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ABSTRACT
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This paper presents influence of rhizosphere bacteria on the physiological relations between roots of trees
and mycorrhizal fungi, considering mainly positive role of bacteria (mycorrhization helper bacteria).
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Wstep

Funkcjonowanie ektomikoryz na korzeniach drzew ulega wplywom populacji mikroorganizméw
ryzosferowych zaréwno tych, kt6re mogg mie¢ pozytywny, jak i negatywny wptyw na tworzenie
takich asocjacji. Bakterie, ktére wywierajg wpltyw pozytywny, nazywane sg bakteriami wspoma-
gajacymi mikoryzy (ang. Mycorrhization Helper Bacteria, MHB). Garbaye [1994] okreslit MHB
jako glebowe bakterie zwigzane z niektérymi mikoryzowymi grzybami i stymulujace rozwdj
mikoryzowej symbiozy.

Wrydzieliny korzeniowe zawierajg wiele niskoczgsteczkowych, tatwo przyswajalnych zwiaz-
kéw weglowych, dostgpnych dla mikroorganizméw glebowych. To jest przyczyna, ze najwigce;j
i najwigkszg réznorodnos¢ populacji mikroorganizméw obserwuje si¢ w strefie korzeniowej,
w ryzosferze. Ryzosfera rézni si¢ od gleby pozakorzeniowej réwniez wlasciwosciami fizyko-
chemicznymi: nizsze pH (wypompowywanie z korzeni protonéw, potaczone z pobieraniem
kationéw, wytwarzanie kwaséw organicznych), nizsza zawartos¢ tlenu, a wyzsza CO, (oddycha-
nie korzeni i drobnoustrojéw), wyzsze st¢zenie rozpuszczalnych weglowodanéw, ktére mogg
stanowi¢ do 40% zasymilowanego wegla przez czg¢sci nadziemne rosliny. Z niektérych sktadni-
kéw wydzielin korzeniowych korzysta grzyb ektomikoryzowy, a ponadto modyfikuje on funkcje
korzenia, jego wydzieliny oraz drobnoustroje zasiedlajace t¢ strefe. Wyspecjalizowane organi-
zmy mikoryzosferowe, zasiedlajace zmodyfikowang przez grzybowego symbionta strefe korze-
niows, sg catkowicie zalezne od prostych zwigzkéw wydzielanych przez korzen, modyfikowanych
przez symbiotycznego grzyba oraz od jego wydzielin.

Bakterie i inne drobnoustroje zasiedlajace glebe i mikoryzosfere oddziatuja na siebie i na
grzyby mikoryzowe w réznych stadiach ich rozwoju, tzn. w czasie ich rozwoju w glebie, wzdtuz
korzenia i w czasie infekowania korzeni krétkich. Niektére z tych interakcji mogg by¢ negaty-
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wne (hamowanie wzrostu grzyba mikoryzowego przez drobnoustroje), jednakze znaczna czg$¢
bakterii mikoryzosfery stymuluje wzrost grzyba i infekcj¢ mikoryzows. Wedtug Lindermana
[1988] istnicjg nastepujgce problemy do rozstrzygnigcia: (1) czy wszelkie zmiany w roslinie
mikoryzowej sg powodowane tylko przez grzyba mikoryzowego, czy tez przez inne pozyteczne
drobnoustroje mikoryzosfery, lub tez przez oba te sktadniki, (2) czy wzmozone pobieranie
fosforu przez mikoryzy jest funkcjg zwigkszonego potencjatu absorpcyjnego grzybni ekstrama-
trykalnej, czy tez wynikiem lacznego dzialania grzybni i zwigzanych z nig bakterii rozpuszczajg-
cych fosforany, lub (3) czy obnizenie poziomu infekcji korzeni przez patogeny glebowe wynika
z aktywnosci metabolicznej grzyba ektomikoryzowego, czy powodujg to bakterie zwigzane
7 grzybnig [Strzelezyk 1998].

Liczba prac wyjasnianiajagcych mechanizmy zwigzane z oddziatywaniem bakterii pomoc-
niczych na symbioz¢ mikoryzowg wcigz jest niewystarczajaca. Bowen i Theodoru [1979] wyka-
zali, ze w warunkach iz vitro niektére bakterie glebowe i ryzosferowe oddzialywaly na grzyba
cktomikoryzowego Rhizopogon luteolus wzdtuz miodych korzeni Pinus radiata i ze wptyw ten,
zaleznie od szczepu, byl pozytywny lub negatywny. Wykazano, ze niektére gleby bardziej sprzy-
jaja powstawaniu mikoryz niz inne. Garbaye i Bowen [1987] zaobserwowali, ze tworzenie miko-
ryzy bylo scisle zwigzane ze stanem mikrobiologicznym $rodowiska i ze grzyby mikoryzowe
(Paxillus involutus, Hebeloma crustuliniforme, Rhizopogon luteolus) reagowaly réznic na mikroflorg
towarzyszaca, co moze §wiadczy¢ o istnieniu specyficznej interakeji. Marx i in. [1984] zanoto-
wali, Ze zainfekowane grzybami i bakteriami inokulum Piso/ithus tinctorius bylto niekiedy wydaj-
niejsze w tworzeniu mikoryz niz grzybnia sterylna. Te wyniki wskazujg na istnienie interakcji
pomig¢dzy mikroflorg glebowg a grzybem ektomikoryzowym.

Garbaye i Bowen [1989] postulowali, ze bakterie, ktére prawdziwie wspomagaja mikoryzy,
powinny by¢ przystosowane do zycia w asocjacji z grzybem rozwijajacym si¢ w jego bliskosci,
tj. w mufce (w przypadku grzybéw ektomikoryzowych). Bakterie takie izolowano z powierz-
chniowo wysterylizowanych ektomikoryz utworzonych przez Rhizopogon luteolus na korzeniach
Pinus radiata. Wptywaty one pozytywnie na tworzenie si¢ mikoryz na korzeniach tych siewek
i wystepowaly w liczbie 10° cfu na jeden gram $wiezej masy mikoryz. Byty to przewaznie fluo-
ryzujace bakterie rodzaju Pseudomonas. Wsréd nich byly tez takie szczepy, ktére nie wywieraly
zadnego wplywu na tworzenie mikoryz lub hamowaty ich rozwdj. Duponnois i Garbaye [1991]
na podstawie wynikéw badari przeprowadzonych iz vitro, badan szklarniowych i w szkétkach
twierdza, ze zdolno$¢ do stymulowania rozwoju mikoryz jest wlasciwoscig szczepows, nieza-
lezng od jakiejkolwiek interakcji w obrgbie populacji drobnoustrojéw. Zglebiajac ten problem,
Garbaye [1994] postulowal, ze bakteric wspomagajace mikoryzy (MHB) sg specyficzne i selek-
tywne dla grzyba, ale nie dla drzewa. Wykazal, ze okreslone bakterie zwigzane z grzybem
ektomikoryzowym Laccaria laccata wspomagaly rozwéj ektomikoryz przez tego grzyba na
korzeniach réznych drzew (Picea abies, Pinus nigra, Pinus sylvestris, Pseudotsuga mengiessi), a nawet
na korzeniach drzewa okrytozalazkowego Quercus robur (fot.).

Wielu badaczy, z réznych struktur ektomikoryz izolowato bakterie rodzaju Pseudomonas
[Garbaye, Bowen 1989; Frey i in. 1997]. Jednakze Timonen i in. [1998] badajac mikroorganizmy
towarzyszgce mikoryzom utworzonym przez Suillus bovinus na korzeniach Pinus sylvestris w sta-
rodrzewie i w szkétce lesnej, wykazali, ze dominujacg grupa bakterii w starodrzewie byty
pateczki Gram-ujemne, takie jak Capnocyrophaga, Erwinia, Pasteurella, Sphingobacterium, Vibrio
czy Xanthomonas. Bakterie zasiedlajgce mikoryzy w szkétce lesnej nalezaty do takich rodzajéw
jak Pseudomonas, Burkholderia, Agrobacterium, Enterobacte oraz Xanthomonas. Bakterie gatunku
Pseudomonas fluorescens zasiedlaty rézne czg¢sci strukturalne obu mikoryz, jednakze nie wystgpo-
waly na/w sznurach grzybniowych. Inni badacze [Duponnois, Garbaye 1990; Duponnois 1992]
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Fot.
Poprzeczny przekr6j przez mufke ektomikoryzy utworzonej przez Laccaria laccata na korzeniach siewek
Pseudotsuga menziessi (strzalki wskazujg bakterie zlokalizowane na powierzchni mufki) (a) oraz grzybnia
Laccaria laccata i dwa szczepy bakterii ryzosferowych, przelegajacy (b) i nieprzylegajacy (c) do grzybni
Cross-section of the mantle of an ectomycorrhiza formed by Laccaria laccata with a Pseudotsuga menziessi
(arrows show bacteria embedded in the outer mantle) (a) as well as mycelium of Laccaria laccata and two
isolates of rhizosphere bacteria adhering (b) or not (c) to the hyphe [Garbaye 1994]

z ektomikoryz utworzonych przez Laccaria laccata, oprécz fluoryzujacych bakterii rodzaju
Pseudomonas wyizolowali réwniez przedstawicieli rodzaju Bacillus. Nie wszystkie jednak bakte-
rie stymulowaly rozwéj mikoryz, zwickszajac indeks mikoryzowy (procent krétkich korzeni
mikoryzowych). Taka cech¢ wykazywato 50% wyizolowanych szczepéw.

Obserwujac rézne oddziatywania mikroorganizméw zasiedlajgcych mikoryzosfer¢ na grzy-
ba mikoryzowego, Garbaye [1991] wyréznit pig¢ grup troficznych:

(1) typowe drobnoustroje saprotroficzne, podobne do wystgpujacych poza strefg korzeni,
wykorzystujace jako Zrédlo wegla zwigzki organiczne, takie jak ligniny, biatka, gliko-
proteiny, celuloz¢ i inne polisacharydy,

(2) drobnoustroje charakterystyczne dla mikoryzosfery, zalezne od prostych zwigzkéw
organicznych wydzielanych przez rosling i grzybowego symbionta; konkurujg one ze
sobg oraz patogenami i symbiontami zasiedlajgcymi powierzchni¢ korzenia; nalezg do
nich m.in. ryzobakterie rodzaju Pseudomonas, Bacillus i Azospirillum; niektére z tych
bakterii majg zdolnos¢ wigzania azotu atmosferycznego,

(3) patogeny korzeniowe; drobnoustroje biotroficzne, ktére wnikajgc do tkanek korzenia
niszczg je; rozwdj tych mikroorganizméw w duzym stopniu zalezy od czynnikéw
srodowiskowych, wydzielin korzeniowych oraz aktywnosci bakterii rozwijajacych si¢ na
powierzchni korzeni roslin; sg to zaréwno bakterie, jak i grzyby,

(4) symbionty korzeniowe, ktére sg mikroorganizmami $cisle zwigzanymi z korzeniami
ro$lin; czesto wykazujg zdolno$¢ wigzania azotu atmosferycznego,

(5) drapiezna mikrofauna (pierwotniaki, skoczogonki), ktéra zeruje na w/w drobnoustro-
jach, hamujgc ich aktywnos¢ i redukujgc ich liczebnosé.

Mechanizmy uczestniczace w oddziatywaniach MHB

na symbioze¢ mikoryzowg
Gléwne hipotezy dotyczace mechanizmu oddziatywania MHB na symbioz¢ mikoryzows, przed-
stawione przez Garbaye [1991] dotyczg trzech gléwnych etapéw: (1) saprotroficznego wzrostu
grzyba w glebie, (2) mechanizméw rozpoznania pomi¢dzy grzybowym symbiontem i rosling
gospodarza, (3) wrazliwoscig rosliny na infekcje grzybowa.
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Weryw MHB NA WZROST GRZYBA. Hipoteza zaklada, Zze bakterie stymulujg wzrost grzyba
w saprotroficznym, przedsymbiotycznym stadium w ryzosferze lub na powierzchni korzenia.
Jest to zagadnienie bardzo zlozone, a wyniki uzyskane z doswiadczeri in vitro sg trudne do inter-
pretacji, gléwnie z tego powodu, Ze warunki, nawet doskonaltych eksperymentéw laboratoryj-
nych, nie odzwierciedlajg uwarunkowari i oddzialywan w naturalnym srodowisku ryzosferowym.
Jednakze liczne badania nad oddziatywaniem grzyba ektomikoryzowego i MHB wykazaly, ze
metabolity wytwarzane przez bakterie mogg by¢ wykorzystywane przez grzyba jako pokarm lub
mogg intensyfikowa¢ jego anabolizm [Duponnois 1992; Garbaye 1998]. Niektdre kwasy orga-
niczne (jabtkowy, cytrynowy), wydzielane przez MHB sg dobrym Zrédtem wegla dla grzybéw
cktomikoryzowych. We wzajemnych oddziatywaniach bakterii i grzybéw duze znaczenie majg
tez zwigzki lotne, z ktérych najwazniejszg rolg odgrywa CO,. Wykazano, ze zaleznie od st¢zenia,
CO, moze stymulowac lub hamowa¢ wzrost réznych grzybéw [Le Tacon i in. 1983; Staatsma
i in. 1986]. W podobnych oddziatywaniach moze uczestniczy¢ tez etylen oraz amoniak, aminy,
alkohole, zwigzki siarki lub niskoczgsteczkowe kwasy ttuszezowe [Duponnois 1992]. Ponadto
waznym czynnikiem w oddziatywaniach MHB na grzyby mikoryzowe jest dostarczanie grzy-
bom azotu.

Juz we wezesnych badaniach ektomikoryz stwierdzono, ze niektére diazotroficzne bak-
terie wyizolowane z ektomikoryz stymulowaty wzrost grzyba przez uwalnianie amoniaku. Wielu
badaczy wykazato, ze bakterie wigZace azot atmosferyczny byty zwigzane z ektomikoryzami lub
owocnikami grzybéw ektomikoryzowych [Li, Castellano 1984; Li i in. 1992; R6zycki i in. 1999].

Inng mozliwoscig oddziatywania bakterii wspomagajgcych mikoryzy na grzyby ektomiko-
ryzowe jest detoksyfikacja srodowiska. Wykazano w warunkach i vitro, ze metabolity wydzie-
lane i gromadzone w podtozu hodowlanym (np. ciemno zabarwione zwigzki fenolowe), ktére
ograniczaty wzrost grzyba, byly rozktadane przez bakterie. Trudne do interpretacji, chociaz
z pewnoscig wyst¢pujace w naturalnym srodowisku, jest zjawisko modyfikacji ryzosfery przez
MHB. Metaboliczna aktywnos$¢ bakterii modyfikuje whasciwosci fizyko-chemiczne gleby, czg-
sto ulatwiajgc mikoryzowg infekcje. Znaczacy udzial w tej modyfikacji maja zmiany pH oraz
kompleksowanie jonéw przez wytwarzanie sideroforéw.

Ostatnig rozpatrywang hipotezg jest wptyw MHB na kietkowanie grzybowych zarodnikéw.
W Srodowisku naturalnym jest to pierwszy etap prowadzgcy do tworzenia mikoryz. Jednakze
w przypadku basidiospor grzybéw ektomikoryzowych, substancje uczestniczace w tym procesie
nie sg doktadnie znane.

Wpryw MHB NA ROZPOZNANIE RELACJI KORZEN-GRZYB. Zgodnie z tg hipoteza bakterie mogg
uczestniczy¢ w oddzialywaniach pomiedzy rosling a grzybem, gtéwnie w pierwszych etapach
nawigzywania symbiozy. Do takich chemicznych zwigzkéw sygnalnych, wytwarzanych zaréwno
przez makro-, jak i mikrosymbionta zalicza si¢ zwigzki fenolowe, enzymy, lektyny, polisachary-
dowe lub glukoproteinowe fibryle (utatwiajgce przyleganie), zwigzki lotne i fitohormony. Budowa
molekularna $ciany komdrkowej obu partneréw réwniez moze mieé znaczenie w poczgtkowym
etapie symbiozy.

Uwaza si¢, ze bakterie uczestniczg w tych oddzialtywaniach potencjalnych partneréw,
modyfikujac substancje — mediatory oraz zmieniajac wlasciwosci scian komérkowych, utatwiajac
nawigzanie symbiozy.

WprLYw MHB NA RECEPTYWNOSC KORZENIA. Zgodnie z t3 hipotezg bakterie rozwijajace si¢
w ryzosferze, jeszcze przed oddzialywaniem na symbiotycznego grzyba, mogg wptywaé na mo-
dyfikacj¢ korzenia, ulatwiajgc tworzenie mikoryz. Duponnois [1992] wykazal udziat hormonéw
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ro$linnych wytwarzanych przez bakterie w przygotowaniu korzeni do nawigzania kontaktu
z grzybem ektomikoryzowym. Kwas indolilooctowy (IAA) stymulowat rozwéj korzeni krétkich
siewek, co moglo zwigksza¢ prawdopodobieristwo kontaktu pomig¢dzy zarodnikami grzybowy-
mi a tymi korzeniami.

Trzeba jednakze podkreslié, ze niektdére grzyby ektomikoryzowe (np. Laccaria laccata)
réwniez syntetyzujg IAA i fakt ten utrudnia oceng realnego udziatu auksyn bakteryjnych i grzy-
bowych w tym zjawisku. Ponadto niektdérzy badacze [Nylund 1988] sugeruja, Ze rola TAA
w tworzeniu ektomikoryz jest prawdopodobnie przeceniona, a wrazliwos¢ korzenia na infekcje
grzybowg jest raczej gléwnie regulowana przez poziom azotu i fosforu zawartego w roslinie.

Duponnois [1992] wysuwa réwniez hipoteze, ze MHB mogg zmigkczad Sciang komérkowa
i blaszk¢ srodkowg pomigdzy komérkami migkiszu korowego przez wytwarzanie i dzialanie
specyficznych enzymdéw, ktére ulatwiajg penetracje grzybni. Sposréd tych enzyméw
(endoglukanazy, celobiazy, liazy pektynowe, ksylanazy), ktére wykrywano w ptynach po hodo-
wli MHB, najwigksze znaczenie przypisuje si¢ liazom pektynowym i ksylanazom.
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SUMMARY

Bacteria associated with mycorrhizae and their role in the functioning
of symbiosis

Abundance of easily available organic compounds in the rhizosphere stimulates growth and
development of microorganisms and such phenomenon is called “rhizosphere effect”. Another
significant biological aspect is colonization of the plant roots by symbiotic fungi, forming spe-
cialized structures, called mycorrhizae. Before mycorrhizal fungus has contact with sensitive
roots, fungi grow in the free-living stage, influencing each other with rhizosphere bacteria and
with different populations of fungi. Some of these organisms affect negatively and other posi-
tively the growth of mycorrhizal fungi.



