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Biologiczne wigzanie N, bakterie symbiotyczne roslin bobowatych
w glebach Polski i oszacowywanie ich liczebnosci
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Abstrakt: Plonowanie roslin motylkowatych, podobnie jak
wszystkich innych ro$lin uprawnych, zalezy od wielu czyn-
nikow $rodowiskowych, agrotechnicznych i biologicznych.
Omawiana grupa ro$lin wyrdznia si¢ jednak tym, ze ich
rozwoj i plonowanie zalezy takze w znacznym stopniu od
obecnosci w glebie specyficznej grupy bakterii, tj. bakterii
wykazujacych zdolno$¢ do biologicznego wigzania, czy-
li przyswajania azotu czgsteczkowego (atmosferycznego)
w symbiozie z korzeniami tych roslin. Badania wykazaty, ze
bakterie symbiotyczne (ryzobia) koniczyny, grochu i bobiku
wystepuja dos¢ powszechnie w glebach Polski, nawet w gle-
bach, na ktérych od wielu lat nie uprawiano wymienionych
ro$lin. Bakterii tych nie stwierdzono tylko w okoto 5% gleb
(na 80 badanych) i byly to gleby lekkie, silnie zakwaszone
(pH ¢, <4.5). Bakterii symbiotycznych fubinu i fasoli nie wy-
kryto w okoto 25% badanych gleb. Symbionty tubinu s naj-
liczniejsze w glebach $rednio zwigztych i w glebach lekkich
o odczynie lekko kwasnym lub kwasnym, czyli w glebach naj-
czesciej obsiewanych ta rosling. W wigkszosci naszych gleb
brak jest bakterii symbiotycznych lucerny i soi lub liczebno$¢
tych bakterii jest mata, z wyjatkiem gleb obsiewanych tymi
ro$linami.

W zawigzku z brakiem selektywnych podtozy do oznacza-
nia liczebno$ci bakterii symbiotycznych w glebach oszaco-
wywanie populacji tych bakterii przeprowadza si¢ metodami
posrednimi, w oparciu o wyniki biotestow z siewkami roslin
bobowatych zaszczepionych wzrastajagcymi rozcienczeniami
badanej gleby. W pracy opisano dokladnie rézne sposoby
przeprowadzania biotestow oraz okreslania liczebnosci ryzo-
biow.

stowa kluczowe: biologiczne wigzanie N, rosliny bobowate,
ryzobia, liczebnos¢, gleba, oszacowanie

Autor do kontaktu:

Stefan Martyniuk

e-mail: sm@iung.pulawy.pl
tel.: +48 81 4786 962

WSTEP

Rosliny bobowate (motylkowate) sa waznym zrodtem
bialka dla ludzi i zwierzat hodowlanych, a ich uprawa
wplywa korzystnie na wlasciwosci 1 zyzno$¢ gleb oraz na
plonowanie ro$lin nastgpczych, zwlaszcza w warunkach
rolnictwa integrowanego i eckologicznego (Vance, 1998;
Graham i Vance, 2003; Ksi¢zak, 2008). Plonowanie roslin
motylkowatych, podobnie jak wszystkich innych roslin
uprawnych, zalezy od wielu czynnikow $rodowiskowych
(gleba, klimat), agrotechnicznych (nawozenie, plodo-
zmian) 1 biologicznych (odmiany hodowlane, organizmy
szkodliwe). Omawiana grupa roslin wyroznia si¢ jednak
tym, ze ich rozwoj i plonowanie przy ograniczonym na-
wozeniu azotem zalezy takze w znacznym stopniu od
obecnosci w glebie pewnej specyficznej grupy bakterii, tj.
bakterii wykazujacych zdolnos¢ do biologicznego wiaza-
nia azotu czasteczkowego (atmosferycznego) w symbiozie
z korzeniami tych roslin (Strzelec, 1988; Singleton i in.,
1992; Stasiak i in., 2016). Bakterie symbiotyczne roslin
bobowatych poprzez wniknigcie do ich korzeni indukuja
powstawanie charakterystycznych narosli, tj. brodawek
symbiotycznych (fot. 1), w ktorych odbywa si¢ proces wig-
zania azotu atmosferycznego, czyli jego redukcji do formy
amonowej, przyswajalnej dla roslin (Wielbo i Skorupska,
2003; Stasiak i in., 2016).

WIAZANIE AZOTU ATMOSFERYCZNEGO

Z chemicznego punktu widzenia proces ten jest kon-
wersja bardzo mato reaktywnego i w zwiazku z tym nie-
przyswajalnego dla roslin i zwierzat azotu czasteczkowego
(N,) do zredukowanej formy tego pierwiastka, czyli amo-
niaku, ktory moze by¢ dalej metabolizowany w komorkach
zywych organizmow. Wszystkie mikroorganizmy uzdol-
nione do redukcji azotu atmosferycznego przeprowadza-
ja ten proces przy udziale ztozonego uktadu enzymatycz-
nego, w ktorym najwazniejsza jest nitrogenaza — enzym
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Fotografia 1. Brodawki na korzeniach seradeli (Ornithopus sativus L., gbra)
i soi (Glycine max L., dot)

Photography 1. Nodules on roots of serradella (Ornithopus sativus L., upper)
and soybean (Glycine max L., bottom).

katalizujacy bezposrednio redukcj¢ czasteczki azotu (Philips, 1980;
Kaminski i in., 1998; Martyniuk, 2002). Sumaryczne réwnanie biolo-
gicznego wigzania N, mozna przedstawi¢ nastgpujgco:

nitrogenaza, Mg
—_—

N, + 16ATP + 8¢ + 8H" 2NH3 +H, + 16ADP +16Pi

Z réwnania tego wynika m.in., ze biologiczna redukcja N, wy-
maga, oprocz nitrogenazy, takze znacznych ilosci energii w postaci
ATP oraz sity redukcyjnej, czyli elektronéw i protonow (H). Ni-
trogenaza jest kompleksem dwéch komponentéw biatkowych za-
wierajacych metale w swoich aktywnych centrach; biatko MoFe

(komponent 1) oraz biatko-Fe (komponent II).
Biatko-Fe jest homodimerem (2 podobne pod-
jednostki o catkowitej masie czasteczkowej =
64 kDa) zawierajacym dwa miejsca przyltacza-
jace Mg-ATP oraz jedno centrum [4Fe-4S] 13-
czace podjednostki dimeru. Komponent I, czy-
li biatko-MoFe, jest heterotetramerem (Mc ~
240 kDa) zawierajacym po dwie kopie dwoch
centrow aktywnych zwanych: kofaktorem-Fe-
Mo oraz centrum-P. Kofaktor-FeMo sktada si¢
z 1Mo:7Fe:9S:1 homocytrynianu, natomiast
centrum-P zawiera 8Fe:7S (Richards, 1997,
Vance, 1998). Redukeja N, i innych substratow
(acetylen, cyjanek) wymaga przejsciowego po-
taczenia biatka-Fe z biatkiem-MoFe. Elektrony
z ferredoksyny lub flawodoksyny (silnie redu-
kujace biatka) przenoszone sg do 4Fe-4S biatka-
-Fe 1 po skompleksowaniu z Mg-ATP redukuja
biatko-FeMo. W tym biatku elektrony poprzez
centrum-P  przechodza do kofaktora-FeMo,
w ktorym nastgpuje wigzanie i redukcja cza-
steczki azotu i H*. Warto dodac, ze u wszystkich
mikroorganizméw wigzacych N, nitrogenaza
jest bardzo podobna, a nawet identyczna, za-
réwno pod wzgledem strukturalnym, jak i funk-
cjonalnym. Roéznice moga dotyczyé jedynie
wystepowania u niektorych bakterii nitrogenazy
zawierajace] w kofaktorze wanad (V) zamiast
molibdenu (Mo) lub nawet nitrogenazy zwiera-
jacej tylko Fe (Kaminski i in., 1998). Inng wazna
wlasciwoscig nitrogenazy jest to, ze moze by¢
ona aktywna tylko w warunkach beztlenowych,
a Scislej w $srodowisku zawierajacym niewiel-
kg koncentracj¢ O,. Tlen w ilo$ciach wystgpu-
jacych np. w powietrzu trwale ja dezaktywuje.
Z drugiej jednak strony asymilatory N,, bedace
w znacznej wigkszo$ci drobnoustrojami tleno-
wymi, wymagaja obecnosci tlenu czasteczko-
wego, ktory jest im niezbedny w wielu proce-
sach metabolicznych, m.in. jako akceptor elek-
trondéw 1 do wytwarzania ATP w procesie fos-
forylacji oksydatywnej. Ten swoisty ,,paradoks
tlenowy” u mikroorganizméw uzdolnionych do
syntezy tego enzymu rozwigzywany jest w cie-
kawy i dos¢ zr6znicowany sposob (Hennecke,
1997; Vance, 1998). Na przyktad ochrona ni-
trogenazy przed toksycznymi stgzeniami tlenu
u wolno zyjacych w $rodowisku wodnym i gle-
bowym bakterii nalezacych do rodzajow Azoto-
bacter, Nostoc obejmuje takie mechanizmy jak:
szybkie i intensywne wykorzystywanie tlenu do
produkcji ATP w procesach oddechowych, duza
aktywnos¢ enzymoéw hydrogenaza i katalaza
oraz bariery fizyczne w postaci otoczek §luzo-
wych, skupisk komorek lub heterocyst.
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Jak juz wspomniano powyzej, bakterie symbiotycz-
ne wigza N, w brodawkach, ktore sa wytworem komorek
wewnetrznych warstw kory pierwotnej korzeni roslin mo-
tylkowatych. Wyréznia si¢ na ogo6t dwie grupy brodawek
roznigce si¢ ksztalttem, obecnoscig lub brakiem stozka me-
rystematycznego oraz forma N transportowanego do rosli-
ny (Hadri i in., 1998). Pierwsza grupa to brodawki posia-
dajace aktywno$¢ merystematycza, czyli brodawki o wzro-
Scie ciaglym. Brodawki te maja zwykle ksztalt wydtuzony,
zblizony do cylindrycznego i transportujg zwigzany N,
w postaci zwigzkéw amidowych, jak np. u lucerny, ko-
niczyny czy grochu. Druga grupa to brodawki zwykle
okragle, posiadajace ograniczong (czasowa) aktywnos$é
merystematyczng i transportujgce zwigzany N, w formie
ureidéw, np. u soi czy fasoli. W centralnej czesci broda-
wek znajduja si¢ komorki roslinne upakowane licznymi
symbiosomami, ktére powstaja po otoczeniu komorek ry-
zobiow przez tzw. membrang peribakteroidalng pochodze-
nia ro§linnego. W symbiosomach komorki ryzobiow prze-
ksztalcaja si¢ w bakteroidy, czyli form¢ endosymbiotyczng
wigzacg azot czasteczkowy (Stasiak i in., 2016). Trans-
formacja normalnych komorek ryzobiow do bakteroidow
przebiega w kilku etapach, w czasie ktorych zachodzi wiele
zmian zaré6wno w morfologii, jak i fizjologii bakterii. W re-
zultacie tych przemian bakteroidy tracg m.in. zdolno$¢ do
podzialdow, zyskuja natomiast najwazniejsza ceche, czyli
zdolnos¢ do wigzania N,, ktorej nie majg na ogot ryzobia
zyjace w glebie. Aby proces ten mogt przebiega¢ w sposob
efektywny, partner roslinny musi zapewni¢ bakteroidom
odpowiednie warunki, tj. niskie stezenie tlenu (5-30 nM)
optymalne dla aktywno$ci nitrogenazy oraz staly doptyw
asymilatow, czyli zrodet energii dla bakteroidow. Wykaza-
no, ze aktywno$¢ nitrogenazy w brodawkach ujawnia si¢
dopiero po rozpoczgciu syntezy w komorkach roslinnych
leghemoglobiny, biatka o czerwonym zabarwieniu, ktdre-
go zawarto$¢ w aktywnych brodawkach moze stanowi¢ do
30% wszystkich bialek rozpuszczalnych. Rola leghemo-
globiny jest dwojaka; wykazujac silne powinowactwo do
0,, chroni nitrogenazg przed nadmiarem tlenu z zewnatrz,
ale jednoczesnie utatwia ona stalg i efektywng dyfuzje
tlenu do bakteroidow, ktory jest im niezbedny do produk-
cji energii w procesach oddechowych (Khan i in., 1998;
White i in., 2007; Stasiak i in., 2016). W peryferyjnych
czesciach brodawek znajduja sie wiazki przewodzace ta-
czace si¢ z centralnym systemem przewodzacym korzenia
ro$liny-gospodarza. Tq drogg roslina dostarcza do broda-
wek weglowodany, ktére sg nie tylko zrédlem energii dla
bakteroidow, ale takze podjednostkami weglowymi nie-
zbednymi w procesach asymilacji zwigzanego amoniaku
w komorkach roslinnych. Warto dodaé, ze w odroéznieniu
od wolno zyjacych asymilatorow N,, ktore wigza ten pier-
wiastek tylko dla potrzeb ich metabolizmu w warunkach
jego niedoboru, bakteroidy wigza azot gtéwnie dla rosliny
rosnacej na glebie ubogiej w azot. Tak wiec u ryzobiow
musial wyksztalci¢ si¢ mechanizm uniezaleznienia syntezy

nitrogenazy od stanu zaopatrzenia komdrek w N. Ponadto,
bakteroidy wigzace N, praktycznie nie pobierajg zwigza-
nego azotu, stajgc si¢ w praktyce ,,matymi fabryczkami”
amoniaku permanentnie wpompowujacymi ten zwigzek
do cytoplazmy komorek rosliny-gospodarza. W komor-
ce roslinnej jon amonowy jest szybko wbudowywany do
aminokwaséw — glutaminy lub glutaminianu, i w wyniku
dalszych przemian transportowany jest on poza brodawki
w postaci zwigzkéw amidowych (np. asparagina, gluta-
mina u grochu, lucerny, koniczyny) lub zwigzkéw ureido-
wych (np. alantoina u soi) (Vance, 1998; White i in., 2007).

WYSTEPOWANIE BAKTERII SYMBIOTYCZNYCH
W GLEBACH POLSKI

Omawiajac bakterie symbiotyczne ro$lin bobowatych,
warto doda¢, ze ich popularna nazwa ,,ryzobia” wywodzi
si¢ od nazwy rodzajowej Rhizobium, ktdra jeszcze do po-
czatku lat osiemdziesiatych obejmowala wszystkie gatun-
ki tych bakterii. Nowy, filogenetyczny podziat tej grupy
bakterii, oparty m.in. na analizie sekwencyjnej genow
16S rRNA, jest bardziej zréznicowany (Wielbo i Skorup-
ska, 2003; Stepkowski i in., 2018). W tabeli 1 przedsta-
wiono najwazniejsze rodzaje i gatunki bakterii symbio-
tycznych oraz nazwy najwazniejszych roslin bobowatych
(roslina-gospodarz) uprawianych w Polsce, z ktorymi bak-
terie te tworza uktady symbiotyczne. Omawiana symbio-
za ryzobia-rosliny bobowate charakteryzuje si¢ dos¢ duza
specyficzno$cia, czyli powinowactwem poszczegdlnych
gatunkéw bakterii tylko do okreslonego rodzaju rosliny-
-gospodarza. Na przyktad, bakterie symbiotyczne koni-
czyny (R. leguminosarum bv. trifolii) nie tworzg symbiozy
z fasola, lucerng czy grochem, i na odwrét. Innymi stowy,
nie stwierdzono dotychczas uniwersalnego gatunku bakte-
rii symbiotycznych, ktory tworzylby symbioze ze wszyst-
kimi roslinami bobowatymi (Martyniuk, 2008; Sujkowska,
2009).

Bakterie symbiotyczne roslin motylkowatych (ryzobia)
w czasie kiedy nie tworza symbiozy z korzeniami ro$lin
motylkowatych, bytuja w glebie jako saprofity, a liczeb-
no$¢ ich populacji w tym $rodowisku zalezy od wtasciwo-
$ci fizyczno-chemicznych i biologicznych gleb, czynnikéw
klimatycznych oraz zabiegdéw agrotechnicznych (Strzelec,
1988; Thies i in., 1991; Sadowsky i Graham, 1998). Wsrod
czynnikdw agrotechnicznych wplywajacych na wyste-
powanie i liczebnos¢ glebowych populacji bakterii bro-
dawkowych sa: nawozenie NPK i wapnowanie oraz czg-
stotliwo$¢ uprawy roslin motylkowatych na danym polu.
Wyniki naszych badan (Martyniuk i in., 1999) przeprowa-
dzonych w oparciu o wieloletnie doswiadczenia poletko-
we 1 polowe wskazuja takze, ze reakcja poszczegolnych
gatunkéw bakterii brodawkowych na nawozenie mineral-
ne i na wieloletnig przerwe w uprawie rosliny-gospodarza
moze by¢ rézna. Na przyklad w dwoch glebach nawozo-
nych NPK i wapnowanych, na ktoérych od ponad 20 lat
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Tabela 1. Najwazniejsze rodzaje i gatunki bakterii brodawkowych oraz ro$liny bobowate, z ktéorymi tworza symbioze
Table 1. Most important genera and species of root nodule bacteria and their host-legumes.

Rodzaj/gatunek bakterii
Genus/species of bacteria

Roslina-gospodarz

Host-plant

Rhizobium

R. leguminosarum bv. viciae
bv. trifolii

bv. phaseoli

koniczyna (Trifolium)

fasola (Phaseolus)

groch (Pisum), wyka, bobik (Vicia), soczewica (Lens), groszek/ledzwian (Lathyrus)

Sinorhizobium (Ensifer)

S. meliloti

lucerna (Medicago), nostrzyk (Melilotus), kozieradka (Trigonella)

Bradyrhizobium
B. japonicum soja (Glycine)

Bradyrhizobium sp.

hubin (Lupinus), seradela (Ornithopus)

Zrbdto; Source: Martyniuk, 2008

nie uprawiano roslin bobowatych, liczebno$¢ symbiontow
koniczyny (Rhizobium leguminosarum bv. trifolii) byla
stosunkowo wysoka i wynosila okoto 1700 (glina lekka)
i 171 (piasek stabogliniasty) komorek w 1 g gleby. W tych
samych glebach nawozonych NPK, ale bez wapnowania
populacje tego gatunku bakterii byly znacznie nizsze (od-
powiednio 58 i <6 komdrek w 1 g gleby). Podobne zalez-
nosci stwierdzono w przypadku bakterii symbiotycznych
grochu (R./. bv. viciae), natomiast w badanych glebach nie
wykryto obecno$ci symbiontow lucerny (Sinorhizobium
meliloti), niezaleznie od wariantow nawozeniowych, co
$wiadczy, ze bakterie S. meliloti sa duzo bardziej wrazliwe
na wieloletniag przerw¢ w uprawie ro$liny-gospodarza
(lucerny) niz dwa pozostate gatunki ryzobiow.

System gospodarowania (uprawy roslin) ma rowniez
wplyw na wystepowanie i liczebnos¢ zaréwno wolno zyja-
cych w glebie (4Azotobacter), jak i symbiotycznych (ryzo-
bia) asymilatorow N, (tab. 2). W systemie ekologicznym,
charakteryzujacym si¢ bardziej rozbudowanym ptodo-
zmianem, m.in. z udziatem mieszanek traw z roslinami bo-
bowatymi i poplonami z tych roslin, gleba zasiedlona jest
przez wigksze populacje omawianych bakterii (Martyniuk
iin., 1999).

Wyniki powyzszych do$wiadczen wskazaty takze na
potrzebe przeprowadzenia szerszych badan nad wystepo-
waniem bakterii symbiotycznych roslin bobowatych drob-
nonasiennych, tj. koniczyny i lucerny oraz straczkowych
takich jak groch, fasola i lubin w glebach naszego kraju.
Badania takie przeprowadzono na prébkach okoto 80 gleb
pobranych w réznych rejonow Polski (rys. 1), a liczebnos¢
bakterii symbiotycznych oszacowywano metoda biotestu
ros$linnego (Martyniuk i in., 2000, 2005). Metoda biote-
stu polega na zaszczepianiu siewek roslin bobowatych,
rosnacych na sterylnym piasku w torebkach foliowych,
wzrastajacymi rozcienczeniami analizowanej gleby. Po 4—
5 tyg. wzrostu w fitotronie analizowano obecno$¢ (lub
brak) brodawek na korzeniach siewek zaszczepionych
poszczegodlnymi rozcienczeniami gleby i na tej podstawie
oszacowano liczebno$¢ bakterii w glebach, postugujac si¢
odpowiednimi tablicami matematycznymi (Vincent, 1970).
Opis tej waznej metody przedstawiony zostanie szczegdto-
wo w kolejnym rozdziale niniejszego opracowania.

Wyniki ww. badan wskazuja (tab. 3), ze zar6wno wy-
stepowanie, jak i liczebno$¢ bakterii symbiotycznych
w glebach Polski sg bardzo zréznicowane. Bakterii sym-
biotycznych koniczyny nie stwierdzono tylko w czterech

Tabela 2. Liczebnos$ci (w 1 g s.m. gleby) Azotobacter spp. i bakterii symbiotycznych roslin bobowatych w glebie pod pszenica ozima

uprawiang w systemie ekologicznym i konwencjonalnym

Table 2. Number (in 1 g soil d.m.) of Azotobacter spp. and symbiotic bacteria of legumes in soil under winter wheat grown organic and

conventional system.

Bakterie symbiotyczne:

System pH Azotobacter Symbiotic bacteria of:
(H,0) spp- koniczyny lucerny grochu
red clover alfalfa pea
Ekologiczny; Organic 6,6 120 1,7 x 10* 1,1 x 102 1,7 x 103
Konwencjonalny; Conventional 5,6 0 5,8 x 107 0 1,7 x 107

Zrodto; Source: Martyniuk, 2008
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Rysunek 1. Miejsca pobrania oraz liczba probek glebowych
Figure 1. Locations and numbers of collected soil samples.
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Tabela 3. Wystegpowanie oraz liczebno$¢ bakterii symbiotycznych ro$lin bobowatych w probkach 80 gleb Polski
Table 3. Occurrence and number of symbiotic bacteria of legumes in samples of 80 Polish soils.

Liczba gleb z bakteriami symbiotycznymi:

Liczebno$¢ ryzobiow w 1 g gleby

Number of soils with symbiotic bacteria of:

Number of rhizobia in 1 g soil koniczyny lucerny fasoli grochu tubinu
red clover alfalfa bean pea lupine

Wysoka; High
> 10% 43 3 25 59 24
Srednia; Medium
> 10°— 10°) 12 3 15 11 10
Niska; Low
> 10-10°) 17 7 18 5 17
Bardzo niska; Very low
(do; up to 10) 4 1 3 2 10
Nie wykryto; Not detected 4 56 15 3 19

Zrbdto: Martyniuk i in., 2005; Source: Martyniuk et al., 2005

glebach sposrdéd 80 badanych, w 33 glebach liczebnos¢
tych bakterii byta bardzo niska, niska lub $rednia i az w 43
glebach populacje symbiontéw koniczyny byty duze, czy-
li liczace ponad 1000 komorek bakteryjnych w 1 gramie
gleby. Nieliczne gleby, w ktérych nie stwierdzono bakterii
symbiotycznych koniczyny lub ich populacje byty niewiel-
kie, to najczesciej gleby lekkie i zakwaszone, na ktérych

prawdopodobnie nigdy nie uprawiano koniczyny. Tyl-
ko w 3 przypadkach probki badanych gleb pobrane byty
z pol, na ktorych rosta koniczyna, i w tych glebach popula-
cje bakterii symbiotycznych byty stosunkowo najwieksze,
ale podobne liczebnos$ci tych bakterii stwierdzono takze
w glebach, na ktorych od dawna nie uprawiano koniczyny,
a pod wzgledem wtasciwosci fizyczno-chemicznych byty
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to gleby $rednie lub cigzkie, o odczynie lekko kwasnym
lub obojetnym.

Zasiedlenie gleb w naszym kraju przez bakterie sym-
biotyczne lucerny ksztaltuje si¢ zupelnie inaczej niz przez
omoéwione powyzej symbionty koniczyny. W zdecydowa-
nie najwiekszej liczbie gleb, czyli w 56 na 80 badanych,
nie wykryto ryzobiéw lucerny (tab. 3). W 18 glebach po-
pulacje tych bakterii byly bardzo niskie lub niskie i tyl-
ko 6 gleb zasiedlonych byto przez $rednie lub wysokie
populacje bakterii symbiotycznych lucerny. Podobnie jak
w przypadku symbiontow koniczyny, najwiekszg liczeb-
no$¢ ryzobidow lucerny stwierdzono w prébkach 3 gleb ob-
sianych tg ro$ling. Jednak od wielu lat zdecydowana wigk-
szo$¢ rolnikdw w naszym kraju nie uprawia koniczyny
i lucerny, ale ten fakt, czyli brak rosliny-gospodarza, jest
niekorzystny tylko dla bakterii symbiotycznych lucerny,
o czym $wiadczy brak lub niewielkie populacje symbion-
tow tej rosliny w wigkszosci gleb w Polsce (tab. 3).

Obecnos¢ bakterii tworzacych brodawki na korzeniach
fasoli sprawdzano w probkach 76 gleb, sposrdd ktdrych
tylko 3 probki pochodzity z pdl, na ktorych uprawiano
ostatnio fasole. W tych trzech glebach stwierdzono naj-
wigcej symbiontéw fasoli. W innych glebach, na ktérych
od dawna nie uprawiano tej rosliny, populacje ryzobiow
fasoli wahaty si¢ od malych do duzych, a w 15 glebach
nie wykryto symbiontow fasoli (tab. 3). Trudno jest jednak
jednoznacznie stwierdzi¢, jakie czynniki decyduja o braku
lub obecnosci tych bakterii w badanych glebach. Brak lub
niskie populacje symbiontow fasoli stwierdzano bowiem
zaréwno w glebach lekkich zakwaszonych, jak i w glebach
zwigzlejszych o prawidlowym odczynie. Waznym czynni-
kiem sprzyjajacym zasiedlaniu gleb przez ryzobia jest, jak
juz podkreslano, czestotliwos$¢ uprawy danej rosliny mo-
tylkowatej. Fasola jest rzadko uprawiana przez rolnikow
na wigkszych arealach, a w niektorych rejonach kraju wy-
siewana jest prawdopodobnie tylko w ogrodkach warzyw-
nych.

W omawianych badaniach 23 probki gleb pochodzity
z pol, na ktoérych w ostatnich latach uprawiano groch lub
bobik. I w tych glebach stwierdzaliSmy najwiecej bakterii
symbiotycznych, wspolnych (tab. 1) dla tych roslin. Takze
w innych glebach, na ktorych od dawna nie uprawiano ani
grochu ani bobiku, populacje symbiontow byty wysokie.
Tylko w probkach 3 gleb (tab. 3) nie stwierdziliSmy wyste-
powania bakterii brodawkowych grochu i bobiku, a byly
to gleby lekkie o bardzo kwasnym odczynie, na ktérych
prawdopodobnie nigdy nie uprawiano tych roslin straczko-
wych. W oparciu o powyzsze wyniki mozna wigc stwier-
dzi¢, ze bakterie symbiotyczne grochu i bobiku wystepu-
ja powszechnie w glebach Polski, podobnie jak bakterie
brodawkowe koniczyny. Bakterii tych moze by¢ jednak
brak w glebach lekkich, silnie zakwaszonych. Na takich
glebach nie uprawia si¢ jednak omawianych roslin.

Bakterie symbiotyczne lubinu analizowano w prob-
kach 80 gleb, z ktorych tylko 4 pobrane byty z pol obsie-
wanych ta rosling i w tych glebach populacje ryzobiow

tubinu byly oczywiscie wysokie. Ale rowniez w 20 innych
glebach, na ktorych w ostatnich latach nie uprawiano tej
ro$liny, stwierdzaliSmy duzo symbiontéw tubinu (tab. 3).
Najwiecej (37) gleb charakteryzowato si¢ matymi lub
$rednimi populacjami symbiontéw tubinu, a w 19 glebach
nie stwierdzono obecnos$ci tych bakterii. Wigkszos$¢ gleb,
w ktérych nie wykryto ryzobiéw tubinu, to zyzne gleby,
$rednio zwiezte lub cigzkie o odczynie powyzej 6,5. Praw-
dopodobnie byly to gleby, na ktorych nigdy nie uprawia-
no tubinu. Gleby lekkie lub $rednio zwigzte o odczynie
kwasnym lub lekko kwasnym, czyli takie, ktore najlepiej
nadajg si¢ do uprawy réznych gatunkow tubinu, zawieraja
wystarczajaco wysokie populacje bakterii symbiotycznych
tubinu; nawet te gleby, na ktérych od dawna nie uprawiano
tej rosliny.

W przytoczonych powyzej badaniach analizowano za-
rowno zasiedlenie gleb przez bakterie symbiotyczne, jak
i oszacowywano ich liczebno$¢. Badanie zasiedlenia, czyli
obecnosci (lub braku) bakterii symbiotycznych w glebie na
jakims$ polu, jest wazne z praktycznego punktu widzenia,
zwlaszcza dla rolnika planujacego uprawe wybranej rosli-
ny bobowatej na tym polu. Bowiem od obecnosci w gle-
bie aktywnych symbiotycznie bakterii brodawkowych tej
rosliny zaleze¢ bgdzie w znacznym stopniu intensywnos¢
brodawkowania i wigzania azotu, czyli w efekcie konco-
wym wysokos¢ plonu. Badanie obecno$ci bakterii sym-
biotycznych w glebie jest stosunkowo proste i mozliwe do
wykonania przez samego rolnika. Wystarczy na polu, na
ktérym planowana jest uprawa wybranej rosliny bobowa-
tej, wytyczy¢ na wiosne poletko do§wiadczalne i wysia¢ na
nim nasiona tej ro$liny. Po okoto 4-6 tygodniach wzrostu
nalezy wykopac cze$¢ roslin wraz z korzeniami, zwracajac
uwagg, aby jak najmniej je uszkodzi¢. Po ostroznym umy-
ciu korzeni mozna przeprowadzi¢ ocen¢ brodawkowania.
Obecnos¢ na korzeniach licznych, czerwonych w $rodku
brodawek (fot. 1) §wiadczy o obecnosci w badanej glebie
aktywnych symbiotycznie bakterii brodawkowych bada-
nej rosliny. Brak brodawek na korzeniach ro§liny testowe;j
nie jest jednak przeciwwskazaniem do jej uprawy na tym
polu, bowiem dostepne sa w handlu preparaty szczepion-
kowe zawierajace bakterie symbiotyczne, ktoérymi nalezy
zaszczepi¢ przedsiewnie nasiona. Preparaty takie zapew-
niajg prawidlowy rozwo6j symbiozy i uzyskanie satysfak-
cjonujacych polondéw, oczywiscie pod warunkiem spet-
nienia innych wymagan uprawowych ro$liny i kryteriow
jako$ciowych preparatu szczepionkowego.

Wykrywanie obecnosci réznych mikroorganizméw
w glebie, wodzie i innych materiatach, przeprowadzane
jest najpowszechniej metodami konwencjonalnymi z wy-
korzystaniem podlozy (pozywek) selektywnych lub semi-
-selektywnych, czyli takich, ktore zawieraja jaki$ czynnik
hamujacy lub ograniczajacy rozwdj innych (niz badany)
mikroorganizmow. Niestety w przypadku bakterii symbio-
tycznych (ryzobiéw) brak jest takich podtozy. Oczywiscie
dostepne sg inne metody, np. immunologiczne czy mole-
kularne, umozliwiajace skuteczne wykrywanie obecnosci
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i identyfikowanie réznych drobnoustrojow, w tym ryzo-
bidw, ale ich przydatnos$¢ do badan ilosciowych jest ograni-
czona. Podloza selektywne sg czgsto wykorzystywane tak-
ze do oszacowywania liczebnosci mikroorganizmow w rdz-
nych srodowiskach. Jak juz wspomniano, takie podtoza nie
sa dostepne na potrzeby oznaczania liczebnosci ryzobiow
w glebach. W zawiazku z tym liczebno$¢ glebowych popu-
lacji bakterii symbiotycznych roslin bobowatych oszacowy-
wana jest metodami posrednimi (ZB i NPL, opisy ponizej),
w oparciu o wyniki biotestow z siewkami ro$lin zaszczepio-
nych wzrastajagcymi rozcienczeniami badanej gleby.

0OSZACOWYWANIE LICZEBNOSCI BAKTERII
BRODAWKOWYCH W OPARCIU O BIOTESTY
ROSLINNE

W biotestach tych siewki roslin bobowatych musza
rosnag¢ w warunkach aseptycznych, to znaczy na podtozu
jatowym, a nasiona przed ich wysadzeniem nalezy wyde-
zynfekowaé w celu pozbycia si¢ bakterii brodawkowych,
ktérymi nasiona sg zwykle zanieczyszczone.

Dezynfekcja nasion

Nieuszkodzone i o dobrej sile kietkowania nasiona
optukaé¢ przez okoto 30 sekund w 95-96% etanolu. Na-
stepnie nasiona zanurzy¢ na 10 min. w jednym z nastgpu-
jacych dezynfektantéw: 3—5% woda utleniona (H,0,), 5%
roztwor podchlorynu sodu (NaClO) lub st¢zony kwas siar-
kowy (H,SO,), zachowujgc odpowiednie $rodki ostrozno-
$ci. Ten ostatni $rodek jest polecany tylko przy wyjatawia-
niu nasion o szorstkich i twardych okrywach nasiennych,
np. seradeli, gdyz jednoczes$nie skaryfikuje on takie nasio-
na. W celu usunigcia ww. dezynfektantow nasiona nalezy
co najmniej 5-krotnie wyplukaé w jatowej wodzie wodo-
ciggowej. Osuszone na jatowej bibule nasiona mozna bez-
posrednio wysiewaé do probdwek testowych (lub innych
pojemnikow) lub przed wysadzeniem podkietkowacd je na
zwilzonej i jatowej bibule lub na jalowym agarze wodnym
w plytkach Petriego. Warunki podkietkowywania (czas,
temperatura) dobra¢ tak, by korzonki miaty dlugos¢ 1-
2 cm. Uzycie siewek ze zbyt dlugimi korzonkami utrudnia
ich wysadzanie i zwigksza mozliwo$¢ uszkodzenia stoz-
kow wzrostu.

Biotest w probéwkach

Biotesty z roslinami bobowatymi drobnonasiennymi,
takimi jak lucerna, koniczyna czy seradela, przeprowa-
dzane s3 najczesciej z wykorzystaniem laboratoryjnych
probowek szklanych o $rednicy 15-20 mm i wysokosci
150-200 mm. Do probowek dodaje si¢ 10—-12 ml agaro-
wej pozywki dla roslin zawierajacej wszystkie mineralne
sktadniki odzywcze z wyjatkiem azotu (N), zamyka si¢ je
korkiem wykonanym z waty i wyjatawia w temp. 121°C
przez 20 min. w autoklawie. Przykltadowy sktad pozyw-
ki dla roslin wg Jensena (Vincent, 1970) jest nastepujacy:
CaHPO, - 1 g, K,HPO, - 0,2 g, MgSO,-7H,0 - 0,2 g,

NaCl - 0,2 g, FeCl, - 0,1 g, woda — 1000 cm’, agar — 8 g
(na stupek), 15 g (skosy). Po wyje¢ciu z autoklawu odstawic¢
probowki do zastygniecia agaru w pozycji pionowej (,,na
stupek™) lub roztozy¢ do uzyskania skosow. W przypad-
ku wyboru pozycji pionowej (fot. 2) do probéwek nalezy
wlewa¢ mniej, czyli 8-10 ml, pozywki agarowej zawiera-
jacej takze mniej agaru (8 g-I'!). Przygotowywanie agaru
,ha shupek” jest wskazane zwlaszcza wtedy, gdy do pro-
boéwek wktadane beda nasiona niepodkietkowane, nato-
miast skosy agarowe sg znacznie wygodniejsze przy wy-
sadzaniu nasion z korzonkami (podkietkowanych). Przed
zaszczepianiem takich probowek nalezy odczeka¢ 1-—
2 dni dla lepszego przywarcia korzonkow do powierzchni
podioza na skosie. Przygotowywanie pozywki agarowej
w formie skosdéw zalecane jest takze wtedy, gdy siewki za-
szczepiane bgda 1 ml zawiesiny gleby. Inokulacja siewek
,,ha shupku” taka objetosciag zawiesiny moze niekorzystnie
wptywac na ich wzrost, m.in. na skutek dlugiego zalegania
plynu i rozwoju grzybow na powierzchni agaru, zwlaszcza
w poczatkowych rozcienczeniach (10! — 10?) gleby (czarna
powierzchnia na fot. 2).

Probdwki zawierajace 2—3 niepodkietkowane nasiona
wstawi¢ do fitotronu lub innego pomieszczenia z kontrolo-
wang temperaturg i regulowanym o$wietleniem. Umiesz-
czenie probowek w statywach owinietych folig aluminio-
wa zabezpieczy korzenie siewek przed nadmiarem $wiatla.
Po kilku dniach siewki sg gotowe do przeprowadzenia
wlasciwego badania, czyli zaszczepiania ich zawiesing ba-
danego materiatu, np. rozcienczeniami gleby.

W omawianej metodzie przyjmuje si¢, ze nawet poje-
dyncza komoérka ryzobium wprowadzona od strefy korze-
niowej rosliny-gospodarza (roslina bobowata) jest zdolna
do indukowania brodawek na korzeniach ro$liny testowe;.
Wyniki badan poréwnawczych, w ktérych oznaczano li-
czebno$¢ czystych kultur ryzobidow za pomocg biotestow
oraz metodag posiewu roznych rozcienczen zawiesiny
bakteryjnej na pozywke agarowa, wykazaty, ze takie za-
lozenie jest prawdziwe. Po zaszczepieniu zestawu takich
sterylnych siewek wzrastajagcymi rozcienczeniami bada-
nego materiatu (gleby, szczepionki) i policzeniu ros$lin
z brodawkami na korzeniach (po 4-5 tyg. wzrostu) mozna
oszacowaé liczebno$¢ ryzobiow w wyjsciowej probee ba-
danego materiatu, wykorzystujac do tego celu odpowied-
nie tabele matematyczne.

Wykonanie badania. Liczba potrzebnych probowek
z siewkami zalezy od wyboru metody oszacowywania li-
czebno$ci bakterii brodawkowych w glebie i innych mate-
riatach, np. w preparatach szczepionkowych z ryzobiami.
Vincent (1970) podaje dwie metody badania liczebno$ci:
w pierwszej z nich oszacowywane jest zageszczenie bak-
terii — ZB (density estimates) w oparciu o tabele Fishera
i Yatesa, a druga bazuje na teorii ,najbardziej prawdo-
podobnej liczebnosci — NPL” (most probable number —
MPN) i tabelach opracowanych przez Brockwella.
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Fotografia 2. Biotest probowkowy z siewkami koniczyny czer-
wonej (Trifolium pratense L.) rosnacych na agarze ,,stupko-
wym”

Photography 2. Biotest with red clover (7rifolium pratense L.)
seedlings growing on agar “deeps”.

Metoda ,,ZB” (tab. 4). Na potrzeby tej metody Vincent
(1970) opracowat tabele dla réznych rozcienczen gleby,
np. 2-krotne, 4-krotne lub 10-krotne, z dwoma lub czte-
rema powtorzeniami (n), czyli probéwkami z siewkami
w kazdym rozcienczeniu, oraz dla réznych serii rozcien-
czen (s), np. od 10" do 10* (s = 4), czy od 10! do 108 (s =
8). W badaniach glebowych populacji ryzobiow stosuje si¢
najczesciej 10-krotne rozcienczenia gleby, dlatego w tabeli
4 podano prawdopodobne liczebno$ci bakterii dla 3 serii
(s), 10-krotnych rozcienczen badanego materiatu, z n = 2
in=4, czyli z 2 lub 4 probowkami z siewkami w kazdym
rozcienczeniu.

Przyktadowe badanie tq metodq liczebnosci bakterii
symbiotycznych koniczyny w glebie. Przystepujac do takich
badan powinni§my mie¢ gotowe do inokulacji kilkudnio-
we siewki koniczyny w probowkach. Liczba potrzebnych
probowek z siewkami zalezy od celu i zakresu badan. Je-

zeli potrzebne jest doktadne oszacowanie liczebnosci sym-
biontow koniczyny tylko w jednej glebie, mozna wybraé
do tego celu biotest z serig 6 rozcienczen (s = 6) 10-krot-
nych tej gleby, z 4 probéwkami z siewkami koniczyny
w kazdym rozcienczeniu (n = 4), czyli do przeprowadzenia
tego testu potrzebne sa: 6 X 4 = 24 probowki z siewkami
+ 4 probowki kontrolne (bez inokulacji) = 28 probowek.
Jezeli badamy kilka czy nawet kilkanascie gleb, liczba po-
trzebnych probowek z siewkami i innych niezbednych ma-
terialow oraz pracochtonnos$¢ znaczaco wzrastaja, dlatego
w takiej sytuacji mozna wybra¢ podobng seri¢ rozcienczen
(s =06), ale z 2 probowkami (siewkami) koniczyny dla kaz-
dego rozcienczenia (tab. 4). Jezeli sg to siewki na stupkach
agarowych, powinni§my pamietaé, ze nalezy je zaszcze-
pia¢ 0,2 ml zawiesiny glebowej (rozcienczenia), natomiast
w przypadku siewek na skosach mozna uzywac 1 ml za-
wiesiny. Nalezy tez pamietac, ze powinniSmy przygotowac
taka seri¢ rozcienczen badanej gleby, aby uzyska¢ zawie-
siny z ryzobiami i bez tych bakterii, czyli w efekcie siewki
z brodawkami i bez brodawek korzeniowych. Do przygoto-
wania rozcienczen badanej gleby potrzebny jest pojemnik
(butelka) z 90 ml jatowej wody wodociagowej, jalowe pro-
bowki z 9 ml wody oraz sterylne pipety (1 ml) z wacikiem.
Do butelki nawazy¢ 10 g Swiezej gleby i wytrzasac przez
5—10 min. Jest to pierwsze, czyli 10-krotne (10') rozcien-
czenie gleby. W rozcienczeniu tym 10 ml zawiesiny zawie-
ra 1 g gleby. Kolejne rozcieficzenia, czyli 10%, 103, 104, 10°
i 10 wykona¢ w proboéwkach z 9 ml wody, przenoszac do
nich za pomocg nowej pipety po 1 ml zawiesiny z poprzed-
niego rozcienczenia. Mieszanie zawiesin na kazdym etapie
wykonujemy poprzez ostrozne wdmuchiwanie powierza
przez pipete (babelkowanie) i poprzez kilkakrotne napet-
nienie i wydmuchanie ptynu z pipety. Po wykonaniu ostat-
niego rozcienczenia, w tym przyktadzie 106, zachowujemy
pipete i przystepujemy do zaszczepiania (inokulacji) nig
siewek w probowkach. Inokulacje rozpoczynamy od ostat-
niego, czyli najwigkszego rozcieficzenia (10°), pobierajac
4 razy po 1 ml (lub 0,2 ml) zawiesiny gleby i zaszczepiajac
nig siewki w 4 proboéwkach. Podobnie postgpujemy z ko-
lejnymi rozcienczeniami gleby. Po zakonczeniu inokulacji
probowki z siewkami przenosimy do komory wzrostowej
(fitotronu) 1 po 4 tyg. wzrostu odczytujemy wynik, czyli
liczymy probowki z brodawkujacymi siewkami w kazdym
rozcienczeniu. Na fotografii 2 widac, ze siewki z brodaw-
kami symbiotycznymi (rozcieficzenia 10! — 10) sg bardziej
zielone i znacznie lepiej rozwinigte, niz siewki bez sym-
biozy, czyli zaszczepione najwyzszymi rozcienczeniami
gleby (10%i 10°), w ktorych nie byto juz ryzobiow koniczy-
ny. Ponizej przedstawiony jest wynik biotestu:

Rozcienczenia gleby: | 10' | 10* | 10® | 10* | 10° | 10°
Liczba probowek
z brodawkujacymi 4 4 4 3 1 0 |=16
siewkami (+):
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W metodzie ZB sumowane sg wszystkie pozytywne wyni-
ki, czyli +; w naszym przyktadzie suma ta wynosi 16. Na-
stepnie w tabeli 4 wybieramy odpowiednie rubryki, czyli:
zastosowaliSmy 6 dziesigciokrotnych rozcienczen gleby,
a wigc s = 6, i 4 probéwki w kazdym rozcienczeniu, czyli
n = 4. Liczbie 16 w rubryce n = 4 odpowiada liczba 1700
(1,7 x 10%) w rubryce s = 6 i jest to prawdopodobna liczeb-
nos$¢ komorek ryzobidow koniczyny w 1 ml pierwszego roz-
cienczenia gleby. Liczebno$¢ (x) w przeliczeniu na jednost-
ke masy gleby lub innego materialu wylicza si¢ ze wzoru:

m-d
Vg

X =

gdzie: m = prawdopodobna liczebno$¢ (z tabeli); d = pierw-
sze rozcienczenie; v = objetos¢ uzyta do inokulacji siewek;

g = masa (objetos¢) badanej probki (gleby). A zatem w na-

szym przykladzie w 1 gramie badanej gleby znajdowato
1700 - 1

si¢ % = 1,7 x 10* komorek ryzobiow koniczyny.
Metoda NPL (tab. 5 i 6). Od strony technicznej przy-
gotowanie siewek roslin testowych i rozcienczen badanej
gleby oraz inokulacja siewek sa takie same jak w metodzie
ZB. Inny jest tylko sposdb zapisywania wynikow biotestu
i odczytywania liczebnoS$ci bakterii z tabeli. W tabeli 5 po-
dano (Vincent, 1970) prawdopodobne liczebnosci bakterii
symbiotycznych w oparciu o biotesty z siewkami w 3 po-
wtorzeniach (dla kazdego rozcienczenia) zaszczepianych
szeregiem szesciu 10-krotnych rozcienczen badanej gleby.
Przyktadowy wynik biotestu z 3 probowkami z siew-
kami zaszczepionymi 1 ml kazdego z szesciu 10-krotnego

Tabela 4. Liczebno$¢ ryzobiow oszacowana” w oparciu o biotest z siewkami roslin bobowatych zaszczepionych wzrastajacymi rozcien-
czeniami (10-krotnymi) gleby w zaleznosci od liczby rozcienczen (s) i liczby powtdrzen (n) w kazdym rozciefnczeniu
Table 4. Number of rhizobia estimated” by a biotest with legume seedlings inoculated with 10-fold soil dilutions as dependent on dilu-

tion series (s) and number of replications (n) in each dilution.

Liczba probowek (roslin ) z brodawkami (+) Zakres rozcienczen (liczba rozcienczen = s)
Number of tubes (plants) with nodules (+) Dilution steps (s)
_ _ (s=8) (s=6) (s=4)
n=4 n=2 10— 10 10— 10° 10— 10*
32 16 >7 x 10°
31 >7 x 10°
30 15 6,9 x 10°
29 3,4 % 10°
28 14 1,8 x 10°
27 1,0 x 10°
26 13 5,9 x 10°
25 3,1 x10°
24 12 1,7 % 10° >7 x 10
23 1,0 x 10° >7 x 10
22 11 5,8 x 10* 6,9 x 10*
21 3,1 x 10* 3.4 x10*
20 10 1,7 x 10* 1,8 x 10*
19 1,0 x 10* 1,0 x 10*
18 9 5,8 x 103 5,9 x 10*
17 3,1 x103 3,1 x103
16 8 1,7 x 103 1,7 x 103 >700
15 1,0 x 103 1,0 x 103 >700
14 7 580 580 690
13 310 310 340
12 6 170 170 180
11 100 100 100
10 5 58 58 59
9 31 31 31
8 4 17 17 17
7 10 10 10
6 3 5,8 5,8 5,8
5 3,1 3,1 3,1
4 2 1,7 1,7 1,7
3 1,0 1,0 1,0
2 1 0,6 0,6 0,6
1 <0,6 <0,6 <0,6
0 0

# Wspotezynniki 95% przedziatu ufnosci; Factors for 95% fiducial limits (: ,x): = 6,6 (n = 2),

Zrodto: Vincent (1970), zmodyfikowane; Source: Vincent (1970), modified.

=3.8(n=4)
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rozcienczenia gleby (pierwsze rozcienczenie zawiera 1 g
gleby w 10 ml zawiesiny):

Rozcienczenia gleby: | 10' | 10 | 10° | 10* | 10° | 10°

Przyktadowy wynik biotestu z 4 probowkami z siew-
kami zaszczepionymi 1 ml kazdego rozcienczenia gleby,
ktora byla juz na poczatku badania rozcieniczona 100x:

Liczba probowek
z brodawkujacymi 3 3 2 1 0 0
siewkami (+):

W metodzie tej nie sumujemy pozytywnych wynikow,
czyli proboéwek z brodawkujacymi siewkami, lecz taki
wlasnie wzor jak powyzej, czyli 332100, odnajdujemy
w tabeli 5 i odczytujemy prawdopodobna liczebnos¢ bak-
terii. Powyzszemu wzorowi odpowiada 1470 komorek
bakterii brodawkowych w 1 ml pierwszego rozcienczenia,
czyli aby obliczy¢ liczebnos¢ ryzobidéw w 1 gramie bada-
nej gleby nalezy 1470 pomnozy¢ przez 10, czyli 1470 x 10
= 14700 lub 14,7 x 10° komorek g' gleby.

Jezeli potrzebowalibysmy doktadniejszego oszaco-
wania liczebnosci bakterii symbiotycznych w glebie lub
w innym materiale, np. w preparacie szczepionkowym do
zaprawiania nasion, mozna przeprowadzi¢ podobny bio-
test NPL, ale z szeregiem 5-krotnych rozcienczen gleby.
W przypadku gdy spodziewamy si¢, ze badany materiat
moze zawiera¢ duzo bakterii brodawkowych, nalezy go
wstepnie rozcienczy¢, np. 100-krotnie (10?) i od tego roz-
cienczenia nalezy wykonac sze$¢ dalszych 5-krotnych roz-
cienczen (Vincent, 1970). Biotest ten mozna przygotowaé
w ten sposob, ze ze 100-krotnego rozcienczenia pobieramy
1 ml i dodajemy do 4 ml jatlowej wody, doktadnie mie-
szamy i zawiesing tg zaszczepiamy po 1 ml 4 probowki
z siewkami. Zmieniamy pipete i do pozostatego 1 ml za-
wiesiny dodajemy 4 ml jatowej wody, mieszamy i inoku-
lujemy kolejne 4 probéwki. Tak samo postepujemy az do
ostatniego rozcienczenia (1:15625).

Rozcienczenia
gleby:

Liczba pro-
bowek z bro-
dawkujacymi
siewkami (+):

1:5] 1:25 | 1:125 | 1:625 | 1:3125 | 1:15625

W tabeli 6 powyzszy wzor, czyli 442100, odpowiada
108 komorkom ryzobiow w 1 ml pierwszego, 100-krotne-
go rozcienczenia gleby. Warto$¢ ta pomnozona przez 100
(pierwsze rozcieniczenie) daje 10,8 x 10 g'! komoérek bak-
terii brodawkowych w badanej glebie.

Biotesty z wykorzystaniem innych pojemnikow
niz probowki

Jak juz wspomniano, biotesty z siewkami roslin bobo-
watych, w oparciu o ktore oszacowywana jest liczebno$é
bakterii symbiotycznych tych roslin w glebie (i innych
materiatach), nalezy przeprowadza¢ w warunkach asep-
tycznych i w przypadku roélin drobnonasiennych, takich
jak koniczyna, lucerna czy seradela, biotesty probowkowe
sa najlepszym rozwiagzaniem. Jednak wykonanie biote-
stow probowkowych z roslinami straczkowymi grubona-
siennymi, czyli charakteryzujacymi si¢ duzymi nasionami
i odpowiednio duzymi siewkami, jest znacznie trudniej-
sze, gtownie ze wzgledu na fakt, ze siewki tych roslin Zle
rozwijaja si¢ w probowkach, nawet o odpowiednio duzych
rozmiarach. Z tego wzgledu na potrzeby takich biotestow
poszukiwano innych sposobow utrzymywania korzeni
siewek roslin bobowatych w jatowych podlozach i w wa-

Tabela 5. Wzory biotestu (liczba probéwek z brodawkujacymi siewkami w kolejnych rozcienczeniach) i odpowiadajaca im prawdopo-
dobna liczebnos¢ (NPL)* ryzobiow w 1 ml 10-krotnego rozcienczenia gleby, dla testu z 6 wzrastajacymi 10-krotnymi rozciencze-

niami gleby i 3 siewkami/probowkami w kazdym z rozcienczen

Table 5. Biotest patterns (number of tubes with nodulating seedlings in successive dilutions) and respective most probable number
(MPN)* of rhizobia in 1 ml of the first 10-fold soil dilution, for biotest with seedlings inoculated with 1 ml of successive 10-fold
dilutions of the examined soil with 3 seedlings/tubes in each of six dilutions.

Wzor biotestu Prawdopodobna liczebnos¢ Wzor biotestu Prawdopodobna liczebnos¢
Biotest pattern Probable number Biotest pattern Probable number
100000 4 332100 1470
200000 9 333100 4240
300000 23 333200 9190
333300 23000
210000 15
310000 42 333210 14700
320000 92 333310 42700
330000 230 333320 93300
333330 240000
321000 147
331000 424 333321 149000
332000 918 333331 462000
333000 2300 333332 1099000

# Wspotczynnik 95% przedziatu ufho$ci; Factor for 95% fiducial limits (: ,X) = 3,5

Zrodto: Vincent (1970), zmodyfikowane; Source: Vincent (1970), modified.
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Tabela 6. Wzory biotestu (liczba probowek z brodawkujacymi siewkami w kolejnych rozcienczeniach) i odpowiadajaca im prawdo-
podobna liczebno$¢ (NPL)* bakterii w 1 ml pierwszego rozcienczenia gleby™, dla testu z szeScioma 5-krotnymi rozciefnczeniami

gleby i 4 siewkami/probowkami w kazdym z rozcienczen

Table 6. Biotest patterns (number of tubes with nodulating seedlings in successive dilutions) and respective most probable number
(MPN)" of bacteria in 1 ml of the first soil dilution™, for biotest with successive 5-fold dilutions of soil and with 4 seedlings/tubes

in each dilution.

Wzor biotestu Prawdop od?Pna Wzbr biotestu Pra\ydop od?Pna Wzor biotestu Pra\ydop od(r)l':)na
Biotest pattern liczebnos¢ Biotest pattern liczebnos¢ Biotest pattern liczebnos¢
Probable number Probable number Probable number
100000 1,1 403000 18,1 444020 350
200000 2,6 413000 25,2 444120 490
300000 4,6 423000 36,4 444220 710
400000 8,0 433000 56,5 444320 1090
010000 1,0 441000 57 444030 450
110000 2,3 442000 81 444130 630
210000 4,0 443000 121 444230 910
310000 6,5 444000 202 444330 1410
020000 2,1 440100 54 444410 1430
120000 3,5 441100 75 444420 2030
220000 5,5 442100 108 444430 3020
320000 8,7 443100 164 444440 5050
030000 3,0 440200 71 444401 1350
130000 4,9 441200 98 444411 1880
230000 7,2 442200 141 444421 2690
330000 11,3 443200 218 444431 4100
410000 11,4 440300 91 444402 1770
420000 16,2 441300 126 444412 2450
430000 24,2 442300 182 444422 3530
440000 40,4 443300 282 444432 5440
401000 10,8 444100 290 444403 2260
411000 15,1 444200 410 444413 3140
421000 21,5 444300 600 444423 4550
431000 32,8 444400 1010 444433 7060
402000 14,1 444010 270 444441 7100
412000 19,6 444110 380 444442 10100
422000 28,3 444210 540 444443 15100
432000 43,6 444310 820 444444 25200

* Wspbtezynnik 95% przedziatu ufno$ci; Factor for 95% fiducial limits (: ,x) = 2,6
# Tub w 1 ml rozcienczenia, od ktorego rozpoczgto wykonywanie 5-krotnych rozcieficzen; or in 1 ml of the dilution from which 5-fold dilutions were made.

Zrédto: Vincent (1970), zmodyfikowane; Source: Vincent (1970), modified

runkach ograniczajacych do minimum mozliwo$¢ wza-
jemnego zakazania si¢ siewek. W niektorych krajach, np.
w USA, dostepne sg w handlu specjalne torebki (growth
pouches, Mega International) wykorzystywane gtownie
do obserwacji kietkowania nasion i wzrostu korzeni sie-
wek. Torebki te majg zwykle wymiary 16 x 20 cm 1 sg
wykonane z przezroczystej folii poliestrowej wytrzymu-
jacej autoklawowanie w 121°C przez 15 min. Wewnatrz
zawierajg one sztywng bibule, ktora w gornej czgsci ufor-
mowana jest ksztalcie kotnierza z otworkami, przez ktore
przechodza korzonki kietkujacych nasion. Na dno wlewa-
na jest odpowiednia ilo$¢ wody lub pozywki dla roslin,
a bibula dziata jak knot, zapewniajac odpowiednig wilgot-

nos$¢ dla korzeni. Badania wykazaty, ze omawiane torebki
moga by¢ z powodzeniem wykorzystywane w biotestach
z siewkami roslin bobowatych stuzacych do oznaczania li-
czebnosci bakterii symbiotycznych, a zwlaszcza straczko-
wych grubonasiennych, takich jak soja czy groch (Soma-
segaran i Hoben, 1994). Torebki te nie sg zanieczyszczone
bakteriami brodawkowymi, a wigc mozna ich uzywac bez
dodatkowego wyjatawiania. Na dno torebek wlewa si¢ po
okoto 30 ml jatlowej pozywki bezazotowej, a do kotnierza
bibuly wyktada sterylne nasiona lub kilkudniowe siewki.
Po zaszczepieniu siewek zawiesing badanej gleby zestawy
torebek umieszcza si¢ w specjalnych stelazach i przenosi
do fitotronu Iub innej komory wzrostowej dla roslin. Pomi-
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mo ze w tej metodzie siewki nie rosng w warunkach pet-
nej jatowosci, badania wykazaty, ze uzyskiwane wyniki sg
w pelni wiarygodne (Woomer i in., 1990).

Podobng technike zastosowali Martyniuk i in. (2000,
2005) w badaniach nad wystepowaniem i liczebnoscia
bakterii symbiotycznych w glebach Polski. Na potrzeby
tych badan opracowano biotesty, w ktorych siewki roslin
bobowatych rosty w torebkach wykonanych z przezroczy-
stej folii polipropylenowej (Martyniuk i in., 2000). Dostep-
ne w handlu torebki z tej folii dzielono przy uzyciu zgrze-
warki na mniejsze cele, ktorych wielko$¢ uzalezniona byta
od rosliny testowej. W przypadku ro$lin, ktorych siewki
sa mate (koniczyna, lucerna, seradela), stosowano torebki
o szerokosci 2,5 cm 1 wysokosci 15 cm, a w przypadku
roslin straczkowych grubonasiennych siewki tych roslin
rosty w torebkach o wymiarach 5 x 20 cm. Mniejsze toreb-
ki napetniano okoto 30 g, a wicksze 180 g suchego piasku
i $cianki torebek perforowano za pomocg igly prepara-
cyjnej. Z wzgledu na to, ze w badaniach tych stosowano
4 powtorzenia dla kazdego rozcienczenia gleby, przy-
gotowywano zestawy po 4 torebki (fot. 3). Zestawy te
wktadano po 4 do zlewek szklanych i wyjalawiano je w
autoklawie przez 30 min. w temperaturze 121°C (1 atm)
1 po ostygnigciu piasek w torebkach uwilgatniano jato-

wa, bezazotowa pozywka (sktad podany w punkcie ,,bio-
test w probowkach”) dla roslin (okoto 5 ml do matych
i 30 ml do duzych torebek). Do tak przygotowanych to-
rebek mozna wysadza¢ wyjalowione nasiona lub siewki,
najlepiej po 2, przestrzegajac zasad jalowosci, i zaszczepic
je 1 ml zawiesiny badanej gleby. Na potrzeby niniejszych
badan wykonano z rur PCV zestawy specjalnych wazoni-
kéw (fot. 4), do ktorych przenoszono torebki z siewkami
po ich zaszczepieniu rozcienczeniami gleb. Wazoniki te
chronity korzenie siewek przed $wiattem i utatwiaty pod-
lewanie jatowa pozywka wprowadzang na dno wazonikow.
Wazonikéw takich mozna uzywaé wielokrotnie po ich wy-
sterylizowaniu w 75% alkoholu etylowym lub innym $rod-
ku dezynfekujacym.

Wiekszo$¢ korzeni siewek ro$nie wzdhuiz $cianek to-
rebek i brodawki korzeniowe sg wyraznie widoczne, ale
w przypadkach watpliwych mozna tatwo przecia¢ toreb-
ke wzdluz, otrzasnaé piasek i przeprowadzi¢ obserwacje,
czyli stwierdzi¢ obecnos¢ lub brak brodawek na korze-
niach siewek testowych. Pozostate zasady postgpowania,
w tym obliczanie wynikow, sa takie same jak w przypadku
biotestow probéwkowych.

Podobnie jak w przypadku biotestow z wykorzystaniem
»growth pouches”, takze w torebkach z piaskiem siewki

fot. S. Martyniuk

Fotografia 3. Torebki z piaskiem i siewkami lucerny (Madicago sativa L.) zaszczepionymi wzrastajacymi rozcienczeniami gleby

(S1-S6)

Photography 3. Sand pouches with alfalfa (Madicago sativa L.) seedlings inoculated with increasing soil dilutions (S1-S6).
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fot. S. Martyniuk

Fotografia 4. Biotest z siewkami koniczyny (7rifolium pratense L.). W pierwszym szeregu siewki zaszczepione rozcienczeniami gleby
bez symbiontow tej rosliny, a w kolejnych szeregach glebami z mata, Srednig i duza liczebnoscig ryzobiow koniczyny

Photography 4. Biotest with seedlings of red clover (Trifolium pratense L). In the first row seedling inoculated with dilutions of soil
without symbionts of this plant and in upper rows inoculated with soils containing low, medium and numbers of clover rhizobia.

ro$lin testowych nie rosng w warunkach petnej sterylnosci,
jednak opisane powyzej zasady w zadawalajacym stopniu
te warunki zapewniajg. Wyraznie widoczna na zdj¢ciach
roéznica w wygladzie siewek zaszczepionych zawiesinami
gleb zawierajacych ryzobia i zawiesinami bez tych bakterii
wskazuje, ze nie nastgpuje wzajemne zakazanie si¢ siewek,
a uzyskiwane wyniki sg wiarygodne (fot. 3 i 4).
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Stefan Martyniuk

BIOLOGICAL FIXATION OF N,, SYMBIOTIC BACTERIA
OF LEGUMES IN POLISH SOILS AND ESTIMATION
OF THEIR NUMBERS

Summary

Yields of legumionous plants, as well as other arable crops,
depend on numerous environmental, agro-technical and biolo-
gical factors. In the case of legumes colonization of soils with
a specific group of symbiotic bacteria which fix atmospheric ni-
trogen is also an important factor influencing the development
and yields of these crops. Results of our survey have shown that
symbiotic bacteria (rhizobia) of clover, faba bean and pea com-
monly occur in soils of Poland, even in soil not planted to these
crops for a long time. These bacteria have not been detected only
in about 5% of soils (out of 80 examined) and these were light and
strongly acidic (pH, ., < 4.5) soils. Symbiotic bacteria of lupine
and field bean were not found in about 25% of the studied Po-
lish soils. Symbionts of lupine were most numerous in light- and
medium-textured soils with slightly acidic pH. In the majority of
Polish soils symbiotic bacteria of alfalfa and soybean were not
detected or their numbers were low, except those soil on which
these plants were cropped recently.

Due to the lack of selective media to count root nodule bac-
teria in soils and other materials (inoculants) populations of these
bacteria are usually assessed by indirect methods based on bio-
tests with legume seedling inoculated with increasing dilutions
of a studied soil. In this article different biotests and methods of
estimation of rhizobial numbers are described.

Keywords: biological N, fixation, legumes, rhizobia, number,
soil, estimation
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