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SZCZEPIONKI BAKTERYJNE DLA ROSLIN MOTYLKOWYCH

Z Zakladu Mikrobiologii Rolniczej IUNG w Pulawach

Problem szczepionek bakteryjnych dla roslin motylkowych zaczat inte-
resowa¢ nauke rolniczg z koncem XIX wieku, jako bezposredni wynik
odkrycia zjawiska wspo6lzycia tych roslin z bakteriami asymilujgcymi
wolny azot i uzyskania czystych hodowli tych organizméw (Hellriegel
i Wilfarth, Prazmowski, Beijerinck). Z uwagi na ich od-
rebne wlasciwosci biologiczne oraz na ich znaczenie ekonomiczno-rolnicze
studia nad bakteriami Rhizobium sg wcigz aktualne i podejmujg je liczne
pracownie w réznych krajach. PiSmiennictwo w tej dziedzinie jest bardzo
liczne. Swiadcza o tym obszerne monografie pojawiajace sie w réznych
pdstepach czasu i dazace do krytycznego zestawienia dotychczasowych
osiagnieé¢ i pogladéw (Fred, Baldwin i M. Mc Coy, 1932;J. Zie-
miecka, 1937; Allen i Allen, 1950; Fiodorow, 1952; A. No-
wotny-Mieczynska i J. Golebiowska, 1962 i in. P. tez
Sprawozdanie z Konferencji PTM, 1959). Swiadczy o tym tez ukazujace sie
od 1956 r. wydawnictwo powielane pt. ,,Rhizobium Newsletter”, przezna-
czone na uzytek wewnetrzny setek pracownikéw zajmujacych sig¢ w roz-
nych krajach tg bakterig i jej wspélzyciem z roslinami.

W obecnym naszym artykule staramy si¢ przedstawi¢ wybrane wyniki
badan wykonanych w ciggu biezacego 20-lecia nad bakteryjnym symbion-
tem-Rhizobium, nad jego wspoélzyciem z roslinami i nad szczepieniem nim
réznych uprawnych roslin motylkowych. Nieco szerzej omoéwimy przy
tym badania polskie.

Klasyfikacja Rhizobium
Podziat rodzaju Rhizobium na rézne grupy fizjologiczne, uznawane za
odrebne gatunki oparty jest dotychczas na zdolnosci szczepow tej bakterii
do wnikania i rozmnazania sie w korzeniach okreslonych rodzajéw roslin

motylkowych, w wyniku czego powstaja charakterystyczne narosle-bro-
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dawki korzeniowe. W zalezno$ci od tego w Systematyce -Bakterii
Bergey'a (wydanie z r. 1957) rozréznia si¢ nastgpujgce gatunki Rhi-
zobium:

1. Rh. leguminosarum Frank — wywolujgce powstawanie brodawek
na korzeniach rodzajow Pisum, Lathyrus, Vicia i Lens;

Rh. phaseoli Dangeard — na korzeniach Phaseolus;

Rh. trifolii Dangeard — na korzeniach Trifolium;

Rh. lupini Schroeter — na korzeniach Lupinus i Ornithopus;
Rh. japonicum Kirchner — na korzeniach Soja max.; oraz

6. Rh. meliloti Dangeard — na korzeniach Melilotus, Medicago i Tri-
gomnella.

Nie uwzgledniono w tym wydaniu szczepow (gatunk6éw?) Rhizobium
powodujaeych powstawanie brodawek na korzeniach licznych innych
rodzajow roslin motylkowych, dziko rosngcych lub uprawianych. A znamy
przeciez ponad 10000 gatunkéw nalezgcych do rodziny Leguminosae
i wiemy, ze tylko u niektérych z pomiedzy nich nie stwierdzono mozli-
wosci wspotzycia z Rhizobium.

Ten , klasyczny” podziat Rhizobium na 6 grup jest dotychczas podstawsg
przy wyrobie odrebnych szczepionek dla wymienionych w nim rodzajow
roslin. Podzial ten jest jednak kwestionowany przez réznych wspodlczes-
nych badaczy (M anil, 1963). Dawniejsze kryteria, na ktérych go oparto,
nie sg juz wystarczajagce w $§wietle dzisiejszych badan. Przede wszystkim
zdolno$¢ wnikania do korzeni roslin i powodowania wytwarzania sie¢ na
nich brodawek, a wiec wirulencja (po ang.: ,,infectiveness”) szczepéw Rhi-
zobium nie przesgdza o tym, czy rozpleniajac sie w brodawkach mogg
asymilowa¢ w nich azot atmosferyczny, przerabiajac go na pokarm azoto-
wy dla roslin. Mogg bowiem by¢ pod tym wzgledem aktywne (,,efficient”)
w roznym stopniu, przy czym zdarzajg sie nawet szczepy wrecz pasozyt-
nicze, ktére rozwijajgc sie w roslinie na jej koszt, nie dostarczaja jej wcale
azotu (tzw. szczepy nieaktywne, czyli ,,inefficient strains”).

Na dodatek najnowsze badania Bjalfve’go (1963) wykazaly, ze
szczepy Rhizobium wyodrebnione z nieaktywnych brodawek jednego ro-
dzaju ro$lin (np. z Phaseolus multiflorus) mogg wytwarza¢ aktywne
(uzdolnione do wigzania wolnego azotu) brodawki na niektérych innych
roslinach (np. na Trifolium repens).

Wyboér szczepdéw ,,macierzystych” do produkeji skutecznie dzialajgcych
na ros$liny szczepionek Rhizobium oméwiony bedzie szerzej w dalszym
ciggu naszego artykulu. Od razu jednak podkreslamy, ze stopien ich
-aktywnosci” w symbiozie z ro§ling ma dla tej produkecji kapitalne zna-
czenie. Oznaczenie zdolno$ci symbiotycznej poszczegélnych szczepéw Rhi-
zobium nie jest jednak latwe. Wynika to z faktu, ze bakterie te moga
asymilowaé¢ wolny azot tylko podczas swego wspdlzycia z rosling, natura
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wigc tej ostatniej wplywa réwniez na nasilenie procesu asymilacyjnego
w brodawkach korzeniowych.

W tej dziedzinie prowadzi Nutman od kilkunastu lat wnikliwe bada-
nia nad réznymi gatunkami koniczyny pod wzgledem ich zdolnosci do
nodulacji w obecno$ci réznych szczepéw Rh. trifolii. Okresla tez nasilenie
procesu wigzania wolnego azotu podczas powstajgcego wspélzycia. Okazalo
sig, ze australijskie gatunki koniczyny (np. Trifolium subterraneum lub
Tr. glomeratum) wymagaja do tego innych szczepéw Rh. trifolii niz gatun-
ki uprawiane w Europie, a nawet w obrebie gatunku koniczyny CZerwonej
trafiajg sig¢ jej rody oporne na zawigzywanie symbiozy. Podobne badania
przeprowadza tez cata plejada mikrobiologéw australijskich (Vincent,
1962). Wybér do tych badan koniczyny nie jest przypadkowy, ale wynika
z koniecznosci wszechstronnego zbadania tej ro§liny w krajach, w ktérych
stanowi ona gtéwng podstawe produkecji paszy. W USA Wrébel i Al-
len (1961) stwierdzili rowniez, ze rézne gatunki, a nawet odmiany koni-
czyny wymagajg dla dobrego plonowania odrebnych szczepionek Rh. tri-
folii. Ci ostatni autorzy nie znajduja potrzeby stosowania réznych
szczepéw Rh. meliloti do wywolania skutecznego efektu symbiozy tej
bakterii z ré6znymi odmianami lucerny w USA. Jednakze w obszernej
pracy uczonych radzieckich (Krasilnikow i Metkunowa, 1963)
stwierdzono, ze niektére gatunki lub odmiany lucerny plonujg dobrze
tylko pod wplywem okreslonych szczepéw Rh. meliloti. U nas Gote-
biowska i Sypniewska (1963), zajmujac sie wspdlzyciem tubinéw
i seradeli z Rh. lupini, nie stwierdzily réznic miedzy ré6znymi ich gatun-
kami i odmianami pod wzgledem reagowania na szczepy tej bakterii.

Ci i inni autorzy nie pomijajg naturalnie znaczenia warunkéw klima-
tycznych i natury srodowiska glebowego dla nasilenia wspélzycia roslin
z Rhizobium. Np. Graham (1951) podkresla wplyw klimatu, panujgcego
w roznych strefach geograficznych na réznicowanie sig zdolnoéci symbio-
tycznej szczepéw Rhizobium w obrebie gatunku Rh. trifolii.

Dazgc do zmodernizowania klasyfikacji Rhizobium stosuje sie obok
oznaczania jego zdolno$ci wspdlzycia z réznymi gatunkami roélin, takze
badanie licznych cech fizjologicznych tych bakterii w ich czystych hodo-
wlach. Gostkowska (1963) i inni autorzy zwracajg tez uwage na
wplyw natury stosowanych pozywek hodowlanych na zdolnoéé asymila-
cyjng Rhizobium w symbiozie z rosling. Na podstawie oznaczenia wielu
cech (np. opornoéci na antybiotyki, zdolnosci fermentowania cukréw itd.)
dzieli Smith (1958) rhizobia zaliczane do wyzej wymienionych 6 ,kla-
sycznych” grup jedynie na 3 grupy, mianowicie na: 1) Rh. meliloti, 2) Rh.
trifolii, leguminosarum i phaseoli oraz 3) na roézne inne gatunki tej bakte-
rii, wymagajgce dalszego ich zréznicowania. Podkresla sie zawsze odreb-
nos$¢ bakterii lucerny od innych grup (gatunkéw?) Rhizobium. Natomiast
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wediug Grahama (1958) Rh. meliloti spokrewnione jest z niektérymi
rodzajami bakterii glebowych (Agrobacterium radiobacter, A. tumefa-
ciens), ktoére nie wykazuja zdolnosci wigzania wolnego azotu.

Zatrzymamy sig nieco dluzej nad wspoétczesnymi préobami klasyfikowa-
nia Rhizobium na podstawie budowy antygenowej i pokrewienstw serolo-
gicznych miedzy szczepami tej bakterii oraz nad uzyciem do tego celu
ich wrazliwosci na réine szczepy fagéw. Ciekawe te badania s3 juz
w Polsce dos¢ rozwiniete.

Badania serologiczne

Kleczkowski i Thornton (1944), Vincent i Marshall
(1942—1954), Kleczkowska, Nutman i Bond (1944), Sztern
(1953), Drozanska (1959—1963) i in. starali si¢ odpowiedzie¢ na pyta-
nie, czy istnieja pokrewienstwa antygenowe migdzy réznymi grupami
i szczepami Rhizobium. Najwiecej badan przeprowadzono dotychczas nad
bakteriami koniczyny, grochu i lucerny, oznaczajgc z pomocg réznych
metod serologicznych pokrewienstwa ich antygenéw H i O. Na podstawie
wynikéw aglutynacji krzyzowej podzielili wymienieni autorzy Rhizobium
na grupy: 1) bakterii koniczyny, grochu i wyki i 2) bakterii lucerny,
Vincent i wsp. dodali do tego, 3) grupe bakterii lubinu, soi
i cowpea (Vigna sinensis). Przy tym uzywajgc antygenu 0 podzielita ostat-
nio Drozanska (1963) grupe Rh. lupini na bakterie tubinu i bakterie
seradeli. Stwierdzono jednak na ogél, ze nawet w obrebie jednej grupy
bakterii, ktéra stanowi Rh. trifolii, nie wszystkie szczepy majg jednakowsg
budowe antygenéw. Szczegdlnie réznorodna jest wedlug Drozanskie j
budowa w tej grupie jej antygenu somatycznego. Przy prébach klasyfi-
kacji serologicznej u innych niz wyzej wymienione grupy Rhizobium
otrzymano dotychczas wyniki rozbiezne.

Na ogél badania te powinny by¢ jeszcze znacznie rozszerzone, obejmu-
jac wigkszg niz dotychcezas liczbe szczepéw Rhizobium. Byé moze, iz uda
si¢ wowczas ustali¢, jak dalece pokrewiehstwa serologiczne miedzy roz-
nymi gatunkami tej bakterii lgczg sie z ich zdolnoscig do ,krzyzowego”
(-cross inoculation”) zakazania réznych rodzajéw roslin motylkowych,
a wigc do powodowania ich brodawkowania. Dotychczas tez Vincent
et al. (1951, 1954) nie znalazt u poszczegblnych szczepdéw zaleznosci miedzy
wlasciwosciami serologicznymi i zdolnoscia asymilowania wolnego azotu.

Badacze australijscy (patrz Vincent, 1962) stwierdzajg przy tym,
ze budowa antygenowa jest stalg cechg szczepows. Okreslanie jej moze
wiec mie¢ duze znaczenie podczas badania mutantéw, zwlaszcza takich,
ktore zatracajg zdolnos¢ zakazania roslin (por. badania genetyczne Lor -
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kiewicza et al.). Nadto wedlug M. Read (1933) mozna z pomocg
metod serologicznych odrézniaé szczepy bakterii koniczyny, wprowadzane
w szczepionkach od bytujgcych w glebie szczepdéw rodzimych tej bakterii.

Typowanie szczepdéw Rhizobium z pomocg fagéw

Robione sg tez proby podzielenia szczepéw Rhizobium na grupy (gatun-
ki?) na podstawie litycznego oddzialywania na ich komoérki szczepdéw
fagébw wyodrebnionych z korzeni réznych roslin motylkowych (Laird,
1932; Dorosinskij, 1941; Kleczkowskii Thornton, 1944;
Demolon, 1951; Marshalli Vincent 1954; Kleczkowska,
1957; Roslycky, 1962; w Polsce — Kowalskii Staniewski,
1959—1963).

I tu wyniki cytowanych autoréw okazaly sie rozbiezne. Nalezaloby
jeszcze te badania rozszerzy¢, uzywajgc do nich wiekszej ilosci szczepow
fagéw i Rhizobium. Na uwage zastugujg juz jednak nastepujgce wyniki
badan: 1) wedlug Marshalla i Vincenta (1954), Kleczkow-
skiej (1957) i u nas Staniewskiego i Kowalskiego (1962)
szczepy Rh. trifolii i Rh. leguminosarum (z brodawek grochu i wyki) nale-
zgc do jednej grupy serologicznej, rownoczes$nie nalezg do jednego ,,fago-
typu” czyli podlegaja litycznemu dzialaniu wspélnych dla nich fagow;
2) podzial szczepéw Rhizobium na podstawie ich wspélnej wrazliwosci na
okreslone szczepy fagéw nie pokrywa sie z ich podzialem na podstawie
wywolywania brodawkowania roslin.

Duzo pracy wkladaja w badania nad rhizobiofagami Kowalski,
Staniewski i wsp. Stwierdzajgc tak samo, jak inni autorzy pospo-
lite wystepowanie fagéw pod uprawami roslin motylkowych, wyodrebnili
oni z korzeni 9 rodzajéw roslin motylkowych okolo 100 szczepéw fagdw
wirulentnych. Stosujac je do typowania Rhizobium stwierdzili, ze szczepy
fagéw otrzymane z Rh. trifolli mialy najnizszy zasieg zdolnosci litycznej,
gdyz oddzialywaly w tym kierunku tylko na bakterie koniczyny, grochu
i wyki. Najbardziej poliwalentne byly fagi uzyskane dla bakterii grochu
i wyki. Nie lizowaly one tylko bakterii fasoli. W ogéle Rh. phaseoli od-
znaczalo sie najslabszg wrazliwoscig na fagi, gdyz nawet tylko niektore
fagi wyodrebnione dla tego gatunku bakterii mogly rozpuszcza¢ ich ko-
moérki. Waski zakres wrazliwosci mialy tez bakterie soi i bobiku. Autorzy
ci rozr6znili dotychczas nastepujace 7 ,,fagotypéw” Rhizobium: 1) bakterie
koniczyny, grochu i wyki, 2) grochu, wyki i bobiku, 3) grochu, wyki,
lucerny i tubinu, 4) wyki, seradeli i tubinu, 5) seradeli i soi, 6) soi i grochu,
7) fasoli. Podzial ten wynika z odrebnej wrazliwosci na fagi réznych
szcezepdw Rhizobium w obrebie zbadanych jego grup.



54 J. Marszewska-Ziemigcka, T. Wrobel (6]

Pracujac nadal nad lizotypig Rhizobium zajmujq sie nadto Kowalski
i Staniewski blizszym poznaniem samych fagéw, oznaczajgc ich
pokrewienstwa serologiczne miedzy soba, wrazliwosé ich na rézne czyn-
niki fizyczne i chemiczne i okreslajgc zarazem ich sklonnos$é do mutacji.
Prace ich powinny poméc w rozklasyfikowaniu samych fagéw wg ich
natury. Na razie sprawe przydatnosci fagéw do klasyfikowania rodzaju
Rhizobium skomplikowaly jeszcze wyniki badan Roslycky’e go (1962).
Badacz ten wyodrebnit z bakterii glebowej A. radiobacter fagi, ktére

oprocz tych bakterii mogg rozpuszcza¢ takie komoérki bakterii lucerny
i koniczyny.

Badania genetyczne

Wobec znanego zjawiska duzej zmiennosci Rhizobium, ktére moze
miedzy innymi wyraza¢ sie w przemianie jego uzdolnien do wspbdlzycia
z ro$ling, liczne badania prowadzone sg nad powstawaniem mutantéw
tych bakterii. (Jordan, 1952, Kleczkowska, 1950—1962; R. Ba -
lassa, 1954, 1961 — patrz G. Balassa, 1963; Schwinghamer,
1961,1962; Lorkiewicz etal.1963; Zelazna, 1963).

Ogélnym celem tych prac jest dopomozenie w wysSwietleniu, na czym
polega zdolnosé poszczegdlnych szczepéw do wywolywania nodulacji na
korzeniach i do efektywnej symbiozy z okreslonymi roslinami, przy czym
za pomocg metod genetycznych wykonywane sg proby otrzymywania
szczepéw pod tym wzgledem aktywnych. Stosuje sie w tym celu naswie-
tlanie komérek bakterii promieniami UV lub X, oddzialywanie antybio-
tykami i metode transformacji. Uzycie lagodnych fagéw do transdukcji
jest dopiero projektowane, bada si¢ natomiast mutanty przezywajgce
dziatanie fagow rozpuszczajgcych komérki.

Do przekonania sie, czy z pomocg tych rdézinych sposobéw uzyskano
organizmy o nowych cechach sluzg rézne ,,znaczniki” rozpoznawcze. Ta-
kim znacznikiem bedzie np. rodzaj kolonii. A wiec notowanie przy otrzy-
mywaniu ze szczepéw wyjsciowych, ktére wytwarzaja duzo $luzu i daja
kolonie ,,gtadkie” (forma S), szczepéw wytwarzajacych kolonie ,,szorstkie”
(forma R) lub ,,pdlszorstkie” (RF). Albo tez znacznikiem bedzie réznica
w zdolnosci syntetyzowania pewnych aminokwaséw lub zmiana w opor-
nosci na antybiotyki i na fagi i wreszcie — przemiana zdolnosci wigzania
wolnego azotu.

Juz w roku 1941 doniést Krasilnik ow o uzyskaniu z nie wirulent-
nych (mie zakazajgcych roslin) szczepéw Rh. trifolii, szczepéw w tym
kierunku uzdolnionych. Sposobem uzytym przez niego byla kilkumie-
sieczna hodowla szczepu nie wirulentnego w $rodowisku zawierajgcym
przesgcez z hodowli szczepu wytwarzajgcego brodawki na koniczynie.
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Prace te bardzo rozwinela R. Balassa przy uzyciu wspotczesnych
metod genetycznych. Badania jej nad mutacjami i transformacjami zastu-
guja na specjalng uwage. Wykonujac transformacje w populacjach Rh.
meliloti (bakterie lucerny), Rh. lupini (b. lubinu) i Rh. japonicum (b. soi)
stwierdzila, ze proces transformacji ich komoérek wywotuje substancja
jadrowa — kwas dezoksyrybonukleinowy (DNA). Okreslita przebieg i dy-
namike tego procesu u badanych populacji. Udalo jej sie np. transformo-
wanie szczepdéw bakterii soi i tubinu przez oddzialanie na nie preparatami
DNA uzyskanymi z bakterii lucerny, a wiec z pomocg czynnika transfor-
mujgcego pochodzgcego z innego gatunku Rhizobium. W wyniku tego
bakterie soi nabraly nowych wlasciwosci i mogly wywolywaé brodawko-
wanie na korzeniach lucerny, przy czym niektére z transformantéw mogty
tez zacza¢ wigza¢ wolny azot w symbiozie z tg rosling. Natomiast transfor-
mowane bakterie tubinu chociaz wywolywaly nodulacje na zaszczepionej
nimi lucernie, w brodawkach tych jednak nie dawaly wigzania wolnego
azotu. Z duzo wieksza czestotliwoscig otrzymywala Balassa transfor-
manty przy uzyciu jako dawcy i biorcy DNA szczepéw nalezgcych do tego
samego gatunku Rhizobium. Przetransformowane przez DNA z aktywnych
szczepow Rh. meliloti szczepy nieaktywne tej bakterii nabieraly w nie-
ktorych prébach zdolnosci wigzania wolnego azotu.

Zdajgc sobie sprawe, ze w procesie wigzania wolnego azotu biorg wspo6l-
ny udzial Rhizobium i roslina, postawila autorka pytanie, na jakiej pod-
stawie i jak dalece mogg wplywa¢ mutanty zaréwno bakterii, jak roslin
na ten proces. Badania w tym Kkierunku przekazala swoim nastepcom
(Balassa zmarla przed kilku latami). W zwigzku z tym zajeto sie w jej
pracowni wywolywaniem mutacji w brodawkach korzeniowych, tj. w or-
ganach, w ktérych zachodzi wspoélzycie bakterii z rosling. Otrzymano mu-
tanty w wyniku wstrzykiwania penicyliny do brodawek. Balassa
przywigzywatla duzg wage do badania wzajemnego oddzialtywania na siebie
mutantéw nieaktywnych, wewnatrz gatunkowych i heterologicznych.

W tym samym co w pracowni Balassy kierunku idg tez badania
w Zakladzie Mikrobiologii Ogdlnej w Lublinie. Przeprowadzila w nim
Zelazna (1963) rozlegle badania nad transformacjami Rhizobium. Jako
dawcow DNA uzyla mutanty Rhizobium oporne na streptomycyne. Otrzy-
mala przeszlo 100 preparatéw DNA z takich mutantéw bakterii koniczy-
ny, grochu, wyki, bobiku, tubinu i lucerny. Zanalizowala sklad chemiczny
poszczegdlnych preparatéw. Biorcami ich mialy byé szczepy Rhizobium
nalezgce réwniez do licznych gatunkéw tej bakterii. Czestotliwosé trans-
formacji uzyskana wérdéd szczepdéw nalezacych do gatunku Rh. legumino-
sarum wynosila 10—%, R6zne szczepy Rh. trifoli byly najlepszymi daw-
cami i biorcami homologicznego DNA. Czestotliwoéé transformacji w tej
grupie dochodzita do 5 X 10—3, W przeciwienstwie do wynikow Balassy
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znalazta Zelazna duze pokrewienstwa genetyczne migdzy szczepami
bakterii koniczyny, gdyz wszystkie uzyte przez nig szczepy transformo-
waly sie prawie z jednakowa czestotliwoscig pod wplywem tego samego
preparatu DNA. Jakkolwiek udalo si¢ Zelaznej otrzymaé oporne na
streptomycyne mutanty przy uzyciu preparatéw DNA z réznych innych
gatunkéw Rhizobium, byly one znacznie mniej czeste. Np. DNA uzyskane
z niektorych szczepéw bakterii grochu transformowalo szczepy bakterii
koniczyny i lucerny z czestotliwoscig 10—7. W toku sg badania nad innymi
niz oporno$¢ na streptomycyng cechami otrzymanych transformantéw
Rhizobium.

Ljunggren (1961) wyosobnil ze szczepu Rh. trifolii, ktéry wywoty-
wal na koniczynie normalne brodawkowanie, okreslony polisacharyd
i nastepnie oddzialal nim na szczep Rh. trifolii ewirulentny. W wyniku
tego szczep ten zmienit swoje wlasciwosci antygenowe i nabrat zdolno$ci
do powodowania nodulacji na tej roslinie. Okazalo sie nastepnie (L jun g-
gren, 1961; Lange i Alexander, 1961), ze w preparacie polisa-
charydowym znajdowal sie¢ DNA, ktoéry powodowal transformacje.

UnasLorkiewicz et al. (1963) zajeli sie blizej mutacjami u Rh. tri-
folii. Mutanty te powstawaly spontanicznie, lub pod wplywem promieni
UV lub tez erytromycyny. Znacznikiem stwierdzajgcym ich powstanie byt
typ wytwarzanych przez nie kolonii (formy Sm, RF i R, czyli gladkie,
poiszorstkie i szorstkie) oraz uzdolnienia do fermentowania réznych cu-
kréw. Powstajace z form gladkich mutanty RF lub R nie zawieraly anty-
genu W, w przeciwienstwie do form Sm, natomiast antygen P byt u form
szorstkich bardziej kompletny. W toku jest oznaczenie aktywnos$ci symbio-
tycznej tych mutantow.

Autorzy ci stwierdzili nadto z pomocg odbialczonych preparatéw kwa-
sow nukleinowych, ze wlasciwos$ci antygenowe komérek bakterii koni-
czyny zalezg od zawierajgcego glukoze polisacharydu identycznego
z antygenem somatycznym (0), oraz ze jeden ze skladnikéw antygenowych
ich komérek mial charakter biatkowy.

Dygdatla (1960) przesledzil dokladnie réznice morfologiczne i cyto-
logiczne miedzy komoérkami Rh. leguminosarum normalnymi i tymi, ktore
przezyly dzialanie promieni gamma. Znalazl przy tym przechodzenie ko-
moérek w formy bakteroidalne, co normalnie wystepuje tylko w brodaw-
kach korzeniowych.

Z pomocg promieni X otrzymat Jordan (1962) ze szczepoéw pasozyt-
niczych bakterii lucerny korzystne mutanty, gdyz wigzaly one wolny azot
w symbiozie z tg rosling. Nutman et al. otrzymali r6wniez pod wply-
wem ultrafioletu korzystne pod tym wzgledem mutanty (p. Rothamsted
Report z r. 1960). Natomiast Schwinghamer et al. (1961) pod wply-
wem promieni X lub UV uzyskal mutanty rozpoznane na podstawie
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nabytej przez nie opornosci na dzialanie streptomycyny, ale nie nabywa-
jace powyzszej zdolnosci asymilacyjnej. Widzimy wiec, ze badania nad
wplywem promieniowania na powstawanie mutantéw korzystnych dla
efektywnej symbiozy nalezaloby jeszczs rozszerzyé. Warto zanotowaé, ze
ostatnio otrzymat S. M. Gupta z pomocg UV czerwonego mutanta
Rh. trifolii, ktéry dobrze nadaje si¢ do badan genetycznych nad na ogél
bezbarwnymi szczepami Rhizobium.

Kleczkowska, ktéra od kilkunastu lat poswieca wiele badan rhi-
zobiofagom, otrzymala z ich pomocg mutanty Rh. trifolii oporne na fagi.
Wigkszos¢ tych mutantéw miala zarazem ujemng ceche zaniku efektyw-
nosci symbiotycznej z koniczyng, w przeciwienstwie do utrzymywania sie
na ogoét tej cechy u mutantéw opornych na streptomycyne otrzymanych
pod wplywem wysokich dawek tego antybiotyku (Kleczkowska
i Gupta, 1961).

Wobec pospolitego wystepowania fagéw w glebach pod uprawami roslin
motylkowych, zwlaszcza dlugoletnimi, wyrazil swego czasu Demolon
(1935) poglad, ze zjawiska tzw. ,,zmeczenia” gleby przypisa¢ nalezy nad-
miernemu rozmnozeniu sie fagéw niszczgcych Rhizobium. Kleczkow -
ska (1950, 1960) sadzi jednak, Ze przyczyng tego jest wywolywanie
niekorzystnych mutacji Rhizobium przez fagi wirulentne. Sprawg tak
czestego ,,wykoniczyniania si¢” upraw koniczyny czerwonej warto by sie
zajac¢ z tego punktu widzenia.

Fagi ,Jagodne” (temperate) i zjawisko lizogenii

Fagi tagodne, ktére mogg by¢ wbudowane do genomu komoérek bakterii,
bywajg uzywane do badan genetycznych nad niektérymi rodzajami bak-
terii dzieki mozliwosci przenoszenia z ich pomocg réznych cech genetycz-
nych z jednych komérek na drugie czyli dzieki tzw. transdukecji.

Dopiero niedawno (Marshall, 1956) wykryto obecnosé fagéw tagod-
nych u rodzaju Rhizobium i dopiero w roku 1961 Ordégh i Szende
doniesli o czestej obecnosci tych fagéw w szczepach Rh. meliloti. Ko -
walski i Staniewski (informacja osobista) stwierdzili to samo,
sprawdzajac wyzwalanie sie fagéw lagodnych z komérek bakterii lucerny
spontanicznie lub pod wplywem naswietlania tych komérek promienia-
mi UV. Wedlug Kowalskiego i Staniewskiego okolo 75%
zbadanych przez nich szczepéw bakterii lucerny zawieralo fagi lagodne.
Autorzy ci sadzg tez, ze lizogenia jest u Rhizobium zjawiskiem powszech-
nym. Zajmujg si¢ obecnie pokrewienstwami miedzy uzyskanymi szcze-
pami fagéw, ich zdolnoscig do lizogenizacji oraz ich przydatnoscig do
wywolywania zjawiska transdukcji. Zastosowania szczepéw fagéw lagod-
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nych do badan genetycznych nad Rhizobium nalezy oczekiwaé w niedale-
kiej przysztosci.

Innym torem idg réwnie ciekawe badania genetyczne Nutmana
(p. Ziemiegcka, 1962). Zajmuje sie¢ on mianowicie ro§linnym partne-
rem symbiotycznym, krzyzujgc miedzy sobg rézne gatunki koniczyn euro-
pejskich i egzotycznych i sprawdzajac nastepnie, czy otrzymane ich
krzyzowki nabywajg zdolnosci wchodzenia w skuteczng symbioze z szcze-
pami Rhizobium o znanym, wigkszym lub mniejszym stopniu aktywnosci
asymilacyjnej. Np. szczepy Rh. trifolii korzystne dla koniczyny czerwonej
(Tr. pratense) okazaly sie nie skuteczne, lub nawet ujemne dla australij-
skiego Tr. glomeratum. Ten ostatni gatunek jako samopylny jest bardzo
przydatny do badan genetycznych.

Obok tego prowadzi Nutman badania nad sposobami uaktywnienia
tych szczepéw Rhizobium, ktére dzialajg ujemnie na koniczyne czerwong,
gdyz pozbawione sz zdolno$ci symbiotycznego wigzania azotu. Okazalo
sig, ze kilkuletnie ,,pasazowanie” takich szczepoéw przez niektére inne
gatunki koniczyny zmienia ich nature w korzystnym pod tym wzgledem
kierunku. By¢ moze, iz otrzymuje sie pod wplywem oddzialtywania nowego
Srodowiska roslinnego korzystne dla koniczyny czerwonej mutanty
Rhizobium.

Na czym wilasciwie polega swoista, szczepowa zdolno$¢ Rhizobium do
wywolywania nodulacji i wspoélzycia tylko z okreslonymi rodzajami, ga-
tunkami, czy nawet odmianami ros$lin motylkowych? Odpowiedz na to
pytanie spodziewajg sie uzyska¢é Fadhraeus i Ljunggren (1961)
po przeprowadzeniu wnikliwej analizy chemicznej i enzymatycznej komé-
rek Rhizobium i tkanek ro$lin. Informacji mogg dostarczy¢ tylko zywe
komorki, nie udalo sie, bowiem wywolaé zjawiska brodawkowania pod
wplywem szczepionek zabitych lub wyciggéw z nich. Badacze ci stwier-
dzili juz, Ze istnieje zwigzek miedzy wytwarzaniem poligalakturonazy
1 powstawaniem brodawek. Enzym ten wytwarzany jest tylko podczas
wspolzycia Rhizobium z rosling, bowiem zaden z partneréw symbiotycz-
nych nie moze go wytwarza¢ samodzielnie.

Ljunggren i Fadhraus (1961) wykazali przy tym, ze szczepy
Rh. trifolii nieaktywne mozna uaktywnié przez dodanie do ich hodowli
preparatu poligalakturonazy uzyskanego ze szczepu aktywnego symbio-
tycznie. Nadto szczepy Rhizobium nalezgce do grup uzdolnionych do
»Krzyzowego zakazania” w obrebie pewnych gatunkéw roslin, czyli tzw.
»Cross inoculation groups” (np. Rh. lupini wywolujace brodawkowanie
zar6wno u tubinu, jak u seradeli) wytwarzajg okreslone polisacharydy.

Wigzanie wolnego azotu w brodawkach korzeniowych czyli ,,symbioza
aktywna” zalezy od obecnosci w tych organach hemoglobiny (tzw. ,,leghe-
moglobiny” wg Virtanena (1947). Jest to jedyny znany dotychczas
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przypadek powstawania hemoglobiny w $wiecie ro$lin wyzszych. Ten
czerwony pigment wytwarzany jest przez samg rosline, ale tylko w jej
komorkach stykajgcych sie z Rhizobium czyli w tzw. tkance bakteroidal-
nej brodawek. Nasilenie procesu wytwarzania leghemoglobiny zalezy od
rodzaju lub odmiany rosliny, od natury zakazajgcego ja szczepu Rhizo-
bium, od obecnosci Fe, takze Cu i Co i od réinych czynnikéw zewnetrz-
nych. W brodawkach aktywnych gromadzi sie tez wit. Byy (p. Allen
i Allen, 1958). Wg Falka, Appleby i Porra (cytwgJorda-
n a, 1962) powstale na korzeniach ro$lin brodawki nieaktywne nie majg
zdolnosci wytwarzania sktadnika hemoglobiny — porfiryn. Powrécimy
jeszcze do tej sprawy przy omawianiu wartosci réoznych metod stuzgcych
do oceny aktywnosci szczepdéw Rhizobium.

Wedlug dawniejszych autoréow i wspblczesnie wedlug Kefforda et
al. (1960) moznos¢ rozwoju wspodizycia réznych szczepdéw Rhizobium z roz-
nymi roslinami uzalezniona jest tez od zdolno§ci wytwarzania pewnych
auksyn. Za najwazniejszg z pomiedzy nich uwazajg ci autorzy kwas indo-
lo-octowy, ktéry syntetyzujg bakterie z dostarczanego im przez rosliny
tryptofanu.

Nutman, ktéry zajmuje si¢ gléwnie naturg partnera roslinnego, wy-
kazal, Zze przy wchodzeniu Rhizobium w symbioze z rosling wazng role
odgrywa jej stozek wzrostu. Nalezy wiec poznaé blizej w réznych rosli-
nach sklad chemiczny tej najzywotniejszej ich cze$ci. Proces wnikania
Rhizobium do korzeni ro$lin i wywolywania tworzenia sie na nich broda-
wek zalezalby wedlug Nutmana od wytwarzania w lisciach i liscie-
niach substancji stymulujgcych i z drugiej strony od substancji hamujg-
cych zawartych w stozkach wzrostu.

Widzimy, ze na temat zaleznosci efektywnego wspdlzycia bakterii z ro-
slinami zebrano juz znaczng ilo$¢ obserwacji i faktéw, ale do wyjasnienia,
na czym polega zdolno$¢ wchodzenia w symbioze réznych szczepéw Rhi-
zobium z ré6znymi gatunkami ro§lin mamy przed sobg jeszcze dalekg droge
do przebycia. Do rozwiklania tej najistotniejszej sprawy pomogg nam za-
pewne najbardziej badania enzymatyczne i genetyczne.

Metody okreslania aktywnos$ci szczepow Rhizobium

Tak samo, jak w innych przemystach opartych na dzialalnosci drobno-
ustrojéw (np. w browarnictwie czy produkeji kwasu cytrynowego) pro-
dukcja szczepionek dla roslin motylkowych zaczyna sie od proboéwki za-
wierajgcej odpowiedni dla niej drobnoustrédj, czyli od tzw. szczepionki
macierzystej. W wytwérni szczepionek Rhizobium dla réznych grup roslin
motylkowych ma podstawowe znaczenie wybér do produkeji takich szcze-

¢
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péw Rhizobium, ktére obok zdolnosci wnikania do korzeni roslin i wywo-
tywania tworzenia sie na nich brodawek, odznaczajg sie¢ duzg aktywnoscig
asymilacyjng w symbiozie z rosling.

Moznos¢ szybkiego rozpoznania takich skutecznie dzialajgcych szcze-
péw Rhizobium w celu przeznaczenia ich do produkcji jest wiec przed-
miotem specjalnych badan réinych pracowni mikrobiologicznych.

Najskuteczniejszym sposobem wyselekcjonowania dobrych szczepionek
macierzystych Rhizobium w celu przekazania ich do masowej produkecji
jest metoda wegetacyjna, z pomocg ktérej oznacza sig¢ rodzaj brodawko-
wania i porownuje sie oddzialywanie réznych szczepéw Rhizobium na
wysoko$¢ i jakos¢ plondéw roslin. Ale na wyniki takich do$wiadczen we-
getacyjnych trzeba czeka¢ okolo 2 miesiecy, a wiadomo, ze producent
szczepionek nie moze na nie czeka¢ zbyt dlugo. Totez poszukuje sie wcigz
mozliwie najszybszych sposoboéw oceny wartosci produkcyjnej szczepow
Rhizobium. Dotychczasowe szybkie metody dzielg sie na cytologiczne
i biochemiczne.

Bergersen (1955) rozréznia aktywne i nieaktywne szczepy Rh. tri-
folii na podstawie réznej budowy bakteroidéw wytwarzanych przez nie
w brodawkach korzeniowych Trifolium subterraneum. Przy tym ten sam
gatunek koniczyny australijskiej z latwoscia wykazuje, czy zaszczepiono
go pozytecznym, czy tez nieaktywnym szczepem. W przypadku korzyst-
nego wspoélzycia z Rhizobium zmienia barwe swych lici z purpurowej na
zielong, co nigdy nie zachodzi przy braku efektywnej nodulacji. (Vin -
cent, 1954; Nutman, 1960).

W hodowlach in vitro Rh. leguminosarum i Rh. trifolii znajduje
Gostkowska (1963) roznice w zapotrzebowaniu pokarmowym ich
szczepow aktywnych i nieaktywnych. Te ostatnie cechuje swoista potrze-
ba tiaminy i kwasu foliowego w pozywce. Szczepy stabo uzdolnione do
wigzania azotu odznaczajg sie tez silng zdolnoscig redukowania azotanow.
Na og6t jednak nie znalazla Gostkowska dotychczas w hodowlach
in vitro réznic fizjologicznych miedzy szczepami stabo lub silnie wigzg-
cymi wolny azot podczas wspoélzycia z roslinami.

Jak juz podano wyzej (p. prace Virtanena, 1947, takze innych au-
toré6w) o skuteczno$ci symbiozy poszczegélnych szczepéw Rhizobium
Swiadczy sklad chemiczny powstajgcych pod ich wplywem brodawek.
Szczepy pasozytnicze lub stabo wigzgce wolny azot nie wywolujg w bro-
dawkach powstawania czerwonego pigmentu. Znang jest tez rzecza, ze
w brodawkach pod tym wzgledem nieaktywnych gromadzi si¢ duzy zapas
weglowodanowego materialu oddechowego (Ziemiecka i in.).

Wieringa i Bakhuis (1957) zastosowali z powodzeniem metode
chromatograficzng do oznaczania skladu aminokwaséw w soku mlodych
ro$lin grochu. Juz po uplywie 3 tygodni wegetacji znalezli pod tym wzgle-
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dem réznice miedzy roslinami zaszczepionymi szczepami Rh. legumino-
sarum o réznym stopniu aktywno$ci. Mianowicie sok roslin zaszczepio-
nych pozytecznymi dla nich szczepami zawieral duzy komplet aminokwa-
sé6w, podczas gdy w przypadku zastosowania szczepdw nieaktywnych
w soku mtodych roslin znajdowat sig tylko kwas asparaginowy.

Klosowska (1952), a nastepnie Wrobel (1957) badajgc potencjat
oksydoredukcyjny w soku grochu i seradeli zaszczepionych réznymi
szczepami stwierdzili zmniejszone nasilenie oddychania w roslinach
wspblzyjacych z malo aktywnymi szczepami Rhizobium.

Wrobel kontynuuje te badania, stosujagc do nich szczepy o roznej
aktywnosci w symbiozie z lucerng (Rh. meliloti) i koniczyng (szczepy Rh.
trifolii). Nasilenie oddychania w lisciach tych roslin, juz w wieku ich wy-
noszagcym 2—3 tygodni, bylo dobra wskazéwka wartosci symbiotyczne]
uzytych szczepéow. W toku sg dalsze badania nad przydatnoscig tej me-
tody do okreslania aktywnosci szczepoéw uzywanych do zakazania roznych
ro$lin motylkowych.

Zwracamy tez uwage czytelnika na wyzej opisane badania L jung-
grena nad wytwarzaniem pod wplywem szczepdéw o réznej aktywnosci
pewnych enzyméw w brodawkach korzeniowych. Wszystkie te sposoby
nalezaloby ze sobg poréwnaé przy uzyciu jednakowych organizmoéw ro-
$linnych i bakteryjnych.

Wyrdéb szczepionek Rhizobium

Przypominamy, ze rézne grupy fizjologiczne (gatunki) Rhizobium mo-
zna znalez¢é w glebie, zwlaszcza pod uprawami odpowiadajgcych im rodza-
jow roslin motylkowych. Przypominamy tez, ze liczne badania nasze i za-
graniczne wykazaly juz, ze nieraz brak jest jednak w glebie Rhizobium
mogacego wspolzyé z okreslong rosling, lub ze znajduja si¢ w glebie zbyt
male ilosci tej grupy bakterii dla zaszczepienia nig wszystkich roslin upra-
wianych na okreslonym terenie polowym, albo tez ze rodzime szczepy
Rhizobium bywaja wadliwe, tj. ze nie wplywaja skutecznie na plonowa-
nie roslin. By zagwarantowaé uprawom dobre warunki ich rozwoju i plo-
nowania nalezy wiec, obok potrzebnych zabiegéw agrotechnicznych stoso-
waé ich szczepienie dostateczng iloscig takich komoérek Rhizobium, ktore
wywotujac tworzenie sie na korzeniach brodawek wigza w tych utworach
duze ilosci azotu atmosferycznego.

Totez szczepionki dla poszezegélnych roslin motylkowych wytwarzane
sg od kilkudziesieciu lat we wszystkich krajach o wysokiej kulturze rol-
niczej. O wzmaganiu si¢ tej produkeji §wiadczyla miedzy innymi miedzy-
narodowa wystawa szczepionek zorganizowana w r. 1960 przez panstwa

S
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Allenéw w Madison (USA) z okazji odbywania sie tam w tym czasie
miedzynarodowego kongresu gleboznawczego. Np. wedlug miarodajnego
w tych sprawach Erdmana (1961) w USA produkcja szczepionek Rhi-
zobium wystarczata w r. 1939 do zaszczepienia nimi 2—3 milionéw buszli
ziarna siewnego, a nastepnie, ciggle wzrastajagc doszta w r. 1959 do ilosci
potrzebnej dla okoto 25 milionéw buszli (1 buszel = 0,35 hektolitra).

Szczepionki Rhizobium wytwarzane sg przez liczne firmy rzadowe lub
prywatne w bardzo wielu krajach. Na wielkg skale produkowane sg w tak
wielkich krajach rolniczych, jak USA i Zwigzek Radziecki, ale nawet
w matej Belgii jako w kraju o wysokiej kulturze rolniczej istniejg dwie
firmy zajmujace sie tg produkcjg. Produkty poszczegdlnych wytworni
maja odrebne nazwy: np. Nitragina, Nodogen, Nodulaid, Radicin, Radibak
i wiele in. W Polsce wytwodrnia szczepionek powstala w r. 1954 i nosza
one nazwe Polskiej Nitraginy.

Do wyrobu szczepionek uzywa sie szczepéw Rhizobium wyodrebnionych
z dobrze rozwinietych brodawek tego gatunku roslin, dla ktérego sg prze-
znaczone.

Opracowane sg normy produkcyjne. Sg one podstawg dla kontroli war-
tosci szczepionek, ktéra wykonywa sie w przeznaczonych do tego pracow-
niach mikrobiologicznych. Dobra szczepionka dla takiej czy innej rosliny
motylkowej powinna zawiera¢ nie mniejszg, niz okreS§lona przez norme
liczbe zywych komoérek Rhizobium i powinna by¢ wytworzona ze szczepu
macierzystego, ktéry odznacza sie zdolnosScig wywolywania brodawko-
wania na roslinach i wigzania we wspb6lzyciu z nimi duzej ilosci azotu
wolnego. Powinna tez byé przygotowana na takim podtozu, ktére nie tylko
sprzyja mnozeniu sie komorek, lecz takze jest odpowiednie dla diuzszego
przechowu szczepionki w stanie czynnym. Ostatecznym kryterium przy
ocenie wartosci szczepionek jest naturalnie ich wplyw na plonowanie
roslin.

Do masowej produkcji szczepionek uzywa sie réznych podlozy. Np.
w Polsce, w Zwigzku Radzieckim i w Czechoslowacji stosuje sie¢ w tym
celu odpowiednio dobrang glebe z dodatkiem okre$lonej pozywki. Podloze
to zabezpiecza szczepionke przed wysychaniem i dobrze chlonie mnozgce
sie bakterie. W USA oprocz gleby stosuje sie w licznych firmach torf jako
podloze, stosuje go tez np. Szwecja. W niektérych krajach wytwarza sig
jeszcze ,klasyczne” szczepionki agarowe lub plynne. Kazda firma pro-
dukcyjna dobiera sobie we wlasnym zakresie takie czy inne podloza
i opracowuje sposéb rozmnazania na nich bakterii.

Jak wiadomo, szczepionkami tymi szczepi sie ziarno siewne w taki spo-

s6b, by moglo ono zatrzymaé na sobie dostateczng ilo§¢ komoérek Rhi-
zobium.
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Niektére z firm amerykanskich, a przede wszystkim wielka firma na-
sienna Northrup King and Co., Nitragin Co. i inne opatentowaly w ciggu
ostatnich kilku lat nowy spos6éb szczepienia nasion (lucerny). Sposéb ten
odcigzalby rolnikéw od tego zabiegu, gdyz otrzymywaliby oni nasiona juz
zaszczepione czyli tzw. ,,preinoculated” lub ,,noculized seeds”. Sposéb ten
polega w zasadzie na powlekaniu nasion zawiesing komoérek Rhizobium
zmieszang z substancjami klejgcymi i ochronnymi, a nastepnie na wysu-
szaniu pod obnizonym ci$nieniem zaszczepionego ziarna przeznaczonego
na skladowanie lub do bezposredniej sprzedazy. Liczne jednak pracownie
mikrobiologiczne wykazaly z pomocg kontrolnych doswiadczen wegeta-
cyjnych, ze zywotnos¢ bakterii na ziarnach wysuszonych jest bardzo nie-
wielka, zwlaszcza w warunkach wyzszych temperatur otoczenia. Przed
zastosowaniem tego sposobu w praktyce potrzebne bylyby jeszcze dalsze
i wnikliwe badania.

Natomiast za wazng i dojrzewajgcg dzisiaj sprawe jest uwazana moz-
no$¢ przechowywania w stanie wysuszonym szczepionek macierzystych
przy zastosowaniu do tego zabiegu liofilizacji. Przy duzej bowiem zmien-
nos$ci Rhizobium dlugotrwale prowadzenie ich hodowli na agarze moze
powodowac obnizanie sie ich wartosci symbiotycznej. Nadto zabieg liofi-
lizacji wymaga znacznie mniej materialéw i nakladu pracy, niz usta-
wiczne przeszczepianie szczepow na nowe pozyvwki. Wedlug Wrobla
(1960), ktory od kilku lat prowadzi badania nad wplywem liofizacji na
przezywalno$¢ i aktywnosé roznych szczepdéw Rhizobium, nawet 3-letnie
przechowywanie bakterii lubinu, seradeli i lucerny nie wplynelo ujemnie
na dodatnie ich cechy symbiotyczne. Badania te sg kontynuowane.

Fungicydy i Rhizobium

Wobec czestego stosowania zapraw do nasion niektérych roslin motyl-
kowych w celu zniszczenia na nich grzybéw pasozytniczych, powstato py-
tanie, czy mozna réwnoczes$nie stosowaé fungicydy i szczepionki Rhizo-
bium, bez zabijania na nasionach tych ostatnich. Badania podjete przez
Golebiowskg i Jakubisiaké6wne (1963) oraz przez Wré-
bla (1963, p. Sprawozdania z odbytej w r. 1962 drugiej konferencji pol-
skiej na temat Rhizobium) wykazaly, ze niektére preparaty grzybobdjcze,
zwlaszcza thiuramowe stosowane w przyjetych stezeniach nie oddziatuja
szkodliwie na rézne gatunki Rhizobium i ze natomiast preparaty rteciowe
mogg bhamowaé¢ tworzenie sie brodawek korzeniowych na zaszczepionych
roslinach. Szczegdlnie wrazliwe okazaly sie bakterie tubinu. W celu
przekonania sie, jak dalece w warunkach naturalnych wspélzycie z Rhi-
zobium roznych gatunkéw roslin motylkowych moze byé, hamowane przez
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poszczegblne fungicydy rozpoczeto wesp6l z Doswiadczalnictwem Tereno-
wym badania polowe w tym kierunku. Powinny one wykazal, jakie
preparaty mozna z powodzeniem stosowa¢ do zaprawiania nasion bez
obnizania plonéw ros$lin w wyniku utraty ich zdolno$ci asymilowania
wolnego azotu we wspdlzyciu z Rhizobium.

Wyniki dos§wiadczen polowych
nad szczepieniem ro$§lin motylkowych

Doswiadczenia nad wplywem szczepienia na plony roslin motylkowych
rozpoczeto juz z koncem XIX wieku. W ciggu biezgcego 20-lecia wyko-
nano ich juz ogromng ilo§¢ w réinych krajach. Uwzgledniano przy tym
obok rodzaju roélin i natury szczepionki wplyw warunkow klimatycznych,
natury gleby, jej nawozenia i in. czynnikéw. Wiadomo jest np., ze nad-
mierne dawki nawozéw azotowych hamujg biologiczne wigzanie wolnego
azotu w rodlinach. Potwierdzenie tego daly obrady Migedzynarodowego
Kongresu Lagkarskiego w r. 1960 w Reading (p. Ziemiecka, 1962).
Omoéwilismy te sprawy podczas pierwszej polskiej konferencji (1958) po-
$wieconej Rhizobium (p. w sprawozdaniach z niej referat Wr 6 bla). Dla
przykladu przytoczymy tu obliczenia skutecznosci szczepienia w niekto-
rych krajach. W Zwiazku Radzieckim, gdzie wykonano bardzo wiele do-
$wiadezen polowych z réznymi szczepionkami, otrzymano zwyzki plonéw
w okolo 75% doswiadczen. Przyrosty wynosily dla poszczegdlnych roslin
7—60% (Rudakow, 1951; Bieriozowa, 1955). W Szwecji 99 %
doswiadczen polowych z szczepieniem lucerny i 97% doswiadczen z koni-
czyng dato wyniki dodatnie. Przyrosty plonéw lucerny wahaly sie w sze-
rokich granicach 15—900%, plonéw koniczyny w granicach 3—300 %
(Bjalfve, 1949). W Belgii, gdzie szczepi sig lucerne zawsze, otrzymuje
sie érednio 20% zwyzke jej plonéw i w niektérych rejonach zwyzka ta
dochodzi do 120%. Wedlug kalkulacji handlowej szczepienie lucerny przy-
nosi w tym kraju rocznie kilka milionéw frankow belgijskich czystego
zysku (Manil i Bonnier, 1955). Dodatni wplyw szczepienia na plony
réznych upraw motylkowych notuje sie tez we wszystkich innych kra-
jach rolniczych. Uwzglednia sie przy tym nie tylko zwyzki lecz takze
polepszanie sie jakos$ci plonéw, oraz korzystny wplyw upraw szczepio-
nych na rosliny nastepcze.

W Polsce doswiadczenia polowe nad skutecznoscig szczepienia rozpo-
czeto w latach trzydziestych (Ziemigcka et al, 1937). Po II wojnie
$wiatowej wykonano liczne doswiadczenia wazonowe 1i jeszcze — W po-
réwnaniu z innymi krajami rolniczymi — niezbyt wiele doswiadczen po-
lowych. Przeprowadza sig¢ je ze wszystkimi uprawianymi u nas gatun-
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kami ros$lin na réznych glebach i w réznych rejonach kraju, dzieki wspot-
pracy z doswiadczalnictwem. Zwyzki plonéw ziarna lub siana pod wply-
wem szczepienia otrzymano w latach 1946—1961 $rednio w 75% doswiad-
czen. NajczeSciej i najwdzieczniej reagowaly na szczepienie, oproécz
egzotycznej u nas soi, lucerna, tubin i seradela, ktérych zwyzki plonéw
wynosily $rednio okolo 20%, w niektérych rejonach przekraczajgc 200%.
(Wrébel, 1959; Wrobel i Ziemiecka, 1960). Zbyt mata liczba
wykonanych dotychczas doS§wiadczen (ze wszystkimi roslinami uprawny-
mi w sumie kilkaset) nie upowaznia nas jeszcze do wyciggniecia wnios-
kow na temat skuteczno$ci szczepienia poszczegélnych ich gatunkow
w roznych rejonach kraju. Do$§wiadczenia te sg wiec prowadzone nadal
przez pracownie Pulawsky we wspdlpracy z Zakladami Doswiadczalnymi
i z réznymi gospodarstwami, podlegajgc nastepnie ocenie statystycznej.
Nalezy doda¢, ze z pomocg do$§wiadczen polowych wykonywanych przez
nas stale od 1954 roku mogli$my juz stwierdzi¢, ze Nitragina Polska dziala
na plony réwnie skutecznie, jak jej szczepionki macierzyste, dostarczane
wytworni przez pracownie Pulawskg (Wrobel i Ziemiecka, 1960).

Jak zaznaczyliSmy we wstepie naszego artykulu, szczuplo$é¢ jego roz-
miaréw nakazala nam ograniczenie sie tylko do niektérych zagadnien,
zwigzanych z naturg Rhizobium i jego wspélzycia z roslinami motylko-
wymi oraz do praktycznego ich zastosowania w rolnictwie. StaraliSmy sie
przedstawi¢ tutaj jedynie gléwne kierunki i tendencje rozwojowe badan
wykonywanych w ciggu biezacego 20-lecia. Z koniecznosci musielismy
pomingé w tym przegladzie wiele waznych osiggnie¢ z dziedziny wtlasci-
wosci fizjologicznych, potrzeb hodowlanych oraz ekologicznych Rhizo-
bium, a nawet w nieco szerszym opisie badan genetycznych pominelismy
tez dorobek réznych autoréw, by zbytnio nie rozpraszaé¢ uwagi czytelnika.
Swiadomie pomineliémy tez w naszym artykule tak wazny problem, jak
natura chemiczna procesu wigzania wolnego azotu. Nowe hipotezy na ten
temat znajdzie bowiem czytelnik w ,,Postepach Mikrobiologii” w artykule
A. Nowotny - Mieczynskiej z biezgcego roku. Szerzej omo-
wione wyniki badan nad poruszonymi przez nas problemami i nad tymi,
ktérych nie mogliSmy tutaj przedstawié, mozna znalezé w cytowanych
przez nas monografiach i artykulach przeglagdowych.

Pragniemy zwr6ci¢ uwage na powazne — na tle dorobku Swiatowego
osiggniecia badaczy polskich zwlaszcza w dziedzinach serologii, genetyki
i badan nad fagami Rhizobium. Sprawy poswiecone tym i innym bada-
niom nad Rhizobium omawiamy w kraju na zwolywanych w tym celu
konferencjach, a wyniki naszych badan oglaszamy przewaznie w czaso-
pismie ,,Acta Microbiologica Polonica” poswieconym mikrobiologii ogél-
nej, rolniczej i technicznej, lub w formie doniesien w mikrobiologicznej
prasie zagranicznej. Prac polskich na temat bakterii symbiotycznych ro-
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$lin motylkowych jest juz tak wiele, ze nie mozemy ich wymieni¢ w prze-
gladzie piSmiennictwa. Wykaz piSmiennictwa zawiera tez w naszym obec-
nym artykule gléwnie spis monografii i artykuléw przeglagdowych auto-
row krajowych i zagranicznych.

Na zakonczenie dodamy, ze wielu autorow zadalo sobie trud obliczenia,
ile azotu przysparza rolnictwu uprawa roslin motylkowych w warunkach
ich skutecznego wspélzycia z Rhizobium. Podane przez nich liczby wahaja
sie w granicach 50—200 kg N na ha rocznie, w zaleznosci od gatunku
roslinnego i pomyslnosci zbiorow. W tych granicach oceniono tez przy-
rosty azotu na tgkach i pastwiskach, dzieki obecnosci w nich koniczyny.
Na podstawie danych Rocznika Statystycznego z roku 1963 spréobujmy
obliczy¢ w grubym przyblizeniu, ile moze zyskiwa¢ polskie rolnictwo azo-
tu, dzieki uprawie tych ro$lin i dbalosci o warunki ich symbiozy z asymi-
latorami wolnego azotu. Jezeli ostroznie przyjmiemy dolng granice przy-
rostow azotu, tj. + 50 kg N na ha, to na okolo 2 milionach ha upraw
strgczkowych na ziarno i na pasze wraz z okolo 4 milionami hektaréw zaj-
mowanymi przez nasze tgki i pastwiska rosliny te przysparzaltyby w sumie
okoto 300 tysiecy ton azotu rocznie *.

Jakkolwiek obliczenie nasze ma jedynie wartos¢ orientacyjng, to warto
zanotowaé, ze przy dzisiejszych niskich dawkach mineralnych nawozéw
azotowych (wedlug Roczn. Statyst. w r. 1961 $rednio po 18 kg N na ha)
stosowanych na 14 mln ha pod uprawy zbozowe, okopowe i inne niemo-
tylkowe, rolnictwo polskie otrzymywatoby obecnie z powietrza ,za dar-
mo” przynajmniej tyle azotu zwigzanego biologicznie, co wigzanego che-
micznie azotu fabrycznego.

Niechze to bedzie wytlumaczeniem, dlaczego poswigcanie przez mikro-
biologéw polskich tak wielu badan wspélzyciu roslin motylkowych z Rhi-
zobium wydaje nam sig tak bardzo celowe i wazne dla przyszloSci na-
szego rolnictwa.

Podziekowanie

Jesteémy serdecznie wdzieczni kolegom z Lubelskiego Zakladu Mikrobiologii Ogol-
nej za dopomozenie nam w zredagowaniu naszego artykulu. W szczegélnosci Doc. dr
Z. Lorkiewicz imgr Il Zelazna dostarczyli nam wykaz prac krajowych i za-
granicznych z dziedziny genetyki Rhizobium, mgr M. Kowalskii mgr R. Sta-
niewski — wykaz osiggnieé w badaniach nad rhizobiofagami, mgr D. Drozan -
sk a — z dziedziny serologicznej i mgr K. Gostkowska — opis badan wlasnych
nad potrzebami pokarmowymi tej bakterii.

* Wedlug Prianisznikowa (1945) — w Zwigzku Radzieckim ilo§¢ azotu pobiera-
nego z powietrza przez rosliny motylkowe bylaby przeszlo 10 razy wyzsza niz u nas,
zwazywszy ogrom obszaru pod ich uprawami w tym panstwie.
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