari).
Jedynie szczep JC192 nieznacznie obnizyt liczbe klosoéw, co uwidocznito si¢ niewielkim,
10% wzrostem masy jednego klosa (zmiana istotna statystycznie przy P = 90%). Dopiero
potaczenie F. culmorum i B. mycoides JC192 przyczynito si¢ do wyrazniejszych zmian
(spadek liczby klosow o 34%, istotny statystycznie przy P > 95%; wzrost masy jednego klosa
0 65%, istotny przy P > 99% i wzrost masy stomy o 33% i masy cze¢$ci nadziemnych o 17%,

istotnych przy P = 90%). Laczne dziatanie F. culmorum i B. mycoides K184 spowodowato
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wzrost masy stomy roslin o 19%, istotny przy P = 90%. By¢ moze spowodowane to byto
synergistycznym dziataniem substancji typu hormondéw wzrostu roslin, produkowanych przez
bakterie i grzyba. Podobny wzrost biomasy roslin, przewyzszajacy wartosci serii kontrolnej,
niczym nie szczepionej, obserwowano w przypadku szczepu JC192 w doswiadczeniu
doniczkowym nr 2 (Tabela 35). W zadnej serii do$wiadczalnej nie stwierdzono istotnych
roéznic (w poréwnaniu do kontroli bez F. culmorum i B. mycoides) w masie ziarna (Tabela
45).

Tabela 46.
Wplyw szczepienia nasion pszenicy bakteriami B. mycoides szczep JC192 na jej plon w
do$wiadczeniach minipoletkowych (1,8 mz) na madzie $rednie;j

Seria Liczba Masa czgsci Masa Masa
doswiadczalna ktosow nadziemnych stomy ziarna
Odmiana ozima Almari

483,0 21000 g 13542 g 745 84

Kontrola (100%) (100%) (100%) (100%)

. 6232 26200 g 1698,2 g 921,89

B. mycoides JC192 1 ;79 o) (124,8%) (125,4%) (123,6%)*
Odmiana jara Igna

541,2 10006 g 4241 g 4116 g

Kontrola (100%) (100%) (100%) (100%)

. 516,6 9838 g 42219 405,6 g
B. mycoides JC192| g5 5 (98,8%) (99,5%) (98,5%)

Odmiana jara Sigma

4886 985,6 g 4902 g 31939

Kontrola (100%) (100%) (100%) (100%)

. 4974 990,6 g 491,24 3101 g
B. mycoides JC192 | 101 g o5 (100,5 %) (100,2 %) (97,1 %)

5.3.2.2. Dos$wiadczenie minipoletkowe (1 m?) na glebie brunatnej, wytworzonej na
piasku gliniastym mocnym, naturalnie skazonej Ggt (Doswiadczenie 8). Jak przedstawia
Tabela 45, szczepienie nasion szczepem B. mycoides JC192 przyczynito si¢ do niewielkich,
kilku procentowych spadkow wszystkich badanych parametréw wzrostu i1 plonowania

pszenicy ozimej (odm. Almari). Zmiany te nie zostaty udowodnione statystycznie.
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5.3.2.3. Doswiadczenia minipoletkowe (1,8 m?) na madzie $redniej (Doswiadczenia 9).
Dane zamieszczono w Tabeli 46. Szczepienie nasion szczepem B. mycoides JC192
przyczynito si¢ do dwudziestu kilku procentowych wzrostow liczby klosow 1 masy czesci
nadziemnych i ziarna pszenicy ozimej (odm. Almari). Jedynie wzrost masy ziarna byt istotny
statystycznie przy P = 90%. W przypadku obu odmian jarych (Igny i Sigmy) nie stwierdzono
zmian badanych parametréw (Tabela 46).

Duza zmienno$¢ wynikéw przeprowadzonych doswiadczen poletkowych potwierdzaja
opisywany w ,,Przegladzie Literatury” problem braku powtarzalno$ci wynikow w warunkach

polowych (Kurek i Kobus, 1990; Pietr, 1990; Wenhua i Hetong, 1997; Wong, 1994).
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5.4. CZESC IV. PRZEZYWALNOSC BAKTERII
W NIESTERYLNEJ GLEBIE |
KOLONIZACJA RYZOSFERY PSZENICY OZIMEJ
PRZEZ BAKTERIE WPROWADZANE NA JEJ ZIARNO

5.4.1. Przezywalno$¢ w niesterylnej glebie bakterii Pseudomonas fluorescens i
Bacillus mycoides.

Dane przedstawiono w Tabeli 47. W ciaggu 4 tygodni inkubacji, liczebnos¢ w glebie
bakterii Pseudomonas fluorescens, w zaleznosci od szczepu, zmalata 25 000- lub 112 000-
krotnie, natomiast liczebnos¢ Bacillus mycoides JC192 utrzymywala si¢ na poziomie
wyj$ciowym, a liczebnos¢ K184 zmalata zaledwie 6-krotnie.

Rowniez badania Heijnena i in. (1993), Devlieghera i in. (1995) oraz Paszkowskiego
(1993) pokazuja znaczne spadki liczebnosci P. fluorescens w glebach niesterylnych. Z kolei
badania Westa i in. (1985) potwierdzaja nasze dane, ze bakterie z rodzaju Bacillus doskonale

przezywaja w glebie.

5.4.2. Kolonizacja ryzosfery pszenicy ozimej (odm. Gama) przez bakterie
Pseudomonas fluorescens i Bacillus mycoides wprowadzone na ziarno siewne.

Pomimo mniejszej wyjsciowej liczebnosci jednostek propagacyjnych bakterii B.
mycoides, szczepy P. fluorescens i B. mycoides kolonizowaty zarowno glebe przykorzeniowa
jak i korzeh pszenicy ozimej w zblizonym do siebie stopniu (10° - 10* jtk (jednostek
tworzacych kolonie) na 1 g suchej masy gleby czy korzenia), a po 4 tygodniach zaznaczyla
si¢ niewielka przewaga B. mycoides w kolonizacji korzenia (Tabela 47).

Takze Juhnke i in. (1987) wykazali, ze po 30-40 dniach od siewu, bakterie B. subtilis i
B. pumilus kolonizowaly korzenie pszenicy w podobnym stopniu (103-10° jtk g*) jak bakterie
Gram (-), m.in. Pseudomonas fluorescens. Bardzo zblizone do naszych dane uzyskali takze
Maplestone 1 Campbell (1989), ktorzy badali kolonizacj¢ ryzosfery pszenicy przez szczep B.
mycoides, wyizolowany z gleby tlumigcej zgorzel podstawy zdzbta. W badaniach swych
unikali pionowego przeptywu wody. Pomimo, ze bakterie B. mycoides nie maja zdolnosci
ruchu, Maplestone i Campbell (1989) stwierdzili, ze w czasie 20-48 dni od siewu bakterie te
wystepowaty na 1 g s.m. korzeni z przylegajaca do nich gleba w liczebnosci od 10° jtk w
przypadku Korzeni potozonych w odlegtosci 0-8 cm od nasienia (na ktérym te bakterie byty
wprowadzone) do 10%-10* jtk na korzeniach w odleglosci 32-40 cm od nasienia. Rowniez

Paszkowski (1993) uzyskal podobne do naszych wyniki w kolonizacji korzeni owsa (10%-10*
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jtk g™ s.m. korzeni) przez szczep P. fluorescens po 28 dniach wzrostu roslin. Z kolei Kurek i
Jaroszuk (1994b) stwierdzity na 1 g korzeni Zyta (po miesigcu) znacznie wyzsze (107-10° jtk)
liczebnosci fluoryzujacych Pseudomonas, a De Leij i in. (1995) informuja, ze genetycznie
zmieniony P. fluorescens na korzeniach pszenicy wystepowal w liczebnosei ok. 10° jtk g™

korzeni przez caty okres wegetacyjny.

Tabela 47.
Przezywalno$¢ bakterii Pseudomonas fluorescens i Bacillus mycoides w niesterylnej glebie i
kolonizacja ryzosfery pszenicy ozimej przez bakterie wprowadzane na jej ziarno.

Symbol Czas inkubacji w tygodniach
szczepu 0 2 4

Przezywalno$¢ w glebie bez roslin

P. fluoresc. 111107p4 1,9 x 10° 2,2 x 10° 1,7 x 10°
P. fluorescens 1121y4 4,0 x 10° 1,9 x 10° 1,6 x 10
B. mycoides JC192 3,8 x 10° 5,6 x 10° 3,8 x 10°
B. mycoides K184 3,8 x10° 6,4 x 10° 6,5 x 10°

Kolonizacja gleby przykorzeniowej (na 1 g suchej masy gleby)

P. fluoresc. 111107p4 2,0 x 10° * 8,4 x 10° 4,4 x 10°
P. fluorescens 1121y4 1,0 x 10° * 6,2 x 10* 4,3 x 10*
B. mycoides JC192 1,0 x 10" * 2,5 x 10* 4,8 x 10*
B. mycoides K184 5,0 x 10* * 2,1x10° 5,0 x 10

Kolonizacja korzenia (na 1 g suchej masy korzenia)

P. fluoresc. 111107p4 2,0 x 10° * 1,8 x 10° 3,1x10°
P. fluorescens 1121y4 1,0 x 10° * 2,8 x 10° 6,6 x 10°
B. mycoides JC192 1,0 x 10" * 1,9 x 10* 2,3x10°
B. mycoides K184 5,0 x 10* * 2,4 x10° 2,8x10°

* - Liczebno$¢ bakterii wprowadzonych na 1 ziarno pszenicy ozime;.

Stosowanie bakterii z rodzaju Bacillus jako szczepionki, poprawiajacej wzrost i

zdrowotno$¢ ro$lin ma duza szans¢ powodzenia, z powodu ich duzej zdolnosci do
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przezywania w niekorzystnych warunkach. Z badan Liu i1 Sinclaira (1992) wynika, ze
wprowadzony do ryzosfery soi szczep B. megaterium wystepowal w glebie ryzosferowej w
liczebnosci 10*-10° jtk g'1 przez dwa kolejne sezony wegetacyjne, doskonale przezywajac
okres zimowy. Dla poréwnania stwierdzono, ze doskonale przezywajacy w ryzosferze przez
caly pierwszy okres wegetacyjny genetycznie zmieniony szczep P. fluorescens, w drugim
roku (po okresie zimowym) wystepowat na korzeniach pszenicy w liczebnosci 10-100 jtk g™
(De Leij i in., 1995). Takze Juhnke i in. (1987) wykazali, ze chociaz po 30-40 dniach od
siewu, bakterie Bacillus kolonizowaty korzenie pszenicy w podobnym stopniu jak bakterie
Gram (-), ale juz po 80 dniach liczebno$¢ bakterii Gram (-) wyraznie zmalata, natomiast
liczebnos¢ bakterii Bacillus ulegta tylko niewielkim zmianom. Warto réwniez przytoczy¢
wyniki badan Halversona i1 in. (1993), ktorzy stwierdzili, ze wprowadzone do ryzosfery
bakterie B. cereus wystepowaly na korzeniach soi w liczebnosci 10%-10° jtk cm™ korzeni
przez caty okres wegetacyjny. Autorzy ci podkreslaja, ze chociaz udziat tych bakterii w calej
populacji heterotroficznych bakterii w ryzosferze byt niewielki, oddziatywaty one istotnie na

wzrost liczby brodawek, chronity przed patogenami i podnosity plon roslin.
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WAZNIEJSZE WYNIKI I WNIOSKI

Na podstawie badan ,,Saprofityczna mikroflora ryzosfery pszenicy ozimej” mozna wysnuc

nastepujace wnioski:

1. Ryzosfera pszenicy ozimej byla zasiedlona zaréwno przez bakterie jak i grzyby
saprotroficzne. W poréwnaniu do grzybow, bakterie okazaty si¢ glownymi

kolonizatorami korzeni roslin, szczego6lnie endoryzosfery.

2. W miar¢ starzenia si¢ ros$lin obserwowano charakterystyczne zmiany w sktadzie
zespolow bakteryjnych. W kolejnych, badanych fazach wzrostu ro$lin liczebnie
przewazaly nastepujace grupy bakterii: Erwinia + fluoryzujace Pseudomonas (faza 2.
liscia) — fluoryzujace Pseudomonas (faza 4. liscia) — Flavobacterium-Cytophaga
(faza kwitnienia) — Coryneform (faza pelnej dojrzatosci). Te jakoSciowe zmiany
sktadu zespoldéw bakteryjnych najszybciej przebiegaly w ektoryzosferze, a najwolniej

w endoryzosferze.

3. Wsérod wyizolowanych bakterii, fluoryzujace Pseudomonas (szczegoélnie P.
fluorescens) i Erwinia carotovora wykazaly si¢ najwickszymi zdolno$ciami do
kolonizacji powierzchni i (zwlaszcza) wngtrza korzeni pszenicy. Obie wymienione
grupy bakterii wraz z bakteriami z rodzaju Bacillus (Szczegdlnie szybko rosnacych
bakterii B. mycoides) wykazaty si¢ tez najwickszymi zdolno$ciami w zasiedlaniu

bogatej w sktadniki pokarmowe pozywki mikrobiologiczne;.

4. W zbiorowiskach grzyboéw saprotroficznych zasiedlajacych ektoryzosfere przewazaty
liczebnie Penicillium i Trichoderma oraz w mniejszym stopniu Verticillium i
Acremonium, natomiast w ryzoplanie i ryzoplanie/endoryzosferze grzyby z rodzajow
Fusarium i Alternaria. W miarg starzenia si¢ roslin obserwowano w ryzoplanie i
ryzoplanie/endoryzosferze wzrost udziatu rodzajow typowych dla ektoryzosfery, a
mianowicie Penicillium, Trichoderma, Verticillium i Acremonium. Duzy udzial
grzybow Fusarium W zespotach grzybowych, pochodzacych z
ryzoplany/endoryzosfery, izolowanych zarowno z homogenatéow jak i (zwlaszcza) z
odcinkéw nieodkazanych powierzchniowo korzeni pszenicy, $wiadczy o bardzo

duzych zdolnosciach tych grzybow do kolonizowania korzeni pszenicy.
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. Na tle wszystkich izolatow bakterii, najliczniejsze grupy bakterii charakteryzowaty si¢

nastepujacymi badanymi cechami biochemicznymi:

Bakterie z rodzaju Erwinia wykazywaty bardzo wysoka aktywnos¢ fosfataz, chitynaz i
zdolnos¢ do rozpuszczania Caz(POg), oraz dos¢ wysokie zdolnosci do hamowania
wzrostu Fusarium culmorum (Fc) na podlozu PDA oraz do hamowania wzrostu

Gaeumannomyces graminis var. tritici (Ggt) na obu stosowanych podtozach;

Fluoryzujace Pseudomonas wyroznialy si¢ bardzo wysokg zdolno$cig do syntezy
zwiazkéw chelatujacych Fe®*, syntezy HCN i do rozpuszczania Cas(PO.), oraz
stosunkowo duza zdolnoscia do hamowania wzrostu patogendw (szczeg6élnie Ggt na

PDA):

Grupa Flavobacterium-Cytophaga charakteryzowala si¢ stosunkowo wysoka
aktywnoS$cig fosfatazy alkalicznej i chitynazy oraz do$¢ wysokimi zdolno$ciami do

hamowania wzrostu Ggt na obu stosowanych podtozach i do rozpuszczania Caz(PO4)a;

Bakterie nalezace do rodzaju Bacillus charakteryzowaly si¢: stosunkowo wysoka
aktywno$cig chitynolityczng 1 celulolityczng oraz do$¢ wysokimi zdolno$ciami do
rozpuszczania Caz(PO,),, do hamowania wzrostu Fc na podtozu King B i syntezy

zwiazkéw kompleksujacych Fe**;

Grupa Coryneform charakteryzowata si¢ do§¢ wysokimi zdolno$ciami do hamowania
wzrostu patogendéw grzybowych na podtozu PDA oraz niewielkimi (na tle generalnie

nieaktywnych szczep6ow) zdolnosciami do rozktadu celulozy.

. W przeciwienstwie do bakterii Pseudomonas fluorescens, szczepy B. mycoides
(wyselekcjonowane na podstawie szybkiego wzrostu na podtozach agarowych)
doskonale przezywaty w glebie niesterylnej przez okres 4 tygodni. Ponadto, bakterie
B. mycoides kolonizowaty glebg¢ przykorzeniowa i powierzchni¢ korzeni pszenicy

ozimej w stopniu nie gorszym jak bakterie P. fluorescens.

Szczepienie nasion pszenicy ozimej bakteriami B. mycoides przyspieszato wschody
ro$lin i zwigkszato mase roslin w do§wiadczeniu doniczkowym na piasku sterylnym.
Bakterie B. mycoides oddziatywaty na wzrost pszenicy w sposob charakterystyczny
dla zwigzkéw o charakterze hormondéw wzrostu. W tych oddziatywaniach wyrdzniat
si¢ szczep JC192. W wigkszosci doswiadczen doniczkowych z glebami

niesterylizowanymi, nie obserwowano tak wyraznie dodatniego oddziatywania
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szczepu B. mycoides JC192 na wzrost pszenicy ozimej jak w doswiadczeniu na
sterylnym piasku. Wptyw szczepienia zmieniat si¢ w zaleznosci od rodzaju gleby i
odmiany pszenicy. W doswiadczeniach poletkowych statystycznie udowodniony
dodatni wptyw szczepu B. mycoides JC192 stwierdzono jedynie w jednym z trzech

przeprowadzonych doswiadczen.

Szczepienie nasion pszenicy ozimej bakteriami B. mycoides chronito jej siewki przed
szkodliwym dziataniem Fusarium culmorum (Fc) w szklarniowym do$wiadczeniu
doniczkowym. Obserwowano przyspieszenie wschodow 1 wzrost zar6wno masy
pedow jak 1 korzeni. Najwyzszymi zdolno$ciami ochronnymi wykazal sie szczep
JC192. W doswiadczeniu poletkowym na glebie skazonej Fc, po wprowadzeniu
szczepu JC192 na nasiona, obserwowano roéwniez zwigkszenie masy stlomy pszenicy.

Masa ziarna pozostata jednak bez zmian.

Szczepienie nasion bakteriami B. mycoides zmniejszato liczbe porazonych korzeni i
liczbe roslin pszenicy ozimej z objawami chorobowymi na cze$ciach nadziemnych
charakterystycznych dla Gaeumannomyces graminis var. tritici (Ggt), w
szklarniowym dos$wiadczeniu doniczkowym na glebie skazonej tym patogenem, ale
nie obnizato szkodliwego wplywu Ggt na dynamike wschodéw roslin i ich masg. W
doswiadczeniu poletkowym, na glebie naturalnie skazonej Ggt takze nie obserwowano
dodatniego ochronnego wptywu szczepu B. mycoides JC192 na plon stomy i ziarna

pszenicy ozimej.

Na podstawie naszych badan - z ktoérych wynika, ze szczep Bacillus mycoides JC 192
stosowany na nasiona pszenicy ozimej jako szczepionka, moze przyspiesza¢ wzrost
siewek pszenicy, zwigksza¢ mase ro$lin i chroni¢ je przed Fusarium culmorum -
mozna sadzi¢, ze kierunek badan nad wplywem mikroorganizméw na wzrost i
zdrowotnos$¢ roslin powinien by¢ kontynuowany z wigksza liczba szczepow bakterii 1

z r6znymi gatunkami 1 odmianami roslin.
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