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PARA-BRODAWKI JAKO NOWY MODEL SYMBIOZY

Powszechnie jest znane zjawisko symbiozy pomiedzy roslinami z rodziny
motylkowatych (Fabaceae) i bakteriami z rodzaju Rhizobium, Bradyrhizobiam
i Azorhizobium. W wyniku symbiozy na korzeniach czy todygach roslin rozwijaja
sie brodawki, w ktorych wewnagtrzkomérkowo usytuowane bakterie przeprowa-
dzajg proces wigzania azotu atmosferycznego. Zwigzany azot wydzielajag do
komérek gospodarza co sprawia, ze roslina staje sie niezalezna od azotu glebo-
wego. Jednak uprawa wiekszosci roslin — w tym waznych z ekonomicznego
punktu widzenia zb6z — wymaga bardzo kosztownego nawozenia azotowego.

Odkrycie symbiozy pomiedzy niemotylkowatymi roslinami z Parasponia
i Rhizobium (Trinick 1973) oraz kilkudziesiecioma roslinami niemotylkowatymi
i promieniowcami z rodzaju Frankia (Becking 1970), a takze stwierdzenie
znacznych réznic w szczegotach interakcji symbiotycznej i morfologii brodawek
u roznych gatunkow roslin motylkowatych zasugerowato, ze symbiotyczne
wigzanie N2 moze by¢ rozszerzone na rosliny niemotylkowate. Z oceny mozliwo-
Sci wykonania tego zadania wynikato, ze najlepszym wariantem bedzie przenie-
sienie genéw ni/wraz z innymi, koniecznymi do wigzania azotu, do chloroplastow
roslinnych (Postgate 1987). Niestety, do tej pory nie udato sie wyposazy€ roslin
Zza pomoca inzynierii genetycznej w dziatlajacy, transgeniczny uktad symbiotycz-
ny, wigzacy N2. Glowng przeszkoda jest ztozonos¢ genetycznej regulacji tego
procesu (Quispel 1991).

W ostatnich latach obserwuje sie nowe, niegenetyczne podejscie do rozsze-
rzenia symbiozy na inne rosliny. Atoysius i Paton (1984) stosowali do zakazania
roslin protoplasty bakterii. Powszechnie uwaza sie, ze protoplasty moga pene-
trowac¢ sciane komadrkowsa i btone cytoplazmatyczna zywych komaérek. Po zasto-
sowaniu protoplastow Azotobacter, Pseudomonas syringae, Bacillus polymyxa
i Beijerinckia autorzy uzyskali dowody na aktywnos¢ bakterii w tkankach
roslinnych, niestety aktywnosci nitrogenazy — kompleksu enzymatycznego
odpowiedzialnego za wigzanie N2 — nie badali.

Inng mozliwos¢ stworzyto wykorzystanie enzyméw hydrolitycznych do degra-
dacji Sciany komoérkowej roslin. Cocking i wspotpracownicy (zaKennedy i Tchan
1992) doprowadzili do powstania asocjacji pomiedzy zbozami a Rhizobium spp.
niszczac enzymatycznie bariery uniemozliwiajgce wnikniecie bakterii do roslin.
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Po zastosowaniu celulaz i pektynaz autorzy obserwowali gwaltowng degradacje
Scian komoérkowych wierzchotka wzrostu wiosnikéw u roslin motylkowatych
i zb6z. Brodawki powstawaly na 10% siewek ryzu potraktowanych enzymami
i Rhizobiami. Gdy nie stosowano enzymoéw, brodawki nie tworzyty sie.

Lepsze wyniki — wzrost liczby brodawek — uzyskali A11-Mat1anh i wspotau-
torzy (1989) taczac dziatanie enzymow z glikolem polietylenowym. Doswiadcze-
nia przeprowadzali na siewkach ryzu szczepionych Rhizobium. Obserwowali
powstawanie brodawek, w ktérych bakterie zasiedlaty gtéwnie przestrzenie
miedzykomdrkowe. Podobne badania byly prowadzone na siewkach pszenicy
i rzepaku. We wszystkich przypadkach aktywnos$¢ redukcji acetylenu (ARA) byta
ledwie wykrywalna.

Jeszcze inng metode uzyskiwania brodawek opisali Jing i wspoétautorzy
(1990). Obserwowali powstawanie struktur brodawkopodobnych na korzeniach
jeczmienia szczepionego Rhizobium w efekcie dziatania pola magnetycznego.
W obserwowanych strukturach byta obecna ni¢ infekcyjna i bakteroidy otoczone
btong peribakteroidalna; nie stwierdzili w nich jednak ARA. Poniewaz doswiad-
czenie nie bylo obwarowane odpowiednimi kontrolami inni autorzy podchodza
do wynikow uzyskanych przez Jinga i wspotpracownikéw bardzo krytycznie.

Na poczatku lat osiemdziesigtych Nie i wspOtpracownicy (zaKennedy i Tchan
1992) z Uniwersytetu Shandong w Chinach opublikowali szereg prac donoszg-
cych o indukowaniu kwasem 2,4-dichlorofenoksyoctowym (2,4-D) brodawek na
korzeniach wielu roslin. Wczesniej, w latach czterdziestych i pieé¢dziesigtych,
opisano powstawanie takich struktur u roslin po traktowaniu herbicydami, bez
rozpatrywania, czy struktury te sa zasiedlone przez bakterie i jakie jest ich
znaczenie dla roslin. Nie i wspétpracownicy udowodnili, ze sg one odpowiedzig
na dziatanie herbicydu i powstajg niezaleznie od szczepienia roslin bakteriami.

Inny badacz chinski — Chen — (za Kennedy i Tchan 1992) potwierdzit
rezultaty Nie i opisat wigzanie N2 (na niskim poziomie) w strukturach induko-
wanych 2,4-D u pszenicy szczepionej Azorhizobium caulinodans.

Prace Chinczykéw byty publikowane w czasopismach chinskich, niedoste-
pnych dla wiekszosci badaczy, w zwigzku z tym przez pewien okres czasu nie
byty znane.

W 1989 roku Kennedy iTchan opublikowali artykut przeglagdowy na temat
indukcji struktur brodawkopodobnych przez 2,4-D. Zawarli w nim opis osigg-
nie¢ badaczy chinskich i przedstawili wtasne wyniki. W pracy tej po raz pierwszy
struktury brodawkopodobne indukowane chemicznie zostaty nazwane para-no-
dules (para-brodawki) dla odréznienia od brodawek powstajacych naturalnie na
korzeniach roslin motylkowatych. Opublikowanie wynikéw prac Chriczykow
w bardziej dostepnych czasopismach dato poczatek szeregu badan zmierzaja-
cych w dwu kierunkach. Pierwszy kierunek to proby rozszerzenia symbiozy
Rhizobium na rosliny nie dajgce w naturalnych warunkach brodawek z tymi
bakteriami. Wiekszos¢ z tych prac byta prowadzona na pszenicy. Bender, Nie
i Kennedy (zZa Kennedy i Tchan 1992) stwierdzili niezaleznie, ze u wszystkich
roslin poddanych dziataniu 2,4-D powstawaty p-brodawki zasiedlone w 10%-
20% przez szczepionkowe bakterie z rodzaju Rhizobium. Bakterie mozna bylto
znalez¢ w przestrzeniach miedzykomérkowych i w komérkach bez normalnej
cytoplazmy. P-brodawki nie mialy organizacji wewnetrznej i nie stwierdzano
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w nich redukcji C2H2, cho¢ autorzy przebadali wiele szczepoéw i oznaczenia
prowadzili przy kontrolowanym cisnieniu O2.

Akao | wspoétpracownicy (1991) podjeli prébe uzyskania p-brodawek indu-
kowanych 2,4-D na odmianie soi nie tworzacej brodawek. Do szczepienia roslin
zastosowali mieszanke szczepow Bradyrhizobiumjaponicum. Powstate brodawki
mialy normalng wewnetrzng strukture i byly zabarwione na kolor czerwony,
wewngtrzkomorkowo wystepowaty w nich bakteroidy. Natomiast inny od natu-
ralnego byt ich ksztalt —tykwopodobny — i czesto wystepowaty parami. Obser-
wowano w tych brodawkach wysoki poziom wigzania N2.

Drugi kierunek badan to proby ustanowienia nowego rodzaju symbiozy.
Wywodzi sie on ze znajomos$ci faktu, ze bakterie dwuazotroficzne z rodzaju
Azotobacter, Xantobacter, Bacillus i Azospirillum w naturalnych warunkach
wchodza w uklady asocjacyjne z roslinami i mogg kolonizowaé wnetrze korzeni.
Bakterie z rodzaju Azospirillum zyjag w asocjacji miedzy innymi z roslinami
zbozowymi i whasnie z zastosowaniem ich wigze sie nadzieje na wzrost plonow.
Wielokrotnie podejmowano préby szczepienia roslin tymi bakteriami iw wiekszo-
Sci przypadkéw uzyskiwano pozytywne wyniki. Badacze sugeruja, ze korzystny
wpltyw Azospirillum na rosliny jest powodowany przez wydzielanie substancji
biologicznie czynnych, usprawnienie pobieraniawody i soli mineralnych, a takze
wigzanie N2. Zeman iwspo6tpracownicy (1991) stwierdzili, ze wkasnie p-nodule
z Azospirillum moga dostarczy¢ nowego modelu wigzania azotu atmosferycznego
w symbiozie z roslinami niemotylkowatymi.

Tchan, Zeman I Kennedy prowadzg od poczatku lat dziewieédziesigtych
niezalezne badania nad indukcja 2,4-D p-brodawek i szczepieniem roslin niemo-
tylkowatych bakteriami z rodzaju Azospirillum. W przeciwienstwie do doswiad-
czen z roslinami szczepionymi Rhizobium u pszenicy w p-brodawkach zasiedlo-
nych przez Azospirillum obserwowali redukcje acetylenu. U roslin szczepionych
bakteriami ale nie traktowanych 2,4-D poziom redukcji acetylenu byt 5-krotnie
nizszy, duzo gorsza byta tez powtarzalnos¢ wynikéw. Wstepne badania wykazaty
bezposrednie powiazanie fotosyntezy i redukcji acetylenu w p-brodawkach.
Zastosowanie inhibitorow fotosyntezy hamowato redukcje C2H2. Moze to Swiad-
czy¢ o spetnieniu w tym ukitadzie pierwszego warunku symbiozy, jakim jest
czerpanie korzysci przez mikrosymbionta.

Bakterie dwuazotroficzne kolonizujgce korzenie w przeciwienstwie do sym-
biotycznych nie wydzielajg do Srodowiska azotu zwigzanego, dlatego tez tylko
w niewielkim stopniu zaspakajajg zapotrzebowanie rosliny na ten pierwiastek.
Azot zwigzany przez bakterie asocjacyjne pozostaje gtdwnie w ich komdrkach
i dostepny staje sie dla roslin dopiero po obumarciu bakterii i mineralizacji
substancji organicznej w nich zawartej.

Christlansen-Weniger | Van Veen (1991) uzyskali spontaniczne mutanty
Azospirillum brasilense, ktére wydzielaty do Srodowiskajony amonowe. Mutanty
te wigzaty azot nawet w obecnos$ci jonéw amonowych, aw podtozu bezazotowym
wigzaty 2-krotnie wiecej azotu niz szczepy dzikie. Bakterie te zastosowali do
szczepienia siewek pszenicy i kukurydzy (Christlansen-Weniger iVanderleyden
1994) po indukcji 2,4-D brodawek. Uzyskali brodawki zasiedlone przez stabilng
populacje Azospirillum. U kukurydzy tworzyly sie one na korzeniu gtéwnym,
znieksztatceniu ulegat tez wierzcholek korzenia. Jednocze$nie obserwowano



166 Hanna Jaskowska

zahamowanie elongacji korzenia gtdéwnego i tworzenia korzeni bocznych. Po
przeniesieniu roslin do podtoza bez 2,4-D mtode p-brodawki rosty i rozwijaty sie
w dojrzate organy. W czasie 5-tygodniowej obserwacji nie wykazywaly oznak
starzenia sie czy obumierania. Rosliny w tym czasie wyksztaltcity drugi, dziata-
jacy réwnolegle system korzeniowy.

P-brodawki roznity sie strukturg i pochodzeniem od brodawek u roslin
motylkowatych przede wszystkim centralnie umieszczong wigzkg przewodzaca.
Histologicznie porownywalne bylty do brodawek na pedach Sesbania. Bakterie
kolonizujgce p-brodawki byty przytwierdzone do bton komoérkowych i potagczone
ze sobg substancja fibrylarng niewiadomego pochodzenia. Zasiedlaty komoérki
roslinne bez ich widocznego uszkodzenia .

Wstepne badania ze znakowanym 15N2 wykazaty, ze wydzielajace jony amo-
nowe mutanty Azospinllum brasilense, obecne w p-brodawkach pszenicy
i kukurydzy, przekazujg znaczne ilosci zwigzanego N2 roslinie-gospodarzowi.

Powyzsze obserwacje byly poczynione na siewkach i roslinach zaledwie
kilkutygodniowych, nie wiadomo czy uzyskane wyniki mozna odnies¢ do star-
szych roslin. Czy populacja bakterii wewnatrz p-brodawek bedzie stabilna
w pézniejszym okresie zycia rosliny i czy roslina przez caly czas bedzie czerpac
korzysci z tego typu wspotzycia wykazg pdzniejsze badania.

Obecnie wiadomo, ze stosujac 2,4-D bardzo tatwo mozna uzyskaé p-broda-
wki. Proces powstawania ich nie jest zalezny od obecnosci bakterii. Jakkolwiek
bakterie szczepionkowe moga wpltywac¢ na liczbe p-brodawek i moga modyfiko-
wacé ich ksztalt. Mechanizm, poprzez ktory 2,4-D indukuje powstawanie tych
struktur nie jest znany. Nie moze by¢ wynikiem prostej aktywnosci auksynopo-
dobnej tej substancji. By¢ moze 2,4-D inicjuje proces/procesy porownywalne
z tymi, ktore indukujg Rhizobia podczas normalnego brodawkowania. Dodatko-
wo moze utatwia¢ bakteriom penetrowanie tkanek roslinnych przez stymulacje
produkcji celulaz bakteryjnych (za Akao i wspotaut. 1991). Wigzanie azotu
atmosferycznego w p-brodawkach zalezy gtéwnie od stopniaich zasiedlenia przez
Azospinllum i wydaje sie, ze zachodzi nawet intensywniej niz w brodawkach
normalnych. Pewne watpliwosci budzi to, czy aktywnosc¢ redukcji acetylenu jest
wynikiem tylko dziatalnosci bakterii zasiedlajgcych p-brodawki, czy pochodzi
takze od bakterii bytujgcych na powierzchni korzeni.

Opisane doswiadczenia sa prowadzone zaledwie od kilku lat. Trudno jest
w tej chwili okresli¢, czy uzyskany model symbiozy pomiedzy roslinami zbozo-
wymi i Azospinllum mozna faktycznie uznaé¢ za prawdziwa symbioze. Obserwcje
byly poczynione na siewkach i kilkutygodniowych roslinach, nie wiadomo czy
uzyskane wyniki mozna odnies¢ do starszych roslin. Wyjasnienia wymaga
mechanizm ewentualnego przekazywania zwigzanego przez bakterie N2 rosli-
nom. Na podstawie dotychczasowych wynikéw nie mozna tez stwierdzi¢, czy
p-brodawki i populacja bakterii zasiedlajacych je beda stabilne i czy roslina
bedzie czerpac z tego typu wspdtzycia korzysci takze w pdzniejszym okresie zycia.

Odlegte jeszcze ale wielce prawdopodobne wydaje sie zastosowanie techno-
logii uzyskiwania p-brodawek w rolnictwie. Mozliwe, ze wczes$niej powinna by¢
ona zastosowana w ogrodniczych uprawach hydroponicznych. Przedtem jednak
nalezy znacznie lepiej pozna¢ ten problem i odpowiedzie¢ na pytania, ktére
zrodzity sie w trakcie prowadzonych dotychczas badan.
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PARA-NODULES AS A NEW MODEL OF SYMBIOSIS
Summary

A N2-fbdng symbiosis is a specific of plants of the Fabaceae family. Within this relationship the
plant develops, along roots or stems nodules in which the symbiotic bacteria fix atmospheric
nitrogen. This proces is very efficient, and makes the plant independent of mineral nitrogen.

Most of the plants, including important crops, do not form nodules, and their productivity
depends on N rfrrtilization. Recent technical advances concerning the induction ofnodular structures
(para-nodules) on the roots of cereal crops offer the prospect that dependable symbiosis with
free-living diazotrops, such as Azospirillum, or with Rhizobium may eventually be achieved.
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