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Bakterie wptywajgace korzystnie
na wzrost i rozwQj roslin

Uzyskane w ostatnim dwudziestoleciu zwiekszenie produkcji roslinnej byto wyni-
kiem wprowadzenia nowych, ulepszonych odmian roslin uprawnych oraz zasto-
sowania na szeroka skale nawozéw sztucznych i chemicznych Srodkdéw ochrony
roslin. Jednoczesnie, précz powszechnie znanych, pojawito sie szereg nowych przy-
czyn ograniczajacych produkcje rolng. Do nich naleza przede wszystkim destrukcja
gleby, skazenie Srodowiska zalegajacymi substancjami chemicznymi, wysoki koszt
produkcji nawozoéw oraz rozprzestrzenienie organizmoéw filopatogennych w zwiazku z
prowadzong gospodarka monokulturowa. Koniecznos¢ stalego zwiekszania produkcji
roslinnej oraz potrzeba ochrony sSrodowiska, zwrdcity uwage na naturalne systemy
wplywajace korzystnie na rosliny. Niektére bakterie glebowe, zyjace w ryzosferze
roslin uprawnych wptywaja pozytywnie na wzrost i rozwoj roslin.

Ryzosfera jest to warstwa gleby bezposrednio przylegajaca do korzeni roslin,
zawierajgca zwiekszong iloé¢ sktadnikéw odzywczych W7dzielanych przez rosliny oraz
obfitg mikroflore korzystajgcag z wydzielin korzeniowych. Mikroflore ryzosfery stanowig
bakterie i grzyby rozwijajace sie w poblizu korzeni roslin. Wiekszos¢ bakterii ryzosfery
to nieszkodliwe dla roslin saprofity. Czes¢ populacji stanowig bakterie patogenne dla
roslin. Trzecia grupa bakterii ryzosfery to organizmy wywierajgce korzystny wplyw na
wzrost i rozwdj roslin przez dostarczanie sktadnikéw odzywczych | czynnikéw wzros-
towych lub przez produkcje antybiotykéw i sideroforow, ktére dziatajg antagonistycz-
nie na fitopatogenne grzyby i bakterie (1.2).

Ta ostatnia grupa bakterii jest przedmiotem zainteresowania osrodkéw biotechno-
logicznych na sSwiecie, ze wzgledu na mozliwosci zastosowania tych bakterii jako
bionawozéw lub czynnikéw kontroli biologicznej chordb ros$lin, bez skazenia
Srodowiska.

Bakterie ryzosfery dostarczajgce roslinie skltadnikéw odzywczych (np, zwigzanego
azotu lub czynnikbw wzrostowych) wywierajg bezposrednio korzystny wplyw na
wzrost i rozwdj roslin. Bakterie, ktére hamuja rozwd¢j fitopatogennych drobnoustrojow
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lub usuwajg zwigzki chemiczne ograniczajgce wzrost roslin wywierajg posrednio ko-
rzystny wptyw na rosliny. Sg one naturalnymi czynnikami biokontroli w glebie.

I. Bezposredni, korzystny wptyw bakterii na rosliny

Przyktadem bezposredniego wptywu bakterii na rosliny jest wigzanie azotu atmo-
sferycznego. Bakterie i sinice sg jedynymi zywymi organizmami zdolnymi do redukcji
azotu atmosferycznego do amoniaku, dzieki aktywnosci kompleksu enzymatycznego,
zwanego nitrogenaza. Wigzanie azotu, zaréwno przez bakterie wolnozyjace jak i
zyjace w symbiozie z roslinami motylkowatymi jest procesem dosy¢ dobrze poznanym
zaréwno od strony fizjologicznej jak i genetycznej (3,4,5,6,7).

Biologiczne wigzanie azotu pozwala na wzbogacenie gleby w azot i zwiekszenie
ilosci biatka roslinnego bez stosowania nawozow i zagrozenia srodowiska. 110$¢ biolo-
gicznie wigzanego azotu (90 min ton/rok) znacznie przewyzsza ilos¢ azotu wprowa-
dzonego do gleby w postaci nawozéw azotowych (50 min/rok). Bakterie wolnozyjace
wigzace azot {K/et>sie/la, Azotobacter, Enterobacter, Erw/nfa, Baci//us) i bakterie aso-
cjacyjne, zyjace w ryzosferze roslin uprawnych (Azosplri/lum) dostarczajg rocznie
okoto 10-20 kg azotu/ha. Niewatpliwie najwieksze znaczenie majg bakterie zyjace w
symbiozie z roslinami motylkowatymi (Rb/zob/um, Bradyrh/zobiumJ lub niemotylkowa-
tymi dostarczajac rocznie srednio okoto 150 kg azotu/ha (8). Bakterie wigzace azot
stanowig wiec znaczny potencjat biotechnologiczny, a ulepszenie naturalnych sys-
temoOw wigzania azotu jest waznym problemem najblizszych lat (9,10).

Bakterie z rodzaju AzospirHfum sg to glebowe organizmy wiazace azot, ktére zyja
w luznych zwigzkach asocjacyjnych z korzeniami traw m.in. takich jak pszenica”
jeczmien, ryz i kukurydza. Korzystny wptyw Azosp/n7/um plony zb6z wynika nie tyle
z dostarczania roslinom zwigzanego azotu, co ze zdolnosci tych bakterii do syntezy
czynnikéw wzrostowych jak auksyny, gibereiiny i cytokininy (11). Czynniki wzrostowe
wydzielane do ryzosfery stymulujg rozw6éj korzeni, pobieranie wody i soli mineralnych
z gleby. Wystepowanie i aktywno$¢ biologiczna AzospinUum jest jednak w znacznym
stopniu ograniczona do tropikalnej i umiarkowanej strefy klimatycznej oraz do gleb o
odczynie alkalicznym (11). i

Obserwowano wzmozony wzrost roslin i podwyzszona aktywnos$¢ nitrogenazy w
roslinach motylkowatych (lucerna, koniczyna) zakazonych Azosptrit/um i Rhizob/um w
poréwnaniu z roslinami zakazonymi tylko Rbizob/um: Ostateczny efekt mieszanego
zakazenia roslin motylkowatych zalezat od wzajemnego stosunku AzospiriHum i Rhi-
zob/um w inokulum. Azospirilum w optymalnym, stezeniu (10® komodrek/ml) stymu-
lowato proliferacje wlosnikéw korzeniowych, co ulatwiato zakazenie roslin przez
Rhizobium. Wyzsze stezenia Azospiri//lum komoérek/ml) hamowaty tworzenie bro-
dawek, lecz stymulowaty wzrost roslin (12,13). W doswiadczeniach polowych w Izraelu
obserwowano wzrost brodawkowania i zwiekszenie plonéw wyki (Vicia) | ciecierzycy
(Cicer) ™ zakazeniu AzospiriHum

li. Posredni, korzystny wptyw bakterii na rosliny

W koncu lat siedemdziesigtych zauwazono, ze niektdore szczepy fluoryzujacych
Pseudomonas (P. fiuorescens i P putida) powszechnie zasiedlajace korzenie roslin
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uprawnych, zwiekszajg wzrost roslin w warunkach polowych (2,15), To indukowane
przez bakterie zwigkszenie plonéw moze wynika¢ z antagonistycznego stosunku do
fitopatogennych grzyboéw i bakterii lub z produkcji roslinnych czynnikéw wzrostowych.

1. Mechanizm antagonistycznego dziatania bakterii
na organizmy fitopatogenne

U bakterii z rodzaju Pseudomonas antagonizm w stosunku do fitopatogenéw
wynika z produkcji sideroforéw lub antybiotykow.

a. Dziatanie poprzez siderofory

Siderofory sg niskoczasteczkowymi zwigzkami o wysokim powinowactwie do Fe"™,
ktore uczestniczg w aktywnym i swoistym transporcie zelaza do komorki (16,17).

Sprawny system pobierania Fe>< wyksztatlcony przez Pseudomonas, powoduje
zubozenie Srodowiska ryzosfery w ten pierwiastek, co ogranicza rozwéj tych fitopato-
gennych grzyboéw i bakterii, ktérych systemy pobierania zelaza sg mniej efektywne
(17,18). Fluoryzujagce Pseudomonas swojg zoéhozielong fluorescencje zawdzieczajg
peptydowemu sideroforowi, pseudobaktynie (19). Jest ona jednym z kilku sideroforow
tworzonych przez Pseudomonas lecz whasnie temu zwigzkowi przypisuje sie
korzystne oddziatywanie na rosliny. Geny biosyntezy pseudobaktyny zostaly ostatnio
sklonowane ze szczepu Pseudomonas sp.BW oraz P. putida, ktéry korzystnie wptywa
na wzrost roslin (20,21).

Oczyszczone siderofory wyizolowane z fluoryzujacych Pseudomonas hamowaty
na sztucznych poditozach wzrost fitopatogennych grzybéw i bakterii, a dodane do
gleby stymulowaty wzrost roslin (22). P, fluorescens (Flu-") ochraniat kietki bawetny
przed gniciem powodowanym przez Pythium u/timum, podczas gdy niefluoryzujacy
mutant tego szczepu (Fiu-) uzyskany po mutagenezie transpozonem Tn5, nie dziatat
antagonistycznie na ten grzyb (23). W prébach polowych, w uprawie ziemniaka,
Pseudomonas siderofor znacznie podwyzszat plony tej rosliny, natomiast
mutant transpozonowy tego szczepu, nie tworzacy sideroforu, nie miat wptywu na
plony (24). Nalezy zaznaczy¢, ze opisany mechanizm antagonizmu fitopatogenéw
przez Pseudomonas moze funkcjonowaé tylko przy niskiej ilosci przyswajalnego ze-
laza w glebie. Stezenie Fe™ w roztworze glebowym znacznie wzrasta wraz ze spad-
kiem pH gleby. W pH ponizej 6 wzrasta rozpuszczalnos¢ Fe'» i siderofory nie
sg syntetyzov/ane. Krytyczny poziom zelaza potrzebny dla zahamowania wzrostu
patogennego grzyba Fusar/um oxysporum przez szczep P. putida okre$lono na
10-19 M (25).

b. Antybiotyczne dziatanie Pseudomonas

Fluoryzujace Pseudomonas obok sideroforéw produkujg réwniez wtérne metabo-
lity toksyczne dla bakterii i grzybow, czyli antybiotyki (26). Podczas gdy na glebach
bogatych w zelazo siderofory nie sg tworzone, to w tych warunkach synteza antybio-
tykéw przebiega normalnie. Uwaza sie, ze aktywnos$é antybiotyczna Pseudomonas
jest jednym z mechanizméw kontroli biologicznej choréb roslin. Wprawdzie nie ma
metody, ktéra pozwolitaby na badanie produkcji antybiotykdéw w glebie, lecz Istnieje



korelacja miedzy tworzeniem antybiotykéw poza glebg i ochronnym dziataniem bak-
terii na rosliny. P. fluorescens Pf-5 produkuje dwa rézne antybiotyki aktywne w sto-
sunku do grzybéw Phizoctonia so/ani, Th/e/avropsis bas/co/a, Alternaria sp., Verti-
c/7/lum dah//ae i Pythium ultimum. W testach polowych bakterie te skutecznie och-
ranialy siewki bawelny przed patogennymi Rb/zocton/a so/anii Pytb/um u/timum
(27,28). Ten sam szczep Pseudomonas powodowat zahamowanie wzrostu bakterii
Env/n/a caratovora na ptytkach Petriego i w testach polowych ochraniat ziemniaki
przed miekka zgnilizng (z j.ang. soft rot) indukowang przez te bakterie (29). Mutanty
transpozonowe P. fluorescens HV37a nie tworzace antybiotyku w testach ptytkowych,
tracity réwniez zdolno$¢ do biologicznej ochrony bawetny przed zakazeniem Pyt/i/lum
u/t/mum (30).

Choroba powodujaca masowe usychanie wigzéw (z j.ang. /?utcb e/m disease)
zakazonych grzybem Ceratocysf/s u/m/\es\ skutecznie zwalczana przez P. syr/ngae.
Przypuszcza sie, ze nie zidentyfikowany antybiotyk tworzony przez te bakterie jest
czynnikiem ochraniajacym wiazy przed grzybem (31).

Biologiczna kontrola roslinnych patogendw nie jest wiasciwoscia tylko szczepéw
Pseudomonas. Przed laty opisano réwniez ochronne dziatanie niepatogennego
szczepu Agrobacter/um rad/obacter var. rad/obacter przeciwko chorobie guzowatosci
szyjki korzenia (z j.ang. crown ga// disease) powodowanej przez patogenne szczepy
A. tumefac/ens (32). Jest to choroba o duzej ekonomicznej szkodliwosci, szczegdlnie
w stosunku do drzew owocowych jak brzoskwinie, jabtka, wisnie, orzechy i winogrona.
Czynnikiem patogennosci A. tumefac/ens\gs\ plazmid Ti (ponad 200 kb), a wtasciwie
jego 20 kb fragment tzw. T-DNA, ktéry po wbudowaniu do chromosomu rosliny,
powoduje tworzenie guzéw na korzeniach Ilub ‘odygach (33). Stwierdzono, ze,
zaprawianie nasion lub spryskiwanie mtodych roslin przez A. rad/obacter
chorobie guzowatosci korzeni i todyg.

Mechanizm ochronnego dziatania A. rad/obacter zostat wyjasniony. Bakteria ta
zawiera plazmid pAgK84 (48 kb), ktéry kontroluje synteze antybiotyku, agrocyny 84.
Geny biosyntezy agrocyny i geny nadajgce bakterii odporno$¢ na ten antybiotyk
zlokalizowano na 14 kb fragmencie plazmidu. Utrata plazmidu pAgK84 powoduje brak
syntezy agrocyny oraz ochronnego dziatania bakterii na rosliny (34,35).

c. Inne mechanizmy korzystnego dziatania Pseudomonas

Ogdlnie uwaza sie, ze korzystny wptyw jaki wywiera Pseudomonas na rosliny
wynika przede wszystkim z hamowania wzrostu natywnej mikroflory ryzosfery roslin. W
glebie sterylnej, gnotoblotycznej lub na sztucznych poditozach nie obserwuje sie
zwykle tego efektu. Jednakze ostatnio wyizolowano szczep P. putida. ktéry stymu-
lowat wzrost rzepaku na glebie gnotoblotycznej (36). Stymulowat on wzrost korzenia |
pedow rzepaku, przypuszczalnie przez produkcje roslinnych czynnikéw wzrostowych,
bezposrednio wplywajacych na rosliny.

Mechanizm korzystnego dziatania fluoryzujacych Pseudomonas na rosliny jest w
wielu przypadkach nie wyjasniony, np. zaobserwowano znaczng stymulacje
kietkowania nasion sol | rzepaku po zaprawieniu nasion fluoryzujagcymi Pseudomonas
(2). Roéwniez nie jest znany mechanizm powodujacy wzrost efektywnosci brodaw-
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kowania Bracf/rh/zob/um japontcum na soi lub Rhfzob/um phaseo/i na fasoli w
obecnosci fluoryzujagcych Pseudomonas (2,33). Postuluje sie nawet wzbogacenie
szczepionek rizobiowych dla roslin motylkowatych, w wyselekcjonowane szczepy
Pseudomonas.

Knight i Langston-Unkefer (38) opisali ponad dwukrotny przyrost zielonej masy,
wigzania azotu | ilosci brodawek na lucernie zakazonej Rh/zob/um me///ot/AN glebie w
obecnosci P. syringae pv. tabaci. Ten znaczny wzrost plonéw wynikat z dziatania
toksyny (tabtox/nine-p-/actam) tworzonej przez P. syringae pir. tabaci Toksyna ta
swoiscie blokowata jedng z form syntetazy glutaminowej, kluczowego enzymu meta-
bolizmu azotowego rosliny, naruszajac normalny metabolizm amoniaku, co z kolei
prowadzito w nie wyjasniony dotad sposob, do obserwowanego efektu.

Fluoryzujace Pseudomonas wyizolowane z ryzosfery roslin uprawnych sa kon-
kurencyjne w stosunku do innych ryzobakterii. Sg to szczepy ruchliwe, szybkorosnace,
z wyrazng chemotaksjg do wydzielin korzeniowych. Po wprowadzeniu do ryzosfery
roslin uprawnych, szybko wchodzg w interakcje z gospodarzem roslinnym, a takze z
innymi mikroorganizmami ryzosfery i indukujg szereg korzystnych zmian fizjologicz-
nych w ro$linach.

Przeprowadzone do tej pory doswiadczenia polowe sg bardzo obiecujgce. Na
przykfad, plony pszenicy wzrosty o 27% po zaprawieniu nasion szczepami
Pseudomonas, ktére kontrolowaty rozwéj grzyba Gaeumannomyces graminis (39). W
innych doswiadczeniach uzyskano wzrost plonéw buraka cukrowego o 13% po 3-
letnich uprawach: o 70% w poréwnaniu z kontrolng uprawa wzrosty plony ziemniakdéw
po zaprawieniu sadzeniakéw preparatem Pseudomonas{\).

Z drugiej strony, nie zawsze zaprawianie nasion wyselekcjonowanymi szczepami
Pseudomonas prowadzi do istotnego zwiekszenia plonéw. Moze by¢ wiele przyczyn
wptywajacych na brak pozytywnego efektu stosowania preparatéw Pseudomonas. Do
nich nalezg specyficzne warunki glebowe | klimatyczne (temperatura, wilgotnos¢, pH,
nawozenie gleby), ilos¢ przyswajalnego zelaza w glebie, a takze rodzaj mikroflory
glebowej. Szczepy bakteryjne, ktére sg konkurencyjne w okreslonej ryzosferze, nie
musza by¢ tak samo konkurencyjne w innych warunkach. Nalezy zaznaczy¢, ze bak-
terie patogenne moga dziata¢ antagonistycznie na szczepy korzystnie wptywajace na
rosliny, poprzez produkcje sideroforéw i antybiotykéw. Na przykiad, P. caryopbyiii,
bakteria patogenna dla gozdzikéw, produkuje antybiotyki o dziataniu silniejszym niz
kanamycyna A, na bakterie i G~ (40). Warunkiem pozytywnego dziatania bakterii
uzytych do szczepionek jest ich zasiedlanie | utrzymywanie sie w ryzosferze oraz
synteza sideroforéw lub antybiotykéw, ktére hamujg rozwdj organizméw patogennych
dla roslin.

lll. Bakterie korzystne dla roslin uzyskane metodami
inzynierii genetycznej

Inzynieria genetyczna stwarza mozliwosci ulepszenia naturalnie wystepulacych
bakterii o korzystnym wptywie na rosliny lub tez skonstruowania nowych szczepi,

szczegOllnie pozytecznych cechach.
Wiele bakterii produkuje zwigzki o dziataniu owadobdjczym. Jednym z najbardziej
zbadanych jest 6-toksyna syntetyzowana przez Badi/us thuringertsis, ktéora dziata na



Biotechnologia 3-4 (5-6) '89

wiele gatunkéw owaddéw. Ta endotoksyna jest biatkiem tworzonym w formie krysta-
licznej w komoérkach bakterii. W warunkach golowych 6-toksyna ulega szybkiej in-
aktywacji przez Swiatto stoneczne i jej trwato$¢ nie przekracza kilku dni.

Gen dla 6-toksyny sklonowane na transpozonie Tn5 i przeniesiono do P.
fluorescens (41,42). W ten sposob szczepy P. fluorescens zdolne do zasiedlania
korzeni kukurydzy, razem z transpozonem nabyty zdolnos¢ do produkcji 5-toksyny,
ktéra ochrania kukurydze przed owadami. Klonowanie w transpozonie w poréwnaniu
z klonowaniem na plazmidzie daje podwdjng korzy$¢, mianowicie zwieksza stabilnos¢
wprowadzonych genéw i zmniejsza mozliwo$¢ dalszego przenoszenia do innych bak-
terii glebowych.

Innym przyktadem skonstruowania korzystnego dla roslin szczepu P. syr/ngae\Q%\
projekt S. Lindowa z Uniwersytetu Kalifornijskiego. P. syr//?ga& po\NOCu\Q przemarzanie
roslin poprzez produkcje biatka powodujacego krystalizacje lodu w komérkach roslin-
nych, w temperaturze (-1 do -50C), w ktérej normalnie 16d sie nie tworzy. Technikami
rekombinacji //? vitro, wycieto ten gen z chromosomu P. syringae, uzyskujac bakterie
nie produkujace biatka indukujgcego krystalizacje lodu {/ce-J. Bakterie tce~ byty kon-
kurencyjne w stosunku do P. syr/ngae /ce”, jesli zostaty wprowadzone na roéliny przed
zasiedleniem ich przez patogeny. Stwierdzono, ze spryskiwanie roslin (truskawki,
grusze) P. syringae ice- znacznie zmniejszato flore patogennych P syringae ic&- i
Erwinia amyiosa (43).

Dos$wiadczenia potowe, prowadzone w USA ze szczepem P. syringae ice~
spotkaty sie z protestem ruchédw ochrony srodowiska. Kilkakrotnie niszczono uprawy,
mimo uzyskanej zgody na przeprowadzenie testow golowych, a takze pomimo faktu,
ze bakterie uwalniane do srodowiska byly pozbawione genu odpowiedzialnego za;
patogennosc.

W doswiadczeniach tego typu, gdzie bakteriom ryzosfery nadawane sg nowe lub
ulepszone cechy, duzg wage przywigzuje sie do konkurencyjnosci szczepu, czyli
zdolnosci do zasiedlania ryzosfery roslin. Zjawisko to nie jest jeszcze poznane na
poziomie molekularnym wiadomo jednak, ze na zdolnos$¢ zasiedlania wplywa szereg
czynnikéw takich jak: ruchliwos¢, chemotaksja, pektynazy, celulazy i zdolno$¢ do
przezywania w warunkach glebowych.

IV. Perspektywy rozwoju badan

Opisane przykiady bakterii wpltywajacych korzystnie na wzrost i rozwdj roslin
wskazujg na mozliwosci zastosowania ich jako bionawozdow w rolnictwie oraz czyn-
nikdw kontroli biologicznej. Bakterie te moga by¢ uzyte jako preparaty biotechnolo-
giczne do zaprawiania nasion lub spryskiwania siewek roslin uprawnych. Te zabiegi
pozwolg na zredukowanie zanieczyszczenia woéd gruntowych poprzez zmniejszenie
ilosci stosowanych nawozéw sztucznych lub pestycydéw i uzyskanie wyzszych
plonéw roslin uprawnych, mniejszymi naktadami finansowymi.

Przypuszcza sie, ze juz w latach dziewiecdziesigtych w USA, Kanadzie i niektérych
krajach Europy, fluoryzujagce Pseudomonas bedg w wielu uprawach golowych pro-
duktem powszechnego uzytku.

Dla wyzszej efektywnosci stosowania takich preparatow, potrzebne sa jednak
szerokie badania podstawowe zmierzajgce do wyjasnienia ztozonych mechanizmow
korzystnego oddziatywania tej grupy bakterii na rosliny. Badania te powinny tez



zmierza¢ do wyjasnienia ekologicznych interakcji mikroorganizméw w ryzosferze,
czynnikow wplywajgcych na zasiedlanie korzeni roslin i utrzymywanie sie bakterii
wprowadzonych do ryzosfery.

Nalezy oczekiwac, ze szybko rozwijajgce sie techniki inzynierii genetycznej znacz-

nie przyspiesza badania prowadzace zaréwno do wyjasnienia wielu problemoéw teore-
tycznych, jak tez pozwolg na ulepszenie lub konstrukcje nowych szczepéw bakterii o
pozytywnym oddziatywaniu na rosliny.
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Summary
Plant beneficial bacteria

Bacteria associated with the plant rhizosphere may affect beneficially the growth
and the development of plants. The effects fall Into two categories according to
whether the bacteria benefit the plant directly or Indirectly. Direct beneficial effects
arise when bacteria provide the plants with nutrients or growth factors. Indirect
beneficial effects of rhizosphere colonizing bacteria may happen when they produce
antibiotics and .siderophores which antagonize phytopatogenic fungi and other
bacteria. These plant growth promoting bacteria may be used as bio-fertilizers or

biological disease control agents to increase agricultural yields.
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