N. BALICKA '
Wyzsza Szkola Roln., Wroclaw

Wyniki badan wlasnych nad rhizosferag
roslin uprawnych

Coraz wieksza popularyzacja siewdéw mieszanych w naszych gospo-
darstwach rolnych, a w zwiazku z tym dostosowanie systemu Wiliamsa
do naszych warunkow klimatyeznych, wywolalo koniecznos$¢ typowania
nowych roslin jako komponentéw mieszanek strukturotwoérezych. Efek-
tywnos¢ strukturotworeza tych roslin jest uzalezniona od mozliwosei uzys-
kania wysokiego plonu, a wiec odpowiednich warunkéw klimatyczno-gle-
bowych oraz wzajemnego ustosunkowania sie roslin do siebie.

Literatura podaje, ze oddzialywanie roslin na siebie jest niejednako-
we. Jedne gatunki roslin moga wplywaé na siebie antagonistycznie, inne
we wspolnym siewie rozwijaja sie lepiej albo tez specjalnie na to nie
reaguja.

Przyczyny tego zjawiska poszukuje sie obecnie miedzy innymi w sto-
sunkach mikrobiologicznych rhizosfery roslin, gdzie mikroflora wlasciwa
kazdemu gatunkowi roSliny, jezeli nie decyduje, to w kazdym razie wy-
wiera wielki wplyw na wzajemne ustosunkowanie sie roslin do sieb'e.
Tlumaczy sie to miedzy innymi produkowaniem przez rosliny i drobno-
ustroje roznych substancji antybiotycznych, ktore dzialajg regulujgco na
zespoly drobnoustrojéw w rhizosferze roSlin.

Dobieranie wiee do mieszanek roslin wplywajacych na siebie ujemnie
mijaloby sie z celem ich uprawy. Najwlasciwsze byloby stosowanie roslin
dodatnio na siebie odzialywajacych. Jezeli zgodzimy sie, ze odbywa sie to
przy wspéludziale mikroflory ich rhizosfery, to stluszne jest skierowanie
prac badawczych na to zagadnienie.

Dla zapoczatkowania badan wytypowano mieszanke koniczyny czer-
wonej z tymotksa, jako najbardziej standardowsg mieszanke w plodozmia-
nie systemu Wiliamsa. W zalozeniu bylo porownanie mikroflory w rhizo-
sferze ro§lin oraz w glebie, w wigkszej odleglosci od korzeni. Nastepnie
zbadanie rhizosfery ros$lin w warunkach siewu czystego i mieszanego dla
stwierdzenia czy siew mieszany wywart wplyw na mikroflore roslin.

W pracy zastosowano metodyke Afanasjewej, wedlug ktérej wyko-
pane ro§liny z mozliwie nie uszkodzonym systemem korzeniowym otrzasa-
no tak, aby pozostaly na korzeniach tylko drobne grudki gleby, ktore wy-
trzagsano w wodzie sterylnej. W ten sposéb w uzyskanej zawiesinie powin-
no sie uchwyci¢ mikroflore korzeniowa i przykorzeniowg (wg definicji
Krasilnikowa). Rownolegle pobierano probki gleby z miedzyrzedzi z dwu
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poziomow : 5—10 cm i 15—20 cm. Gleba z rhizosfery i miedzyrzedzi, w od-
powiednim rozcienczeniu, szezepiono pozywki agarowe o réznym skladzie.
Ilo§¢ drobnoustrojow okreslono w stosunku do 1 g suchej masy gleby.

Analize iloSci drobnoustrojéw w glebie i w rhizosferze przeprowadzo-
no dwukrotnie: wezesna wiosna (28.1V.51) oraz w okresie kwitnienia ty-
motki (14.VI1.51).

Woynikiq

1. Na wiosne w rhizosferze roslin mlodych ilos¢ drobnoustrojow byta
wieksza anizeli w okresie kwitnienia traw (latem wilgotnosé gleby byla
bardzo niska).

2. Ogo6lna ilo&¢ drobnoustrojéw w rhizosferze roslin byla wieksza niz
w probkach pobranych z miedzyrzedzi.

3. W rhizosferze tymotki rosngcej w siewie czystym stwierdzono
mniejsza ilo§¢ drobnoustrojow niz w rhizosferze koniczyny rosnacej w
siewie czystym.

4. Mieszanka koniczyny z tymotka spowodowala zwiekszenie liczby
bakterii w rhizosferze obu ro§lin oraz w miedzyrzedziach.

5. Ilo§é tlenowych asymilatoréw wolnego azotu wzrosta pod mieszan-
kami w poréwnaniu z siewem czystym.

6. Stwierdzono réznice w skladzie jakosciowym mikroflory rhizo-
sfery i gleby w miedzyrzedziach oraz w skladzie jakoSciowym mikroflory
rhizosfery koniczyny i tymotki.

W rhizosferze przewazaly formy nie przetrwalnikujace, zas w glebie
pobranej z miedzyrzedzi bylo wiecej form przetrwalnikujacych.

Otrzymane wyniki sa zadowalajace, tzn. ze sg3 zgodne ze spostrzeze-
niami praktyki nad dobrym rozwojem koniczyny czerwonej I tymotki w
siewie mieszanym. Widocznie jest on korzystny dla roélin i dia ich drobno-
ustrojéw. Pod wplywem siewu mieszanego wzrasta ilos¢ drobnoustrojéw-
tlenowych w rhizosferze obydwu ro$lin w poréwnaniu z ich sieyvem czy-
stym. Zwiekszenie ilo§ci drobnoustrojow w warunkach siewu mieszanego:
obserwuje sie nie tylko przy korzeniach roslin, ale tez w glebie nie bfgd@-
cej w bezposredniej styczno$ci z nimi, mianowicie w miedzyrzedziach.
Swiadezyloby to o tym, ze siew mieszany tych dwoch ro$lin wplywa do-
datnio na ich rozwéj oraz zwieksza aktywnosé mikrobiologiczng gleby. '

Zauwazono pewne réznice w skladzie zespotow drobnoustrojéw w rhi--
zosferze roélin i w miedzyrzedziach. W rhizosferze pr‘zewazlal.y formy nie
przetrwalnikujace, zag w glebie pobranej z wigkszej odlegtosci od korzenia
bylo wiecej laseczek przetrwalnikujacych (dokladne wyniki w nr 1/52
Acta Microb.). ’ R

Poniewaz podany sposéb pobierania roslin i gleby do badan byt dosyc
trudny i nasuwal obawy czy rzeczywiscie analizowana gleba pochodz:
z rhizosfery roslin, wobec tego dla sprawdzenia wynikow nalez’a%o lp.odeJ'sc
do zagadnienia jeszcze z innej strony, mianowicie — nie bade}c Juz‘}stme-—
jacego stanu, tj. rhizosfery dookota rosngcych roslin, ale sprobowac prze-
§ledzi¢ od samego poczatku rozwoju rosliny, w jaki sposéb drobnoustroje:
rozwijajg sie i rozmieszezaja w rhizosferze. Dlatego zaczeto od. nasion,,
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znowu tejze koniczyny czerwonej i tymotki, bowiem nasienie jest zywym
organizmem, jest zaczgtkiem roS§liny bedgcym w stanie spoczynku. Na
powierzchni nasion, jak na kazdym przedmiocie zywym i martwym, znaj-
duje sie szereg drobnoustrojow. Zachodzi tylko pytanie, czy samo nasie-
nie wplywa w jakis sposob na ich ilo$é i jako$§é, czy tez nie.

W poszukiwaniu odpowiedzi zastosowano nastepujacg metodyke. Na-
siona wymienionych ro$lin w iloSci 1 g wytrzgsano w 100 cm3 wody ste-
rylnej i tg zawiesing szczepiono pozywki agarowe o réznych Zroé-
dlach azotu i wegla. W wyniku otrzymano wzrost wylgeznie bakteryjny,
utworzony przez paleczki gramujemne. Z powierzchni nasion koniczyny
czerwonej uzyskano kilka lub kilkadziesigt razy wiekszg ilo§¢ ogélng
drobnoustrojéw niz z powierzchni tymotki (Acta Microb. nr 1/52). Na
koniczynie byly przewaznie dwa gatunki pateczek. Jedne — tworzgce ko-
lonie niebieskawe, lekko fluoryzujgce (prawdopodobnie Ps. fluorescens)
oraz drugie — metne, o niewyraZnie zarysowanym brzegu i gesciejszym,
zotawym Srodku. Na tymotce, poza ogoélnie mniej liczebng mikroflors
wystapila wieksza rozmaito§é form bakteryjnych, przewaznie réznych pa-
Yeczek, ziarniakéw, czasem laseczek.

Mozna przypuscié, ze ta mikroflora, ktora wystepuje na powierzchni
nasion pochodzi z zekazenia przypadkowego. Zatézmy, ze tak jest, ale w ta-
kim razie dlaczego przypadkowe zakazenie na koniczynie jest inne niz przy-
padkowe zakazenie na tymotce, jezeli przechowuje sie je w jednakowych
warunkach? Oprécz tego, gdyby to bylo zakazenie przypadkowe z powie-
trza, to takie samo powinno by¢ na powierzchni kazdego przedmiotu lezg-
cego obok nasion. Razem z nasionami, w tej samej szafie lezaly szklane
kulki sluzgce do tarowania. Wytrzgsano je w wodzie, tak jak nasiona i za-
wiesing tg szezepiono rézne pozywki. Uzyskano wtedy wzrost w znacznie
mniejszej iloSci, ale wazniejsze, ze zupelnie inny, taki jaki sie trafial
na nasionach tylko sporadycznie jako pojedyncze kolonie; byly to ziarnia-
ki i laseczki (formy przetrwalnikowe).

Wallace i Loschhead, badajgec mikroflore nasion, doszli do wniosku,
7ze kazdy gatunek nasion ma sobie wlasciwg mikroflore. Dla koniczyny
czerwonej za typ dominujacy i wspélzyjacy z nasionami uznali krétka
gramujemng paleczke, dla tymotki i owsa — §rednia gramujemng paleczke.

Badania te pozwalaja przypuszczaé, ze nasiona, podobnie jak korze-
nie, maja wlaSciwg sobie mikroflore, dzieki selekcjonujacym wplywom
samego nasienia. Krasilnikow, badajac dzialanie antybiotykéw wydziela-
nych przez rézne drobnoustroje na roSliny, stwierdzil, ze niektére z tych
antybiotykow maja zdolno§é przenikania przez system korzéniowy i na-
stepnie rozprzestrzeniania sie po calej roslinie, gromadzac si¢ nawet W
pewnych jej czeSciach, np. w liSeiach czy lodygach nie naruszajge ich nor-
malnego zycia. Zresztg niekoniecznie antybiotyki hamujgce wzrost drobno-
ustrojow maja hamowaé wzrost tkanek roslinnych, przeciwnie, przypu-
szczam, ze moze sie nawet zdarzyé, ze beda aktywatorami wzrostu.

Krasilnikow wykonal do$§wiadczenia nad przenikaniem antybiotykow
do rosliny. Hodowal on roSliny na podiozu z dodatkiem antybiotykow w
réznych rozcieficzeniach: penicyliny, streptomycyny i mycetyny. Na pod-
atawie uzyskanych wynikow stwierdzono, ze niektére antybiotyki nie roz-
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chodzily si¢ po roflinie, jak np. mycetyna, ktéra nie ulegla przemieszczeniu
poza korzenie. Inne antybiotyki, jak penicylina i streptomycyna docieratly
do liSci i tam sie gromadzily. Ro§liny w starszym wieku nie byly badane.
Dlaczego wigc nie mozna przypuscié, ze te substancje w miare rozwoju
roslin przesuwajg sie dalej i docierajg do kwiatu i nasienia?

Gdyby tak bylo faktycznie, to nasienie majac w sobie antybiotyki,
mogloby juz w poczatkowym okresie korzystaé¢ z nich przy regulowaniu
swojego bakteryjnego otcczenia. Mozliwe, ze antybiotyvki po przejsciu
przez rosling ulegaja pewnym zmianom, tym niemniej przypuszczenie, ze
drobnoustroje same dostarczaja roslinie materialu do walki z nimi, nie-
koniecznie musi by¢ bledne, aczkolwiek brzmi nieco paradoksalnie.

.
gt

Rys. 1. Napecczniate nasienie koniczyny
czerwonej na agarze. Dookota strefa
wzrostu bakterii. Pow. 30x

Wyzej wymienieni autorzy pracy nad mikroflora nasion Wyguvyaja
koncepcje, ze zespoly drobnoustrojéw w rhizosferze 1_'0311n powstaJ.@ jako
wypadkowa z mikroflory gleby i nasion dostajacych sie tam. Z powierzch-
ni nasion drobnoustroje przechodza na korzen, stamtad do rh.lgosfery icze-
sciowo dalej do gleby; z gleby za§ pewne grupy drobnoustrpmw przer.mka-
ja do rhizosfery rosliny i tak ksztaltuje sie typowa dla rhlzosfe.:ry mikro-
flora. Wzmianki o przenikaniu bakterii z Warstw przykoarzen_loyvych do
gleby i przeciwnie spotyka sie réwniez i w literaturze 1'gd21e_ck1e3.

Aby w dalszym ciggu obserwowac jak zaghowuje sie ’mlkroflora na-
sienna w procesie kielkowania, ukladano nasiona na .szklelkach podsta-
wowych, oblanych pozywka agarowa z dodatklem wyciagu quzemowggo
tej roSliny, ktorej nasiona badano, oraz w drugim powtorzeniu z wycig-
giem glebowym.
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Szkielka te ukladano w naczyniu przykrytym plytka szklang na wil-
gotnej bibule (wszystko sterylne). Trzymano w termostacie w t = 28°.
Stwierdzono, Ze po 24 godz. dookola nasienia powstaje otoczka, ktéra jest
utworzona przez bakterie i stanowi jakby duza zlozong kolonie, reszta
za$ agaru pozostaje czysta.

Przy poréwnaniu ksztaltu tej otoczki dookola nasienia tymotki i koni-
czyny w wiekszoSci przypadkéw zauwazono, co nastepuje: Dookola nasie-
nia koniczyny otoczka ma zarys réwny i utworzona jest prawie wylacz-
nie z grubych, krétkich i bardzo ruchliwych paleczek (podobnych do spo-
tykanych w zmywach z nasion koniczyny). Nie sg one rozmieszczone réw-
nomiernie w calej otoczce — najwigksze zageszczenie bakterii jest nie
przy samym nasieniu, ale w odleglo$ci ok. 20—30 mikronéw, przy brzegu
otoczki ilos¢ ich zmniejsza sig, sa tez mniej ruchliwe lub catkiem nierucho-
me (rys. 1). Dookola nasienia tymotki otoczka byla przewaznie zarysowa-
na inaczej niz u koniczyny, miala brzeg z wypustkami przypominajacymi
kolonie, jakie tworzyly sie ze zmywéw nasienia tymotki (rys. 2); utwo-
rzona byla z grubych, krétkich paleczek jak na koniezynie, tylko mato ruch-
liwych lub catkiem nieruchomych. Oprécz nich spotykato sie sporo innych
pateczek nieruchomych i nieco ziarniakéw. Z chwilg wyro$niecia korzonka
obserwowano, ze otoczka bakteryjna przesuwa sie i tworzy sie wzdiuz
calej jego dlugosci i jest podobna do otoczki wystepujacej dookola nasie-
nia (rys. 3). U koniczyny otoczka ma brzeg réwny i sklada sie z grubych,
krotkich pateczek i drobniejszych cieniszych paleczek. W 10 przypadkach
na 100 badan paleczki te byly nieruchome, w 12 — ruchome, a w 78 —
otoczka byla utworzona z dwu warstw: przy korzeniu warstewka grubo-
Sci ok. 30 mikronéw — warstwa bardzo ruchliwych, drobnych paleczek
i z brzegu — warstewka nieruchomych, drobnych paleczek.

U tymotki — zarys otoczki przewaznie nieréwny, z wypustkami.
Otoczka sklada sie z réznych palteczek: w 49 przypadkach — nierucho-
mych, w 44% — z ruchomymi; w 7% — otoczka dwuwarstwowa tak jak
u koniczyny. U tymotki obserwuje sie nieco wieksza rozmaito§é form bak-
teryjnych, oprocz paleczek spotykanych réwniez przy koniczynie sg pa-
teczki diluzsze oraz ziarniaki. Poza tym w 67% przypadkéw stwierdzono

na powierzchni korzeni mnéstwo zyjacych pierwotniakéw (Paramaecium
caudatum).

Nastepnym etapem pracy byla préba przejsScia z warunkéw sztucz-
nych, czysto laboratoryjnych do bardziej bliskich warunkom terenowym,
bo do wazonowych. Do tego uzyto szklanych plaskich wazonéw Niklew-
skiego i zastosowano metodyke zaproponowans przez prof. Swietochow-
skiego, polegajaca na tym, ze nasiona sadzito sie tuz przy szklanej §ciance,
dzigki czemu system korzeniowy rosngcej rosliny lezal z jednej strony na
glebie, a wiec na podlozu naturalnym, a z drugiej przylegal do szkla. Za-
leta tej metody jest mozno§é stalej obserwacji rozwoju korzeni, latwosé
dostepu i badanie w kazdym okresie rozwojowym bez niszczenia samego
obiektu. Jest to mozliwe dzigki wstawianym ruchomym §ciankom, ktére -
mozna w kazdej chwili wyjaé.

Nasiona koniczyny sadzono w tych wazonach i po kilku dniach, kiedy
specznialy i zaczely kielkowaé, zdejmowano $cianke szklang i nastepnie
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maly lopatka szklang o pow. ok. 1 mm? pobierano niewielkie prébki gleby

(ok. 10—20 mg) z nastepujacych miejsc: 1) przy powierzchni nasion,

2) z odleglosci 0,5 cm od powierzchni, 3) z odleglosei kilku lub kilkunastu

cm od powierzchni, tam gdzie przypuszczalnie nie siegajg wplywy roslin.

Glebg t3, po wytrzaSnigciu z wodg sterylna, szczepiono pozywki agarcwe

o roznym skladzie (uniwersalna, MPA, z brzeczkg dla Rhizobium, dla de-
 nitryfikatorow).

Rys. 3. Korzen kielkujacej tymotki.

Wokot korzenia strefa wzrostu bak-

terii na agarze z wyciqgiem korze-
niowym. Pow. 94x

Rys. 2, Napeczniate nasienic ty-
motki na agarze. Dookota strefa
wzrostu bakterii. Pow. 3,5x

To samo do§wiadczenie przeprowadzono na roslinach starszych o kil-
ka dni, a wiec w stadium, kiedy wytworzyty sie korzonki okoto 2—4 cm dlu-
gosel. Glebe do badania pobierano wéweczas nie przy nasieniu, a wzdtuz
korzenia. Poza tym samo nasienie i korzonek, po usunieciu z niego przy-
czepionych grudek ziemi, wrzucano do wody stervinej i uzyskana zawie-
sina szczepiono te same pozywKi.

Uzyskane wyniki uwazane sg za tymczasowe, chociaz nalezy podkre-
§lié, ze na ogél dosyé zgodne. Kilkudniowa roéznica wieku ro$lin, tj. od
okresu pecznienia nasienia do wytworzenia korzonka zarodkowego nie
wprowadzila wiekszych zmian w stosunki mikrobiologiczne ich otocze-
nia. W ponizszym zestawieniu sg podane liczby wyrazajace ilo§¢ mikro-
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|
. l
flory w réznej odleglosei od korzenia, uzyskane przy zastosowaniu po-
zywki z mannitem i asparagina (korzonek koniczyny, o dlugosei okoto
2-—4 cm, kilkudniowy).

Pateczki nie prze-| Laseczki prze-

trwalnik. trwalnik. Razem

KRombinacja

w milion. wl| ¥ 9 0g.|lw milion w 1|¥ 9 0g. |[w milion w1
g suchej ma-| ilo§ti |g suchej ma-| ilo§ti |g suchej ma-| 9%
sy gleby drobn. | sy gleby drobn. | sy gleby |
] ‘ }
Korzonek koniczyny 0,034%) |100,0 — — 0,0341) 100
odl 2—4 cm '
Gleb'a pobrf'nna przy ko- 8, 89,0 1,1 11,0 10,0 100
rzeniu (ze $ladu)
Gleba pobrana w odl. 16,8 96,0 0,7 40 17,5 100
0,5 cm od korzenia
Gle-ba pobrana. spoza 0,06 75.0 0,02 25,0 00,8 100
zasiegu korzenia {

1) Liczba okresla jlo§é drobnoustrojéow na korzonku, a nie w stosunku do jednego
grama suchej masy gleby, jak w innych rubrykach.

Streszczenie

1. Stwierdzono, ze liczebno$¢ mikroflory zmienia si¢ w zaleznogci
od odleglosci od korzenia. ’

Najliczniej wystepuja drobnoustroje tuz przy korzeniu. W miare
oddalania si¢ od korzeni ilo§¢ drobnoustrojéw maleje az do osiagniecia
liczebnoS$ci okoto 100 razy mniejszej.

2. Oprocz iloSci zmienia sie tez stosunek wystepujacych form bak-
teryjnych paleczek i laseczek. Na powierzchni korzenia znajduja sie wy-
lacznie pateczki nie przetrwalnikujace. W glebie w miare oddalania sie
od korzenia wzrasta ilo§é laseczek przetrwalnikujacych.

Nalezy tez zaznaczy¢, ze wzrost bakteryjny uzyskiwany na plytkach
agarowych przez zaszczepienie ich gleba pobrang z powierzchni korze-
nia, jak tez zawiesina otrzymang z oplukania samego korzonka daje
bardzo podobny obraz do tego, jaki byl utworzony przez mikroflore z po-

wierzchni suchych nasion koniczyny — przewaza’ja takie same grupy pa-
teczek nie przetrwalnikujacych.

Na podstawie wszystkich przytoczonych tu fragmentéw badan nad
mikroflorg rhizosfery koniczyny czerwonej i czeSciowo tymotki wysuwa-
ja sie nastepujgce wnioski:

1. Ogodlna liczebno$é mikroflory w rhizosferze tych roélin jest stale
wielokrotnie wieksza niz z samej gleby.

2. Na nasionach suchych koniczyny czerwonej, na nasionach kiel-
kujacych i w warstwie gleby bezposrednio przylegajacej do nasienia lub
miodego korzonka, czy te; w warstwie pozywki sztucznej otaczajacej kiel-
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kujace nasienie stale przewazaja te same grupy bakterii, tak jarby byly
one w jakis sposob zwigzane z nasieniem i powierzechnia miodego korzonka.
W samej glebie obok tych form wystepuje sporo innych, przede wszyst-
kim form przetrwalnikujacych.

Gdyby uzyskane wyniki powtarzaly sie w dalszych badaniach, to mo-
zna by sie bylo zgodzi¢ z sugestiami Wallace‘a i Loschhead‘a o ksztaltowa-
niu si¢ zespoldw drobnoustrojéow w rhizosferze roslin jako wypadkowej
ze specyficznej mikroflory nasienia i mikroflory gleby, naturalnie (do-
dalabym), ze na tle okreSlonych warunkéw siedliskowych.



