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ANOTACIJA

Klaga A., 2023. Guminbakteriju daudzveidiba Latvijas augsnés. Promocijas darbs. Latvijas
Biozinatnu un tehnologiju universitate, Jelgava, 133 Ipp.

Pedgjos gados taurinziezu audzeSanas platibu palielinaSanai pieversta pastiprinata
uzmaniba, pateicoties ne tikai taurinziezu pieaugosajam pielietojumam partika, lopbariba,
blivmaterialos un ellas razoSana, bet arl So augu spé&jai veidot simbiotiskas attiecibas ar
guminbaktérijam un saistit atmosferas slapekli, $ada veida samazinot kimiska slapekla
méslojuma izmantoSanas nepiecieSamibu. Palielinoties taurinziezu-guminbakteriju simbiozes
nozimei ilgtsp&jiga lauksaimnieciba, pieaug pétijumu skaits, kas veic guminbaktériju
taksonomiskas daudzveidibas noveértésanu. Guminbakterijas p&tijumos lielakoties apraksta ka
o-proteobakteriju klasei piederosas (piem., Rhizobium). Sis klases guminbaktgrijas ir plasi
pétitas vairaku desmitgazu laika. Tomér péd€jos gados aizvien vairak pétijumu rezultati
paplasina guminbakteriju ekologiskas grupas jédzienu, un tiek apsvérts $aja mikroorganismu
grupa ieklaut art bakt€rijas no - un y-proteobaktériju klasém. Lai gan Latvija veikti plasi
petijumi par guminbakteriju celmu efektivitates atSkiritbam, [idz §im nav veikta guminbaktériju
genétiska identifikacija, vai taurinziezu rizosféras baktériju daudzveidibas noteikSana.
Gengétiska identifikacija un daudzveidibas noveértéjums ir ieguldijums ne tikai fundamentalaja
lauksaimniecibas zinatn€, bet arT sniegtu zinatniski pamatotas vadlinijas preparata izveidé
taurinziezu s€klu inokulacijai.

ST darba mérkis ir raksturot Latvijas Biozinatnu un tehnologiju universitates (LBTU)
kolekcija esoSo guminbakteriju celmu daudzveidibu. Lai sasniegtu So mérki, izvirziti $adi
uzdevumi: veikt LBTU Augsnes un augu zinatnu institita eso$as veésturiskas Guminbakt&riju
kolekcijas inventarizaciju; papildinat esoSo kolekciju ar jauniem guminbaktériju celmiem; veikt
visu kolekcija esoSo baktériju celmu genétisko identifikaciju; izveértét identificéto baktériju
celmu daudzveidibu un analizét So daudzveidibu atkariba no saimniekaugiem un augsnes
agrokimiskajiem raditajiem.

Petijums veikts laika posma no 2015. lidz 2022. gadam. Guminbaktériju daudzveidibas
noteikSanai izmantoti jau esoSie LBTU Augsnes un augu zinatnu institiita kolekcijas baktériju
celmi (izdaliti no 1962. 1idz 2015. gadam), ka arf izdaliti jauni baktériju celmi laika posma no
2016. 1idz 2019. gadam, dazadu Augsnes un augu institiita izm&ginajumu ietvaros. Molekularas
biologijas analizes veiktas LBTU Biotehnologiju zinatniskas laboratorijas Molekularas
biologijas un mikrobiologija nodala. P&tijums izstradats projektu EUROLEGUME
(“TaurinzieZu audzeSanas veicinaSana Eiropa proteina nodroSinasanai partika un lopbariba
ilgtspejigas lauksaimniecibas apstaklos”) un LegumeGap (“Augu olbaltumvielu raZoSanas
produktivitates un ilgtsp€jibas palielinasana Eiropa”) ietvaros.

Saja pétijuma identificéti baktériju celmi, kas izdaliti no plasa spektra taurinziezu dzimtas
saimniekaugiem, izmantojot pilna garuma 16S rRNS géna sekvencéSanu augstakai
filogenétiskas analizes precizitatei, salidzinajuma ar nepilna garuma 16S rRNS sekvencu
salidzinasanu, kas ir biezak izmantota identifikacijas metode. Guminbakteriju daudzveidiba,
kas tika identificéta, bija plasaka, neka sakotng&ji domats. Lai gan Rhizobium sp. bija visbiezak
sastopama identificéta gints, identificétie bakteriju celmi pieder ne tikai pie a-proteobakteriju
klases, bet ari pie f- un y-proteobaktériju klaseém, kuram ir potencials simbiotisko attiecibu
nepieejamos, fosfora savienojumus. Rezultata atklati jauni potencialie baktériju celmi, kurus
varétu izmantot komerciala guminbakt€riju preparata izveidoSanai.

Promocijas darba apjoms 95 Ipp. (neskaitot bibliografijas sarakstu un pielikumus); darba
ir 14 tabulas, 26 atteli; 302 bibliografiskie avoti, ka art 3 pielikumi.



ANNOTATION

Kluga A., 2023. Diversity of rhizobia in Latvian soils. PhD Thesis. Latvia University of Life
Sciences and Technologies: Jelgava, 133 pages.

In the recent years, attention has been paid to increase the areas or legume cultivation, not
only due to the increasing use of legumes in food, fodder, building materials, oil production,
but also due to the ability of these plants to form symbiotic relationships with rhizobia, binding
atmospheric nitrogen, thus reducing the need for chemical nitrogen fertilizers. As the
importance of the legume-rhizobia symbiosis in sustainable agriculture increases, the number
of studies that identify rhizobia genetic diversity is growing. Rhizobia are mostly described in
research articles as bacteria belonging to the a-proteobacteria class (e.g., Rhizobium). This class
of rhizobia bacteria has been extensively studied over several decades. However, in the recent
years, more and more studies are expanding the concept of rhizobia bacteria and considering
including bacteria also from B- and y-proteobacteria classes in this ecological group of
microorganisms. In Latvia, despite the extensive research done on rhizobia effectiveness and
efficiency differences between various strains, no genetic identification of rhizobia bacteria or
determination of the diversity of the legume rhizosphere has been carried out. Genetic
identification and diversity assessment contribute not only to the fundamental agricultural
science but also provide science-based guidelines for developing a rhizobia strain containing
legume seed inoculant.

The aim of this work is to characterize the diversity of rhizobia bacteria strains in the
Rhizobia Collection of Latvia University of Life Sciences and Technologies (LBTU). In order
to achieve this goal, the following tasks were set: to carry out an inventory of the existing
historical Rhizobia Collection of the LBTU Institute of Soil and Plant Sciences; supplement the
existing collection with new rhizobia strains; perform genetic identification of all bacteria
strains in the collection; assess of the diversity of the identified bacteria strains; evaluate the
identified diversity depending on the host plants and the agrochemical indicators of the soil.

This study was conducted in the time period from 2015 to 2022. To determine the
diversity of rhizobia strains, existing bacteria strains from the collection of the Institute of Soil
and Plant Sciences of LBTU (isolated from 1962 to 2015), as well as newly isolated bacterial
strains, collected in the period 2016-2019, within the framework of various field and pot trials
of the Institute of Soil and Plant Sciences, were used. Molecular biology analyses were carried
out in the Department of Molecular Biology and Microbiology of the Research Laboratory of
Biotechnology (LBTU). The study was carried out within the project EUROLEGUME
(“Enhancing of legumes growing in Europe through sustainable cropping for protein supply for
food and feed”) and LegumeGap (“Increasing the productivity and sustainability of plant
protein production in Europe”).

This study identified bacterial strains isolated from a wide range of legumes, using full-
length 16S rRNA gene sequencing for higher phylogenetic analysis accuracy, compared to
shorter length 16S rRNA fragment sequences, that are more commonly used as an identification
method. The taxonomic diversity identified was wider than initially suspected. Although
Rhizobium sp. was the most common identified genus, bacterial strains identified in this study
belong not only to the a-proteobacteria class, but also to the B- and y-proteobacteria classes.
The latter two have the potential, in the case of forming a symbiotic relationship with legumes,
to fix atmospheric nitrogen, but also to dissolve the phosphate in the rhizosphere, that is
otherwise unavailable to plants. As a result, new potential bacterial strains were discovered that
could be used to create a commercial rhizobium inoculation preparation.

This PhD Thesis consists of 95 pages (excluding bibliography list and appendices); the
work contains 14 tables, 26 figures, 302 bibliographic sources, as well as 3 appendices.



SATURA RADITAIJS

TABULU UN ATTELU SARAKSTS ..o 5
DARBA IZMANTOTO SAISINAJUMU UN SVESVARDU SKAIDROJUMS...................... 6
FE V A D S e 9
1. LITERATURAS APSKATS oot 14
1.1. Guminbakteriju daudzveidibas pETJUMU NOZIME ......eevvveeriririieriie e 14
1.2, GUMINDAKLEIIJU DIOLOZIJA ... cueieeieiiiiiiitieieeiiei e 16
121, GumMINbaKIBIIJU UZDUVE ...ovveeiiiiiieiiic it 16
1.2.2.  Atmosferas slapekla saistiSanas mehanisms...........cccoovviviiiiiiicnieniee e, 19
1.2.3.  Guminbakteriju izplatiba dazados apkartgjas vides apstaklos..........ccccoevvrireennnn. 22
1.2.4.  Guminbakteriju klasifikacija .......cccoceiiiiiiiiiie e 28
1.3.  Guminbakteriju daudzveidibas noteik§ana .............ccccovieeiiiiiieic i 32
1.3.1.  Genotip&Sanas metode guminbakteriju daudzveidibas noteiksana..................... 33
1.3.2. Ribosomalo génu izmanto$ana guminbakteriju identifikacija..........c.c.ccecvvrnennn. 34
1.3.3.  Citu génu izmanto$ana guminbakteriju identifikacija...........cccoovvvviveiininrnenn. 37
1.3.4.  Multi-lokusu sekvencu analize guminbakt€riju identifikacija...........cccervrienee 39
1.4. Guminbakteriju petniecibas attistiba Latvija........cccevveiiiiiiiiiiieiiesee e 40
KOPSAVILKUDMS e 42
2. MATERIALI UN METODIKA .ttt 44
2.1, PETJUMA StIUKLUTA ....eeeiiiiiieee e 44
2.2, GuMINbAKLETIJU CEIMIT ..oovviiiiiiiiiciee s 44
2.3. Guminbakteriju identifikacija........ccoviiiiiiiiiii 47
2.3.1. DNS 1ZdalTSANA .....c.viiiiiieicceee et 47
2.3.2. 16S rRNS géna amplifikacija un sekvenceSana ...........ccccvvviiiiiiiniiiiniie e 48
2.3.3. 16S rRNS sekvenceéSanas rezultatu analize...........cccccovoviiiiniiiiic i 51
2.3.4. 16S rRNS sekvenceésanas datu statistiska analize ............cccoceviiiiiiiiiicin, 51
2.3.5. 16S rRNS géna mainigo regionu aprékKinaSana.........coceoevrerreienenenieieneseneseneens 52
2.4, AUESNES ANAITZES .....c.viiiiiiieiic e 52
2.4.1. Augsnes agrokimisko radTtaju MEITJUMI ......eevverrririierri e 52
2.4.2. Augsnes agrokimisko raditaju rezultatu datu apstrade..........ccccevvvereeiiniicieenennenn 53
3. PETIJUMA REZULTATI UN DISKUSIJA ..ottt 54
3.1. LBTU kolekcija esoSo guminbaktériju celmu inventarizacija...........cceovveerveneinnnnn 54
3.2.  Guminbakteriju celmu genetiska identifikacija ........ccocereriiinininiice e 59
3.2.1.  Guminbakteriju celmu 16S rRNS géna konservativie un mainigie regioni ....... 62
3.2.2.  Guminbakteriju celmu daudzveidiba............cccoceviiiiiiiiiiii 63
3.2.3. Izmainas guminbakteriju daudzveidiba laika gaita............c.ccooiriiiiiiiicici 74
3.2.4.  Saimniekaugi un identific€to bakteriju specifiskums...........cccoovvviiiiiiininnnn 74
3.3. Identificéto guminbaktériju izplatiba Latvijas augsnes ..........cccccvvvviieiiieniieninnenn. 79
3.3.1. No taurinzieziem izdalito bakteriju daudzveidiba Latvijas novados.................. 79
3.3.2. Augsnes agrokimiskie apstakli guminbakteriju izdaliSanas vietas ..............cccoceene. 81
3.3.3. Augsnes agrokimisko raditaju korelativas sakaribas ..........c.cccoevniiiiicniiniinnnnnn 88

3.4.  Guminbakteriju un endofitisko bakteriju daudzveidiba, efektivitate un potencialais
pielietojums taurinzieZu INOKUIACIIA ........veoreiiiieiicie e 89
3.4.1. Tepriek$€jo guminbaktériju p&tijumu rezultati genétisko analizu konteksta........... 89
3.4.2. TaurinzieZu s€klu inokulacijas preparata izveide..........ccoceviiiiiieininiiiic e 91
SECINAJTUMI oottt 94
PATEICIBAS ..ottt sttt 95
[IZMANTOTA LITERATURA .o 96
PIELTIKUMI .o 115



TABULU UN ATTELU SARAKSTS

Darba ievietoto attélu saraksts

Nr. | Nosaukums Lpp.
11 Guminbakteriju dzives cikla tr1s sadalas: simbiotiska (A), saprofitiska 16
" | (B) un endofitiska (C) '
19 Guminbaktériju hromosomala genoma (a) un plazmidu pRL9 un pRL10 18
" | genomu (b) shémas '
13 Taurinziezu saknu infic€Sanas ar guminbakterijam procesa shematisks 20
| att€lojums '
1.4. | Atmosferas slapekla saistiSanas un reduc€$anas mehanisma shéma 21.
Taurinziezu gintis un to simbiotiskas guminbakt&riju sugas (péc
1.5. : 30.
Pongslip, 2012)
16 Bakteriju ribosomalas RNS operona struktiira (a) un reprezentativs 35
"' | bakt@riju 16S rRNS géna sekvences shematisks att€lojums (b) '
2.1. | Promocijas darba pétijuma struktiiras shematisks attélojums 44,
29 Terit.or‘ij as Latvija, kur veikta baktériju izdaliSana no taurinziezu 45
guminiem
2.3. | Guminbakt@riju uzglabaSana 46.
2.4. | Guminbakt@riju tirkultiiru iegiiSana ar atSkaidijumu metodi 47.
2.5. | 16S rRNS géna amplifikacijas shematisks attelojums 48.
31 Id?ptiﬁcéto bakteriju celmu 16S rRNS géna konservativie un mainigie 64.
regioni
3.2. | Pilna 16S rRNS géna filogenétiskais koks 65.
3.3. | Alfa-proteobaktériju pilna 16S rRNS gena filogengtiskais koks 68.
3.4. | Beta-proteobakteriju pilna 16S rRNS géna filogenétiskais koks 70
3.5. | Gamma-proteobaktériju pilna 16S rRNS géna filogenétiskais koks 71.
3.6. | Saimniekaugi un to atbilstoSie a-proteobaktériju celmi 76.
3.7. | Saimniekaugi un to atbilstosie -, y-proteobacteria un Bacilli celmi 77.
38 No taurinzieZu guminiem izdalito baktériju daudzveidiba Latvijas 80
" | teritorija '
3.9. | Kalija saturs augsnes paraugos (mg kg™ 82.
3.10. | Kalcija saturs augsnes paraugos (mg kg™) 83.
3.11. | Nitratu saturs augsnes paraugos (mg kg™?) 84.
3.12. | Fosfatu saturs augsnes paraugos (mg kg™) 8b.
3.13. | Augsnes paraugu pH Itmenis 87.
3.14. | Augsnes paraugu elektrovaditspgja (US cm™) 88.
315, Augsnes agrokimisko analizu raditaju slodze (factor loading) uz 90.

galvenajiem komponentiem, un raditaju savstarp&jas sakaribas




Darba ievietoto tabulu saraksts

Nr. | Nosaukums Lpp.
11 Guminbakteriju klasifikacija, pamatojoties uz to saimniekaugiem (p&c 29
" | Coutinho, De Olivera, Moreira, 2000) '
1.2. | Guminbaktériju klasifikacija, balstoties uz genétisko radniecibu 31.-32.
1.3. | Dazadu guminbaktériju 16S rRNS géna kopiju skaits genoma 36.
1.4. | Dazadu genétisko markieru pielietojums guminbakt&riju pétnieciba 38.
21 L}?TU Augsnes un augu zinatnu instittita Guminbakteriju kolekcijas 16
ceimi
2.2. | 16S rRNS geéna fragmentu amplifikacijas eksperimenta shema 49.
23 Polimerazes kédes reakcijas programma 16S rRNS géna fragmentu 49
" | amplifikacijai '
24 16S rRNS géna amplificeta fragmenta sekvencéSanas polimerazes kedes 50
" | reakcijas programma '
31 LBTU Augsnes un augu zinatnu institiita guminbakteriju kolekcijas 55 59
" | inventarizacija CUT
39 No taurinziezu guminiem izdalito bakteriju genétiska identifikacija, 6062
" | izmantojot pilna garuma 16S rRNS géna sekvences T
3.3. | Baktgriju daudzveidiba biezak sastopamo saimniekaugu guminos 75.
34 Augsnes paraugu agrokimisko analizu raditaju Pirsona analizes 89
" | korelacijas matrica '
3.5. | Baktériju celmi taurinziezu s€klu inokulacijas preparatu izveidosanai 92.
Baktériju celmi taurinziezu seéklu inokulacijai augsném ar pH <6.0 un
3.6. oH >7.5 ’ 92.

DARBA IZMANTOTO SAISINAJUMU UN SVESVARDU SKAIDROJUMS

Saisinajums/svesvards

AFLP

Bakteériju celms

Bakteriofagi

Bazu paris; bp

DNS

DNS amplifikacija
DNS-DNS hibridizacija

Skaidrojums

(amplified fragment length polymorphism) amplificéto
fragmentu garuma polimorfisms — DNS genotip&sanas
metodes paveids, ko izmanto genétikas p&tijumos;
taksonomiskais iedalijums, ko izmanto genétiski
vienveidigu bakteriju tirkultiru apzim&umam sugas
ietvaros;

bakteériju virusi ar konkrétas baktériju grupas
specifiskumu;

divi nukleotidi DNS dubultspiralg, kas sava starpa saistiti
ar Udenraza saiteém, ko izmanto ka DNS molekulas
garuma mervienibu;

dezoksiribonukleinskabe — molekula, kas sastav no
nukleotidiem un uzglaba genétisko informaciju;

noteikta DNS fragmenta kopiju pavairoSana;
molekularas biologijas metode, ar kuras palidzibu veic
divu organismu genétiskas lidzibas salidzinajumu.
Izmanto taksonomija un filogené&tikas pétijumos;



Eksopolisaharids
Elektroforeze

ETS

Fenotips
GenotipeSanas metode
Genoms

Genotips

Geéns

Gram-negativas baktérijas

Infekcijas pavediens

ITS

Konservativie geni

Lipopolisaharids

LBTU
“Leningradas kolekcija”

Mezofilas bakterijas
MLSA

Nitragins

PCR

Plazmida

Pleisomorfija

(EPS) lielmolekulars, biologiski noardams polimérs
(oglhidrats), kuru sintezeé ;guminbaktgrijas

metode, kas sadala molekulas elektriskaja lauka, atkariba
no to izméra, struktiiras, un ladina;

(external transcriber spacer) nefunkcionals RNS,
tuvradniecisks ITS regionam;

genotipa  fiziska  izpausme, morfologiskas un
fiziologiskas organisma ipasibas;

(fingerprinting) netieSsa metode DNS sekvences
polimorfisma izvert€Sanai. Izmanto bakteriju sugu un
celmu identificéS$anai;

organisma visu DNS molekulu kopums;

visu génu (génu alélu) kopums, kas raksturigs vienam
individam;

RNS vai DNS sekvence, kas kodé funkcionalu molekulu;
bakterijas, kuras, izmantojot zinatnieka Grama bakteriju
krasoSanas metodi, neiekrasojas ar kristalvioleto
krasvielu. So bakteriju $iinas apvalks sastav no planas
peptidoglikana slana, kas ir saspiesta starp ieks€jo
citoplazmatisko membranu un bakterialo argjo
membranu;

cilindriskas formas struktiira, ar kuras palidzibu
guminbakterijas infic€ saimniekauga saknu Stinas.
(internal transcriber spacer) nekodgjoss DNS regions,
kas atrodas starp mazas apakSvienibas un lielas
apakSvienibas ribosomalo RNS géniem;

(conserved genes) géni, kuri evoliicijas gaita biitiba nav
mainfjusies, noradot uz SO génu unikalumu un
butiskumu;

(LPS) lielmolekulars savienojums, kas sastav no lipida
un polisaharida dalam un ir atrodams uz gram-negativo
bakteriju argjas membranas;

Latvijas Biozinatnu un tehnologiju universitate;
Vesturiska baktériju kolekcija Leningrada (tagadgja
Sanktpéterburga) (All-Union Scientific Research Institute
of Agricultural Microbiology, Leningrad, USSR)
bakterijas, kuru optimala augSanas temperatiira ir mérena
(2045 °C);

Multi-lokusu sekvencu analize — molekularas biologijas
metode, izmantota vairaku lokusu sekvencu analizei;
komercials guminbaktériju preparats taurinziezu séklu
inokulacijai;

(polymerase chain reaction) polimerazes kédes reakcija
— metode DNS amplifikacijai arpus $iinas;

bakteriju DNS molekula, kas ir mazaka par hromosomu,
un parasti nesatur génus, kuri atbild par baktériju
augSanu un pamata funkcijam,;

pazime, kas evoliicijas procesa ir saglabajusies homologa
kadai noteiktai organismu grupai, bet nav unikala plasaka



Praimeri

Rekombinanta DNS

Ribosomalas RNS operons

ROS

RFLP

Ribosomalas RNS, rRNS

Sekvencésana
YMA

organismu loka, sarezgijot §Is pazimes izmanto$anu
filogen&tika;

(pazistami ari ka oligonukleotidi) isas, vienpavediena
DNS sekvences, ko izmanto darbam ar PCR kada
konkréta DNS fragmenta amplifikacija;

DNS molekula, kura iegtita ar laboratorijas metodém
(piem., klong&$ana), panakot genétiska materiala parnesi
starp dazadiem organismiem, kas nebiitu panakama ar
dabiskas rekombinacijas u.c. procesiem (piem., genétiska
modifikacija);

(rRNS operons) rRNS géna kodé$anas un reguléSanas
mehanisms

(reactive oxygen species) reaktivas skabekla formas —
brivie radikali, nestabilas molekulas, kuras satur skabekli
un viegli reagé ar citam Stnas molekulam. ROS
uzkraSanas $iina var bojat DNS, RNS, proteinus, un
izraisit SUnu navi;

(restriction fragment length polymorphism) restrikcijas
fragmentu garuma polimorfisms — DNS genotip&$anas
metodes paveids, ko izmanto genétikas p&tijumos;

RNS (ribonukleinskabes) molekula, kas kopa ar
proteiniem veido ribosomu;

DNS fragmentu nukleotidu secibas noteikSana;

(yeast mannitol agar) rauga-mannita agariz&ta barotne,
bakteriju kultivésanai.



IEVADS

Taurinziezi ped€jos gados visa pasaulé nokluvusi zinatnieku, lauksaimnieku, ka art
patérétaju uzmanibas centra. Liela nozime taurinzieziem ir augsnes bagatinasana ar slapekli,
uzlabojot augsnes auglibu un pasargajot to no erozijas (Deshpande, Deshpande, 1991;
Drinkwater, Wagoner, Sarrantonio, 1998; Giller, Herridge, Sprent, 2016; Voisin et al., 2014).
Taurinziezu izmantoSana ir loti plaSa un ietver pielietoSanu ar1 biivmaterialu, lopbaribas un
ellas razoSana (Voisin et al., 2014). Salidzinot visus taurinzieZzu parstrades un izmantoSanas
veidus, lielako dalu izmanto lopbaribai. Taurinziezus lopbariba izmanto, jo tie ir vertigs
olbaltumvielu un energijas avots (Sharasia, Garg, Bhanderi, 2017; Voisin et al., 2014). Tomér
aprekinats, ka Eiropas Savieniba (ES) nodrosina tikai 30% no nepiecieSamas lopbaribas,
savukart 87% no $1 iztrikuma kompens€ ar sojas importu. Vietjo taurinziezu audz&$anas
apjoma palielinasanu iesaka, lai samazinatu Eiropas atkaribu no importéta proteina lopbaribai
(Watson et al., 2017).

Misdienas cilveki aizvien vairak sak apzinaties savu personigo ietekmi uz apkartgjo vidi.
Zinams, ka vismaz dalgja galas aizvietoSana ar augu valsts produktiem, taja skaita
taurinzieziem, ir daudz ilgtsp€jigaka — gan attieciba uz vides piesarnojuma samazinasanu, gan
cilvéku veselibas stavokla uzlabosanu (Carlsson-Kanyama, Gonzalez, 2009; Jallinoja, Nivaa,
Latvalab, 2016; Pimentel, Pimentel, 2003). Taurinziezi ir ar olbaltumvielam bagats produkts,
kas sp&j vismaz dal&ji aizstat galu, nodroSinot pilnvertigu uzturu (Aiking, 2011; Voisin et al.,
2014). Sobrid ES netiek audzéts pietickosi liels taurinziezu daudzums, lai sp&tu nodroinat
vietgjo partikas pieprasijumu. Lielako dalu taurinziezus, ko ES patéré partika, lidzigi ka
lopbaribas taurinziezus — importé no citam valstim (FAOSTAT?). Aramzeme, kas atvéleta
taurinziezu audzeSanai, ES pedgjos piecdesmit gados ir sarukusi no 4.6% lidz 1.8% (Rochon
et al., 2004; Zander et al., 2016). Sakara ar picaugoSo pasaules populaciju, paredz, ka
taurinziezu raZoSana pasaulé palielinasies par 30 miljoniem tonnu nakamo 35 gadu laika
(Knight, 2012). Lai rosinatu pétijumus, kas stimul€tu taurinziezu produktu pieprasijjumu, un
galu gala veicinatu taurinziezu audzéSanu, ES péd&jos gados ir ieguldijusi apjomigu
finans&jumu projektu témam, kas saistitas ar taurinziezu pétniecibu (CORDIS?). Taurinziezu
audzeSana Eiropa aktualiz€ta, piem&ram, ar zalinaSanas programmam (EU Common
Agricultural Policy®), ka ari Eiropas zalo kursu (European Green Deal®), mudinot
lauksaimniekus atbalstit ilgtsp&jigu lauksaimniecibu, preti sanemot finansialu atbalstu.

Nozimigu lomu taurinziezu audzéSana iepnem guminbakterijas. Guminbakterijas ir
augsnes bakterijas, kuras piesaistas pie taurinziezu sakném un, veiksmigas simbiozes
gadijuma, veido guminus un saista atmosferas slapekli, kuru augi izmanto olbaltumvielu
razos$ana, pretl no augiem sanemot baribas vielas (oglhidratus) (Deshpande, Deshpande, 1991,
Giller, Herridge, Sprent, 2016; Lindstrom et al., 2010; Voisin et al., 2014; Wang et al., 2019a).
Guminbakt€riju un taurinzieZu simbiozes augsta pievienota vértiba no lauksaimnieku un visas
sabiedribas skatu punkta ir $is saistitais atmosferas slapeklis, kas samazina nepiecieSamibu péc
kimiska slapekla meslojuma, ne tikai samazinot izmaksas, bet art sniedzot butisku ieguldijumu
ilgtspejiga lauksaimnieciba. Turklat dala saistita slapekla, auga dalam sadaloties augsné,
bagatina augsni ar slapekli un nodroSina labvéligus apstaklus nakamajiem kultiiraugiem
(Ahemad, Kibret, 2014; Dash, Gupta, 2011; Pawar et al., 2014; Voisin et al., 2014).
Guminbakterijas atSkiras sava atmosferas slapekla saistiSanas efektivitaté, un §is atSkiribas
noverojamas ne tikai starp atSkirigam guminbakteriju sugam, bet ari vienas sugas ietvaros starp

1 FAOSTAT [Tiessaiste] [skatits 19.02.2023.]. Pieejams: http://www.fao.org/faostat/en/#data

2 Community Research and Development Information Service, The primary information source for EU-funded
projects since 1990, [TieSsaiste] [skatits 09.11.2018.]. Pieejams: https://cordis.europa.eu/projects/home_en.html
3 EU Common Agricultural Policy [Tiessaiste] [skatits 19.02.2023.]. Pieejams: https://bit.ly/2t0GM1E.

4 European Green Deal [TieSsaiste] [skatits 19.02.2023.]. Pieejams: https:/bit.ly/3Y YbpSU .
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dazadiem vienas sugas celmiem (Ahmed et al., 2007; Bourion et al., 2007; Saleh, Zaman,
Kabir, 2013). Lai izveidotu veiksmigu taurinziezu-guminbaktériju simbiozi, ir nepiecieSama
saderiga taurinzieza un guminbaktériju celma kombinacija (Giller, Herridge, Sprent, 2016).
Bitiski ir veikt petijumus ar vietgjiem guminbakteriju celmiem, kas ir atbilstosi konkrétas
teritorijas vides apstakliem. Turklat Sie, no vietgjas augsnes izdalitie guminbakteriju celmi, bus
atbilstosaki simbiozes izveidoSanai ar viet§jam taurinziezu Skirném. Balstoties uz
zinatniskajiem pétijumiem, var veiksmigak izvéleties atbilstosakos guminbakteriju celmus
komercialai taurinziezu audz&Sanai. Lai gan par guminbaktériju efektivitati ir veikti daudz
petijumi gan Latvija, gan citur pasaulé, tomér ir novéroti pretrunigi rezultati. Viens no
iemesliem ir tas, ka trukst informacija par guminbaktériju daudzveidibu. Guminbakteriju
filogengtiskie pétijumi ir nepiecieSami, lai papildinatu zinasanas par guminbakteriju
daudzveidibu, taja pasa laika, sniegtu uz pétijjumiem balstitas zinasanas, kas palidzetu
izveleties atbilstoSus guminbaktériju celmus komercialu preparatu razoSanai.

Promocijas darba aktualitate

Guminbaktgérijas ienem nozimigu lomu lauksaimnieciba ka dabigais slapekla saistitajs
taurinziezu (Leguminosae) kultiiraugos, tadgjadi samazinot kimiska slapekla méslojuma
izmantoSanu, ka arT bagatinot augsni nakamajiem kultGraugiem. Lidz §im nav veikta no
Latvijas augsném izdalitu guminbaktériju celmu identifikacija, izmantojot molekularas
biologijas metodes, ka ari nav veikts Latvijas guminbaktériju celmu daudzveidibas
novértgjums. ST pétfjuma rezultati laus veikt LBTU kolekcija esoSo guminbaktériju
taksonomiskas piederibas identifikaciju, paverot jaunas iesp&jas guminbakteriju pielietoSanai
lauksaimnieciba — gan jau esoSo guminbakteriju efektivitates petijumu rezultatu skaidroSana,
gan jaunu efektivu taurinziezu s€klu inokulacijas preparatu sagatavosana. Lai gan pasaulé
pétijumi par guminbakteriju un taurinziezu simbiozi ir daudz, tomér iegltie rezultati ir
pretrunigi. Viens no iemesliem ir nepietiekosa informacija par guminbakteriju daudzveidibu.

Promocijas darba merkis
Novertet LBTU kolekcija esoSo un jauniegiito guminbakteriju celmu taksonomisko
piederibu un daudzveidibu.

Darba uzdevumi

1. Veikt LBTU Guminbaktgriju kolekcija esoSo guminbaktériju celmu inventarizaciju.

2. Papildinat LBTU Guminbaktériju kolekciju ar jauniem, no Latvijas augsn€s augosajiem
taurinzieziem izdalitiem guminbaktériju celmiem.

3. Identificet LBTU Guminbaktériju kolekcija esoSo un jaunizdalito guminbaktériju
celmu taksonomisko piederibu.

4. Noteikt identificéto guminbaktériju celmu daudzveidibu.

5. Analizet identific€to guminbaktériju celmu daudzveidibu atkariba no saimniekaugiem
un augsnes agrokimiskajiem raditajiem.

Promocijas darba hipoteze

Latvijas augsnés augos$o taurinziezu guminos sastopamas dazadas guminbakteriju gintis,
kuru daudzveidibu ietekmé ne tikai saimniekaugi, bet arT augsnes agrokimiskie raditaji.
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Aizstavamas tezes

1.

2.
3.

16S rRNS pilna garuma géns ir atbilstoss markieris taurinziezu simbiontu daudzveidibas
identifikacijai.

Taurinziezu guminos sastopamas baktérijas no dazadam proteobaktériju klasém.

Pastav daudzveidibas atSkiribas starp vésturiskas kolekcijas guminbaktérijam un
jaunizdalitajiem bakt€riju celmiem.

Bitiska ietekme guminbakteriju daudzveidibai ir saimniekaugiem, no kuru saknu
guminiem baktérijas izdalitas.

Augsnes agrokimiskie apstakli (pH, augsnes -elektrovaditsp&ja, mineralelementu
pieejamiba) ietekm& guminbaktériju daudzveidibu.

Veidojot taurinziezu séklu inokulacijas preparatu, ieteicams izmantot dazadu ginsu
bakteriju asociaciju.

Projekti promocijas darba izstrades atbalstam

1.

2.

3.

EUROLEGUME (“Taurinziezu audz&Sanas veicinaSana Eiropa proteina nodroSinaSanai
partika un lopbariba ilgtspgjigas lauksaimniecibas apstaklos™.

LegumeGap (“Augu olbaltumvielu razoSanas produktivitates un ilgtspgjibas
palielinaSana Eiropa”).

ESF projekts ES29 (“LLU akadémiska personala pilnveidosana”; Nr. 8.2.2.0/18/A/014).

Pétijumu datu aprobacija

Zinatniskie raksti, kuri indekséti Scopus un / vai Web of Science datu bazes

1.

Kltga A., Dubova L., Alsina I., Rostoks N. (2023). Alpha-, gamma- and beta-
proteobacteria detected in legume nodules in Latvia, using full length 16S rRNA gene
sequencing. Acta Agriculturae Scandinavica — Section B Soil and Plant Science, Vol. X,
No. Y, p. XX-YY. (apstiprinats)

Bertin§ M., Kliiga A., Dubova L., Petrévics P., Alsina I., Viksna A. (2021). Study of
Rhizobia impact on nutritional element concentration in legumes. Proceedings of the
Latvian Academy of Sciences, Section B. Natural, Exact and Applied Sciences, Vol. 75,
No. 6, p. 457-462.

Dubova L., Senberga® A., Alsina I., Strauta L., Cinkmanis I. (2019). Development of
symbiotic interactions in the faba bean (Vicia faba L.) roots. Agronomy Research, Vol.
17, No. 4, p. 1577-1590.

Dubova L., Alsina I., Ruza A., Senberga® A. (2018). Impact of faba bean (Vicia faba L.)
cultivation on soil microbiological activity. Agronomy Research, VVol. 16, No. 5, p. 2016—
2025.

Senberga® A., Dubova L., Alsina I. (2018). Germination and growth of primary roots of
inoculated bean (Vicia faba) seeds under different temperatures. Agronomy Research,
Vol. 16, No. 1, p. 243-253.

Senberga® A., Dubova L., Alsina 1., Strauta L. (2017). Rhizobium sp. — a potential tool
for improving protein content in peas and faba beans. Rural sustainability research, Vol.
37, No. 332, DOI:10.1515/plua-2017-0001, ISSN — 2256-0939.
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Publikacijas seminaru rakstu krajumos

1.

Senberga® A., Dubova L., Alsipa I. (2018). Digstosu pupu séklu simbiotiska gataviba.
Razas svétki “Vecauce — 2018”: Latvijai 100, Lauksaimniecibas izglititbai — 155.
Zinatniska seminara rakstu krajums, 65.—68.1pp. ISBN 9789984483061.
Dubova L., Senberga® A., Alsina I., Sergejeva D. (2016). Simbiotiskas sistémas
efektivitates izvertéjums pupu (Vicia faba L.) s€jumos. Razas svétki “Vecauce — 2016:
Lauksaimniecibas zindtne nozares attistibai, Jelgava, LLU, 20.-23.1pp.

Citas zinatniskas publikacijas

1.

Dubova L., Senberga® A., Alsina I. (2017). Inoculated broad beans (Vicia faba) as a
precrop for spring onions (Allium cepa). Research for rural development, Vol. 2, p. 33—
39.

Dubova L., Senberga® A., Alsina I. (2015). The effect of double inoculation on the broad
beans (Vicia faba L.) yield quality. Research for Rural Development, Vol. 1, p. 34-39.

Mutiskie referati konferences

1.

Kluga A., Alsina I., Dubova L., Lepse L., Zeipina S. Lauka pupu un sojas Skirnpu
izvert€§jums, guminbakteriju efektivitate un galvenie faktori augstakas pakSaugu razas
iegtsanai. Lidzsvarota lauksaimnieciba: zinatniski praktiska konference — Jelgava. 2021.
gada 25. februaris. Zinojums Laukkopibas sekcija.

Senberga® A., Dubova L., Alsina I. Guminbaktériju celmu efektivitates p&tfjumi. LU —
76. konference. — 2018. gada 2. februaris. Zinojums sekcija.

Senberga® A., Dubova L., Alsina I. Seklu inokulacijas ietekme uz pupu aug$anu agrinajas
ontogenézes stadijas. Lidzsvarota lauksaimnieciba: zindatniski praktiska konference —
Jelgava. 2017. gada 23. februari. Zinojums sekcija.

Dubova L., Senberga® A., Alsina I. Inoculated broad beans (Vicia faba) as a precrop for
spring onions (Allium cepa). 23th Annual International Scientific Conference “Research
for Rural Development 2017, Jelgava, 2017. gada maija. Zinojums sekcija.

Dubova L., Alsina I., Ruza A., Senberga® A. Impact of faba bean (Vicia faba L.)
cultivation on soil microbiological activity. NJF seminar Legumes from field to fork — a
Nordic-Baltic perspective on production, development and marketing of legumes, Tartu,
Igaunija no 28.11. 11dz 30.11.2017. Zinojums sekcija.

Stenda referati konferences

1.

Bertin§ M., Kliiga A., Dubova L., Petrévics P., Alsina I., Viksna A. (2020). Study of
rhizobia impact on nutritional element content in legumes. 3rd International Conference
“Nutrition and Health”, December 9-11, 2020, University of Latvia, Riga, Latvia.
Rimovic¢a K., Bértins M., Dubova L., Kliiga A., Petrévics P., Alsina L., Viksna A. (2020).
Determination of the effectiveness of legume-rhizobia symbiotic system. Latvijas
Universitates 78. starptautiska konference, Kimijas sekcija, 6. marts, 2020, Riga, Latvija.
Strauta L., Bértin§ M., Alsina ., Dubova L., Kliiga A., Petrévics P., Viksna A. (2020).
Study of macro and trace element flows in the legume-rhizobia symbiotic system.
Latvijas Universitates 78. starptautiska konference, 6. marts, 2020, Riga, Latvija.
Dubova L., Senberga® A., Alsina I., Strauta L., Cinkmanis I. (2019). Development of
symbiotic interactions in the faba bean (Vicia faba L.) roots. 10th International
Conference on Biosystems Engineering 2019. May 8-10, 2019. Tartu, Estonia.
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

Senberga’ A., Dubova L., Alsina I. Germination and growth of primary roots of
inoculated bean (Vicia faba) seeds under different temperatures. 9th International
Conference “Biosystems engineering 2018”. May 9-11, 2018, Tartu, Estonia.

Dubova L., Alsina I., Ruza A., Senberga’ A. (2018). Soil microbiological activity in
differently cultivated bean (Vicia faba L.) fields. Ecology of soil microorganisms 2018.
17.-21. jinijs, 2018. gads. Helsinki, Somija.

Senberga’ A., Dubova L., Alsina I. (2018). Digstodu pupu séklu simbiotiska gataviba.
Razas svetki “Vecauce — 2018”: Latvijai 100, Lauksaimniecibas izglitibai — 155. 1.
novembris, 2018. Jelgava, Latvija.

Alsina I, Dubova L., Senberga’ A. (2017). Is the inoculation of field beans in Latvian
agroclimatic conditions sufficiently effective? NJF seminar Legumes from field to fork —
a Nordic-Baltic perspective on production, development and marketing of legumes.
November 28-30, 2017. Tartu, Estonia.

Senberga’ A., Dubova L., Alsina I. (2017). Germination and growth of primary roots of
inoculated faba bran (Vicia faba) seeds under different temperatures. NJF seminar
Legumes from field to fork —a Nordic-Baltic perspective on production, development and
marketing of legumes. November 28-30, 2017. Tartu, Estonia.

Dubova L., Senberga’ A., Alsina I, Liepina M., Strauta L. (2017). Interaction of thizobia,
arbuscular mycorrhizal fungi and beans (Vicia faba L.) in different soils of Latvia.
International conference “Advances in grain legume breeding, cultivation and uses for
a more competitive value-chain ”. September 27-28, 2017. Novi Sad, Serbia.

Senberga’ A., Dubova L., Alsina I., Elferts D. (2017). Rhizobia and mycorrhiza fungi
inoculum evaluation for the pea and bean growth promotion. International conference
“Advances in grain legume breeding, cultivation and uses for a more competitive value-
chain”. September 27-28, 2017. Novi Sad, Serbia.

Senberga’ A., Dubova L., Alsina 1., Strauta L. (2016). The influence of Rhizobia strains
on the yield formation of broad beans (Vicia faba) in the different soil types. 12th
European Nitrogen Fixation conference. August 25-28, 2016. Budapest, Hungary.
Senberga’ A., Dubova L., Alsina I., Zaharane L. (2016). Quality of different pea cultivars
depending on Rhizobia strains. 12th European Nitrogen Fixation conference. August 25—
28, 2016. Budapest, Hungary.

Dubova L., Senberga’ A., Alsina 1. (2016). The effect of soil type and Rhizobia strains
on the yield formation of broad beans (Vicia faba). 5th EUROSOIL International
congress. October 16-21, 2016. Istambul, Turkey.

Alsina 1., Dubova L., Senberga7 A., Zaharane L., Ziverts K., Liepina M. The
effectiveness of inoculation of legumes with Rhizobia. 20th Baltic Agronomy Forum.
July 7-8, 2016. Jelgava, Latvija.

Senberga’ A., Dubova L., Alsina I. (2016). Yield formation of faba beans (Vicia faba L.)
depending on double inoculation with rhizobia and mycorrhiza fungi. Legumes for a
sustainable world: second International Legume Society conference. October 11-14,
2016. Troia, Portugal.

Gaile Z., Lapina L., Litke L., Alsina I., Dubova L., Senberga’ A. (2016). Whether yield
increase is always guaranteed by beans’ seed treatment with Rhizobium bacteria?
International scientifical conference “AGROECO 2016. October 4-6, 2016. Kaunas,
Lithuania.
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1. LITERATURAS APSKATS

1.1. Guminbakteériju daudzveidibas petijjumu nozime

Guminbakt€riju izmantoSana taurinziezu inokulacijai ir visa pasaul€ atzita ilgtspgjigas
lauksaimniecibas metode, kuru izmantojot mazinas nepiecieSamiba p&c minerala slapekla
méslojuma. Lai gan slapekla méslojumam ir liela nozime lauksaimnieciba, bitiski palielinot
sarazotas partikas apjomu, tomér $1 méslojuma ilgtermina un parmériga izmantoSana visa
pasaul€ ir atstajusi negativas sekas uz apkartgjo vidi, palielinot augsnes auglibas degradaciju
un izraisot apkartgjas vides piesarnojumu (Norse, 2005). Turpretim guminbakteriju
izmantosSana lauksaimnieciba ir ne tikai videi draudziga, bet arT ekonomiski izdeviga, salidzinot
ar minerala slapekla izmantosanu (Bottomley, 1992; Dakora, Keya, 1997; Denton et al., 2003;
Klasens, 1994; Nguyen et al., 2003; Vessey, Chemining’wa, 2006). Tiek I&sts, ka ar taurinziezu
un guminbaktériju simbiozes palidzibu viena hektara tiek saistits 200-300 kg slapekla. Ipasi
uzsverta simbiozes cela saistita slapekla nozime ilgtsp&jiga lauksaimnieciba. Turklat
guminbakterijas, kas ir efektivas slapekla saistiSana, var palielinat olbaltumvielu saturu
taurinziezu seklas (Peoples, Herridge, Lahda, 1995; Sessitsch et al., 2002).

Senak guminbakteriju petnieciba bija ierobeZota, lielakoties aptverot tikai celmu
izdaltSanu un to efektivitates parbaudi, izmantojot dazadus taurinziezus. Attistoties
molekularas biologijas metodém, kluva iesp&jams veikt $o guminbakteriju celmu ipasibu
plasaku izpéti, taja skaita guminbaktériju celmu taksonomiskas daudzveidibas noteik$anu (van
Berkum, Elia, Eardly, 2006). Guminbaktgriju identifikacija, izmantojot molekularas biologijas
metodes, lauj noskaidrot genétiskas atskiribas starp dazadiem guminbakteriju celmiem un var
skaidrot guminbakteriju celmu fenotipiskas atskiribas. Lidz §im ir veikti daudz p&tijumu, kuri
parada Latvija izdalito guminbakteriju celmu darbibas efektivitates atskiribas (stkak aprakstits
1.4. apaksnodala). Sis atikiribas lielakoties skaidro ar argjiem apstakliem — biotiskajiem vai
abiotiskajiem, bet parsvara nenem veéra pasu guminbaktériju biologiskas atskiribas. Musdienas,
veicot pétijumus ar mikroorganismiem, ari lauksaimniecibas zinatng€ aizvien vairak ir
nepiecieSsams genétiskais pamatojums un darbibas mehanisma paskaidrojums.

Vel joprojam trikst zinaSanas par to ka palielinata guminbakteriju daudzveidiba ietekmé
augu dazadibu un to produktivitati atSkirigos apstaklos. Uzskata, ka lielaka guminbaktériju
daudzveidibas klatbiitne ir nepiecieSama dazadu augu lidzaspastavésanai (Borges et al., 2016).
Ir novérots, ka savvalas bakt€riju sastavs augsné ietekmé inokulacijas efektivitati, ko veic ar
atlasitiem guminbaktériju celmiem (Torres et al., 2009). Tomér vél joprojam zinaSanas par So
baktériju genétisko daudzveidibu ir ierobezotas. Pédgjos gados, palielinoties interesei par
simbiotiska slapekla saistosajam baktérijam un to pielietojumu lauksaimnieciba ka biologisko
méslojumu, aizvien vairak p&tijumu veic $o baktériju daudzveidibas noteikSanu (Kawaka et al.,
2018). Lai gan guminbaktérijas uzskata par vieniem no biutiskakajiem mikroorganismiem
simbiotiska slapekla saistiSana taurinzieZos, tas nav vienigas augsnes bakterijas, kas spgj saistit
atmosferas slapekli. Atmosferas slapekla saistiSanu veic ar1 tadas augsnes bakterijas ka,
pieméram, Azotobacter, Bacillus, Clostridium, Klebsiella, Azospirillum (Wagner, 2011).
Tapéc, veicot guminbakteriju daudzveidibas pétijumus, biitu nepieciesams identificét ari citu
slapekli saistoSo baktériju klatesamibu augsné. ZinaSanas par biologiska slapekla saistoSo
baktériju, Tpasi savvalas populaciju, genétisko daudzveidibu ir nozimigas, lai varétu labak
izprast biologiska slapekla saistiSanas efektivitati un lomu ilgtsp€jiga lauksaimnieciba
(Kawaka et al., 2018; Sikora, Redzepovic, 2003).

LBTU Guminbakteriju kolekcija ir ieklauti baktériju celmi, kas ir izdaliti laika posma no
1962. gada Iidz 2015. gadam. Klimata parmainu rezultata iesp&jamas Latvijas augsnés eso$o
guminbakteriju populaciju izmainas. Laikam ejot, novérojamas ne tikai klimata izmainas, bet
izmainas lauksaimniecibas agrotehnika, augsnes apstrades metodges, ka arT augu aizsardzibas
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lidzeklu pielietojuma. Guminbakteriju daudzveidibu ietekmé ar1 augu kultivéSana, augsnes
apstrades tehnologijas, ka arT kimisko mé&slosanas lidzeklu un pesticidu lietosana (Sessitsch et
al., 2002). Uzskata, ka lauksaimnieciba rada loti selektivu un homogénu vidi, kas samazina
baktériju daudzveidibu (Martinez-Romero, Caballero-Mellado, 1996). Turklat novérots, ka
kimisko méslojumu pielietoSana iepriek§ neapstradata augsné samazina guminbaktériju
daudzveidibu taurinziezu guminos (Caballero-Mellado, Martinez-Romero, 1999). Pastav ari
pretéjs uzskats, ka augsnes apstrade veicina baktériju populaciju daudzveidibu, salidzinajuma
ar platibam, kas atveletas ganibam un netiek apstradatas (Kennedy, Smith, 1995).

Ar molekularas identifikacijas palidzibu var veikt arm guminbaktériju daudzveidibas
attistibas noveértejumu ilgaka laika posma, kas sniedz loti svarigu informaciju, lai izprastu
horizontalo génu parnesi starp baktériju gintim un sugam, sniegtu atbildes par baktériju
evolucionaro attistibu, ka ar1 par simbiotisko efektivitati (Pongsilp, 2012). Lai iegtitu esoSajiem
klimata apstakliem atbilstoSakos — aktivakos un efektivakos guminbakteriju celmus, kas var
sekmigak parvarét abiotiskos stresa apstaklus, ka art atbilstu jaunam taurinziezu Skirném,
nepiecieSams veikt jaunu guminbakteriju celmu izdaliSanu arT no Latvijas augsném. Jaunu
guminbakteriju celmu izdaliSana ir nepiecieSama ari, lai varétu pilnvertigak veikt biologiskas
daudzveidibas pétijumus (Young, 1992).

Guminbakteriju celmu identifikacija ir butiska p&tijumos, kuros analiz€ guminbakteriju
saimniekaugu specifisku, ka arT konkurétsp&ju starp guminbaktériju celmiem (Beattie,
Handelsman 1989). Ierobezoto konkur&tsp&ju ar savvalas guminbaktérijam uzskata par vienu
no iemesliem, kapéc lauka izméginajumos biezi nevar novérot inokulacijas pozitivo ietekmi uz
razu (Sessitsch et al., 2002). Savukart petijumus, kuru merkis ir noskaidrot guminbakteriju
celmu fenotipiskas atskiribas un slapekla saistiS8anas mehanismus, var pilnveértigi veikt, tikai
balstoties uz $o baktériju genétisko informaciju (Bottomley, 1992). Guminbaktériju celmu
daudzveidibas un genétiskas radniecibas pétijjumu rezultati sniedz informaciju par baktériju
genotipiem, kas ir pielagojusies konkrétajiem apkart€jas vides apstakliem (Pongsilp, 2012).
Tatad guminbakteriju izplatibu dazados apkartjas vides apstaklos var skaidrot, pamatojoties
uz guminbaktériju daudzveidibas zinasanam (Evans, Burris, 1992).

Guminbaktériju daudzveidibas noveérte§jums sniedz ieguldijjumu fundamentalaja
pétnieciba, izzinot augsnes baktériju biologisko daudzveidibu, ka art palielina guminbaktériju
kolekcijas praktiska pielietojuma lietderibu. Guminbakteriju celmu daudzveidibas pétijumi ir
ieguldijums ilgtsp€jiga lauksaimnieciba un valsts tautsaimnieciba. Latvijas vietgjo
guminbakteriju celmu genétiska identifikacija laus padzilinati pétit un izprast taurinziezu un
guminbakteriju simbiotiskas attiecibas Latvijas apstaklos. Augsnés esoSo guminbakteriju
daudzveidibas pétijuma rezultati palidz&tu izstradat ilgtermina strat€giju, lai palielinatu
biologiska slapekla saistisanas lomu lauksaimnieciba (Baginsky et al., 2015), ka ari pavérs
jaunas perspektivas jaunu augu augSanu veicinoso mikroorganismu preparatu izveidos$ana.
Citur pasaul€ veiktie petijumi par guminbakteriju daudzveidibu sniedz zinasanas par petijumu
metodiku, tomér rezultati nav tiesi attiecinami uz Latvijas apstakliem, jo guminbaktérijas
attistas atkariba no apkart€jas vides apstakliem.
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1.2. Guminbaktériju biologija
1.2.1. Guminbakteriju uzbiive

Guminbaktérijas ir gram-negativas augsnes bakterijas (Mazur et al., 2015). So baktériju
Stnas ir nijinveida formas, vid€ja izméra — 0.5 1idz 0.8 um platas un 1.2 lidz 3.0 um garas.
Guminbaktgrijas ir kustigas baktg€rijas, kas parvietojas ar vicinas/nu palidzibu. Ir noveérotas
guminbakterijas ar vienu polaru vicinu, vai divam Iidz sesam vicinam ar peritrihu novietojumu
(vicinas ir novietotas pa visu $iinas virsmu) (Somasegaran, Hoben, 1994; Wang et al., 2019a).
Guminbaktériju dzives cikla var izSkirt tris stadijas (1.1. att.) — saprofitiska (brivi dzivojot
augsng), simbiotiska (veidojot guminus uz saimniekaugu sakném), ka ari endofitiska
(atrodoties citu augu, kas nav saimniekaugi, saknés) (Wang et al., 2019a).

/

A B C

1.1. att. Guminbaktériju dzives cikla tris stadijas: simbiotiska (A), saprofitiska (B) un
endofitiska (C)
Attels adaptets no Wang et al., 2019a.

Guminbakteriju tirkultiru kolonijas parsvara ir baltas vai krémkrasas, lielakoties
necaurspidigas. [zn@mums ir, kad baktériju kolonijas ir jaunas — tad tas var biit ar1 caurspidigas.
Guminbakteériju koloniju izskats un 1pasibas var mainities atkariba no izmantotas barotnes,
audzeSanas laika un inkub&Sanas apstakliem. Ir noveérotas guminbakteriju koloniju teksttras
atSkiribas — tas var but ar “sviesta” Konsistenci, elastigas un staipigas, vai ari zelejveida.
Guminbakteériju kolonijas var biit gan mitras, gan sausas. Parsvara guminbakteriju kolonijas ir
plakanas, vai noapalotas, bet ir celmi, kuru kolonijas veido koniskus pac€lumus, vai ari
“versacs” formas pac€lumus (Somasegaran, Hoben, 1994).

Guminbaktériju argjais eksopolisaharidu apvalks piedalas koloniju morfologisko Tpasibu
noteikSana. Guminbakteriju Siinas virsma atrodas dazadi polisaharidi, kas veido ciesi saklautu
Stnas virsmas slani — lipopolisaharidi (LPS), kapsulas polisaharidi (CPS), polisaharidi ar
neitralu un skabu reakciju. Savukart eksopolisaharidi (EPS) izdalas apkartgja vide, un tiem ir
maza saistiba ar pasas bakteriju Stinas virsmu. Guminbakteriju polisaharidi ir specifiski sugas
vai pat celmu Iimeni (Ghosh, Maiti, 2016; Skorupska et al., 2006). Dazadu polisaharidu
veidoSanas guminbakterijas lauj bakteriju celmiem pielagoties mainigajiem apkartejas vides
apstakliem, ka arT nodrosina efektivu simbiozes veidoSanos ar taurinzieziem (Ghosh, Maiti,
2016; skatit 1.2.2. apaksnodalu).
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AugSanas temps laboratorijas apstaklos guminbakterijam bitsiki atSkiras starp celmiem
(Giller, Herridge, Sprent, 2016). Tiek izdalitas atri augoSas (piem&ram, Rhizobium) un 1&ni
augoSas guminbaktérijas (pieméram, Bradyrhizobium) (Somasegaran, Hoben, 1994).
Guminbaktériju veidotas kolonijas tris I[idz piecu dienu laika uz YMA barotném parasti
sasniedz 2-4 mm (Giller, Herridge, Sprent, 2016; Somasegaran, Hoben, 1994).

Guminbakteriju genoma uzbiive ir sarezgita — izSkir pamata hromosomalo
genomu un papildu komponentu genomu (1.2. att.). Lidzigi ka lielakajai dalai
bakteriju, guminbakteriju hromosomalais genoms sastav no vienas DNS molekulas (t.i. vienas
hromosomas), kura ir aplveida. Bet atskiriba no lielakas dalas citu bakteriju, guminbaktérijam,
pateicoties to sarezgitajam dzives ciklam (1.1. att.), hromosomalais genoms ir daudz lielaks, jo
ir nepiecieSami vairak génu, kas nodro$ina guminbakteriju sp&ju pielagoties dazadiem dzives
apstakliem. Lielaka dala génu (70%) hromosomalaja genoma ir saistiti ar guminbakteriju
adaptaciju. Sis aplveida hromosomalais genoms satur konservativus génus (Young et al.,
2006). Evolucionaraja biologija konservativi géni (conserved genes), ir tadi géni, kuru
DNS vai RNS sekvences ir identiskas vai lidzigas, un selekcijas cela ir saglabajusas So Iidzibu
sugas vai gints ietvaros. Savukart papildus komponentu genomu veido viena vai vairakas
mazakas aplveida DNS molekulas — plazmidas, kuras parsvara satur organisma izdzivoSanai
mazak butiskus génus. Salidzinot dazadu guminbakt€riju sugu un pat celmu pilno genomu
sekvences, ir novérotas atSkiribas gan hromosomalaja, gan plazmidu genomu izméros, ka ari
plazmidu skaita (Young et al., 2006). ArT g€nu izvietojums dazadam guminbakterijam var
atSkirties. Piem&ram, géni, kas atbild par guminu veido$anos (nod géni) un géni, kas nodrosina
slapekla saistisanas mehanismu (nif, fix géni) var atrasties kada no lielajam plazmidam, vai var
but ieklauti hromosomas genoma ka simbiotisko génu salas (Mazur et al., 2011). Plazmidas ir
daudz plastiskakas, un tajas ir novérojami biezaki génu papildinajumi un zudumi, salidzinot ar
hromosomalo genomu. Plazmidu izmérs un génu saturs, ka arT to atraSanas vieta genoma, var
atskirties pat starp tuvradnieciskam guminbakteriju sugam (Mazur et al., 2011; Young et al.,
2006). Guminbakterijas ir baktériju ekologiska grupa, kas apvieno dazadu ginsu bakterijas,
kuru génu sastavs var bt atskirigs. Saja darba apkopota informacija par tiem géniem, kas
ienem nozimigu vietu slapekla saistiSanas mehanisma un ir butiski guminbakteriju
identifikacija.

Ir noskaidroti, kuri guminbakteriju géni ir tie, kas ir iesaistiti guminu veido$anas procesa
un baktériju konkurétsp&jas mehanismos (Sessitsch et al., 2002). Zinams, ka guminbakterijam
ir nepiecie$sami nod grupas un nif grupas géni, lai tas spétu izveidot simbiotiskas attiecibas ar
taurinzieziem. Nod grupas géni (NOdABC) atrodami tikai guminbaktériju genoma un ienem
nozimigu vietu guminu veidoSana. Savukart nif géni, kas iesaistiti slapekla saistiSanas
molekularaja mehanisma, atrodami ari citas bakterijas, pieméram, augsnes bakterijas
Azospirillum brasilense un Clostridium acetobutylicum® (Angus, Hirsch, 2010; Bontemps et
al., 2010). Viens no $adiem géniem ir nifH, kas dal&ji atbildigs par slapekla saistiSanas procesa
iesaistito nitrogenazes enzimu (Bontemps et al., 2010). Papildus nod un nif géniem, nozimigu
vietu simbiotiska slapekla saistiSana var ienemt ari fix grupas géni (Fischer, 1994; Iyer,
Rajkumar, 2018). Tomér fix géni, salidzinajuma ar nif un nod géniem, ir daudz mazak izpétiti.
Ir identificéti ap 20 nod grupas géni, 15 nif un 17 fix grupas géni (Iyer, Rajkumar, 2018). Sos
génus déveé arT par simbiotiskajiem géniem (Mazur et al. 2015). Génu ekspresijas
eksperimentos novérots, ka mutacijas nod génos izraisa aizkavétu guminu veidosanos, ka ari
traucetu infekcijas pavediena attistibu. Inhibgjot, vai pretgji — pastiprinot nod génu ekspresiju,
panaktas izmainas guminbaktériju saimniekaugu diapazona (Kondorosi et al., 1989; Surin,
Downie, 1989). Noveérots, ka nod géni palidz skaidrot guminbaktériju celmu saimniekaugu

8 National Center for Biotechnology Information, Gene database [TieSsaiste] [skatits 19.02.2023.]. Pieejams:
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/guide/howto/find-func-gene/

17


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/guide/howto/find-func-gene/

specifiskumu (lyer, Rajkumar, 2018). Lai gan gen&tiski modificétu guminbaktériju
izmantos$ana lauksaimnieciba ir pretruniga, organismi, kuru gengétiskais materials ir izmainits,
noder guminbakteriju genu darbibas izp€te. Pieméram, ir izveidots rekombinants
guminbaktériju celms RMBPC-2 (Sinorhizobium meliloti), kur§ satur génu nifA un dctABD
papildus kopijas. Novérots, ka, palielinot So génu ekspresiju, uzlabojas lucernas slapekla
saistiSanas efektivitate, noradot, ka Sie géni ienem nozimigu vietu slapekla saistiSanas
mehanisma (Bosworth et al., 1994).

1 16StRNS || 23SRNS |—;

atpD & pnp

dnaJ
celma 3841
plazmida
pRLY
(352782 bp)
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1.2. att. Guminbaktériju hromosomala genoma (a) un plazmidu pRL9 un pRL10
genomu (b) shemas

Attela ietverti géni (aptuvenas atrasanas vietas genoma noraditas ar linijam), kas ir nozimigi

simbiotisko attiecibu izveido$ana un slapekla saisti$ana, ka arT guminbakteriju identifikacija.

Shematiskais attéls izveidots, balstoties uz GenBank (NCBI®) datubaze pieejamo informaciju

Plazmidas esoSos simbiotiskos génus nif un nod pielieto guminbaktériju daudzveidibas
pétijumos, ka arT guminbakteriju sugu identifikacija (lyer, Rajkumar, 2018). Ari konservativos
geénus kas atrodas hromosomalaja genoma, izmanto guminbakteriju genétiskaja identifikacija
un radniecibas noteik8ana (1.3. apak$nodala). Dala no Siem ge€niem ir iesaistiti
eksopolisaharidu (EPS) sintéze (exo/exs, pss, ros). Guminbaktériju EPS sintéze ir sarezgits
process (1.2.2. apaksnodala), ko ietekmé ar apkart&jas vides faktori (Skorupska et al., 2006;
Iyer, Rajkumar, 2018). Dazadi specifiski pss géni nodro$ina atskirigu eksopolisaharidu tipu
sintézi (Janczarek, Kalita, Skorupska, 2009). Pieméram, pssA géns kodé enzimu glikozila-IP-
transferazi, kas ir iesaistits EPS sintézes sakumposma. Savukart rosR géns kode EPS sintézes
transkripcijas regulatoru (Janczarek, Skorpuska, 2003). EPS biosintézes procesu parvalda géni
exo/exs (lyer, Rajkumar, 2018).

® National Center for Biotechnology Information, “Rhizobium leguminosarum bv. viciae chromosome complete
genome, strain 3841, [TieSsaiste] [skatits 19.02.2023.]. Pieejams:
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/AM236080.1?report=graph
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Guminbaktériju filogenétikas pétijumos izmanto ari glutamina sintetazes (GS) génus
(pieméram, glInll, gInA). GS enzims nepiecieSams nitrogenazes sint€zes procesa, ir nozZimigs
amonjaka asimilacija, ka ar1 glutamina biosintézé (Bishop et al., 1976; Brown et al., 1994;
Turner, Young, 2000). Savukart génu recA, kas ir nozimigs guminbakteriju darbiba, plasi
izmanto ari guminbaktériju identifikacija. Sis géns piedalas guminbaktériju DNS
rekombinacijas kodésana, ka ari veic atbildes reakciju, ja konstaté bojajums DNS (Better,
Helinski, 1983; Eisen, 1995; Turner, Young, 2000).

Citi hromosomala genoma geni, kuri mazak aprakstiti literattira, bet ir nozimigi
guminbakteriju filogenétiskajos pétijumos ir: 1) atpD géns, kur$ kode ATP membranas sintézes
enzima beta apakSvienibu, kas ir nozimiga energijas razoSana (Eisen, 1995); 2) gdh glikozes
dehidrogenazes géns, kas ir iesaistits fosfora savienojumu skidinasana (Naveed et al., 2014) un
3) rpoB géns, kas kodé RNS polimerazes beta apakSvienibu (Aserse et al., 2012).

1.2.2. Atmosferas slapekla saistiSanas mehanisms

Jau kops senas Egiptes laikiem lauksaimnieki ir zinajusi, ka taurinziezi, pieméram, zirni,
I8&cas un abolins, ir nozimigi augsnes auglibas palielinasanai. Tadas prakses ka augsekas,
jauktie stadijumi un zalm@slojuma lietoSana ir zinamas jau vismaz tiiksto§ gadus, bet tikai 19.
gadsimta paradijas skaidrojumi $ai augsnes auglibas uzlaboganas paradibai. Saja laika augseku
un zalméslojuma pielietojums lauksaimnieciba bija kluvusi par normalu praksi. Tomér tas, ka
tieSi mikroorganismi ir atbildigi par slapekla saistisanu, nebija zinams lidz 19. gadsimta pedgjai
ceturtdalai, kad atklaja guminbaktgrijas. Cilvéki novéroja nelielus izaugumus uz taurinziezu
sakném jau kop$ 17. gadsimta, bet tikai 1888. gada Hermans Helrigels un Hermans Vilfarts
(Herman Hellriegel un Herman Wilfarth) izteica novérojumu, ka tie$i saknu gumini veic
atmosfeéras slapekla konverte€Sanu par amonjaku. Pirmo reizi no guminiem izdalitas
guminbaktérijas un izolétas to tirkulttiras 1888. gada, Holandé (Hirsch, 2009). Dabiskas
ekosistémas taurinziezi spgj saistit ap 28-84 kg slapekla uz ha. Lauksaimniecibas taurinziezi,
piem&ram, lucerna, amolin$, abolin$ un vikis, sp€j saistit 280-560 kg slapekla uz ha gada.
Savukart vigna, soja un lauka pupas spgj saistit 113 kg N ha* gada (Nyoki, Ndakidemi, 2016).

Guminbakt€riju un taurinziezu simbiozes izveidoSanas ir sarezgits un loti labi koordinéts
process starp guminbakterijam un taurinziezu sakném (Kijne, 1992; Parniske, Downie, 2003).
Sis process ir padzilinati pétits arf molekularaja Iimeni (Sessitsch et al., 2002). Simbiozes
veidoSanos uzsak taurinziezu dzimtas augs, izdalot rizosfera no sakném Kkimiskus
savienojumus — flavonoidus, kas darbojas ka signalmolekulas. Flavonoidi rizosféra
mijiedarbojas ar atbilstoSo guminbaktériju receptoriem un ierosina NodD proteinu sintézi, kuri
guminbaktérijas sak raZot specifiskus oligosaharidus (lipo-hito-oligosaharidi). So
oligosaharidu uzdevums ir uztvert un atpazit saknu izdalitos kimiskos savienojumus. Sie
guminbakteriju oligosaharidi aktiviz€ guminu veidoSanas génu komplektu — nod génus.
Aktivizetie géni sintezé Nod faktorus, kurus atpazist saimniekaugs (1.3. att.). Lai gan augi
nepartraukti izdala flavonoidus nelielos daudzumos, guminbaktériju klatbiitné flavonoidu
koncentracija rizosfera paaugstinas. Augu saknu izdalitie flavonoidi un baktériju Nod faktori
ir svarigakie signali simbiozes sakotngja infic€Sanas procesa nodroSinasana. Turklat Nod
faktori ir pietieko$i, lai vieni pasi spétu ierosinat morfologiskas izmainas saknés — spurgalinu
deformaciju, infekcijas pavediena izveidoSanu un Stnu daliSanos saknes primaraja miza un
pericikla (Angus, Hirsch, 2010; Broughton, Jabbouri, Perret., 2000; Miklashevichs et al., 2010;
Perret, Staehelin, Broughton, 2000; Russelle, 2008; Schulze et al., 1994; Sessitsch et al., 2002;
Skorupska et al., 2006; Wang et al., 2019c). Talak auga tiek ierosinatas dazadas biokimiskas
un morfologiskas izmainas, veicinot $tinu daliSanos saknes primaraja miza un izveidojot
gumina meristému auga sakn€. Rezultata spurgalinu augSana izmainas — tas ieritinas un
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deformgjas, lai rizosféras guminbaktérijas, kas piestiprinajusas pie spurgalinas, tiktu
iesprostotas. Sis iesprostotas guminbaktérijas uzsak auga infic$anas procesu, ka rezultata
spurgalina izveidojas infekcijas pavediens. Guminbaktérijas izmanto infekcijas pavedienu, lai
ieklutu auga saknu $iinas, virzoties to auga stinu virziena, kuras noris aktiva $tinu daliSanas, un
izveido gumina aizmetni, kuram apkart izveidojas auga izcelsmes membrana. Sadu veidojumu
sauc par simbiosomu (symbiosome). Saja simbiosoma baktgrijas palielinas un diferencgjas
par bakteroidiem — organoidiem lidzigam struktiram (Angus, Hirsch, 2010; van Berkum et
al., 1995; Broughton, Jabbouri, Perret, 2000; Gage, 2004; Janczarek, Kalita, Skorupska, 2009;
Long, 2001; Miklashevichs et al., 2010; Oldroyd, Downie 2008; Perret, Staehelin, Broughton,
2000; Schulze et al., 1994; Sessitsch et al., 2002; Terpolilli, Hood, Poole, 2012; Udvardi, Poole,
2013).

f guminbaktérija
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>
proteins
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1.3. att. TaurinzieZu saknu inficéSanas ar guminbaktérijam procesa shematisks
attélojums

Bakteroidi izmanto enzimu nitrogenazi, lai katalizetu atmosferas slapekla
parveidoSanu (reducéSanu) par augiem pieejamo amonjaku (NHz) — So procesu sauc par
slapekla biologisko saistisanu (1.4. att.). Par nitrogenazes funkciong$anu ir atbildigi
guminbakteriju nif grupas géni. Amonjaks, kas iegilits taurinziezu-guminbaktériju simbiozes
cela, ieklaujas auga vielmaina, kur t0 izmanto aminoskabju veidoSanai, nogadajot to uz citam
auga dalam un izmantojot DNS un olbaltumvielu razosana (Angus, Hirsch, 2010; Gage, 2004;
Giller, Herridge, Sprent, 2016; Janczarek, Kalita, Skorupska, 2009; Long, 2001; Miklashevichs
et al., 2010; Naveed et al., 2015; Perret, Staehelin, Broughton, 2000; Schulze et al., 1994,
Terpolilli, Hood, Poole, 2012; Udvardi, Poole, 2013).

Bakteroidiem nepieciesams daudz energijas, lai spétu veikt slapekla saistidanu. So
nepiecieSamo energiju nodrosina saimniekaugs oglhidratu forma, kurus iegiist fotosintézes
cela. Tiek lests, ka taurinziezu-guminbakteriju simbiozei nepiecieSami aptuveni 10 kg
oglhidrati, lai saistitu vienu kilogramu atmosféras slapekla (Schulze, 2004). Tapéc optimalas
simbiozes priek§nosacTjums ir ne tikai labs saimniekauga veselibas stavoklis, bet ar1 pietiekosi
daudz udens, baribas vielas, ka arT saules gaismas. Ne mazak svarigi ir tadu guminbakteriju
celmu iesaistisanas simbiozes procesa, kas ir efektivi slapekla saistitaji. Gumini, kas veic
efektivu slapekla saistiSanu, bieZi vien ir roza krasa ar sarkanu gumina iekSpusi, tie ir lielaki
un parsvara noverojami uz saimniekauga galvenas saknes. Turpretim gumini, kurus veido
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neefektivi guminbakteriju celmi, biezi vien iekSpus€ ir balti vai gaisi zali, un lielakoties tie ir
daudzi un nelieli gumini, izvietoti viscaur saimniekauga saknu sistéma. Gadijumos, kad
guminbakteriju parvietosanas infekcijas pavediena virziena auga saknu §tnas ir nesekmiga,
auga Stnas var turpinat dalities, un var tikt izveidoti tuk$i gumini uz auga sakném. Ta ka Sie
gumini nesatur guminbaktérijas, tie nav spgjigi saistit atmosferas slapekli. Saja guminu
veidoSanas procesa augs patéré energiju, tadel ir iesp&jams novérot zemaku razu (Kijne, 1992).
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1.4. att. Atmosferas slapekla saistiSanas un reducé$anas mehanisma shéma

Nozimigu lomu efektivas simbiozes nodros$inasana un guminu veidoSanas procesa ienem
arl guminbakteriju §inu virsmas sastavdalas — eksopolisaharidi (EPS), ko izdala
guminbakterijas (Skorupska et al., 2006). Guminbakteriju eksopolisaharidi ir sugas specifiski
heteropolisaharidu poliméri (Young et al., 2006; Krol et al., 2007). EPS un lipopolisaharidi
(LPS) ir nozimigi veiksmigai auga saknu invazijai, ka ar1 efektivu slapekla saistoSu guminu
izveidei (Becker, Puhler, 1998; Fraysse, Couderc, Poinsot, 2003; Janczarek, Jaroszuk-Sciset,
Skorupska, 2009; Janczarek, Kalita, Skorupska, 2009; Mathis et al., 2005; Skorupska et al.,
2006). Pedgjos gados palielinajies petijumu skaits, kuru mérkis ir noskaidrot EPS nozimigumu
guminbakteriju un taurinziezu simbioze. Ir noverots, ka simbiotisko attiecibu izveidoSanai ar
Phaseoleae gints augiem nav nepieciesami EPS. Turpretim guminbakteriju kapacitate inficét
Trifolieae un Fabeae gints taurinziezus ir stipri ierobezota, ja guminbaktérijas nespgj sintezet
EPS. Izvirzita hipotéze, ka polisaharidi sp&j nomakt saimniekauga aizsardzibas reakcijas, kas
pretéja gadijuma var€tu apturét saknu infekciju ar guminbaktérijam (Bladergroen, Spaink;
1998; lyer, Rajkumar, 2018).

Lai arT plasi pétits, tomér guminu veidoSanas process, ka ar1 guminbakteriju celmu
savstarpéja konkurence rizosféra nav lidz galam izprasti procesi. Viens no lielakajiem
SkerSliem lauksaimnieciba, kas ierobezo simbiotisko slapekla saistiSanu, ir efektivo slapekla
saistitaju bakteriju celmu konkuréSana ar augsné brivi dzivojoso guminbakteriju celmiem, kuri
var biit mazak efektivi slapekla saistitaji (Janczarek, Jaroszuk-Sciset, Skorupska, 2009; Naveed
et al., 2015). Tas ir viens no iemesliem, kapéc reiz€m var novérot, ka s€klu inokulacija ar
guminbaktérijam nav efektiva (Torres et al., 2009; Naveed et al., 2015). leguvums
guminbaktérijam no veiksmigas simbiozes izveidoSanas ar taurinzieziem ir bitisks, tadel
novérojama tik liela baktériju savstarpéja konkurence. Sis faktors ierosina guminbaktériju
dabigo selekcijas procesu (Denison, Kiers, 2011). Viens no priekSnosacijumiem, lai izveidotu
konkurétspgjigu guminbaktériju saturoSu preparatu, ir esoSas savvalas guminbakteriju
populacijas daudzveidibas identifikacija (Sikora, Redzepovi¢, 2003).
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Mazak apspriests, bet nozimigs slapekla saistiS$anas mehanisma ir tidenradis (Hz), kas ir
atmosferas slapekla saisti§anas procesa blakusprodukts. Sis raditais H parsvara izplatas apkart
eso$aja augsné, radot lielu energijas zudumu saimniekaugiem. Tas ir viens no iemesliem, kapéc
slapekla saistiSanu reiz€m uzskata par neefektivu energijas patérinu (Annan et al., 2012).
Tomér novéroti Rhizobium, Bradyrhizobium, un Azorhizobium ginsu guminbaktériju celmi,
kuru sastava ir idenraZza uznemsanas sistéma (Hup; hydrogen uptake system), dévéti par Hup*
celmiem. Sie guminbaktériju celmi spgj parstradat adenradi guminos, kas radits atmosféras
slapekla saistidanas procesa. Sada veida baktérijas nodrosina daudz efektivaku energijas
izmantoSanu (Annan et al., 2012; Leyva et al., 1990; Ruiz-Argueso, Imperial, Palacios, 2000).
Hup darbibas rezultata oksid¢jas slapekla saistiSanas procesa sarazotais idenradis, nodroSinot
energijas saglabasanu. Papildus pieejama energija veicina slapekla saistiSanas efektivitati un
var butiski uzlabot razas apjomu (Navarro et al., 1993). Kaut gan Hup® celmiem ir batiskas
priekSrocibas, lielakoties ir sastopami Hup  guminbaktériju celmi. Tomer taja pasa laika
uzskata, ka Sis rizosfeéra izdalitais H2 nav pilniba nelietderigs energijas patérins, jo tas ierosina
citu augsné esoSu bakteriju darbibu, kuras savukart var veicinat auga augSanu, izskaidrojot
Hup™ celmu plaso izplatibu (Annan et al., 2012).

1.2.3. Guminbakteriju izplatiba daZados apkartéjas vides apstaklos

Visas guminbakt@rijas, nenemot véra to genctisko daudzveidibu, ir mezofilas, aerobas
baktérijas, kuru optimala vides temperatiira lielakajai dalai atbilst 28 °C. Tomér dazadi
apkartgjas vides faktori, pieméram, pH un sals koncentracija var atskirties starp guminbakteriju
sugam, vai pat starp vienas sugas atseviSkiem celmiem (Wang et al., 2019a). Uzskata, ka biezi
komercialajos preparatos esosas guminbakterijas izveéletas pateicoties to augstajai slapekla
saistiSanas efektivitati, bet reti pieskir pietickosi lielu nozimi So baktériju sp&jai pielagoties
izmainam apkartgjas vides apstaklos. Turpretim savvalas guminbaktériju prieksrociba ir to
paaugstinata sp&ja pielagoties daudzveidigajiem augsnes apstakliem, tomér nereti So bakteriju
slapekla saistiSanas efektivitate ir zema vai nav zinama (Sikora, Redzepovic, 2003).

Guminbakteriju izplatiba un slapekla saistiSanas efektivitate var atSkirties atkariba no
augsnes tipa (Slattery, Pearce, Slattery, 2004), ipasi tas novérots sojas un darza pupinu
guminbakteriju gadijuma (Wang et al., 2019a). Tomer, lai gan zinasanas par guminbakteriju
un taurinziezu simbiotiskajam attiecibam nepartraukti tiek papildinatas, vél joprojam triikst
pilnvertigas informacijas par to, ka tiesi dazadi augsnu tipi ietekmé So simbiozi (Pires et al.,
2018). Vairakos pétijumos Latvija noveérota guminbakteriju izplatiba dazados augSnu tipos.
Pieméram, vislielakas abolina guminbaktériju populacijas noteiktas tipiskas un izskalotas
velénu karbonatu un kultivétas velénu podzolétas augsnés. Mazaks skaits guminbakteriju
konstatéts neapstradatas augsnés, stipri podzolétas velenu, velénu glejotas un kiidras augsnés
(Kalnins, 1957). Lidzigi ka abolina grupas guminbakterijas, arl zirnpu-viku-pupu grupas
guminbakterijas visvairak konstatétas velénu karbonatu, kultivétas velénu un vaji podzolétas
augsnés (Klasens, 1967; Klasens, 1994). Petijuma, kura salidzinata dazadu guminbakteriju
celmu efektivitate atSkirigos augsnes tipos, secinats, ka augsnes tipam ir biitiska nozime
simbiozes efektivitate, un §1 ietekme ir atSkiriga starp dazadiem guminbaktériju celmiem
(Senberga et al., 2017). Lai gan ir tadas teritorijas, Kuru augsné nav atrodamas guminbaktgrijas,
uzskata, ka guminbaktérijas §adas augsnés var ienest ar s€klu vai inokul&jot guminbakteriju
preparatu tiesi augsné. Guminbakteriju klatbtitni augsné nosaka dazadi faktori, piem&ram, vai
Saja augsné ir iepriek§ audzeti taurinziezi un, vai augsnes pH ir guminbaktérijam atbilstoss
(Somasegaran, Hoben, 1994). Ari augsnes granulometriskajam sastavam ir nozime
mikroorganismu, taja skaita guminbaktriju, izplatiba. Piem&ram, pé&tijuma, kura noteikta
dazadu bakteriju sastopamiba dazada granulometriska sastava augsnés, secinats, ka
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guminbakterijas (Rhizobium un citas pie a-proteobaktériju klasei piederosas guminbaktérijas)
vairak atrodamas smilSainas augsnés. Izteikts guminbakteriju (ipasi Bradyrhizobium spp.)
trukums noveérots malainas augsnés (Hemkemeyer et al., 2018).

Mineralvielu trikums var biitiski ierobezot guminbakteriju-taurinziezu simbiozes
efektivitati — sakot no taurinziezu saknu infic€Sanas, guminu veidoSanas un funkcionéSanas,
negativi ietekméjot saimniekauga razu (O’Hara, 2001; O'Hara, Boonkerd, Dilworth, 1988;
Sessitsch et al., 2002; Weisany, Raei, Allahverdipoor, 2013). Augsnés ar ierobezotu
mineralvielu saturu noverota traucéta guminbaktériju augSanas regulacija, So bakteriju génu
funkcionéSana, genétiska apmaina starp augsné esos$ajam guminbaktérijam, ka ar bakteriju
izdzivoSana (Naveed et al., 2015; Sessitsch et al., 2002). Nov&rots, ka guminbakteriju optimalai
darbibai nepiecieSamas mineralvielas parsvara sakrit ar tam, kas nepiecieSamas saimniekaugu
augSanai (Evans, Burris, 1992;). Dazados izmé&ginajumos novérota 11 baribas elementu
nepiecieSamiba guminbakteriju un taurinziezu simbiotisko attiecibu izveidoSanai:
makroelementi — fosfors, kalijs, kalcijs un slapeklis; un mikroelementi — dzelzs, molibdéns,
vars§, bors, nikelis, kobalts un seléns (O'Hara, Boonkerd, Dilworth, 1988; Weisany, Raei,
Allahverdipoor, 2013). Tomér tikai ¢etri no Siem elementiem (P, Ca, Fe un Mo) uzrada butisku
ietekmi uz simbiozes efektivitati (O’Hara, 2001). Izvert€jot mineralvielu nozimi simbiozes
efektivitate, janem vera, ka dazadam simbiozes attistibas stadijam (pieméram, saimnieckaugu
augsana; guminbakteriju izdzivoSana un augSana; saknu infekcija un guminu izveidoSana;
guminu funkcionés$ana) ir specifiskas mineralvielu prasibas (O'Hara, Boonkerd, Dilworth,
1988; Weisany, Raei, Allahverdipoor, 2013). Ka ari, nepiecieSamiba p&c baribas vielam biis
atSkiriga augsné brivi dzivojosam guminbakterijam un bakterijam, kuras izveidojusas
simbiotiskas attiecibas ar saimniekaugu (O’Hara, 2001).

Fosfors ir viena no svarigakajam mineralvielam, kas nepiecieSama guminbaktériju
saimniekauga optimalai augSanai (Naveed et al., 2015; Weisany, Raei, Allahverdipoor, 2013).
To augos izmanto neskaitamu molekularo un biokimisko procesu nodroSinaSana, 1pasi
energijas iegliSana, uzglabasana un pielietosana. Slapekla saistiSana patéré daudz energiju —
viena N2 mola saistiSanai nepiecieSami 16-18 mol ATP (Bonilla, Bolafios, 2009). Fosfora
trikums butiski ierobeZo taurinzieZzu-guminbakteriju simbiotisko attiecibu izveidoSanos.
Turklat fosfora daudzums, kas nepiecieSams S§is simbiozes izveidoSanai ir lielaks,
salidzinajuma ar to, kas nepiecieSams pasa saimniekauga augSanai.

Fosforu taurinziezu-guminbaktériju simbiozé izmanto guminu veidosanai (Marks,
1971), ka ar1, lai nodroSinatu augsto fosfolipidu saturu bakteroidos (Graham, Vance, 2000).
NodroSinot taurinzieZzus ar pietickamu fosfora daudzumu, tiek stimuléta saknu apgade ar
oglhidratiem, kas ienem nozimigu lomu guminu veido$anas procesa, tada veida veicinot gan
minerala, gan atmosferas slapekla asimilaciju (Marks, 1971). Fosfora deficita apstaklos saknés
samazinas oglhidratu saturs, kas ierobeZzo guminu veidoSanos un bitiski kavé simbiotiska
slapekla saistiSanu (Marks, 1971; Weisany, Raei, Allahverdipoor, 2013). Turklat gadijuma, ja
augs ir atkarigs tikai no guminbakteriju saistita slapekla, fosfora trikums var izraisit slapekla
deficitu augos (Weisany, Raei, Allahverdipoor, 2013). Novérots, ka 1éni augosas
guminbaktérijas ir izturigakas pret fosfora trikumu, salidzinajuma ar atri augoSajam
guminbaktérijam (Beck, Munns, 1985). Liela dala augsné jau esos$a fosfora ir augiem
neuznemama forma, tomér ir noverots, ka, piem&ram, Rhizobium leguminosarum,
Bradyrhizobium japonicum un Mesorhizobium mediterraneum guminbaktériju celmi spgj
uznemama forma (Fernandez et al., 2007; Hara, de Oliveira, 2004; Naveed et al., 2015;
Rodriguez et al., 2006).

Lielakoties augsnes satur biitiskas kop&ja fosfora rezerves (~ 0.05% p&c masas). Parsvara
§1s rezerves ir inertd, augiem neuznemama forma, un tikai 0.1% no $1 fosfora ir augiem
pieejams (Dai et al., 2020; Sundara, Natarajan, Hari, 2002; Timofeeva, Sedykh, 2009). Fosfora
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nepicejamiba ir probléma, ar ko saskaras visa pasaulé, turklat to uzskata par vienu no
galvenajiem augu razibas limitgjosajiem faktoriem (lbrahim et al., 2022). Turklat novérots, ka
fosfora nepiecieSamiba ir lielaka tie$i efektivai slapekla fiksacijai, salidzinajuma ar ta
nepieciesamibu pasa saimniekauga aug$anai (Nyoki, Ndakidemi, 2016). So problému risina ar
fosfora minerala méslojuma izmantoSanu, $adi nodrosinot optimalu razu. Lai gan fosfors Sajos
méslojumos sakotngji ir augiem uznemama forma, tas strauji reag€ ar augsni un pakapeniski
klust augiem neuznemams. Atkariba no augsnes apkartgjas vides apstakliem, ka ari pasa
izmantota fosfora méslojuma veida, veidojas jauni neskistosi fosfora savienojumi, ko augi
nespéj uznemt — skabas augsnés aluminija un dzelzs fosfatu forma, kalkainas augsnés — kalcija
fosfatu forma (Sundara, Natarajan, Hari, 2002; Timofeeva, Sedykh, 2022). Si iemesla d&l
uzskata, ka kimiska fosfora méslojuma izmantoSanas efektivitate varié no 5-25%. Fosfora
méslojuma izmantoSanas intensitate ilgtermina izraisa augsnes paskabinaSanos, udens
piesarnojumu un eitrofikaciju (Timofeeva, Sedykh, 2022). Lielas saistita/neskistosa fosfora
rezerves augsné varétu ilgtermina nodrosinat lauksaimniecibas augus ar nepiecieSamo fosfora
daudzumu, ja tiktu atrasta augsnes apsaimniekoSanas metode, kas sp&tu $kidinat $is fosfora
rezerves. Viens no $adiem potencialajiem risinagjumiem varétu biit fosfora savienojumus
Skidinosas bakterijas (phosphate-solubilizing-bacteria; PBS) (Sundara, Natarajan, Hari, 2002).

Kalijs ienem nozimigu vietu taurinziezu-guminbakteriju simbiozg, 1pasi guminu
veidoSanas procesa. Vegetacijas izm&ginajumos ar lopbaribas pupam novérots, ka kalija
trikums negativi ietekmé oglhidratu saturu gan taurinziezu lapas, gan saknés, kas savukart
kavé guminu attistibu un samazina slapekla saistiSanas efektivitati (Nyoki, Ndakidemi, 2016).
Kalija deficita negativo ietekmi uz taurinziezu-guminbakteriju simbiozi un razu pastiprina
palielinatas slapekla méslojuma koncentracijas klatbatne. Turpretim, ja $0 Simbiozi nodro$ina
ar nepiecieSsamo kalija daudzumu, novérots palielinats olbaltumvielu saturs lapas un seklas.
PietiekoSs kalija méslojums uzlabo guminu veido$anos un palielina taurinziezu razu. Tomeér
novérots, ka lauka apstaklos Sis efekts nav tik liels, salidzinagjuma ar vegetacijas
izm&ginajumiem (Marnauza, 1965). Arf in vitro izm&ginajumos novértos, ka guminbakteriju
tirkultiiru augsana ir ierobeZota, ja barotne nesatur atbilstosu daudzumu kalija (Weisany, Raei,
Allahverdipoor, 2013).

Kalcijs ienem butisku vietu guminbaktériju fiziologiskajos procesos §tinu liment —
nodroSina Stinapvalka un plazmatiskas membranas stabilitati, atbalsta baribas vielu uznemsanu
un signalu parnesi starp Stinam, ka art ir butisks makroelements enzimu regulacijas procesa
(Beck, Munns, 1985; Reeve et al., 1993; Watkin, O’Hara, Glenn, 1997). Kalciju kopa ar boru
uzskata par divam loti svarigam mineralvielam guminbakteriju-taurinziezu simbiotisko
attiecibu nodro§inasana, 1pasi Simbiozes izveidoSanas sakumposma (baktériju piesaistiSanas
spurgalinam), guminu veido$anas procesa, ka ari slapekla saistiSsana (Redondo-Nieto et al.,
2003). Paaugstinata Ca apstaklos noverota pastiprinata nod génu aktivitate, ka arT nod génu
skaits. So batisko lomu simbiozé skaidro ar Ca nozimi flavonoidu sintéze (Bonilla, Bolafios,
2009). Zema kalcija koncentracija, Tpasi mijiedarbiba ar zemu augsnes pH Iimeni vai fosfora
trikumu, traucé guminbakteériju piesaistiSanos saimniekaugam un kavé guminu veidoSanos,
samazinot slapekla saisti§anu, kas savukart izraisa hlorozi uz taurinziezu lapam. Saja gadijuma
augsnes pH paaugstinaSanu uzskata par efektivu veidu, ka panakt guminu veidoSanas
stimuléSanu (Buerkert et al., 1990; Weisany, Raei, Allahverdipoor, 2013).

Minerala slapekla klatbiitne augsné var kavét guminu veidoSanos, nitrogenazes
aktivitati un slapekla saistisanu. Sads efekts novérots, pieméram, audz&jot soju gadijumos, kad
slapekla koncentracija parsniedz SmM. Turklat noverots, ka parasti ieteicama slapekla deva
(40-60 kg N hal), audzgjot lauka pupas, samazina slapekla saistidanas efektivitati. Ari
vegetacijas izméginajumos, audzgjot lopbaribas pupas, palielinata minerala slapekla varianta,
novérota kavéta guminu veidoSanas (Marnauza, 1965). Tomér, lai gan minerala slapekla
izmanto$anai novérojama negativa ietekme, tas neliela koncentracija ir butisks guminu
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veidoSanas sakuma, ka ari slapekla saistiSana auga attistibas sakuma etapa (Graham, 1981;
Voisin et al., 2002; Weisany, Raei, Allahverdipoor, 2013). Ar1 audzgjot soju, nelielas minerala
slapekla devas (30-40 kg N ha ) var potenciali uzlabot razas kvantitati un kvalitati (Zute,
Jansone, Sterna, 2021).

Guminbakteriju nitrogenazes darbibas nodroSinasanai 1pasi svariga ir mikroelementu
molibdéna un dzelzs pieejamiba (Sessitsch et al., 2002; Weisany, Raei, Allahverdipoor,
2013). Molibdéns biezi vien var bt limitgjoSais faktors efektivas simbiozes izveidoSanai.
Nepietiekosa molibdéna pieejamiba augsné var biitiski samazinat guminu veidoSanos un
atmosferas slapekla saistiSanu, tada veida tiesi ietekmgjot taurinziezu razu (Brkic et al., 2004;
Fageria, Stone, Santos, 2015). Molibdéna triikums ipasi novérots skabas augsnés, jo $ados
apstaklos biitiski samazinas molibdéna biopieejamiba (Wang et al., 2019d). Savukart augsné
esosais dzelzs bieZi vien ir nedkisto§d un Iidz ar to — augiem neuznemama forma (Fe*3). Ir
izdevies izdalit guminbaktériju celmus, kuri sp&j parveidot augsné eso$o Fe3" augiem piecjama
forma — Fe?*, un nogadat to saimniekauga $Ginas (Antoun et al., 1998; Arora, Kang,
Maheshwari, 2001). Dzelzs nepiecieSsamiba optimalai guminbakteriju darbibai izskaidrojama
ar to, ka viena no visvairak razotajam olbaltumvielam guminbakterijas ir dzelzi saturosais
leghemoglobins. Leghemoglobins guminos saista skabekli, tada veida novérSot nitrogenazes
inhib&Sanu. Dzelzs deficita gadijuma noverota guminu masas samazinasanas, kas galvenokart
ir saistits ar leghemoglobina satura samazinasanos, ka ar1 bakteroidu skaita samazinasanas un
zema nitrogenazes aktivitate, salidzinajuma ar augiem, kuriem nodroSinats pietickoss dzelzs
daudzums (Delgado, Bedmar, Downie, 1998; O'Hara, Boonkerd, Dilworth, 1988; Weisany,
Raei, Allahverdipoor, 2013). Ari mikroelements kobalts ir nepiecieSsams guminbakt&rijam
leghemoglobina sintézei. Noveértos, ka kobalts guminbakterijam nepiecieSams gan brivi
dzivojot augsn€, gan guminos simbiozes gadijuma (Sessitsch et al., 2002; Weisany, Raei,
Allahverdipoor, 2013). Kobalta deficita apstaklos noveérojama kavéta guminu attistiba
(Weisany, Raei, Allahverdipoor, 2013).

Pilnvertigai guminbakteriju attistibai nepiecieSami ari tadi mikroelementi ka vars§, bors
un nikelis. So elementu deficita gadfjuma novéroti guminu attistibas traucgumi, kavéta
simbiozes izveidoSanas, ka arT samazinata slapekla saistiSanas efektivitate (Weisany, Raei,
Allahverdipoor, 2013). Bors ir nozimigs polisaharidu razosana, kas var butiski ietekmé&t
guminu veidoSanos un lidz ar to — atmosferas slapekla saistiSanas efektivitati (Abreu et al.,
2012). Savukart novérots, ka augsnes apstrade ar nikeli uzlabo guminbaktériju augSanu,
palielinot guminu izm&ru, ka ari uzlabojot saimniekauga razu (Bertrand, de Wolf, 1967).
Uzskata, ka nelielos daudzumos nikelis ir biitisks hidrogenazes darbiba, kurai savukart ir tiesa
ietekme uz slapekla saistiSanas efektivitati (Brodrick, Giller, 1991). Tomér parak lielas nikela
devas ir toksiskas ne tikai augiem, bet arT var samazinat guminbaktériju efektivitati (Dalton,
Evans, Hanus; 1985).

Guminbakteériju i1zdzivoSanu augsné€, auga saknu infekciju un guminu funkcionalitati
butiski ietekmé ar1 augsnes pH, augsnes salums, nokriSnpu daudzums, temperatiira, un citi
apkartgjas vides faktori (Chu et al., 2010; Dequiedt et al., 2009; Fierer, Jackson, 2006).
Augsnes pH ietekm& guminbakteriju augSanu un izdzivoSanu augsné, guminu veidosanos,
izveidoto guminu daudzumu, nitrogenazes aktivitati, flavonoidu daudzumu un kvalitati, un
gala rezultata — saistita slapekla daudzumu (Andrés et al., 2012; Graham et al., 1994; Zahran,
1999). Uzskata, ka optimala augsnes pH normalai guminbaktériju funkcion&sanai lielakoties ir
pH 6.0-7.5 (Nollendorfs, Karlsons, 2023; Somasegaran, Hoben, 1994). Ari vairakumam
taurinzieZu nepiecieSama neitrala vai nedaudz skaba augsne (Graham et al., 1994). Noverots,
ka augsnes skabums var samazinat fosfora, kalcija un molibdéna pieejamibu, kas savukart
negativi ietekmé gan guminbakteriju, gan saimniekauga augSanu. Augsné ar pH zem 5.5
novérota trauc€ta guminbakteriju piesaistiSanas pie taurinziezu spurgalinam (lbrahim et al.,
2022; Zahran, 1999), ka arT novérota guminbakt&riju populaciju samazinasanas (Slattery,
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Pearce, Slattery, 2004; Yamal et al., 2016). Tomér ir guminbakteriju celmi, kuri sp&j pielagoties
augSanai augsn€ ar zemu pH un veidot efektivu simbiozi ar priek§nosacijumu, ka arl
saimniekaugs ir izturigs pret $adu augsnes pH (Zahran, 1999). In vitro izm&ginajumos, audzgjot
guminbaktérijas uz dazadu pH saturo$am barotném, novéroti atseviski Rhizobium un
Bradyrhizobium guminbaktériju celmi, kuri uzrada normalu augSanu ari zema pH gadijuma
(Graham et al., 1994). Savukart lauka izm&ginajumos Horvatija no augsnes ar pH 4.16-5.00
izdaliti vairaki savvalas guminbakteriju celmi, kas izveidojusi simbiotiskas attiecibas ar soju.
Lidzigi ka ir izdalitas efektivas guminbakt@rijas no augsném ar zemu pH (4.5), arT no augsném
ar paaugstinatu pH (9.0) ir izdalitas guminbakterijas, kuras sp&j veidot guminus un saistit
slapekli (Wang et al., 2019a).

Parlieku licla sals koncentracija augsné, ko lielakoties p&tijumos parbauda nosakot
natrija hlorida paaugstinatu koncentraciju, var but toksiska guminbaktérijam un izraisit
osmotisko stresu, rezultata kavejot guminu veidoSanos, samazinot guminbakt€riju populacijas
lieclumu augsné un lidz ar to — samazinot slapekla saistiSanas efektivitati (Andrés et al., 2012;
Zahran, 1999). Guminbaktgriju izturibu pret sals stresu nosaka baktériju genotips (Dogra et al.,
2013). Lauka izm&ginajumos ar soju novéerots, ka tolerance pret sals stresu atskiras starp atri
augosajam un l€ni augoSajam guminbakterijam. Pieméram, atri augosi guminbaktériju celmi,
kas pieder Rhizobium gintij, uzrada lielaku izturibu pret sals stresu. Turpretim 1€ni augosas
guminbaktérijas (pieméram, Bradyrhizobium) uzrada salidzino$i mazaku izturibu. Izteikts
min&jums, ka $o atSkiribu pamata ir tie$i baktériju augSanas atrums (Elsheikh, Wood, 1995).
Novérots, ka Sinorhizobium gints guminbaktériju celmi ir izturigaki pret sals stresu (NaCl
koncentracija 1idz pat 3%), salidzinajuma ar guminbakt&riju celmiem, kas pieder pie Rhizobium
un Mesorhizobium gintim (Rejili et al., 2012). Savukart kada cita pétijuma novérots, ka
Bradyrhizobium gints bakteriju sp&ja veidot guminus paléninas gadijuma, ja NaCl
koncentracija sasniedz 0.2%. Turklat secinats, ka paaugstinatas NaCl koncentracijas gadijuma
negativi ietekmé&ta nod génu ekspresija, ka rezultata var aizkavéties vai pilniba apstaties
guminu veidoSanas (Andreés et al., 2012). Tomér izturibu pret sals stresu nevar attiecinat uz
kadu konkrétu guminbaktériju ginti. P&tijuma, kura novérota guminbakteriju augsana dazadu
NaCl koncentraciju klatbiitng, noskaidrots, ka izturiba pret sals stresu atskiras ari starp vienas
guminbaktériju sugas dazadiem celmiem (Amarger, Macheret, Laguerre, 1997).
Guminbakteriju izturibu pret sals stresu regulé sarezgits biokimiskais mehanisms. Ir novérots,
ka guminbakterijas sp€j razot dazadus kimiskus savienojumus — osmolitus, fitohormonus un
dazadus enzimus, kuri spgj atbalstit saimniekauga aizsardzibas mehanismu sals stresa
gadijuma. Sadus celmus, kuri paaugstinatas sals koncentracijas apstaklos sp&j augt un saistit
slapekli, varétu izmantot komercialu preparatu izveidg, lai uzlabotu saimniekaugu augSanu sala
augsné (Naveed et al., 2015).

Laika, kad novérojamas straujas klimata izmainas, aktualiz€jas problémas, kas
saistitas ar taurinzieZzu audz€Sanu. TaurinzieZi, salidzinos$i seklas saknu sistemas del, ir 1pasi
paklauti abiotiskajam stresam — gan karsumam un sausuma, ka ari parlieku lielam
augsnes mitrumam (Blair, Wu, Wang, 2016; Dwivedi et al., 2006; Hamblin, Tennat, 1987;
Justino, Sodek, 2013). Abiotiska stresa apstaklu ietekm& negativi ietekméta ar1 guminbaktériju
sugu daudzveidibu, ka ar1 taurinzieZu—guminbakteriju simbiozes efektivitate. Tiek Iests, ka
vismaz 90% aramzemes ir paklautas kada veida biotiskajam vai abiotiskajam stresam (Chu et
al., 2010; Dequiedt et al., 2009; Fierer, Jackson, 2006; Naveed et al., 2015). Apkart&jas vides
stress veicina reaktivo skabekla formu (ROS) veidosanos. ROS, reaggjot ar olbaltumvielam un
nukleinskabem, kavé o molekulu normalu darbibu (Yamal et al., 2016). Sie vides faktori var
bitiski ietekmét, pieme&ram, Nod faktoru signalmolekulu darbibu, ietekm&jot guminbakteriju
saimniekaugu diapazonu (Schultze et al., 1994). Vienas gints dazadas guminbakt€riju sugas un
pat vienas sugas dazadi bakteriju celmi var uzradit krasi atskirigas atbildes reakcijas stresa
apstaklos (Pires et al., 2018). Pastav viedoklis, ka tiesi apkartgjas vides apstakli ir virzijusi
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guminbakteriju evolucionaro pielagosanos vides apstakliem un Iidz ar to — izmainas genotipa
(Howieson, O’Hara, Carr, 2000; Naveed et al., 2015). P&tfjumi norada uz to, ka veiksmigas
slapekla saistiSanas priekSnosacijums ir efektivu guminbakteriju celmu atlase, izvéloties
celmus, kas ir pielagoti vietgjiem apkart&jas vides apstakliem (Graham, 2008; Kawaka et al.,
2014; Zahran, 1999). Atbilstosi izvéléti guminbakteériju celmi uzlabo taurinziezu razu ne tikai
optimalos apstaklos, bet arT spg uzlabot saimniekauga izturibu un augSanu nelabvéligos
apkartgjas vides apstaklos (Abolhasani et al., 2010; Elboutahiri, Thami-Alami, Udupa, 2010;
Naveed et al., 2015).

Temperatiirai, 1paSi saknu zona, ir nozimiga ietekme uz simbiozi starp
guminbaktérijam un taurinzieziem. Temperatira ietekm& augsné brivi dzivojoSo
guminbakteriju izdzivoSanu, konkur€tsp&ju, auga saknu infic€Sanas procesu, guminu
veidoSanos, ka arT slapekla saistiSanas aktivitati (Alexandre, Oliveira, 2013; Andrés et al.,
2012; Paulucci et al., 2011). Optimala temperatiira, kas ir atbilstoSa vairakumam
guminbaktériju, ir 25-31 °C (Somasegaran, Hoben, 1994; Zhang, Lynch, Smith, 1995). Tomér
nav vienas konkrétas temperatiiras, kas atbilstu visam guminbaktériju un taurinziezu
simbioz€m (Alexandre, Oliveira, 2013). Guminbakt&riju augSanas optimala temperatiira varié
ne tikai starp sugam, bet arT starp guminbaktériju celmiem (Laranjo, Oliveira, 2011). Nov&érots,
ka pazeminata temperatira (2—15 °C) var negativi ietekm&t guminu attistibu un slapekla
saistiSanas aktivitati, rezultata samazinot taurinziezu razu (Ahlawat, Jain, Nainawatee, 1998;
Lira et al., 2005; Lynch, Smith, 1994; Zhang, Smith, 1994; Zhang, Lynch, Smith, 1995). Ari
paaugstinata temperatiira negativi ietekmé guminbakt€rijas. Ir nov@rots, ka guminbakterijas
nespgj augt, ja temperatiira parsniedz 37 °C (Graham, 1992). Parak liels karstums kave
guminbaktériju augSanu, samazina izdzivoSanas spé&jas, ka arl samazina baktériju sp&ju
koloniz&t saimniekauga saknu sistému (Munevar, Wollum, 1981). Paaugstinata temperatiira
var negativi ietekmét guminbaktérijas ar netiesi, traucgjot auga fiziologiskos procesus —
fotosintézi, elposanu, Gdens apgadi, izmainas augu hormonos un metabolitos, nelabveligi
ietekm@jot auga saknu spurgalinu veidoSanos un lidz ar to — traucgjot guminbakterijam inficét
augu, izveidot guminus, ka arT negativi ietekmé izveidoto guminu funkcionalitati (Pankhurst,
Gibson, 1973; Roughley, Dart 1970). Kopuma uzskata, ka karstums ir viens no abiotiskajiem
stresa faktoriem, kuriem guminbaktérijas ir visSmazak pielagojusas (Naveed et al., 2015).
Tomer janem veéra, ka izturiba pret karstumu atSkiras ne tikai starp guminbakteriju sugam, bet
ari starp vienas sugas celmiem (Laranjo, Oliveira, 2011). Ir novéroti guminbakt€riju celmi,
kuri, ilgstosi paklauti augstas temperatiiras stresam, ir sp&jigi pielagoties Siem apstakliem
(Yamal et al., 2016). Guminbaktérijas uzsak razot karsuma Soka proteinus, lai varétu
pielagoties augstas temperatiiras stresam (Naveed et al., 2015; Vriezen, de Bruijn, Nusslein,
2007). Izméginajuma ar soju novéroja, ka augu inokulacija ar Kkarstuma izturigu
Bradyrhizobium gints celmu uzlabo slapekla saistiSanas efektivitati, uzlabo auga augsanu, ka
ari rezultata sniedz lielaku razu. Saja pétijuma secinats, ka guminbaktériju celmus, kas izolgti
no geografiskajiem regioniem ar karstu klimatu, var€tu izmantot taurinziezu inokulacijai, lai
samazinatu karstuma stresa izraisitas sekas (Rahmani et al., 2009).

Guminbakteériju izplatibu un izdzivoSanu augsné, ka ar1 slapekla saistiSanas aktivitati
ietekmé augsnes mitrums (Zahran, 1999; Andrés et al., 2012). Izm&ginajumos noverots,
ka dazadam guminbakteriju gintim atSkiras to izturiba pret augsnes sausumu. Piemé&ram,
uzskata, ka Bradyrhizobium gints bakteérijas ir izturigakas pret Tislaicigu sausumu,
salidzinajuma ar Rhizobium gints guminbaktérijam (Bottomley, 1992). Islaicigs sausuma stress
izraisa guminbakteriju populaciju samazinasanos, tomeér populacijas lielums atjaunojas, tiklidz
guminbaktgrijas nav paklautas §im abiotiskajam stresam. Ir registréti guminbaktériju celmi, kas
pielagojusies ar ilgstoSam augsnes sausumam — piemé&ram, guminbakteriju aktivitate ir
noverota art tuksnesu augsnés (Zahran, 1999). Izturiba pret ilgstoSu idens deficitu novérota ar1
laboratorijas apstaklos — identificéti Ensifer/Sinorhizobium gintij piederos$i guminbaktériju
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celmi, kas sp&jusi izveidot simbiotiskas attiecibas ar lucernu péc 35 gadu ilgas uzglabasanas
izzaveta augsné (Jensen, 1961). Uzskata, ka guminbaktgrijas razo antioksidantus, osmolitus un
stresa olbaltumvielas, lai spétu izdzivot tidens deficita apstaklus. Guminbaktériju sp&ju izdzivot
tidens deficita apstaklos, var izmantot, lai samazinatu sausuma izraisito negativo ietekmi uz
taurinziezu augSanu (Yang, Kloepper, Ryu, 2009). Pastav hipotéze, ka guminbakterijas spgj
samazinat Gdens deficita ietekmi uz augiem, izmainot saknu morfologisko uzbtivi, oglekla
asimilacijas Iimeni, transpiracijas atrumu, ka ari lapas atvarsniSu caurlaidibu (Naveed et al.,
2015). Taurinziezu-guminbakteriju simbiozes atbildes reakcija uz tidens deficitu augsné ir
atkariga ne tikai no stresa pakapes, bet arT no auga attistibas stadijas (Zahran, 1999).

1.2.4. Guminbakteriju klasifikacija

Guminbaktériju iedalfjums ir komplicéts, un tas laika gaitd ir mainijies, attistoties
mikroorganismu identifikacijas metodém. Sobrid pie 3is ekologiskas grupas pieskaita
baktérijas, kas pieder pie — valsts: Bacteria, nodalfjums: Pseudomonadota (ieprieks
Proteobacteria). Sobrid aptuveni 180 identificétas guminbaktériju sugas iedala 21 gintis, kas
pieder pie Alphaproteobacteria, Betaproteobacteria un Gammaproteobacteria (turpmak a-, -
un y-proteobacteria vai a-, p- un y-proteobaktérijas) klasém (Chen et al., 2003; Moulin et al.,
2001; Pongsilp, 2012; Wang et al., 2019f). Saja taksonomiskaja sadalfjuma simbiotiskas
guminbakterijas atrodas starp bakterijam, kas neveido simbiotiskas attiecibas — starp
endofitiskam, saprofitiskam un patogénam bakterijam. Biezi vien $ada fenotipiska
daudzveidiba novérojama ne tikai vienas klases, bet ari gints un pat vienas sugas limeni (Wang
et al., 2019a). Guminbakteriju taksonomisko iedalfjumu regulari parskata un precizg, jo
nepartraukti tiek atklatas jaunas guminbakt@rijas, kas pieder pie citam bakteriju gintim un
sugam. Art laika gaita mainas kriteriji, kurus izmanto guminbakteriju klasifikacijai (Pongsilp,
2012; Wang et al., 2019b).

Guminbaktériju petijumu pirmsakumos visas bakterijas, kuras veidoja guminus uz
taurinziezu sakném, apvienoja viena ginti Rhizobium. Guminbaktériju celmus klasificgja
atkariba no to saimniekaugiem (Fred, Baldwin, McCoy, 1932; Somasegaran, Hoben, 1994).
Guminbakteériju saimniekaugi ir augi, ar kuriem guminbakterijas ir sp&jigas veidot
simbiotiskas attiecibas. lerobezots skaits saimniekaugu reagé uz konkrétas guminbaktériju
sugas izdalitajam signalmolekulam — Nod proteiniem (Kijne, 1992). Noverots, ka dalai
guminbakteriju ir loti Saurs saimniekaugu loks, kameér citas guminbaktérijas var veidot
simbiotiskas attiecibas ar dazadu ginSu taurinzieziem. Guminbaktériju celma saimniekaugu
diapazons ir atkarigs no géniem, kas atrodas bakteriju plazmidas. Ir noveéroti gadijumi, kad
viens guminbakteriju celms maina saimniekaugus, plazmidu apmainas rezultata (Iyer,
Rajkumar, 2018). Uzskata, ka simbiotiskas attiecibas starp taurinzieziem un guminbakterijam
vairakkart attistijusas evollicijas gaita, lidz ar to ne visas guminbakterijas spgj izveidot
simbiotiskas attiecibas ar visiem taurinzieZiem, un pastav dazadas guminbakteriju-
saimniekaugu atbilstibas pakapes (Martinez-Romero, 2009; Sprent, 2007; Roberts et al., 2017).

Guminbaktériju celmu iedalijums atkariba no to saimniekaugiem vl joprojam ir
noderigs praks€, komercialajiem guminbakteriju preparatiem (Wang et al., 2019b). Tomer,
pielietojot §adu sadalfjumu, janem véra guminu veidoSanas un atmosferas slapekla saistiSanas
efektivitate. Guminu veidoSanas uz taurinzieZzu sakném ne vienmér norada uz efektivu slapekla
saistiSanu (lyer, Rajkumar, 2018; Terpolilli et al., 2008). Biezi vien pétijumos ignoré to, ka
daudzos gadijumos, kad izveidojas simbiotiskas attiecibas starp augu un guminbaktérijam,
nenotiek optimala slapekla saistidana. Sis apstaklis ir Tpasi svarigs, kad veido komercialus
guminbaktériju preparatus un ieteikumus lauksaimniekiem, ka ari tad, kad pé&ta slapekla
saistiSana iesaistito génu regulaciju (Giller, Herridge, Sprent, 2016). Tomé&r guminbakt&riju
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klasifikacija, kas balstita uz saimniekaugiem, no kuriem guminbaktgrijas izdalitas, bija viens
no pirmajiem guminbaktériju klasifikacijas veidiem, pirms bija attistijusas molekularas
identifikacijas metodes. Sis klasifikacijas pamata ir fenotipiskie novérojumi, nenemot véra
guminbakteriju genétisko daudzveidibu un filogengtisko radniecibu. Guminbaktérijas
apkopoja viena Rhizobium gintT un izdalija seSas sugas: R. meliloti, R. trifolii, R. phaseoli, R.
lupini, R. leguminosarum un R. japonicum (Coutinho, De Oliveira, Moreira, 2000; Fred,
Baldwin, McCoy, 1932; Wang et al., 2019a). Guminbaktgrijas, kuras izdalitas no guminiem uz
zirnu, viku un pupu sakném, apvienoja R. leguminosarum suga. No abolina, darza pupinam un
sojas izdalitas guminbakt€rijas attiecigi klasificéja — R. trifolii, R. phaseoli, R. japonicum. R.
meliloti apvienoja guminbakterijas, kas izdalitas gan no lucernas, gan amolina saknu
guminiem. Savukart no lupinas un seradellas izdalitas guminbaktérijas icklava R. lupini
guminbaktériju suga (1.1. tabula). ST guminbaktériju klasifikacija ilgsto$i izmantota praksg,
izveloties guminbakteriju celmus taurinziezu seéklu apstrade.

1.1. tabula
Guminbakteriju klasifikacija, pamatojoties uz to saimniekaugiem (p&c Coutinho, De
Oliveira, Moreira, 2000)

Saimniekaugs Guminbakt€riju sugas
Zirni, viki, pupas Rhizobium leguminosarum
Abolins Rhizobium trifolii

Darza pupinas Rhizobium phaseoli
Lucerna, amolins Rhizobium meliloti
Lupina, seradella Rhizobium lupini

Soja Rhizobium japonicum

Pedgjos gados veikti apjomigi pétijjumi, kuros identificéti no dazadiem taurinzieZiem
izdaliti guminbakteriju celmi. Apkopojot Sos rezultatus, redzams, ka liela dala saimnieckaugu
sp&j veidot simbiotiskas attiecibas ar dazadu sugu un pat gin§u guminbakterijam (1.5. att.). Taja
pasa laika ir guminbaktériju sugas, kuras ir izteikti specifiskas konkrétam saimniekaugam
(Pongsilp, 2012). Janem veéra, ka 1.5. attéla izmantoti dati, kas iegiiti petjjumos arpus Latvijas.
Tapéc, lai gan tie reprezenté guminbakteriju sugu atbilstibu konkréto saimniekaugu gintim, Sie
dati nesniedz informaciju par Latvijas augsné esoSajam guminbakteriju sugam.

Attistoties guminbakteriju petniecibai, novertos, ka guminbakteriju atbilstibu konkrétam
saimniekaugam noteicosSie nod grupas géni, kas atbild par guminu veidosanos, ir salidzinosi
vienkarsi parnesami starp dazadam guminbaktérijam. Tapéc musdienas, kad ir pieejama tik
plasa informacija par guminbaktériju genétisko radniecibu, redzams, ka guminbaktériju
klasifikacija, kas balstita tikai uz guminbakteriju atbilstibu saimniekaugiem, nav korekta
(Wang et al, 2019a).

Guminbakteériju celmi pirms molekularas identifikacijas ievieSanas, klasificéti ne tikai
atkariba no to saimniekaugiem, bet ar1 péc augSanas atruma, ka ar1 atkariba no ta, vai
guminbakterijas razo baziskus vai skabus savienojumus (Somasegaran, Hoben, 1994).
Guminbakteriju klasifikacija Rhizobium gints papildinaja ar Bradyrhizobium ginti, kas aptvéra
1eni augoso un baziskus savienojumus veidojoSus guminbaktériju celmus. Abas §is gintis
ieprieks piedergja Rhizobiaceae dzimtai (Pongsilp, 2012).

Molekularas biologijas identifikacijas metodém kliistot precizakam, attistoties genétisko
markieru pielietojumam un sniedzot lielaku biologiskas daudzveidibas izskirtsp&ju, tika
ievérojami uzlabotas zinaSanas par guminbaktériju taksonomiju (Sessitsch et al., 2002).
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Balstoties uz filogenétiskajam analizém, dalu sugu no Rhizobium gints parnesa uz
Bradyrhizobium ginti, savukart daudzas sugas, kuras sakotngji ieklava Rhizobium un
Bradyrhizobium gintis, sadalija un apvienoja jaunas gintis. Atri augoS0s sojas guminbakteriju
celmus apvienoja jauna ginti — Sinorhizobium (Sikora, Redzepovic¢, 2003). Tomér nemot véra,
ka seSus gadus pirms Sinorhizobium gints nosaukuma publicé$anas, publicéja baktériju, kas
pieder pie gints Ensifer, tad, lai gan Sinorhizobium gints nosaukums bija ieguvis lielaku
atpazistamibu, Prokariotu Sistematikas Starptautiska komiteja (ICSP) noléma prieksroku dot
Ensifer gints nosaukumam. Daudzi zinatnieki, iekaitot ICSP Agrobacterium un Rhizobium
apakskomiteju publiski nepiekrit Sadam l€émumam. Zinatniskajas publikacijas biezi izmanto
tikai Sinorhizobium gints nosaukumu vai norada abu ginSu nosaukumus ka sinonimus
(Sinohrizobium/Ensifer) (Pongsilp, 2012; Young, 2010; Young, 2003). Bradyrhizobium,

Rhizobium galegae

Bradyrhizobium elkanii,

B. liaoningense R. faba;

R. pisi

B. yuanmingense
) Galega R. eli

Bradyrhizobium spp.,
’ B jap(mifzi)m R. gallicum,
. Vicia, ) R. giardinii,
Pisum R. huautlense,
. R. leucaenae,
B. lupini, j
! R. lusitanum,
B. cunariense

R. mesoamericanum,
Lathyrus R. phaseoli, R. vallis,
I R. alkaliselo
A
‘> ;
Phaseolus, ‘\ R. leguminosarum
Vigna,
/ Glycine \\ R. dacjeonense,

\

\ ‘{"\ R. tubonese
Medicags -‘ \t\\‘ Rhizobiu spp.

Medicago, -—-‘
Melilotus | N

Mesorhizobium Lupinus R lupini
septentrionale,
M. shangrilense,

M. tianshanense
Lotus \ Ensifer sojae,

R. tibeticum

M. temperatum E. xinjiangensw
M. loti E. meliloti
N L fredii
E. medicae;

E. garamanticus;
E. numidicus,;
E. kummerowiae
1.5. att. TaurinzieZu gintis un to simbiotiskas guminbakteériju sugas (péc Pongsilp, 2012)
Attéla vida ieramétas ir Latvija visbiezak audzetas taurinziezu gintis. Ar bultam noraditas
saimniekaugiem atbilsto$as guminbakteriju sugas.
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Rhizobium un Sinorhizobium/Ensifer gintis sava starpa atskiras péc guanina—citozina (G+C)
sastava, DNS—DNS hibridizacijas rezultatiem, serologiskajam analizém un citiem parametriem
(Chen, Yan, Li, 1988). Pamatojoties uz 16S rRNS géna sekvencu analizém, dalu no Rhizobium
gints sugam apvienoja jauna gintt Mesorhizobium (Jarvis et al., 1997). Savukart, balstoties gan
uz 16S rRNS géna, gan MLSA filogenétiskajam analizém, dalu no Rhizobium gints bakterijam
iedala divas jaunas gintis — Neorhizobium un Pararhizobium (Wang et al., 2019a).

Lielakoties petijumi par guminbakterijam, taja skaitd péetjumi Latvija aptver
guminbaktérijas, kas ietilpst a—proteobakteriju klas€ — Rhizobium, Sinorhizobium/Ensifer,
Bradyrhizobium un Mesorhizobium gintis (1.2. tabula) (Saidi et al., 2013; Young, Haykka,
1996). Guminbaktérijam, kas pieder a-proteobaktériju klasei, ir novérota visplasaka sugu
geografiska izplatiba, ka ar1 visplasakais saimniekaugu diapazons (Wang et al., 2019f). Lai gan
guminbakterijas, kas pieder B- un y-proteobaktériju klasém ir daudz mazak izpetitas, ir
noverots, ka arT §1s bakt€rijas sp€j izveidot simbiotiskas attiecibas ar taurinzieziem, noradot uz
to, ka simbiotiskas attiecibas ar taurinzieZziem ir plasaks fenomens, neka lidz §im uzskatits. Sis
bija salidzinosi jauns atklajums (kops$ 2000. gadu sakuma), salidzinot ar vairak ka simts gadus
ilgajiem guminbakt@riju petijjumiem, un izmainija senos uzskatus par to, ka tikai baktérijas no
a-proteobaktériju klases sp&j veidot guminus uz taurinziezu sakném (Chen et al., 2003;
Minamisawa et al., 2002; Moulin et al., 2001; Shiraishi, Matisushita, Hougetsu, 2010). Latvija
lidz §im, stradajot ar taurinzieziem un guminbakterijam, par pakSaugu simbiotiskajam
bakterijam uzskatiti tikai a-proteobaktériju klases bakteriju celmi.

1.2. tabula
Guminbakteriju klasifikacija, balsoties uz genétisko radniecibu

Klase Dzimta Gintis Saimniekaugi

Vicia faba, V, cracca, V.
hirsute, V. sativa, Phaseolus
vulgaris, Pisum sativum,

Medicago sativa, M. lupulina,
Rhizobium Galega orientalis, Trifolium
repens, T. pratense, Lathyrus
japonicus, L. hirsutus, Lupinus
a- o albus, Melilotus officinali, M.
proteobacteria Rhizobiaceae albus, Vigna radiata, V.

unguiculata

Vicia faba, Phaseolus vulgaris,
Ensifer/ Medicago sativa, Melilotus
Sinorhizobium albus Glycine max, Lotus
corniculatus, Vigna radiata, V.
unguiculata

Neorhizobium Galega sp.
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1.2. tabulas turpinajums

Klase Dzimta Gintis Saimniekaugi
o o Medicago sativa, Glycine max,
Bradyrhizobiaceae | Bradyrhizobium Vigna radiata, Lupinus luteus,
o L. albus, L. angustifolius
proteobacteria Phaseolus vulgaris, Medicago
Phyllobacteriaceae | Mesorhizobium | sativa, Glycine max, Vigna
radiata, Lotus corniculatus,
Trifolium lupinaster
p Burkholderiaceae Burkholderia Phaseolus vulgaris, Glycine
proteobacteria max, Vigna sp.
y- .
proteobacteria Pseudomonadaceae | Pseudomonas Vicia faba

Tabula ieklautas guminbakteriju gintis, kas spgj izveidot simbiozi ar saimniekaugiem, kurus audzé Latvijas
klimatiskajos apstaklos (Bontemps et al., 2010; Leite et al., 2017; de Oliveria-Longatti et al., 2015; Pongsilp,
2012; Ramirez et al., 2019; Saidi et al., 2013).

1.3. Guminbakteriju daudzveidibas noteikSana

Guminbaktériju daudzveidibu ietekmé Cetri faktori — 1) evolucionara vésture; 2) dabiska
atlase, pielagojoties apkartgjas vides apstakliem; 3) pielagosanas saimniekaugiem un spgja uz
to sakném veidot guminus, pateicoties izmainam simbiotiskajos génos; un 4) horizontala génu
parnese starp guminbaktérijam, veidojot jaunas génu kombinacijas (Wang et al., 2019b).
Vadoties péc Prokariotu Sistematikas Starptautiskas komitejas (ICSP) vadlinijam, prokariotu,
piem&ram guminbakteriju, suga sevi apvieno baktériju celmus, kuri ir fenotipiski 11dzigi un
kuriem ir genomu lidziba (vismaz 70% DNS-DNS hibridizacija un 16S rRNS sekvencu lidziba
ar ne vairak par 3% atskiribam) (Mazur et al. 2015; Rossello-Mora, Amann, 2001). Pirms
molekularas biologijas attistibas, guminbakterijas klasificgja, balstoties uz to fenotipiskajam
1paSibam (Kwon et al., 2005). Lai noteiktu guminbaktériju fenotipisko daudzveidibu,
izmanto dazadas metodes: 1) serologiskas analizes; 2) enzimu, izdalito polisaharidu un
taukskabju sastava noteikSana; 3) bakteriofagu noteikSana; 4) SkistoSo proteinu identifikacija;
5) ka arT guminbakteriju celma simbiotiskas efektivitates novertejums (pieméram, razas
lielums un kvalitate). Tomér zinatnieki ir nonakusi pie slédziena, ka guminbaktériju fenotipiska
aprakstiSana nav pietiekoSa pilnvertigai guminbakteriju identifikacijai un daudzveidibas
noteikSanai. Turklat ir vairakas guminbakt@riju sugas, kas sava starpa nav atSkiramas, vadoties
tikai péc fenotipiskajam atSkiribam (Hartmann, Amarger, 1991; Pongsilp, 2012). Baktériju
taksonomisti uzsver nepiecieSamibu izmantot vairaku metozu kopumu, lai pilnvertigi
aprakstitu baktérijas (Murray et al., 1992; Young, 1992; Wang et al., 2019b.).

Pateicoties molekularas biologijas metozu attistibai, miisdienas strauji attistas baktériju
identifikacija un daudzveidibas petijumu precizitate, kas lavusi noteikt guminbakteriju plaso
genétisko daudzveidibu, Tpasi augsnes paraugos — savvalas guminbaktériju populacijas (Sikora,
Redzepovic¢, 2003). Genotipisko daudzveidibu var raksturot, izmantojot molekularas
biologijas metodes, kas balstitas uz DNS analizém. Metodes, kuras biezi izmanto §im noliikam:
1) DNS sekvencu analizes; 2) genotipéSanas metodes, kas ietver gan amplificéto fragmentu
garuma polimorfisma (AFLP) analizi, gan restrikcijas fragmentu garuma polimorfisma (RFLP)
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analizi; 3) un plazmidu profiléSana. Sis metodes papildina viena otru un sniedz pilnigaku
priekSstatu par guminbaktériju celmu genétisko daudzveidibu (Pongsilp, 2012). Arpus Latvijas
veikti daudzi pétijumi taurinziezu-guminbaktriju simbiozes izzinaSanai, izmantojot
molekularas biologijas metodes. Guminbaktériju daudzveidibas p&tniecibai pievérsta pasa
uzmaniba, ar kuras palidzibu skaidro lidz Sim iegtitos apjomigos fenotipisko raksturojumu
rezultatus (Kondorosi et al., 1989; Sessitsch et al., 2002; Surin, Downie, 1989). PriekSrociba
molekularo markieru izmantoSanai guminbakteriju identifikacija ir tada, ka Sos rezultatus
neietekmé apkartgjie vides apstakli, atskiriba no, pieméram, lauka izmé&ginajumiem, kur
slapekla saistiSanas efektivitati ietekmé ne tikai guminbakteriju genotips, bet ar1 loti daudz
ar¢jie faktori. Senak molekularas biologijas metozu izmantosana bija daudz laikietilpigaka, bet,
attistoties molekularas biologijas zinasanam un tehnologijam, $1s metodes ir salidzinosi
vienkarsi un plasi pielietojamas. lzmantojot §1s metodes, rezultati ir atrak ieglistami, un tie var
uzradit daudz lielaku genétisko daudzveidibu neka veicot identifikaciju péc fenotipisko ipasibu
identifikacijas metodém. SekvencéSanas rezultati sniedz detaliz€tu un uzticamu informaciju
par guminbakterijam. Turklat publiski pieejamas datubazes strauji tiek papildinatas ar jaunu
informaciju, jo molekularas biologijas metodes ir visplasak pielietotas guminbaktériju
daudzveidibas pétijumos (Konstantinidis, Tiedje, 2005; Murray et al., 1992). Guminbakt&riju
sugu saraksts nepartraukti papildinas, un IpaSi strauj$ pieaugums noverojams pateicoties
petijumiem, kas izmanto 16S rRNS géna sekvencéSanu guminbakteriju pétijjumos (Janda,
Abbott, 2007). DNS sekvences$anas pamata ir slapekla bazu (adenins, guanins, citozins, timins)
secibas noteikSana (Reeve et al., 2016a). Izstradatas vairakas metodes, kas balstitas uz
polimerazes kédes reakcijas (PCR) metodi, lai pétitu guminbakteriju celmu genétisko
daudzveidibu un radniecibu. Visbiezak izmanto hromosomalos markierus (pieméram, 16S
rRNS géns, 16S-23S rRNS ITS, dnakK, recA, atpD géni) un plazmidas esosos simbiotiskos
markierus (pieméram, nodD, nodA, nodC, nifH géni) (Eardly et al., 2005; Gaunt et al., 2001;
Laguerre et al., 2001; Laguerre et al., 2003; Mutch, Young 2004; Silva et al., 2005; Tamimi,
Young, 2004).

Soli, kas javeic guminbakteriju identifikacija, neatkarigi no izvéleta molekulara markiera
ir 11dzigi. Veic pétama guminbakteriju celma DNS izdaliSanu un universalo praimeru izvéli,
atkariba no analiz€jama g€na. Nemot veéra izmantoto gené&tisko markieri, pielago PCR
protokolu, lai veiktu attieciga géna amplifikaciju. Rezultata iegtst konkréta géna DNS
fragmentu, kuru sekvencé. S1 fragmenta nukleinskabju secibu salidzina ar sekvencém, kas
atrodas publiski pieejamas datu bazes, ka piem&ram GenBank (NCBIY). Lai vizualizétu celmu
genétiskas atskiribas, veiC analiz€jamo sekvencu lidzibas salidzinajumu, ka arT filogengtisko
analizi (Pongsilp, 2012).

1.3.1. GenotipéSanas metode guminbakteriju daudzveidibas noteikSana

Viena no popularakajam metodém bakteriju identifikacija ir DNS genotipéSanas metode,
izmantojot PCR. Sis metodes pamata ir DNS fragmentu amplificé$na, izmantojot speciali
izveletus praimerus (van Berkum, Elia, Eardly, 2006). Guminbakteriju celmu daudzveidibas
noteikSanai visbiezak izmanto amplificéto fragmentu garuma polimorfisma (AFLP) (Aserse et
al., 2012; van Berkum, Elia, Eardly, 2006). Sis metodes prieksrociba ir nelielas izmaksas, jo
guminbaktériju filogenétikas noteikSana ar $o metodi ietver PCR un elektroforézes gela
metodes, bez sekvencé$anas nepiecieSamibas. Sis metodes pamata ir veiksmiga praimeru
izvele, kas var vienlaicigi amplificét vairakus konkrétus DNS fragmentus, kuru izmeéri ir

10 National Center for Biotechnology Information database, [Tie$saiste] [skatits 19.02.2023.]. Pieejams:
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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atskirigi. Unikalo amplificéto fragmentu profilu (fingerprint) vizualizé izmantojot
elektroforézes gelu. Aprakstiti vairaki praimeru pari (ERIC, REP, BOX), kas izmantojami
guminbaktériju daudzveidibas noteik$ana (Gillings, Holley, 1997; Ogutcu et al., 2009; Vinuesa
et al., 2005). Pieméram, ar BOX-PCR metodi iesp&ams atSkirt loti tuvu radniecigus
guminbaktériju celmus, tap&c §0 metodi izmanto vél joprojam. Lai gan ar §1s metodes palidzibu
ir iesp&jams veikt guminbakteriju identifikaciju, AFLP metode ir salidzino$i sarezgita un loti
laikietilpiga (Wang et al., 2019b).

GenotipeSanas metodi biezi izmanto Rhizobium, Bradyrhizobium, Sinorhizobium un
Mesorhizobium ginsu pétijumos (Reeve et al., 2016b). Tomer, ta ka §1 metode neieklauj DNS
fragmentu sekvencésanu, parliecinosu fragmentu profilu novértéjuma analize ir ierobezota, kas
var apgritinat guminbaktériju celmu genétisko atskiribu izvértésanu. Pieméram, tas, ka divi
fragmenti ir vienada izméra, ne vienmér nozimg, ka Sie fragmenti ir genétiski identiski. Ka arf,
ieglito rezultatu parnese ir ierobezota, apgritinot dazadu izméginajumu rezultatu salidzinasanu.
Lai var@tu pilnvertigi salidzinat genotip&Sanas rezultatus, ir javeic analizes, ieklaujot vairakus
atsauces standartus. Tadel genotipéSanas metodi parasti izmanto ka vienu no vairakam
metodém (piem&ram, papildus 16S rRNS géna sekvencésanai), aprakstot guminbaktériju
genétisko daudzveidibu (van Berkum, Elia, Eardly, 2006). Lai efektivi izmantotu
genotipeSanas metodi, nepiecieSams zinat pétamo guminbakteriju piederibu konkrétai dzimtai,
kas ne vienmer ir iesp&jams (Browman et al., 2015).

1.3.2. Ribosomalo genu izmantoSana guminbakteériju identifikacija

16S rRNS gens, ko déve ar1 par 16S rDNS, ir aptuveni 1500 bazu paru (bp) gar§ DNS
fragments, kas kodé mazas apaksvienibas ribosomalo RNS (rRNS) (Janda, Abbott, 2007;
Kawaka et al., 2018; Pongsilp, 2012) un ienem nozimigu vietu $tinu funkcion&$ana (Pei et al.,
2010). 16S rRNS géns ir konservativs DNS regions baktériju genoma, kas atrodams visas
bakterijas. Sis ir iemesls, kapéc 16S rRNS génu plasi izmanto ka markieri, lai veiktu bakteriju
taksonomisko un filogenétisko identifikaciju (Tran, Pham, Phan, 2017). Kop§ PCR metodes
atklasanas, Sis géns kluvis par visplasak pielietoto markieri, veicot filogengtiskas analizes un
dodot iesp€ju klasificét jaunas bakterijas (Browman et al., 2015; Rossello-Mora, Amann, 2001;
Singer et al., 2016). 16S rRNS géns l1dz $im ir sekvencets tukstoSiem dazadu sugu bakterijam
(Earl et al., 2018). Turklat Sis géns ka molekularais markieris butiski veicinajis bakteriju
filogenétikas pétijumus, un ta izmantoS$ana guminbaktériju genétiskas radniecibas noteikSana
un klasifikacija ir kluvusi par standarta metodi (Aserse et al., 2012; Janda, Abbott, 2007;
O’Hara et al., 2016; Sessitsch et al., 2002; Young, Downer, Eardly, 1991). Ari jaunu
guminbakteriju ginsSu un sugu aprakstisanai izmanto 16S rRNS géna sekvencésanas rezultatus
(Janda, Abbott, 2007; Pongsilp, 2012). Tiek I&sts, ka 16S rRNS géna sekvences izmantoSana
90% gadijumos sniedz informaciju par baktériju ginti, savukart bakteriju celma sugas piederibu
var noteikt 65 11dz 68% gadijumu (Drancourt et al., 2000; Mignard, Flandrois, 2006). Slieksnis,
pie kura dazadus baktériju celmus pieskaita pie vienas sugas, ir 97.0 — 98.7% lidziba $o celmu
16S rRNS génu sekvences. Guminbakteriju gadijuma gan noverojams, ka dazadus celmus,
kuriem ir gandriz identiskas 16S rRNS géna sekvences, var iedalit dazadas guminbaktériju
sugas (Wang et al., 2019b).

16S rRNS geéns sastav gan no konservativiem rajoniem, kuri ir identiski daudzam
bakteriju gintim, gan ari no mainigiem rajoniem (1.6.b att.), kas var saturét atskirigu
genétisko informaciju ne tikai starp dazadam sugam, bet arT sugas ietvaros — starp dazadiem
celmiem (Janda, Abbott, 2007; Pongsilp, 2012). Pateicoties 16S rDNS konservativajiem
rajoniem, SO génu plasi izmanto baktériju evolucionaro attiecibu pétijumos. SalidzinosSajai
taksonomijai izmanto 16S rRNS géna mainigo rajonu fragmentu sekvences (Janda, Abbott,
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2007; Pongsilp, 2012; Rosselli et al., 2016). Lielakais Skérslis 16S rRNS géna izmantoSana
bakteriju daudzveidibas pétijumos ir saistits ar pirmo DNS amplifikacijas soli, jo atbilstosu
oligonukleotidu izvéle PCR reakcijai ir loti biitiska, bet ne vienmér vienkarSa. Lai veiktu
veiksmigu bakteriju identifikaciju, biezi pietiek ar 500 Iidz 700 bp lielu géna fragmenta
sekvenci. Tomer batiska ir pareiza géna regiona sekvencésanas izvéle. Identifikacijas rezultati
var atskirties no ta, kuru géna regionu analize. P&tijumos biezi izmanto kadu no sekojosajiem
mainigajiem géna fragmentiem: M2, M3, M4, M1-M2, M1-M3, M2-M3, M2-M4, M3-M4,
M4-5, M3-6 vai M—9 (Browman et al., 2015; Wagner et al., 2016). Baktériju daudzveidibas
pétijumos parsvara izmanto M3-M4, M4-M5 vai M5-M6 fragmentus, (Earl et al., 2018;
Pootakham et al., 2017). Tomér novérots, ka visprecizakos rezultatus iegiist, izmantojot 16S
rRNS géna regionus M1 un M9, salidzinajuma ar citiem géna regioniem (Browman et al.,
2015).

5’ETS ITS 3’ETS
a
@) — 16StRNS - RNS —  23StRNS | 58 ——
, \
4 =~ <
S0 TS = - L
/, _____________________
s =
o EE-E - - FEEE-E
0 100 200 300 400 500 700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400 1500 bp

1.6. att. Bakteriju ribosomalas RNS operona struktiira (a) un reprezentativs bakteriju
16S rRNS géna sekvences shematisks attelojums (b)
Attela (b) ietverti konservativie géna rajoni (melna krasa) un mainigie géna rajoni (balta krasa; M1—
MD9). Veidots péc Singer et al., 2016 (Salmonella spp.).

Mikroorganismu klasifikacija, izmantojot 16S rRNS markieri kluvusi par standarta
metodi vides mikrobiomu analizé$ana (Earl et al., 2018). Pateicoties Siem mikrobiomu
pétijumiem, publiski piecjamas datubazes (pieméram, GenBank (NCBI®) un SILVAM) ir
pieejami daudz mikroorganismu sekvencu dati, kas nepartraukti tiek papildinati ar jauniem
rezultatiem, tadeél 16S rRNS génu var veiksmigi izmantot visu bakteriju identifikacija
(Sessitsch et al., 2002; Young, Downer, Eardly, 1991). Tomér §1 markiera izmantoSanu
bakteriju klasifikacija ierobeZo nepilna 16S rRNS géna (aptuveni 500 bp) sekvenceésana (Earl
etal., 2018), kuru biezi izmanto atrai guminbaktériju celmu radniecibas noteik$anai (Pongsilp,
2012). Tade] liela dala brivpieejas datubazes pieejama informacija par vides paraugiem sastav
no dalgjam 16S rRNS géna sekvencém (Singer et al., 2016; Wagner et al., 2016). Lai gan
atsevisku 16S rRNS géna mainigo rajonu sekvencu izmantoSana jaunu baktériju identifikacija
gints vai sugas IimenT aiznem mazak laika, tomér tikai pilna (M1-M9; ~1500 bp) vai gandriz
pilna garuma 16S rRNS géna sekvence uzrada lielaku taksonomisko precizitati. Lidz ar to tiesi
Sie DNS fragmenti ir pieraditi ka atbilstosakie filogenétiskajam analizém (Browman et al.,
2015; Callahan et al., 2019; Earl et al., 2018; Johnson et al, 2019; Pootakham et al., 2017,
Singer et al., 2016; Wagner et al., 2016; Young, Haukka, 1996). Pilna garuma 16S rRNS géna
sekvences izmantosana palielina filogen&tisko izskirtsp&ju (Earl et al., 2018).

Baktériju ribosomalas RNS operona struktiira sastav no géna, kas kodeé mazas
apakSvienibas ribosomalo RNS (16S rRNS), géniem, kas kodg lielas ribosomu apaksvienibas
ribosomalo RNS (23S rRNS un 5S), transporta RNS (tRNS), ka art DNS fragmentiem starp
ribosomalo RNS apaksvienibu géniem (ITS) (1.6.a att.). Baktériju genoma atrodas vairakas

1 SILVA ribosomal RNA database, [Tie$saiste] [skatits 19.02.2023.]. Pieejams: https://www.arb-silva.de/
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ribosomalas RNS génu kopijas. Viena ribosomalas RNS operona atrodas katra §1 géna viena
kopija. Savukart genoma var atrasties 1-15 $adi operoni (Dethlefsen, Schmidt, 2007). Vairakas
geéna sekvencg, var apgriitinat So génu izmantosanu bakteriju identifikacija (Ibal et al., 2019).
Ribosomialas RNS brivpieejas datubazé rrnDB'? atrodama informacija par guminbaktériju
gingu un atsevisku sugu 16S rRNS géna kopiju skaitu genoma (1.3. tabula). ST géna kopiju
skaits atSkiras starp dazadu ginSu parstavjiem — pieméram, Rhizobium leguminosarum un
Neorhizobium galegae identificétas 3 16S rRNS géna kopijas, bet Mesorhizobium sp. un
Bradyrhizobium japonicum ir tikai 1-2 $T géna kopijas genoma. Savukart zinams, ka B- un y-
proteobaktériju klases guminbaktérijam (piem., Burkholderia sp., Pseudomonas
frederiksbergensis) ir Iidz pat septinam 16S rRNS géna kopijam genoma.

1.3. tabula
Dazadu guminbaktériju 16S rRNS géna kopiju skaits genoma
Klase Guminbakterijas (suga / gints) 165 rRNS géna k? piju skaits
genoma
Rhizobium leguminosarum 3
Rhizobium gallicum 3
a-proteobaktérijas | Neorhizobium galegae 3
Mesorhizobium sp. 1-2
Bradyrhizobium japonicum 1-2
Paraburkholderia terricola 5
B-proteobakterijas | Paraburkholderia caledonica 6
Burkholderia sp. 4-7
y-proteobakterijas | Pseudomonas frederiksbergensis 67

Tabula veidota, izmantojot ribosomalas RNS brivpieejas datubazes rrnDB™? publicéto informaciju.

Pedgjos gados 16S rRNS génu plasi izmanto bakteriju identifikacija, un §is datubazes
nepartraukti papildina ar jaunam sekvencém, tomeér dazkart noverojams informacijas
iztrikums, Tpasi gadijumos, ja to izmanto ka vienigo molekularo markieri (O’Hara et al., 2016).
Ir gadijumi, kad dazadu ginsu vai sugu mikroorganismu 16S rRNS génu sekvences ir gandriz
vai pilniba identiskas — $ajos gadijumos nevar veikt identifikaciju sugas [imenit (Janda, Abbott,
2007). Piem@ram, Agrobacterium gints baktérijas, kas ir augu patogeni, reiz€m ir gruti
atSkiramas no guminbaktérijam, jo abu $o ginsu 16S rRNS génu sekvences ir gandriz identiskas
(Pongsilp, 2012). Ari pilna 16S rRNS géna izmantoSana bieZi sniedz nepilnigu informaciju par
mikroorganismu un biezi nav pietiekosa, lai identificétu visus bakteriju celmus sugas limeni
(Browman et al., 2015; Janda, Abbott, 2007). Izmantojot 16S rRNS génu ka markieri baktériju
identifikacija un filogenétiskaja analiz€, janem vera, ka Sis géns pats par sevi nesniedz butisku
informaciju par baktériju funkcionalajam ipasibam, pieméram, to morfologiju, patogenézi vai
atmosferas slapekla saistiSanas efektivitati, lidz ar to nesniedz informaciju par So
mikroorganismu ietekmi uz apkartgjo vidi un nozimi lauksaimnieciba (Browman et al., 2015).
Veicot petijumu ir jaizverte §1 markiera pielietojums un atbilstiba izvirzito mérku sasniegSanai
(Murray et al., 1992). Biezi, kad ir zinama pétamo baktériju piederiba dzimtai, papildus 16S
rRNS géna sekvencésanai, pielieto arT genotipéSanas metodi, izmantojot, pieméram, ERIC,
REP vai BOX praimerus (1.3.1. apaksnodala) (Browman et al., 2015).

12 The ribosomal RNA operon copy number database, [TieSsaiste] [skatits 19.02.2023] Pieejams:
https://rrndb.umms.med.umich.edu/about/
13 The ribosomal RNA operon copy number database, [Tie$saiste] [skatits 19.02.2023] Pieejams:
https://rrndb.umms.med.umich.edu/about/
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Lidzigi ka 16S rRNS génu, ari 23S rRNS geénu, kas kodé lielas ribosomu
apakSvienibas ribosomalo RNS, izmanto ka molekularo markieri bakteriju identifikacija.
Atskiriba no 16S rRNS, 23S rRNS (2300 bp) satur vairak informacijas. Novérots, ka 23S rRNS
géna dendrograma veido dzilaku zarojumu, salidzinajuma ar 16S rRNS génu, uzradot lielaku
genotipu daudzveidibu. Taja pasa laika, noverots, ka guminbakteriju celmu identifikacija ar
16S rRNS un 23S rRNS géniem uzrada Iidzveértigus rezultatus (Pongsilp, 2012).

DNS fragmentu starp mazo un lielo ribosomalo RNS apaks§vienibu géniem — 16S-23S
rRNS ITS regionu, ka art citus konservativos génus, kas atrodas hromosomala genoma
kodola (housekeeping genes), izmanto guminbaktériju identifikacijai ka 16S rRNS géna
alternativu. Salidzinajuma ar 16S rRNS génu, 16S-23S ITS fragmenta evolucionara attistiba ir
straujaka, bet ta ir pictickosi nemainiga, lai saglabatu filogenétisko informaciju (O’Hara et al.,
2016; Pongsilp, 2012). Uzskata, ka ITS fragmentu sekvences ir noderigas guminbaktériju
celmu identifikacija, pateicoties ITS fragmenta sekvencu daudzveidibai un garuma variacijam
ne tikai gints, bet arT sugas Itmeni (Pongsilp, 2012).

1.3.3. Citu génu izmantoSana guminbakteriju identifikacija

Pilnigakas izpratnes veido$anai par guminbakteriju evolucionarajam un ekologiskajam
attiecibam izmanto vairaku génu sekvencu analizes (Turner, Young, 2000). Papildus
ribosomalo génu izmantoSanai, guminbakteriju identifikacija izmanto art citus hromosomala
genoma konservativos génus (1.4. tabula). Sie géni organismam nepieciesami, lai spétu uzturét
Stinas pamatfunkcijas, ka ari, tie ir iesaistiti atmosferas slapekla saistiSana. Gen&tiskas
atSkiribas Sajos génos varétu noradit gan par atSkiribam slapekla saistiSanas efektivitate, gan
atSkiribam saimniekaugu atbilstiba starp dazadiem guminbaktériju celmiem (Wang et al.,
2019c). Guminbaktérijam $adi géni ir, pieméram, dnakK, dnaJd, gInA, gyrB, recA, gltA, ginll,
rpoA, rpoB, atpD, tpD, gap, pnp, thrC, gdh (Hungria, Menna, Delamuta, 2015; Naveed et al.,
2014; O’Hara et al., 2016). PriekSrocibas konservativo génu izmantoSanai guminbaktériju
celmu daudzveidibas pétijumos ir: 1) génu izplatiba genoma ir plasa; 2) génu izkliede genoma
ir viendabiga, ar vismaz 100kb izkliedi, kas samazina horizontalas génu parneses iesp&jamibu;
3) guminbaktériju genoma $adiem geniem ir tikai viena gé€na kopija (Hungria, Menna,
Delamuta, 2015). Glutamina sintézes enzimus (GSI, GSII), ka ari recA un atpD génu
genetiskos markierus biezi izmanto ka alternativu 16S rRNS génam guminbaktériju
identifikacija. GSI un GSII ekspresija novérota tikai guminbaktérijas, un to uzskata par
prieksrocibu guminbaktériju genétiskaja identifikacija. Atseviski géna GSI filogenétiskie
rezultati atbilst 16S rRNS rezultatiem. Savukart GSII géns uzrada atskirigas guminbakteriju
filogenétiskas attiecibas, salidzinot ar GSI un 16S rRNS géniem (Turner, Young, 2000). Ari
eksopolisaharidu (EPS) sintézes génu (rosR, pssA, pssY) sekvencu analizes izmanto
guminbakteriju celmu identific€Sanai sugas ietvaros. Pateicoties tam, ka EPS ir guminbakteriju
sugai specifiski, izmantojot Sos g€nus ka genétiskos markierus, ir iesp&ams atskirt
tuvradnieciskas guminbaktériju sugas (Janczarek, Jaroszuk-Sciset, Skorupska, 2009;
Janczarek, Kalita, Skorupska, 2009; Krol et al., 2007; Young et al., 2006). Guminbakteriju
celmu genétiskajai identifikacijai gan starpsugu limeni, gan sugas ietvaros izmanto ari génu
SMc00019, truA, thrA genétiskos markierus. Sos genétiskos markierus veiksmigi
pielietoto Rhizobium, Bradyrhizobium, Mesorhizobium un Sinorhizobium gintim piederoso
guminbaktériju celmu identifikacija, un tie ir atziti par noderigiem So baktériju taksonomija,
filogenétika un populaciju genétika (Zhang et al., 2012).

Guminbaktériju celmu identificéSanai un to daudzveidibas novértéSanai izmanto ari
plazmidas esoSos simbiotiskos génus, kas iesaistiti guminu veidoSana un slapekla saistiSana —
nod un nif génus (Hungria, Menna, Delamuta, 2015). Izmé&ginajumos novérots, ka

37



nitrogenazes géna (nifH) filogenétiskie rezultati kopuma sakrit ar 16S rRNS géna rezultatiem
(Murray et al., 1992). Prieksrociba nif (it Ipasi nifH) génu izmantoSana guminbakt€riju
identifikacija ir lielais sekvencu rezultatu apjoms salidzinajuma ar citiem géniem (neskaitot,
pieméram, 16S rRNS), kas ir pieejami publiskajas datubazes. Slapekla saistiSana iesaistito génu
identifikacija ir nozimiga ne tikai guminbakteriju celmu taksonomiskas daudzveidibas
novertéSana, bet arT slapekla saistiSanas mehanismu pétnieciba, ka ar1 efektivako
guminbakteriju atlasé komercialo preparatu sagatavosana (Kent et al., 1998). Geéni, kas atbild
par guminu veidosanos uz auga sakném (nod géni) ir butiski genétiskie markieri, lai atSkirtu
guminbakterijas no citam bakterijam, kuras arT ir sp€jigas saistit slapekli, bet neveido guminus
uz auga sakném (piem&ram, Rhodopseudomonas palustris, Azospirillum sp., Azotobacter sp.)
(Gnat et al., 2015). Genétiskas atskiribas nod génu sekvences varétu skaidrot atskiribas slapekla
saistiSanas efektivitate, kas noveérojamas starp dazadiem guminbaktériju celmiem (Wang et al.,
2019a). nif génu biezi izmanto ka genétisko markieri, atSkirot guminbaktérijas no citam
baktérijam, kuras spéj veidot guminus, nesaistot slapekli (Taxonomy'*). Simbiotisko génu
filogenétiska analize ir nozimiga, lai ieglitu informaciju par baktériju celmu slapekla fiksacijas
ipasibam, ne tikai jaunu celmu aprakstam, ko sniedz 16S rRNS géna identifikacija (Gnat et al.,
2015).

1.4. tabula
Dazadu genétisko markieru pielietojums guminbaktériju pétnieciba

Gengétiskais

o IzmantoSanas iesp€jas Literatiiras avoti
markieris

16S rRNS géns | Identifikacija (ipasi jaunu Aserse et al., 2012; Browman et al., 2015;
celmu identifikacija); Earl et al., 2018; Janda, Abbott, 2007,
Filogenétika Mignard, Flandrois, 2006; O’Hara et al.,
2016; Pongsilp, 2012; Pootakham et al., 2017,
Rosselli et al., 2016; Singer et al., 2016; Tran,
Pham, Phan, 2017

23S rRNS géns | Filogenégtika Pongsilp, 2012
16S-23S rRNS | Identifikacija (gints vai O’Hara et al., 2016; Pongsilp, 2012
ITS regions sugas ITmeni)
ginll, glnA, Identifikacija (gints, sugas Brown et al., 1994; Eisen, 1995; Turner,
recA, atpD vai celmu [imeni); Young, 2000
Filogenétika
rosR, pssA, Identifikacija (sugas Iimeni) | Janczarek, Jaroszuk-Sciset, Skorupska, 2009;
pssY Janczarek, Kalita, Skorupska, 2009;

Janczarek, Skorpuska, 2003; Krol et al., 2007,
Young et al., 2006

14 Taxonomy: Bacteria confused with rhizobia, including Agrobacterium taxonomy.
[TieSsaiste] [skatits 19.02.2023.]. Pieejams: https://www.rhizobia.co.nz/taxonomy/not-
rhizobia
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1.4. tabulas turpinajums

Gengtiskais
markieris

SMc00019, Identifikacija (Rhizobium, Zhang et al., 2012
truA, thrA Bradyrhizobium,
Mesorhizobium,
Sinorhizobium);
Filogengtika

IzmantoSanas iespgjas Literatiiras avoti

nod Identifice celmus, kas spgj Gnat et al., 2015; Hungria, Menna, Delamuta,
veidot guminus; 2015; Wang et al., 2019a

Filogenétika;

Slapekla saistiSanas
mehanismu pétnieciba

Identificé celmus, kas saista | Gnat et al., 2015; Hungria, Menna, Delamuta,
slapekli; 2015; Kent et al., 1998; Murray et al., 1992
nif Filogenétika;
Slapekla saistiSanas
mehanismu pétnieciba

1.3.4. Multi-lokusu sekvencu analize guminbakteriju identifikacija

Lai novértétu guminbakteriju celmu radniecibu, parasti veiC atseviSku génu DNS
sekvencu salidzinasanu. Tomér viena géna izmanto$ana filogenétikas p&tjjumos biezi nesniedz
pilnvertigu informaciju, kas reprezentétu genomu ka vienu veselumu (Murray et al., 1992).
Vairaki pétijumi iesaka veikt multi-lokusu sekvencésanas reakciju (MLSA/MLST; multi-locus
sequence analysis/typing), lai identificétu guminbakteriju gendtisko daudzveidibu. Sis metodes
pamata ir genétiskas mainibas salidzinasana vairakos génos vienlaicigi (van Berkum, Elia,
Eardly, 2006; Christensen et al., 2004; O’Hara et al., 2016; Sarkar, Guttman, 2004).
Guminbaktériju identifikacija izmantojot MLSA ietver gan 16S rRNS génu, gan citus
konservativus génus, ka ar1 simbiotiskos génus (Pongsilp, 2012). Ta piem&ram, guminbakteriju
celmi ir identificéti, un to daudzveidiba izvértéta, izmantojot MLSA metodi, kura ietverti génu
recA, ginll, rpoB un 16S rRNS génu genétiskie markieri. Ar MLSA metodi vairakos pétijumos
veiksmigi identificéti Bradyrhizobium gintij piederosas sugas (Aserse et al., 2012; Nzoué et
al., 2009). Guminbakteriju identifikacijai ar MLSA metodi izmanto ari atpD, dnaJ, dnaK, gap,
glnA, gltA, gyrB, pnp, rpoA un thrC génu markierus (Menna et al., 2009; Turner, Young, 2000;
Vinuesa et al., 2005). MLSA ir atzita par butisku metodi baktériju filogengétisko attiecibu
raksturoSanai (Menna et al., 2009). Ar So metodi var ne tikai raksturot guminbakteriju celmu
genétisko daudzveidibu, bet to var pielietot arT praktiski, veidojot komercialos guminbaktériju
preparatus (van Berkum, Elia, Eardly, 2006).

Lidz §im zinatnieki nav vienojuSies par vienu universalu, visparatzitu metodi, kas biitu
izmantojama guminbakteriju identifikacija un So bakteriju daudzveidibas petijumos. BieZi vien
izveleto markieru precizitate un izskirtsp€ja atskiras, atkariba no pétamajiem guminbakteriju
celmiem — to taksonomisko piederibu un pétijuma izvirzito mérki (1.4. tabula), ka ari, no ta,
vai Sie guminbakteriju celmi ir, ieprieks identificeti. Izdalot jaunas bakterijas no augsnes vai
guminiem, nav iespgjams zinat, vai visas izdalitds bakterijas pieder pie kadas no
guminbakteriju gintim. Tap&c pétijumu sakt ar specifiskiem guminbakteriju markieriem
(pieméram, nod, nif), butu neproduktivi un identifikaciju vajadz&tu sakt ar markieriem, kas
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biitu atrodami visas bakterijas, pieméram, 16S rRNS géns. Identifikacija ar So markieri ne
vienmér sniedz vislielako filogengtisko precizitati sugas ietvaros, tomér ar $is metodes
palidzibu var iegit uzticamus rezultatus par pétamo baktériju piederibu gintij vai pat sugai.
Talak, uzzinot baktériju taksonomisko piederibu, ir iesp&jami pétijumi ar citiem gené&tiskajiem
markieriem (Wang et al., 2019e).

1.4. Guminbakteriju pétniecibas attistiba Latvija

Petijumi par guminbakteriju izplatibu Latvijas augsnés un to efektivitati uzsakti
divdesmita gadsimta divdesmitajos gados — profesora Alfréda Kalnina vadiba. Guminbakteriju
preparata, nitragina, ietekme uz lupinam parbaudita jau 1921. gada Auce (Kalnins u.c., 1957).
Trisdesmito gadu beigas veikti plasi pétfjumi, lai izzinatu Latvijas augsn@S sastopamo
guminbaktériju ekologiju, So baktériju simbiotiskas ipasibas, ka ar1 vides faktorus, kas nosaka
slapekla saistiSanas efektivitati.

Nitragina razoSana Latvija uzsakta 1936. gada, Latvijas Universitates Lauksaimniecibas
fakultates Kontroles un tirkultiru laboratorija profesora A. Kalnina vadiba. Razoti nitragina
preparati, kas specifiski atbilst dazadam taurinziezu sugam (Lauksaimniecibas leksikons,
1937a). Nitragina razo$anai izmantotie guminbakt€riju celmi parbauditi, lai tie atbilstu Latvijas
agroklimatiskajiem apstakliem un viet§jam taurinziezu Skirném (Kalnin$ u.c., 1957).
Inokulacija ar guminbakterijam Latvijas lauksaimniekiem ieteikta gadijumos, kad audzets
Latvijai jauns taurinziezu kultiraugs, ka ari gadijumos, ja augsne iepriek§ nav izmantota
taurinziezu audzeSanai (Lauksaimniecibas leksikons, 1937a). Kalnin§ savos pétijumos
noverojis, ka ne vienmér taurinziezu séklu inokulacija ar guminbaktérijam sniedz gaidito
pozitivo rezultatu, ka iemeslu minot mazaktivos/neaktivos komercialos preparatus, klidas
s€klu apstrade, guminbakteriju preparatu kontaminaciju, ka arT nepiemeérotus augsnes apstaklus
(augsnes mitrums, temperatira, pH, baribas vielas) (Kalnins, 1938; Lauksaimniecibas
leksikons, 1937b). Novéroja, ka guminbaktériju celmi, kas izdaliti no viena un tas pasa augsnes
parauga, var uzradit atSkirigu slapekla saistiSanas aktivitati. Lidz Sim bridim uzskatija, ka
guminbakteriju celmi vienas fiziologiskas grupas ietvaros uzrada vienlidzigu aktivitati. Kalnins§
(1938) noverteja, ka guminbakteriju efektivitate atkariga no taurinziezu sugas, veicot
izm&ginajumus, Kuros pétits guminbaktriju specifiskums. Novéroja, ka guminbaktériju
efektivitate ir atkariga ne tikai no ar€jas vides apstakliem, bet ar1 no pasa guminbakteriju celma
un ta konkurences sp&jam, infekcijas sp&jas un slapekla saistiSanas aktivitates (Kalnins, 1959).
Jau pétijumu pirmsakumos Latvija novertgja taurinziezu un guminbaktériju simbiozes pozitivo
ietekmi uz augsnes auglibas uzlaboSanu un tas ietekmi uz taurinzieza razu (Kalnins, 1949;
1964). Japiebilst, ka Saja laika runa tikai par guminbakteriju fenotipiskajam atskiribam, bet
neapspriez $o fenotipisko atskiribu genétisko pamatojumu.

A. Kalnin$§ (1957) ir veicis apjomigu pétijumu par abolina guminbakteriju celmu
izplatibu Latvijas augsnés. Saja pétfjuma ieguva ap 300 guminbaktériju celmu un noteica $o
celmu slapekla saisti$anas aktivitati. Saja pétijuma guminbakteriju celmu aktivitati méginaja
sasaistit ar augsnes tipu. Novéroja ar1 gadijumus, kad viena auga dazados guminos atrodami
gan aktivi, gan neaktivi guminbaktériju celmi. Novértéja, ka neaktivie guminbaktériju celmi
parsvara atrodami savvalas abolina sugas. Kalnin§ secindja, ka abolina guminbaktériju
izplatiba Latvijas augsnés atkariga ne tikai no augsnes tipa, bet ar1 pH, organiskas vielas satura
un augsnes mitruma. Turklat ka svarigu faktoru mingja augsnes apstrades veidu — secinot, ka
guminbakteriju skaitu var palielinat ar augsnes arSanu (Kalnin§, 1957).

Ka vienu no pirmajam metodém guminbakteriju konkurences sp&ju novertésanai Latvija
izmantoja Kalnina adaptéto serologiskas identifikacijas metodi. Kalnin§ veica 100
guminbakteriju celmu serologisko tipu identific€sanu. Secinaja, ka katrs serologiskais tips sevi
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ietver bakteriju celmus ar at$kirigu slapekla saistiSanas aktivitati. Uzradija ar serologiskas
grupas, kas ietver tikai aktivus guminbaktériju celmus un grupas ar zemu celmu aktivitati.
Secindja arT, ka slapekla saistiSanas efektivitate ir atkariga no guminbakteriju celma aktivitates
un ta sp&jas konkurét ar augsné jau esosajam bakterijam (Kalnins, Klasens, Leimane, 1966).

Laikam ejot mainijuSies aktualie lauksaimniecibas kultiiraugi. Kalnin§ pétijumus
galvenokart veica, izmantojot lupinas un abolinus, un o augu guminbakterijas. Kalnina vadiba
izstradatas vairakas disertacijas saistiba ar guminbaktériju pétniecibu. A.J. Klincare veikusi
pétijumus par guminbakt€riju un citu augsné eso$u mikroorganismu savstarp&jam attiecibam,
un So attiecibu ietekmi uz guminbaktériju un to saimniekaugu simbiozi. Klincare padzilinati
pétijusi lucernas guminbaktérijas (Steinberga, 2000). Sesdesmito gadu beigas aizstavéti divi
diplomdarbi saistiba ar guminbaktérijam. |. Belicka (1968), izmantojot Kalnina adaptéto
serologijas metodi, novértéja lucernas guminbakteriju izplatibu Latvijas augsnés. Profesors
Valdis Klasens (1976) savos pétijumos galvenokart izmantoja zirnu-viku-pupu grupas
guminbakterijas. V. Klasens Latvija ieviesa jaunu metodi guminbakteriju identific€Sanai —
guminbakteriju sp€ju izveidot un saglabat rezistenci pret antibiotiku streptomicinu. Ar §is
metodes palidzibu vargja atSkirt inokul@tos guminbaktériju celmus no augsné jau brivi
dzivojoSajam guminbaktérijam. Klasena vadiba turpinajas Latvijas augsnés esos$o
guminbakteriju ekologijas pétijumi. J. Filipovi¢s (1970) veica pétijumu par lupinas un
seradellas guminbakteriju izplatibu Latvijas augsnés.

V. Klasens (1994) uzsvéra, ka guminbakteriju efektivitates p&tijumi ne tikai pasaulg, bet
ari  Latvija parliecino$i demonstré guminbakteriju izmantoSanas nepiecieSamibu
lauksaimnieciba. Tomér ari noradija, ka lauka izm&ginajumos, salidzinajuma ar vegetacijas
trauku izméginajumiem, guminbakteriju efektivitates rezultati reizém ir pretrunigi (Klasens,
1967). Ka iespg&jamo iemeslu mingja to, ka guminbakterijam lauka apstaklos japarvar vairaki
skeérsli, kas ietver ne tikai pasa mikroorganisma biologiskas sp&jas (konkurence ar citiem
augsnes mikroorganismiem un auga inficéSanas spg€ja), bet §is simbiozes izveidoSanos var
ierobezot ar1 abiotiskie faktori. Klasens izvirzija mérki noteikt, kas ierobezo guminbakteriju
efektivitati lauka apstaklos. Saja pétijuma novéroja, ka, lai gan populacijas blivums ir mazaks,
salidzinot ar abolina grupas guminbakterijam, zirnu-viku-pupu grupas guminbakteriju izplatiba
aptver visas Latvijas augsnes. Lidzigi ka abolina grupas guminbaktérijas (Kalnins, 1957,
Klasens, 1994), ar1 zirnpu-viku-pupu grupas guminbakteriju izplatibu butiski ierobeZo augsnes
pH un audzeta taurinziezu suga. Slapekla saistiSanas aktivitate un efektivitate butiski atskiras
starp guminbaktériju celmiem. Novéroja ari guminbaktériju celmu specifiskuma atskiribas
attieciba pret to saimniekaugiem. AtseviSki guminbakteriju celmi sp&ja veidot simbiozi tikai ar
konkrétiem saimniekaugiem, kamer citi — ar plaSaku saimniekaugu spektru. Klasens izvirzija
hipotézi, ka augsné nav atrodami guminbakteriju celmi ar zemu aktivitati, bet So aktivitati
ietekm@ saimniekaugs, apkartgjie vides un tehnologiskie apstakli (Klasens, 1994).

L1dz 20. gadsimta 80. gadiem veikti intensivi petjjumi par taurinziezu un guminbakteriju
simbiotiskajam attiecibam, izstradati daudzi zinatniskie darbi, studentu petnieciskie darbi, ka
arT rekomendacijas lauksaimniekiem. Saja laika netiek pétiti guminbaktériju un taurinziezu
simbiozes mehanismi. Lielaka dala So pétjjumu aptver informaciju par konkrétu
guminbakteriju celmu ietekmi uz saimniekaugu augSanu. Guminbakteriju celmu pozitiva
ietekme uz olbaltumvielu veidoSanos novérota lupinas (Vigule, 1976). Celmu salidzinajumu
un efektivitates novértéjumu veica abolina (Laicane, 1981; Steinberga, 2000; Trops, 1979),
lucernas (Apenitis, 1992; Lotina, 1985; Runcis, 1997, Stikute, 1973), pupinu un lauka pupu
(Runcis, 1997), ka arT galegas s&jumos (Steinberga, 2000). Visos $ajos petijumos konstatéti
aktivaki un mazak aktivi guminbaktériju celmi, un §1s aktivitates atSkiribas parsvara skaidrotas
ar augsnes apstakliem, izmantotajam saimniekauga Skirném, biotiskajiem un abiotiskajiem
apstakliem. Saja laika izveidoja apjomigu guminbakteriju kolekciju, kura apkopoja efektivakos
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guminbakteriju celmus atbilstoSus dazadam saimniekaugu grupam. Devindesmito gadu beigas
noverojams straujs zinatnisko darbu, kas saistiti ar guminbakterijam, kritums.

P&dgjos desmit gados aktualiz&jusies taurinziezu audzesana un 1idz ar to — aktualiz&jusies
s€klu pirmssgjas inokulacijas lietderiba. Tapéc ir palielingjies ar1 zinatnisko darbu skaits, kas
saistits ar guminbakteriju un taurinziezu simbiozi. Dala no pétnieciskajiem darbiem turpina
dazadu guminbaktériju celmu efektivitates salidzinajumu sekojosajos saimniekaugos: lucerna,
lauka pupas (Alsina et al., 2016; Ansevica u.c., 2009; Dubova, 2020; Akmentina, 2000;
Senberga et al., 2017), pupinas (Akmentina, 2000), zirni (Senberga et al., 2017), ka arT lupinas
(Liepina, 2007; Steinberga et al., 2008). Lai gan izm&ginajumos vegetacijas traukos novero
guminbakteriju celmu pozitivo ietekmi uz razu, lauka izm&ginajumi uzrada loti dazadus
rezultatus. Augsnes pétijumi Latvija norada, ka guminbaktériju celmu potencialas optimalas
efektivitates sasniegSanai ir loti butiski nodro§inat guminbakterijam atbilstosus apkartgjas
vides apstaklus. Abiotisko un biotisko faktoru ietekme lielakoties nomac dazado
guminbakteriju celmu ietekmi uz slapekla saistiSanu (Adamovics, Klasens, 2003).

LBTU kolekcijas guminbaktgrijas izdalitas laika posma no 1962. 1idz 2015. gadam. Lidz
$im nav identificéta So celmu taksonomiska piederiba, izmantojot molekularas biologijas
metodes, ka arT nav izvertéta So celmu daudzveidiba. Bet tiesi §1 genoma ierakstita informacija
varétu sniegt atbildes par Latvijas guminbakteriju celmu aktivitates un efektivitates
daudzveidibu. Vieniga literatira atrodama informacija par molekularo metozu izmantoSanu
Latvijas guminbaktériju celmu daudzveidibas noteikSana ir tris dazadu celmu analize,
izmantojot genotipé$anas metodi. P&tijuma secinats, ka guminbaktériju celmi butiski atskiras
sava starpa, tom&r nav uzraditi genotipéSanas analizes rezultati, I1dz ar to tos nevar analiz&t,
salidzinajuma ar citu pétnieku iegiitajiem rezultatiem (Ansevica, Alsina, Steinberga, 2009).

KOPSAVILKUMS

Pedejos gados taurinziezu audz€Sanai pieversta pastiprinata nozime ilgtspejiga
lauksaimnieciba, it Tpasi Eiropas Savieniba. Pateicoties taurinzieZu simbiotiskajam attiectbam
ar guminbaktérijam, taurinzieZi spgj saistit atmosferas slapekli un izmantot to olbaltumvielu
razoSana. TaurinzieZu inokulaciju ar guminbakterijam rekomend€ visa pasaulg, lai palielinatu
optimalas simbiozes izveidoSanas iesp&u. Savukart, palielinoties guminbakteriju lomai
lauksaimnieciba, pieaug pétijumu skaits, kas izveérteé guminbakteriju daudzveidibu. Augsnes
bakteriju daudzveidibu, ka art guminbakteriju efektivitati ietekme apkartejas vides apstakli, kas
sp€j veicinat, vai pret€ji — ierobezot guminbakteriju augSanu, ka ari daudzveidibu. Butiska
ietekme uz baktériju daudzveidibu noverota augsnes tipam, dazadu mineralvielu trikumam
(1pasi fosfors, kalijs, kalcija) vai parbagatibai (pieméram, slapeklis), ka arT mikroelementiem
(ipasi molibdéns un dzelzs). Biitisks guminbaktériju daudzveidibu limit€joSais faktors ir
augsnes reakcija.

Guminbaktériju genétiska identifikacija un daudzveidibas noteikSana sniedz plasakas
iespgjas un ieguldijumu moderna un ilgtsp&jiga lauksaimnieciba, sniedzot ieskatu So bakteriju
darbibas mehanismos, ka ari dodot iesp&ju skaidrot fenotipiskas atSkiribas starp dazadiem
guminbaktériju celmiem, ko nevar panakt, izmantojot klasiskas agronomijas un
mikrobiologijas metodes. Laika gaita, attistoties dazadam identifikacijas metodém,
noverojamas straujas izmainas guminbakteriju klasifikacija. Senak plasi izmantoto
klasifikaciju péc saimniekaugiem miisdienas uzskata par neatbilstosu un nekorektu. Sobrid
klasifikacija galvenokart balstas uz bakteriju genétisko informaciju. Vel lidz 2000. gadam par
guminbakterijam uzskatija tikai a-proteobakteriju klasei piederosas baktérijas. Tomer pedejos
gados aizvien plasak apspriez - un y-proteobaktériju ieklausanu guminbaktériju iedalijuma.
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Guminbakteriju identifikacija un daudzveidibas noteikSana izmanto dazadus
molekularos markierus — gan hromosomalaja genoma, gan plazmidas esoSos génus. Markieru
izveli veic atbilstosi izvirzitajam mérkim, balstoties uz zinasanam par guminbakteriju uzbuvi
un So génu nozimi bakteriju funkcionéSana. Lai to veiksmigi varétu izdarit, nepiecieSamas
zinasanas par So génu lomu dazados guminbakteriju dzives ciklos un mehanismos (pieméram,
infekcijas pavediena izveidoSsana auga spurgalinas, guminu izveidoSana, bakteriju
konkurétsp€ja, atmosféras slapekla saistiSanas mehanisms). Miisdienas pieejama plasa
informacija par dazadu génu funkcionalo nozimi. Lidz ar to guminbakteriju identifikacijas
petijumi, izmantojot dazadus génus, paver iesp&jas ne tikai sava starpa salidzinat dazadus
guminbakteriju celmus, bet ar1 interpretét So informaciju un skaidrot So atSkiribu fenotipiskas
sekas. Bakteriju identifikacijai un filogenétikas pétijumiem, kas nepieciesami guminbakteriju
daudzveidibas izvertesanai, lielakoties izmanto dazadus hromosomalos génus (piemé&ram, 16S
rRNS, 23S rRNS, rosR, pssA), savukart plazmidas eso$os simbiotiskos génus nod un nif
izmanto atmosfeéras slapekla saistiSanas mehanismu p@tnieciba. Guminbakteriju celmu
identifikacijai pamata izmanto 16S rRNS géna sekvences salidzinasanu ar datubaze
pieejamajam fragmentu sekvencém. Guminbakteriju identifikaciju un filogenétiskas analizes
var veikt ne tikai izmantojot atseviskus ge€nus, bet arT izmantojot vairaku génu kompleksu
(multi-lokusu sekvencésanas metode).

Molekularas biologijas metodes paver iesp&jas izveidot kvalitativakus un efektivakus
guminbakteriju preparatus. Citur pasaulé veikti daudz un plasi guminbakteriju daudzveidibas
pétijumi. Lai gan $ie p&tijumi sniedz padzilinatas zinasanas par metodém, kuras izmantojamas
guminbakteriju identifikacija, tomer Sos rezultatus nevar tiesi piemérot Latvijas apstakliem, jo
noverots, ka guminbakteriju evolucionara attistiba ir ciesi saistita ar bakteriju izplatibu un
apkartgjas vides apstakliem. Lidz §im Latvija veikti plasi petjjumi, kur salidzinata
guminbaktériju celmu efektivitate. Tomér So rezultatu pielietojums praksé ilgtermina nav
pilniba ticams, jo izm&ginajumos konkrétais guminbakteriju celms var uzradit augstaku
efektivitati tikai konkrétajos apkartejas vides apstaklos. Turklat ta ka nav veikts So
guminbaktériju celmu genétiskais salidzinajums, nevar apgalvot, ka §is efektivitates dazadibas
pamata ir celmu biologiskas atikiribas, nevis kadi citi argji faktori. ST darba mérkis ir pirmo
reizi identificet taksonomisko piederibu guminbakteriju celmiem, kas izdaliti no plaSa spektra
taurinzieziem Latvija laika posma no 1962. [1dz 2019. gadam, ka arT izvertet So bakteriju celmu
daudzveidibu. Guminbakteriju genétiskas identifikacijas rezultati paver iesp&jas produktivai
kolekcija esoSo guminbaktériju izmanto$anai, ar mérki palielinat atmosferas slapekla
saistiSanas efektivitati, tada veida palielinot biologiska slapekla saistiSanas nozimi, un Iidz ar
to — sniedzot ieguldijumu ilgtsp&jiga lauksaimnieciba.
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2. MATERIALI UN METODIKA

2.1.  Pétfjuma struktiira

P&tijums veikts vairakos solos (2.1. att.). Ka pirmais solis, veikta LBTU Augsnes un augu
zinatnu institita Guminbaktériju kolekcijas celmu (turpmak — vésturiska kolekcija)
inventarizacija, ka ar1 jaunu guminbakteriju celmu izdaliSana no plasa spektra saimniekaugiem
dazadas teritorijas Latvija (2.2. apaks$nodala). Izdalot jaunus guminbaktériju celmus,
kolekcion@ti augsnes paraugi, kuriem veikta dazadu agrokimisko parametru analize (2.4.
apak$nodala). VEésturiskas kolekcijas un jauniegiitie celmi identificéti ar molekularas biologijas
metodém un izvertéta $o celmu taksonomiska daudzveidiba (2.3. apak$nodala). Baktériju
taksonomiskas piederibas un daudzveidibas rezultati, ka ar1 augsnes agrokimisko parametru
analizu rezultati izmantoti, lai noteiktu atbilstosakas celmu asociacijas, kurus izmantot dazadu
taurinziezu séklu inokulacijai.

Vésturiskas guminbaktériju Jaunu guminbaktériju celmu
kolekcijas celmu inventarizacija izdali§ana

Augsnes paraugu ievakSana kopa
ar auga sakném

Baktériju celmu genétiska identifikacija taksonomiskas piederibas
noteikSanai

Augsnes paraugu agrokimisko
parametru analize (K, Ca, NOs,
P,0;5, augsnes elektrovaditspéja,
Identificéto baktériju celmu daudzveidibas izvértéjums augsnes pH)

Taurinziezu séklu inokulacijas preparata izveides teorétiskais pamatojums

2.1. att. Promocijas darba petijuma struktiiras shematiskais attelojums

2.2.  Guminbaktériju celmi

Dala no pétijuma izmantotajiem baktériju paraugiem ir vésturiskas kolekcijas
guminbaktériju celmi (2.1. tabula). Guminbaktgrijas, kas atrodas vésturiskaja kolekcija
izdalitas no dazadiem saimniekaugiem Latvija laika posma no 1962. lidz 2015. gadam (2.2.
att.). Vesturiskas kolekcijas guminbaktériju celmus lidz $im pétijjumam uzglabaja ledusskapi
(4 °C) Petri plates vai mégenés, kas satur balto pupinu, peleko zirnu, vai YMA barotni (yeast
mannitol agar; rauga un iesala ekstrakta barotne). Bakteriju tirkultiiras $aja laika posma parsgja
vismaz reizi gada, lai saglabatu baktériju celmu dzivotspé&ju.

Otra dala no petamajiem celmiem bija jaunizdaliti guminbaktériju celmi.
Guminbakteriju celmi $aja pétijuma izdaliti no dazadam teritorijam Latvija 2016., 2017. un
2019. gada (2.2. att.), lai papildinatu LBTU Augsnes un augu institlita esoso kolekciju ar
jauniem guminbaktériju celmiem, kas izdaliti no plasa spektra taurinzieZiem. Lai izdalitu
jaunus guminbakt@riju celmus, taurinziezu dzimtas augu izraka aptuveni 15 cm radiusa ap to
un aptuveni 20 cm dziluma, augu uzmanigi izc€la no augsnes, censoties nebojat saknu sistemu,
lai nezaud&tu guminus. Auga saknu dalu ievietoja plastmasas maisina kopa ar augsnes paraugu,
kas paredzéts talakam augsnes agrokimisko parametru analiz€ém. Guminus no sakném atdalija
taja pasa diena vai ar1 saknes uzglabaja ledusskapi +4 °C lidz guminu nolasi$anai. Guminus no
sakném atdalija loti uzmanigi, lai tie netiktu bojati — nogriezot nelielu saknes dalu, aptuveni
0.5 cm katra virziena no gumina (Tampakaki, Alsina, Ntatsi, 2014).
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2.2. att. Teritorijas Latvija, kur veikta bakteériju izdaliSana no taurinzieZu guminiem

Karte ar cipariem atzimé&tas paraugu ievaksanas vietas: 1. Priekuli; 2. Skriveri; 3. Kokneses nov.; 4. Kiikas pag.; 5. Griskanu pag.; 6. Stolerovas pag.; 7. Bauska; 8. Olaines

nov.; 9. Jelgava; 10. Dimzas; 11. Péterlauki; 12. Vecauce; 13. Jirmala; 14. Tumes pag.; 15. Piire; 16. Plavas; 17. Talsi; 18. Stende; 19. Edoles pag.; 20. Jirkalnes pag.; 21.
Medzes pag.; 22. Tadaiku pag. Apla diagramma procentuali norada laika posmu, kura bakterijas konkrétaja paraugu ievaksanas vieta izdalitas.
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Visus guminus no viena auga uzglabaja viena 15 vai 50 mL (atkariba no guminu daudzuma)
centrifligas stobrina, kas saturgja silikag€lu un vati (attieciba 1:1; 2.3. att.) (Tampakaki, Alsina,
Ntatsi, 2014). Sada veida guminus uzglabaja ledusskapi +4 °C lidz bakteriju tirkultiiru
izdaliSanai no guminiem viena ménesa laika.

2.1. tabula
LBTU Augsnes un augu zinatnu institiita Guminbakteriju kolekcijas celmi
N.p.k. Guminbaktgriju celms Saimniekaugs
1.-10. 20; 110; 69; 407; 408; 501; 505; LP; LP-1; LP-2; Vicia faba
11.-15. 23; 202; 302; Zi-1; Zi-3; Pisum sativum
16.-18. 245a; POM2; LucS Medicago sativa
19.-20. 02; G-1 Galega orientalis
21.-24. 326; Ab.-2; Sark.ab.-1; Sark.ab.-3 Trifolium sp.
25. 116 Phaseolus vulgaris
26.-28. 3; LUPL; LUP2 Lupinus sp.
29.-30. V; V1 Vigna sp.
31.-33. S-1;,S-2; S-3 Glycine max
34. 06 Nav zinams
gumini

B

vate

silikagels

A\ 4

2.3. att. Guminu uzglabasana
Guminus, p&c to atdaliSanas no saimniekaugu sakném, uzglabaja centrifiigas stobrina, kas saturgja silikagélu un
vati (1:1).

Baktériju celmu izdaliSana no guminiem. IlgstoSas uzglabasanas gadijuma, ja
gumini izkaltusi, tos pirms guminbaktériju izdaliSanas, ievietoja trauka ar destilétu Gideni un
atstaja uz nakti ledusskapi, lai tie atglitu Siinas turgoru. Pirms baktériju izdalisanas no
guminiem tos noskaloja destiléta ideni. Guminu virsmas steriliz€Sanu veica sterilos traucinos
— 1 min 70% spirta $kiduma, 2—4 min (atkariba no guminu izm&ra) 3—5% natrija hipohlorita
skiduma. Guminus skaloja 3-5 reizes sterila destiléta Gideni. Virsmas steriliz€t0s guminus
saberza ar sterilu stikla spiekiti Gidens piliena mikrocentrifigas stobrina. Saberzta gumina
suspensiju uztriepa uz Petri plates, kas satur YMA barotni.

Guminbakteériju tirkultiiru iegiSana. Lai iegiitu guminbakteriju tirkultiiras, gan
veicot vesturiskas kolekcijas inventarizaciju, gan izdalot guminbaktériju celmus, izmantoja
YMA Petri plates, kas papildinatas ar kadu no indikatoru krasvielam — 0.0025% Kongo sarkano
(Congo Red), vai 0.002% bromtimola zilo (bromothymol blue). Petri plates inkub&ja tumsa 25—
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30 °C, lidz paradijas glotveida bakteriju kultiiras (3—10 dienas). Baktgriju attiriSanu tirkultiiru
ieglisanai veica ar atSkaidijumu metodi: 1.5 mL mikrocentrifugas stobrina iepildija 1 mL sterilu
stobrinu, kas saturgja 900 pL sterilu tdeni, iz§kidinaja un atkal parnesa 100 pL uz nakamo
stobrinu, kas saturéja 900 pL sterilu wdeni. Sadi turpinaja lidz kopa iegiiti pieci
mikrocentrifiigas stobrini ar dazadiem guminbakteriju atskaidijumiem (2.4. att). 100 pL no
katra bakteriju atSkaidijuma parnesa uz jaunu YMA barotni saturoSu Petri plati un vienmerigi
izlidzinaja pa visu plates virsmu. Petri plates inkubg&ja tumsa 25-30 °C apm@ram 5 dienas
(Tampakaki, Alsina, Ntatsi, 2014). Baktériju attirisanu ar atSkaidijumu metodi atkartoja vismaz
vél vienu reizi. legiito tirkultiiru pavairoja uzglabasanai uz YMA Petri plates. Lai saglabatu
kolekcijas celmu dzivotspgju, baktériju celmus parséja uz jaunam barotném vismaz reizi gada.

100 uL 100 uL 100 uL 100 pL

AV INEVANTL R NELANG

S —

2.4. att. Guminbakteriju tirkultiru iegiiSana ar atSkaidijumu metodi
Guminbakteriju tirkultiira (1L ; roza krasa) atSkaidita sterila Gident mikrocentrifiigas stobrinos. P&c baktériju
tirkultiras pievienosanas, 100uL no katra stobrina parnesa uz nakamo, iegtistot dazadas pakapes atSkaidijumus.

Visiem p&tamajiem celmiem izveidoja vienotu guminbaktériju kolekcijas kodu sistemu,
kura pirmais burts “R” norada uz to, ka bakterijas celms pieder guminbaktériju kolekcijai (no
“rhizobium”), savukart nakamais burts vai burti norada uz saimniekaugu, no kura
guminbakteriju celms izdalits (piem&ram., “P” = Pisum sativum; “V” = Vicia faba), $ada veida
atvieglojot praktisko darbu ar kolekcijas bakterijam.

2.3. Guminbakteriju identifikacija
2.3.1. DNS izdaliSana

Guminbaktériju celmu identifikacijai ar molekularas biologijas metodém izmantoja
celmu ftirkultiiras, kuras pirms DNS izdaliSanas atkartoti pars€ja uz jaunam YMA Petri platem.
Bakteriju celma tirkultiras paraugu panéma no YMA plates ar vienreizlietojamas 1 pL
bakteriologiskas cilpas palidzibu un ievietoja 1.5 mL centriftigas stobrina, kas saturgja 100 pL
PrepMan™ Ultra paraugu sagatavos$anas reagenta Skidumu. Reagents Prep Man Ultra
(PrepMan™ Ultra Sample Preparation Reagent; Applied Biosystems; ThermoFisher Scientific;
ASV) paredzets atrai DNS izdaliSanai no dazadiem paraugiem, ieskaitot bakterijas. Pec
guminbaktriju celma ievietoSanas, centrifligas stobrina vacinu nostiprinaja ar parafilmu (3M,
ASV), lai izvairitos no paraugu kontaminacijas maisiSanas un kars€Sanas laika. Paraugu
samaisija kratot, izmantojot TissueLyser Il (Qiagen, ASV) iekartu rezima 30 Hz 30 sekundes.
Paraugu karséja 10 mindtes 100 °C (Thermo Block, TDB-120, BIOSAN, Latvija). Péc
kars€Sanas paraugu atdzes€ja 2 min istabas temperatiira. Paraugu centrifuggja ar 14000 x g
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(SIGMA® 1-14, Vacija) 2 min. P&c centrifugeSanas 50 PL supernatanta (Skiduma virsgja dala)
parvietoja jauna 1.5 mL mikrocentrifiigas stobrina. Sadu amplifikacijai gatavu guminbaktériju
DNS paraugu var uzglabat —20 °C neierobezotu laika periodu.

2.3.2. 16S rRNS gena amplifikacija un sekvencésana

Lai veiktu guminbaktériju 16S ribosomalas RNS (16S rRNS) geéna amplifikaciju,
izmantoja MicroSeq® Full Gene 16S rDNA Bacterial Identification PCR komplektu (Applied
Biosystems, ASV). 16S rRNS geéns ir parak gar§ (~1500 bp), lai to varétu amplificét pilna
garuma, tapéc, lai nodroSinatu kvalitativu, pilna garuma géna sekvenci, t0 amplificja tris
atseviskas PCR reakcijas, rezultata iegistot tris fragmentus. Katru no amplificétajiem
fragmentiem sekvencgja no abam pusém, izmantojot tieso (forward) un atgriezenisko (reverse)
praimeri. Eksperimenta shematisks att€lojums redzams 2.5. att.

Paraugs

PCR produkts:
gments

[

Attirits PCR {  Attirits Pcﬂ Attirits PC ‘7
1. fraiﬂjems 5 2. fragments 3. fragments

— — — —N —_—
S—>5 S — R S — S —— 'S
— — —— —r ——

—
>
Atgirezeniskais Tiesais Atgirezeniskais 1 ( Tiesais Atgirezeniskais Tiesais
raimeris raimeris raimeris raimeris raimeris raimeris

120 130 120 130 120 130
GAT AAAT CTGGTCTTATTTCC GAT AAAT CT GGTCT TATTTCC GAT AAAT CTGGTCTTATTTCC

(

2.5. att. 16S rRNS geéna amplifikacijas shematiskais attélojums
Attels adaptéts no MicroSeq® Full Gene 16S rDNA Bacterial Identification PCR komplekta rokasgramatas®®.
Vienam guminbakt&riju celma paraugam sagatavo tris PCR maisijumus. Rezultata apmlifice tris 16S rRNS géna
fragmentus (PCR produkti: 1., 2. un 3. fragments), kurus attira. Katram no fragmentiem sagatavo divas
sekvencéSanas reakcijas — ar atgriezenisko un tieSo praimeri; iegiitas fragmenta sekvences salidzina, parbauda
un apvieno viena.

15 16S rRNS gena amplifikacijas komplekta MicroSeq® Full Gene 16S rDNA Bacterial Identification
rokasgramata. [TieSsaiste] [skatits 22.05.2023.]. Pieejams:
https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/4347484#/4347484
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Izdalito guminbakteriju DNS atskaidija 1:50, izmantojot nukleazu brivu tideni (Applied
Biosystems, ASV). 7 uL 1:50 atskaidito DNS sajauca ar 7 pL PCR maistjumu (MicroSEQ™
Full Gene 16S rDNA PCR Master Mixes, Applied Biosystems, ASV). Vienam DNS paraugam
sagatavoja tris reakcijas ar tris dazadiem PCR maisijumiem (MM 1, MM 2, MM 3). Katrs PCR
maisijums satur&ja atbilstoSos praimeru parus, lai amplificétu specifisku bakteriju genomiskas
DNS 16S rRNS gena dalu. Amplifikaciju veica arm komplekta ieklautajiem kontroles
paraugiem — E. coli (pozitiva kontrole) un nukleazu brivam tdenim (negativa kontrole). 16S
rRNS géna fragmentu amplifikacijas eksperimenta shéma att€lota 2.2. tabula.

2.2. tabula
16S rRNS geéna fragmentu amplifikacijas eksperimenta shema

Seciba Reakcijas tips Reakcijas maisijuma sastavdalas

1) 7 pL nukleazu brivs tidens + 7 uL MM 1
1. Negativa kontrole 2) 7 UL nukleazu brivs tidens + 7 uL MM 2
3) 7 pL nukleazu brivs tidens + 7 uL MM 3

1) 7 pL guminbakteriju DNS paraugs + 7 uL MM 1
2) 7 pL guminbakteriju DNS paraugs + 7 uyL MM 2
3) 7 pL guminbakteriju DNS paraugs + 7 uyL MM 3
1) 7 pL E. coli DNS paraugs + 7 uyL MM 1

3. Pozitiva kontrole 2) 7 pL E. coli DNS paraugs + 7 uL MM 2
3) 7 pL E. coli DNS paraugs + 7 uL MM 3

Guminbakteriju
paraugs

DNS fragmentu amplifikaciju veica PCR iekarta (GeneAmp® PCR System 9700,
Applied Biosystems, ASV), kura izvéléts 9600 simulacijas reZims, lai nodroSinatu optimalos
apstaklus komplekta esoSo reagentu darbibai. Polimerazes k&des reakcijas programma:

Polimerazes kédes reakcijas programma 16S rRNS geéna fragmentu ampliﬁlz(Sc.i;jl?UIa
Temperatira (°C) Ilgums Ciklu skaits

95 10 min 1
95 30s

60 30s 30
72 45s

72 10 min 1
4 0 1

PCR produkta kvalitati parbaudija, izmantojot 2% agarozes gelu. Agarozes gelu
pagatavoja, izskidinot 2 g agarozi (TopVision Agarose, ThermoFisher Scientific, ASV) 100
mL 1x TAE buferi (4 mM Tris-acetats, | mM EDTA, pH 8.0, ThermoFisher Scientific, ASV).
DNS vizualizacijai agarozes gela skidumam pievienoja 10 pL etidija bromida Skiduma (2.5
mg/mL; Sigma-Aldrich, ASV). Elektroforézes kameru piepildija ar 1x TAE buferi. Agarozes
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gela bedrites iepildija 6 pL parauga (5 pL PCR produkts + 1 pL DNS krasviela (DNA Gel
Loading Dye (6X), ThermoFisher Scientific, ASV). Ka DNS fragmentu garuma markieri
izmantoja Gene Ruler 100 bp Plus (ThermoFisher Scientific, ASV). Elektroforézes stravas
spriegums — 90 V. Elektroforézes gels vizualizéts UV transiluminatora (Cleaver Scientific Ltd,
Apvienota Karaliste) iekarta. Paraugus, kuriem nenovéroja amplificéto DNS fragmentu, vai
novéroja blakus zonas, neizmantoja turpmakai analizei.

Amplificétos PCR produktus attirija no dezoksinukleotidiem (dNTPs) un praimeriem,
izmantojot maisijumu, kas satur 0.5 pL eksonukleazi Exo I (20 vienibas puL*; ThermoFisher
Scientific, ASV) un 1 pL sarmaino fosfatazi Fast AP (1 vieniba puL*; ThermoFisher Scientific,
ASV). Sadu 1.5 pL maisTjumu pievienoja 5 uL PCR produktam, samaisija un apstradaja 37 °C
15 min, un 85 °C 15 min, izmantojot PCR iekartu (GeneAmp® PCR System 9700, Applied
Biosystems, ASV).

Attirita PCR produkta sekvencéSanas reakciju veica, izmantojot MicroSeq® Full Gene
16S rDNA Bacterial Identification Sequencing komplektu (Applied Biosystems, ASV). Saja
komplekta ietilpst sesi sekvencésanas reakcijas maisijumi, Kuri atbilst iepriek$ izmantotajam
PCR amplifikacijas komplektam — tris dazadu 16S rRNS géna fragmentu sekvencésanai gan ar
tieSajiem gan atgriezeniskajiem praimeriem. Sagatavoja reakcijas maisijumu, kurs sastavéja no
3 YL attirita PCR produkta, 4 pL atbilstosa sekvenc€Sanas maisijuma un 3 L nukleazu briva
tdens. Sekvencesanas reakciju (2.4. tabula) veica PCR iekarta (GeneAmp® PCR System 9700,
Applied Biosystems, ASV), izmantojot 9600 simulacijas rezimu.

16S rRNS gena amplificeta fragmenta sekvenceéSanas polimerazes kedes reazl;iijt:sb e
programma
Temperatira (°C) Ilgums Ciklu skaits
96 10s
50 5s 25
60 4 min
4 0 1

-

Sekvencésanas PCR produktu attiriSanu veica, izmantojot MicroSEQ™ ID Sequencing
Clean-up kartridzus (Applied Biosystems™; ASV). Kartridzus sagatavoja, centrifugéjot 3 min
850 x g. Kartridzu kolonnu izn&€ma un ievietoja jauna 1.5 mL mikrocentrifiigas stobrina. Katras
kolonnas centra iepildija 10 L sekvencésanas PCR produkta. Paraugus centrifugéja 3 min 850
X g. Attiritos sekvence$anas produktus uzglabaja saldétava —20 °C. SekvencéSanas PCR
produktu elektroforézi veica, izmantojot Sanger genétisko analizatoru (3500 Genetic Analyzer;
Applied Biosystems/HITACHI, ASV). Genétiska analizatora parametri: kapilaru garums 50
cm; 96 bedrisu plates (MicroAmp Optical 96-Well reaction plate; ThermoFisher Scientific,
ASV). Izmantots polimérs POP-7™ (Applied Biosystems™, ASV). 96 bedrisu plateé katra
bedrite ievietoja 10 L Hi-Di™ formamida (Applied Biosystems™, ASV) un 10 pL attirita
sekvencesanas PCR parauga.
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2.3.3. 16S rRNS sekvencéSanas rezultatu analize

Sekvencésanas rezultatus analizéja, izmantojot programmu CLC Main Workbench
20.0.2. (Qiagen, ASV). Sakotngji visas sekvences manuali parbaudija, salidzinot
sekvenceSanas rezultata iegiitos hromatogrammas pikus ar programmas identificEtajiem
nukleotidiem, $ada veida parbaudot, vai programma ir izpildijusi precizu nukleotidu secibas
noteikSanu. Kludas izlabotas manuali. Talak apkopoja visas sesas sekvences viena sekvence —
savietojot kopa viena baktérijas celma visus tris 16S rRNS géna fragmentus. Sekvencésanu
katram géna fragmentam veica abos virzienos, tada veida apstiprinot sekvencéta fragmenta
nukleotidu secibu. Pilno apvienoto 16S rRNS géna sekvenci izmantoja guminbaktériju celma
identifikacijai, ka arT filogené&tiskajam analizém.

Guminbaktériju celmus identificgja, izmantojot publiski pieejamo ASV Nacionalas
biotehnologijas informacijas centra (NCBI) GenBank standarta nukleotidu datubazes (nr/nt)
mekl&sanas programmu BLAST®!6. Sis datubazes mekletaja ievadija guminbaktériju celma
sekvenc€Sanas rezultata ieghto pilna garuma 16S rRNS géna sekvenci. No datubazé
piedavatajiem rezultatiem izmantoja organismu, kuram uzradija pétamajam celmam tuvako
identificéto taksonomisko piederibu un sekvences lidzibu. Visu genotipu taksonomisko
piederibu papildus parbaudija, izmantojot brivpieejas datubazi SILVAY (Vacija). Saja
petijuma identificétas guminbakteriju celmu pilna garuma 16S rRNS génu sekvences
deponétas NCBI GenBank datubazg.

2.3.4. 16S rRNS sekvencésSanas datu statistiska analize

Visas petamo guminbaktériju celmu pilna garuma 16S rRNS géna sekvences analizgja,
veicot daudzkartéjo sekvencu salidzinajumu (multiple sequence alignment) CLC Main
Workbench 20.0.2. programma, izmantojot $adus parametrus: gap open cost = 10.0; gap
extension cost = 1.0; end gap cost = as any other; alignment mode = very accurate. Papildus
Saja petijjuma ieklautajiem guminbakteriju celmiem, sekvencu salidzinajuma ieklava ari
identific€to celmu tuvradniecigu baktériju pilna garuma vai gandriz pilna garuma 16S rRNS
géna sekvences, izmantojot NCBI GenBank datubazg pieejamo informaciju.

Pirms filogenétiskas dendrogrammas izveides, no izveidota sekvencu salidzinajuma
iznéma ara pétamo guminbakteriju celmu paraugus, kuriem ir identiskas sekvences, atstajot
tikai vienu reprezentativu paraugu katrai unikalajai pilna garuma 16S rRNS géna sekvencei.
Balstoties uz veikto daudzkart€jo sekvencu salidzinajumu, izveidoja filogenétisko
dendrogrammu, izmantojot parametrus: Neighbor Joining filogenétiskas dendrogrammas
konstrukcijas metode; nukleotidu aizvietoSanas modelis (nucleotide substitution model) =
Kimura 80. Lai parbauditu filogenétiska koka biitiskumu un evolucionaro ticamibu, izmantoja
butstrapa (bootstrap) analizes metodi 1000 atkartojumos. Butstrapa analizes v&rtibas
filogenétiska koka zarojuma mezglu punktos, kuras ir 70% vai augstakas, norada uz
filogenétiska koka zarojuma ticamibu (Sleator, 2011). Péc Sadiem principiem izveidoja
vairakus filogenégtiskos kokus — vienu, kura apvienoja visus pétijuma ieklautos guminbaktériju
celmus, ka arT atseviskus kokus, kur stkak apskatitas guminbakteriju celmu parstavétas klases.

16 NCBI BLAST® (Basic Local Alignment Search Tool), [TieSsaiste] [skatits 28.05.2023.]. Pieejams:
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cqi?PROGRAM=Dblastn&PAGE_TYPE=BlastSearch&L INK LOC=blastho
me

17 SILVA ribosomal RNA database, [Tie$saiste] [skatits 19.02.2023.]. Pieejams: https://www.arb-silva.de/
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2.3.5. 16S rRNS géna mainigo regionu aprékinasana

Pilna 16S rRNS géna mainigos un konservativos regionus noteica, aprékinot, cik biezi
petamo guminbaktériju celmu daudzkartgja sekvencu salidzinajuma noteikta pozicija (bp) ir
visbiezak sastopamais nukleotids. Biezumu aprékinaja péc formulas:

. v *K
biezums = aT (D)
kur:
a = nukleotida sastopamiba konkrétaja pozicija guminbakteriju sekvencu
salidzinajuma,

k = maksimalais biezuma indekss (ja visos paraugos nukleotids sastopams = 1);
n = kopgjais paraugu skaits sekvencu salidzinajuma.

2.4. Augsnes analizes

Augsnes paraugus ievaca vienlaicigi ar jaunu guminbakteriju celmu izdaliSanu (2.2.
apakSnodala). Auga saknu dalu izraka un kopa ar augsnes paraugu ievietoja plastmasas
maisina. P& guminu nolasiSanas, augsnes paraugus uzglabaja plastmasas maisinos bez auga
saknu dalas. Paraugus uzglabaja sausa telpa, istabas temperatiira lidz analizu veikSanai (Iidz
tris ménesiem).

2.4.1. Augsnes agrokimisko raditaju merijumi

Augsnes analizes veiktas vadoties péc divam dazadam metodém. Augsnes pH,
elektrovaditspgju (uS/cm), Na (mg kg?), K (mg kgt), NOs (mg kgt) un Ca (mg kg™) noteica
izmantojot LAQUAtwin kabatas izméra méritajus (Horiba, Vacija). Augsnes paraugam
pievienoja destilétu tideni attieciba 1:1 50 mL centrifligas stobrina. Paraugu sakratija un atstaja
istabas temperatiira 24 h. Augsnes paraugus centrifugéja un augsnes analiz€ém izmantoja
supernatantu ($kiduma virsg€jo dalu). Vienu pilienu (vismaz 0.1 mL) uzpilinaja uz méritaja
sensora, to aizvéra un nolasija rezultatu. Augsnes mérjjumus ar LAQUAtwin veica tris
atkartojumos.

Fosfora saturu augsné noteica LBTU Augsnes un augu zinatnu instittita laboratorija péc
Egnera-Rima metodes (LV ST ZM 82-97%8). Augsnes paraugus (4 g) apstradaja ar kalcija
laktata buferskidumu (200 mL; pH 3.6-3.7). Paraugu skaloja 1.5 h kratitaja. P&c kratiSanas,
suspensiju atstaja istabas temperatiira 18-20 h. Nesadulkojot nogulsnes, panéma 15 mL
izvilkuma, kam pievienoja 15 mL krasojosa skiduma (amonija molibdats, kalija-antimona
tartrats, askorbinska@be) un ripigi samaisija. Péc 30 min paraugu kolorimetr&ja, izmantojot 1
cm kivetes 710 nm gaismas pliisma. Rezultatu salidzinaja ar Cs;standartiem un aprékinaja péc
formulas:

V x cst X dx
= e @

kur:  x =P,0s, mg kg™ augsnes;

18 «“Augsnu agrokimiskas izpétes un izp&tes rezultatu novertéianas kartiba” [TieSsaiste] [skatits 19.02.2023.].
Pieejams: https://www.vaad.gov.Iv/lv/imedia/1031/download

52


https://www.vaad.gov.lv/lv/media/1031/download

V = izvilkuma gatavoSanai nemta skiduma tilpums, mL;

Cst = standartskiduma koncentracija, mg L,

dx = analizes nolasTjums uz spektrofotometra (optiskais blivums);
dst = standartskiduma nolasijums uz FEK (optiskais blivums);

B = augsnes iesvars, kas nemts izvilkuma gatavoSanai, g.

2.4.2. Augsnes agrokimisko raditaju rezultatu datu apstrade

Augsnes agroktmisko raditaju analizu rezultatus apskatija gan péc saimniekaugiem, no
kuriem izdalitas guminbakt€rijas attiecigaja augsnes parauga, gan péc identificétajam bakteriju
gintim vai sugam. Datu vizualizacijai izmantoja MS Excel programmas kastveida un nogriezna
procentilu diagrammas (“Box and Whisker”), uzradot datu izkliedi konkrétas grupas ietvaros
(saimniekauga gints vai identificétas bakterijas gints/suga).

Statistiskas analizes veica programma MS Excel, ar brivpieejas spraudni XLSTAT. Lai
noteiktu pétamo pazimju linearas sakaribas cieSumu, veica Pirsona korelacijas analizi.
Korelacijas cieSumu novértéja péc sekojosajiem koeficientu raditajiem: 0-0.299 = vaja
sakariba; 0.3-0.699 = vidgji cieSa sakariba; 0.7-1.0 = cieSa sakariba (Ratner, 2009). Lai
noteiktu augsnes analizu raditaju ietekmi sava starpa, veica PCA analizi (Principal components

analysis; galveno komponentu analize), konstrugjot augsnes analizu raditaju slodzes grafiku
(Jollife, Cadima, 2016).
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3. PETIJUMA REZULTATI UN DISKUSIJA

Taurinziezu seklu apstrade izmantotie Latvijas guminbakteriju celmi Iidz §im identificeti
vadoties péc fenotipiskajam ipasibam, bet to genétiska identitate nebija zinama. Atlasot
efektivakos guminbakteériju celmus un identificgjot tos, var izveidot augstas kvalitates
komercialus preparatus, kas nodrosinatu maksimalo slapekla saistiSanu konkrétam
kultiraugam. Guminbakteriju preparatu produktu izstradeé ir nepiecieSams zinat, kadu sugu
bakteriju celmi tiek pievienoti konkrétam preparatam (Bottomley, 1992; Young, 1992).

3.1. LBTU kolekcija esoSo guminbakteériju celmu inventarizacija

Pétijuma veica LBTU Augsnes un augu zinatnu institita Guminbakteriju kolekcija jau
esoSo (turpmak teksta “vesturiska guminbakteriju kolekcija”) un no jauna izdalito
guminbaktériju celmu inventarizaciju, rezultata ieglistot baktériju tirkultiras ar apkopotu
pieejamo informaciju par Siem baktériju celmiem (3.1. tabula). Informacija, kuru apkopoja par
katru kolekcija eso$o baktériju celmu, ietver celma kodu (gan vésturiski pieskirto, gan kodu,
kas pieskirts p&c inventarizacijas); saimniekaugu, no kura sakném guminbaktériju celms
izdalits; gadu, kad veikta baktériju izdaliSana; teritoriju, kur veikta guminbaktériju celma
izdaltSana. Dalu guminbaktériju celmu, kas atradas LBTU vésturiskaja guminbakteriju
kolekcija zem viena nosaukuma, bet atseviskas mégengés, sadalija vairakos jaunos paraugos, lai
varétu parliecinaties, vai visas mégenes ar vienu nosaukumu, patieSam satur genétiski
identiskus guminbaktériju celmus, un bakteriju parsésana gadu desmitu garuma nav notikusi
kada celma kontaminacija. Pieméram, guminbaktériju celmu ar vesturisko nosaukumu “23”
sadalija vairakos paraugos — RP02301, RP023Z un RP023Y (3.1. tabula). Katram paraugam
atseviski talak veica genétisko identifikaciju (skatit apak$nodalu 3.2.). Ne visus guminbakt&riju
celmus, kas iepriek§ bija ieklauti vesturiskaja kolekcija, inventarizacijas procesa var€ja
veiksmigi attirit un iegiit tirkultiiras. Ta, pieméram, celmam “110”, kas ieprieks bijis ieklauts
vairakos pétijumos (Dubova, 2020; Klasens, 1994), novéroja augstu kontaminacijas pakapi,
kas nelava iegiit dzivotsp&jigu guminbakteriju tirkultiiru, genétiskas identitates noteikSanai.

Veésturiska guminbakteriju kolekcija pirms inventarizacijas satur€ja 34 guminbakteriju
celmus (2.1. tabula). Savukart péc inventarizacijas kolekcija atrodas 46 attiriti veésturiskas
kolekcijas celmi. Papildus Siem celmiem, iegiiti 143 jauni guminbaktériju celmi. Kopuma
atjaunotaja LBTU guminbaktgriju kolekcija atrodas 189 guminbaktériju celmi, kas izdaliti no
14 dazadam taurinziezu gintim, no kuriem 59 celmi izdaliti no lauka pupam, 32 celmi izdaliti
no sojas, 23 celmi no abolina, 22 celmi no zirniem un 15 celmi izdaliti no lucernas. Savukart
no atlikusajiem 10 ginSu parstavjiem no katra izdaliti mazak par 10 guminbakt€riju celmiem.
Kolekcijas celmi izdaliti no dazadam teritorijam Latvija, aptverot 15 dazadus novadus Latvija,
ka arT 3 teritorijas arpus Latvijas (sikak par baktériju celmu izplatibu skatit apaksnodalu 3.3.).
Atjaunotaja LBTU Augsnes un augu zinatnu institita Guminbakteriju celmu kolekcija
apvienoti guminbakteriju celmi, kas izdaliti sakot no 1962. gada Iidz 2019. gadam.

LBTU Guminbakteriju celmu kolekcijas inventarizacijas apkopojuma (3.1. tabula)
ieklauti visi guminbakt@riju celmi, kuriem iegiitas baktériju tirkultiiras. Visiem Siem celmiem
veiktas DNS analizes, tomér ne visiem baktériju celmiem veikta genétiska identifikacija,
iegiitas DNS vai amplificéto DNS fragmentu kvalitates del.
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3.1. tabula

LBTU Augsnes un augu zinatnu institita guminbakteriju kolekcijas inventarizacija

N.p.k.

Jaunais kolekcijas
guminbakteriju celma

Guminbaktériju celma izdaliSana

kod is kod Saimniekaugs IzdaliSanas Teritorija
ods [vecais kods] gads
Triba: Fabeae
Gints: Pisum
RP02301, RP023Z, . Vecauce, Dobeles
1-3. RP023Y [23] P. sativum 1962. novads
4. RP20201 [202] P. sativum 1964. Plavas, Talsu novads
5. RP30201 [302] P. sativum 1973. Talsi, Talsu novads
RP00101 [Zi-1];
6.-10. RP00301, RP00302, P. sativum 2011. Stende, Talsu novads
RP00303, RP00304 [Zi-3]
11.-12. RP00701: RP00601 P. sativum 2016. Pare, Tukuma
novads
13-14. RP01201; RP01101 P. sativum 2016. Stolerovas pagasts,
Rézeknes novads
RP01001; RP0O0801; . Priekuli, Priekulu
15.-17. RP00901 P. sativum 2016. novads
18 RP00501 P. sativum 2016. Dizstende, Talsu
novads
19 RP01401 P. sativum 2016, | Peterlauki, Jelgavas
novads
RP2030; RP2040; . Peterlauki, Jelgavas
20.-22. RP2010 P. sativum 2018. novads
Gints: Vicia
23, RV02001 [20] V. faba 1962. Vecauce, Dobeles
novads
24. RV06902 [69] V. faba 1970. Jelgavas novads
RV40703, RV40704, Péterlauki, Jelgavas
25.-28. RV40705 [407]; V. faba 1972. Covads £
RV40801 [408]
RV50104 [501]; Dimzas, Jelgavas
29.-30. RV50503 [505] V. faba 1973. et
31. RV00101 [LP] V. faba 2009. Stende, Talsu novads
RV00201 [LP-1];
32.-33 RV00301 [LP-] V. faba 2010. Stende, Talsu novads
34, RV00801 V. faba 2016. Pare, Tukuma
novads
RV00901; RV01001; Priekuli, Priekulu
35.-37. RVO01101 V. faba 2016. novads
38.-39, RV01401; RV01501 V. faba 2016. Stolerovas pagasts,
Rézeknes novads
40.-41. RV01201; RV01301 V. faba 2016. Griskanu pagasts,
Rézeknes novads
RV00501; Rv00601; Dizstende, Talsu
42 44, RVO0701 V. faba 2016. novads
45 46. RVv08601; Rv01901 V. faba 2016. Jelgava
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3.1. tabulas turpinajums

Jaunais kolekcijas Guminbaktériju celma izdalisana
N.p.k. guminbakteriju celma Saimniek Izdalisanas Teritorii
kods [vecais kods] aimniekaugs gads eritorija
a7, RV02201 V. faba 2016, | Peterlauki, Jelgavas
novads
RV01601; RVv01701; Bauska, Bauskas
48.-50. V01801 V. faba 2016. oads
51.52. RV2010; RV2020 V. faba 2018. Jelgava
53.-54. RV2021; RV2001 V. faba 2018, | Skrverh Skiiveru
novads
55. RVI9KE V. faba 2019. Jarmala
RV19/P2; RV19/P4;
RV19/P5; RV19/P6;
RV19/K3; RV19/K5;
RV19/K10; RV19/K12; Medzes pagasts,
56-70. | Rv19.1/2; RV19.1/10; V. faba 2019. Grobinas novads
RV19.1/13: RV19.2/4;
RV19.2/11; RV19.2/13;
RV19.3/5
71-72. RVLTSKR; RVLT60 V. faba 2019. Senie Traki (Senieji

Trakai), Lietuva

73-74. RVi00601: RVi00701 V. cracca 20186. Kukas pagasts,
Krustpils novads

Priekuli, Priekulu

75.-76. RVi00401; RVi00501 V. cracca 2016.
novads
77.78. | RVi00801; RVi00901 V. cracca 2016. Griskanu pagasts,
Rézeknes novads
79. RVi00101 V. sativa 2016. Dizstende, Talsu
novads
80.-81. RVi00201; RVi00301 V. sativa 2016. Pare, Tukuma
novads

Gints: Lathyrus

Griskanu pagasts,

82. RLa00301 L. pratensis 2016. Rezeknes novads
83. RLa00101 L. pratensis 2016. Pare, Tukuma
novads
Triba: Galegeae
Gints: Galega
84. RG00201 [02] Galega sp. 1982. Saku, Igaunija
85. RG00101 [G-1] G. orientalis 2008. Saku, Igaunija
86. RG00401 G. orientalis 2016. Griskanu pagasts,

Rézeknes novads

Skriveri, Skriveru

87.-88. RG2010; RG2020 G. orientalis 2018.
novads

Triba: Genisteae

Gints: Lupinus

Peterlauki, Jelgavas

89. RL00301 [3] Lupinus sp. 1970. novads
RL00401 [LUP1]; . . . -
90.-91. RL00501 [LUPZ] Lupinus sp. Nav pieejamas informacijas
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3.1. tabulas turpinajums

Jaunais kolekcijas

Guminbakteriju celma izdaliSana

N.p.k. guminbakteriju celma Saimnick IzdaliSanas Teritorii
kods [vecais kods] aimniekaugs gads eritorija
92.-93. RL01001; RL01101 Lupinus sp. 2016. Olaines novads
RL00701; RL00701/2; . Dizstende, Talsu
94.-96. RL 00801 L. angustifolius 2016. novads
97, RL00901 L. albus 2016. Priekuli, Prickulu
novads
Triba: Loteae
Gints: Lotus
98. RL000101 Lotus sp. 2016. Prickul, Prickulu
novads
RL000201; RL0o00301;
99.-101. RL000401 Lotus sp. 2016. Jelgava
102.-103. | RVg2011; RVg2021 Lotus sp. 2018. Skriveri, Skriveru
novads
Gints: Anthyllis
104. RA00101 Anthyllissp. |  2016. Jirmala
Triba: Phaseoleae
Apakstriba: Phaseolinae
Gints: Phaseolus
RPh11601, RPh11602, . Peterlauki, Jelgavas
105.-107. RPh11603 [116] P. vulgaris 1963. novads
108, RPh00501 P. vulgaris 2016. Dizstende, Talsu
novads
109. RPh00601 P. vulgaris 2016. Jelgava
Gints: Vigna
RVg00101 [V]; .
110.-111. RV(00201 [V1] Vigna sp. 2013. Jelgava
112. RVn2010 V. unguiculata 2018. Jelgava
Apakstriba: Glycininae
Gints: Glycine
RS00104 [S-1]; RS00201,
RS00202, RS00203,
113-118. | rgoo204 [S-2]; RS00301 G. max 2014. Stende, Talsu novads
[S-3]
119. RS00601 G. max 2016. Pare, Tukuma
novads
RS2010; RS2020; Skriveri, Skriveru
120123, RS2030; R52040 G. max 2018. novads
RS2011; RS2021;
RS2031; RS2041; . o
124.-133. RS2051: RS2061; G. max 2018, Priclault, Prickulu
RS2071; RS2081;
RS2281; RS2091
134.-135. RS3010; RS3020 G. max 2019. Olaines novads
136.-137. | RSBASF/S; RSBASF/M G. max 2019. Tadaiku pagasts,

Durbes novads
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3.1. tabulas turpinajums

Jaunais kolekcijas

Guminbaktériju celma izdaliSana

N.p.k. guminbakteriju celma Saimnick Izdalisanas Teritorii
kods [vecais kods] aimniekaugs gads eritorija
RSMix19/XS;
138.-140. RSMix19/M: RSMix19/L G. max 2019. Jelgava
RS2041/19; RS2061/19;
141.-144, RS2081/19: RS2030/19 G. max 2019. Jelgava
Gints: Medicago
145. RMO09201 [POM2] Medicago sp. 1962. Jelgava
“Leningradas
146.-148. RMzéijl);SRO'\gz[jgg:] Medicago sp. 1972. kolekcija” (Allen,
Hamatova, 1973)
149. RMO00101 [LucS] Medicago sp. 2015. Jelgava
150. RM00301 M. falcata 2016 Pire, Tukuma novads
151, RMO00401 M. sativa 2016 Priekuli, Prickulu
novads
152. RM00501 M. sativa 2016 Kkas pagasts,
Krustpils novads
153. RM00701 M sativa 2016 Griskanu pagasts,
R&zeknes novads
RMO00901; RM01001; .
154.-157. RMO01101: RM01201 M. sativa 2016 Jelgava
158.-159. | RLuc2011; RLuc2021 M. sativa 2018 Skriver, Skriveru
novads
Gints: Melilotus
: Stolerovas pagasts,
160. RMe00101 Melilotus sp. 2016 Rézeknes novads
RAmM2010; RAmM2012; . Skriveri, Skriveru
161.-163. RAM2021 Melilotus sp. 2018 novads
164. RAM2020 M. albus 2018 Skrtveri, Skriveru
novads
165. RAM2011 M. officinalis 2018 Skriveri, Skriveru
novads
Gints: Trifolium
166. RT32603 [326] T. pratense 2006 Slatveri, Skriveru
novads
RT00101 [Sark.ab.-1];
167.-169. RT00201 [Ab.-2]; Trifolium sp. 2007 Jelgava
RT00301 [Sark.ab.-3]
170. RT00901 T. pratense 2016 Priekuli, Prickulu
novads
171-172. |  RT01001; RTO1101 T. repens 2016 Priekuli, Prickulu
novads
173. RT00501 Trifolium sp. 2016 Dizstende, Talsu
novads
RT01901; RT02001; - _
174 -177. RT02101: RT02201 Trifolium sp. 2016 Jirmala
178. RT00701 T. campestre 2016 Pare, Tukuma novads
179. RT00801 T. repens 2016 Piire, Tukuma novads

58



3.1. tabulas nobeigums

Jaunais kolekcijas Guminbaktériju celma izdalisana
N.p.k. guminbakteriju celma Saimniek Izdalisanas Teritorii
kods [vecais kods] aimniekaugs gads eritorija
- Griskanu pagasts,
180. RT01301 Trifolium sp. 2016 Rezeknes novads
181. RT01601 Trifolium sp. 2016 Kokneses novads
Edoles pagasts,
182. RT01701 T. pratenes 2016 Kuldigas novads
183. RT01801 T. repens 2016 Jurkalnes pagasts,
Ventspils novads
184, RT2010 T. repens 2018 Skriverl, Skriveru
novads
185.-186. RT2020; RT2021 T. pratenes 2018 Skriveri, Skriveru
novads
187.-188. RT2011; RT2050 Trifolium sp. 2018 Skriveri, Skriveru
novads
Gints: Ononis
189. RO00101 0. arvensis 2016 Tumes pagasts,
Tukuma novads

3.2.  Guminbakteériju celmu genétiska identifikacija

Lai identific€tu guminbakteriju celmu taksonomisko piederibu, analizgja pilnu 16S rRNS
génu. Lai iegiitu pilna 16S rRNS géna sekvenci, to amplificgja tris atseviskos fragmentos, un
katru fragmentu sekvencéja no abam pusém, izmantojot gan tieSo, gan atgriezenisko praimeri.
Tatad viena parauga identifikacijai veica seSu fragmentu sekvencé$anu un analizi. Kopuma
analiz€ja 173 guminbaktériju celmus, veicot 1038 sekvencésanas reakcijas. Ne visi sekvencétie
paraugi uzradija kvalitativus hromatogrammas rezultatus, tapéc no analiz€tajiem 173
paraugiem, identificét varéja 146 baktériju celmus. Visus sekvencétos 16S rRNS géna
fragmentus apkopoja un apkopoto sekvenci izmantoja, lai noteiktu §1 celma 16S rRNS géna
sekvences lidzibu ar NCBI GenBank datubazg pieejamajam sekvencém un identificétu tuvaka
organisma taksonomisko piederibu sugas vai gints limeni (1. pielikums). No datubazé
piedavatajiem rezultatiem, izmantoja organismu, kuram uzradita pétamajam celmam tuvaka
identificéta taksonomiska piederiba un sekvences lidziba, manuali izvert€jot $1 rezultata
ticamibu — parbaudot datubazes parauga anotaciju. Visi identific€tie guminbaktériju celmi
uzradija vismaz 99% lidzibu ar datubazeé pieejamo organismu 16S rRNS géna sekvencem.
Bakteriju celmus, kuru 16S rRNS sekvences bija identiskas, apkopoja viena genotipa. Kopa
ieguva 62 unikalus genotipus, kurus talak izmantoja filogeng&tiskajas analizées.

Identificetie celmi pieder pie Cetram baktériju klasem — a-, f-, y-proteobacteria un
Bacilli. Lielaka dala identificéto paraugu (96 celmi) pieder a-proteobaktériju klasei, savukart
15 celmi pieder B-proteobaktériju klasei, bet 28 celmi — y-proteobakteriju klasei. Septini
identificétie celmi pieder Bacilli klasei. Sikak par identificéto baktériju daudzveidibu aprakstits
3.2.2. apaks$nodala. Visu identificéto baktériju celmu sekvences depon&ja NCBI GenBank
datubaze. Saja datubazé celmi atrodami, izmantojot GenBank pieskirtos kodus (1. pielikums).
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3.2. tabula

No taurinzieZu guminiem izdalito baktériju genétiska identifikacija, izmantojot pilna
garuma 16S rRNS géna sekvences

Genotips
(paraugu grupas | Genotipa icklauto | Taksonomiskais S
N.p.k kods baktgriju celmu iedaltjums Taslzsli)\ionnciézkl? dpzliiie(r;) ;1*un
filogengtiskaja skaits (klase) o
koka)
Rhizobium leguminosarum
(100%)
Rhizobium leguminosarum bv.
L RhL01 81 trifolii (100%)
Rhizobium leguminosarum bv.
viciae (100%)
Rhizobium leguminosarum
2. RhL05 1 (100%)
Rhizobium leguminosarum
0 A
3 RhLO3 1 (99 A))Rhlzoblum_ B
leguminosarum bv. trifolii
(99%)
Rhizobium leguminosarum
4. RhL06 1 (99%)
Rhizobium leguminosarum bv.
viciae (100%)
> RhLO2 6 Rhizobium leguminosarum bv.
trifolii (99%)
Rhizobium sp. (99%)
i 1 0,
6. RhSPO1 1 Brgdyr_hlzoblum sp. (99%)
. Rhizobium leguminosarum
a-proteobacteria (99%)
Rhizobium sp. (100%)
7 RhSPO2 1 Brgdyr_hlzoblum sp. (99%)
Rhizobium leguminosarum
(99%)
8. RhGO01 4 Rhizobium gallicum (99%)
Rhizobium leguminosarum
9. RhLO4 1 (99%)
Ensifer adhaerens (100%)
10. ShSPO1 1 Sinorhizobium sp. (99%)
11. RhSP03 1 Rhizobium sp. (99%)
12. RhSP04 1 Rhizobium sp. (99%)
13. RhSPO5 16 Rhizobium sp. (100%)
14, RhSPO7 13 Rhizobium sp. (100%)
15. RhSP08 1 Rhizobium sp. (99%)
16. RhSP09 1 Rhizobium sp. (99%)
17. RhSPO06 7 Rhizobium sp. (100%)
18. NhGO1 3 Neorhizobium galegae (99%)
19. MhSPO1 1 Mesorhizobium sp. (99%)
20. MhSP02 1 Mesorhizobium sp. (100%)
21, ASP01 1 Azospirillum sp. (99%)
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3.2. tabulas nobeigums

Genotips
(paraugu grupas Geno'gipf‘a ieklauto Taksonczmiskais Taksonomiska piederfba un
N.p.k kods bakteriju celmu iedalfjums K lidziba (%)*
filogenctiskaja skaits (klase) sexvences lidziba (7o
koka)
99 BhJO1 1 o Bradyrhizz)lb(i)g%aponicum
23, RhSP10 1 proteobacteria Rhizobium sp. (100%)
Paraburkholderia terricola
24. PbTO1 3 (99%)
Paraburkholderia terricola
25. PbT02 1 (99%)
Paraburkholderia terricola
26. PbTO3 2 (99%)
Paraburkholderia terricola
217. PbT04 1 g (100%)
28. BSP04 3 proteobacteria Burkholderia sp. (99%)
29. BSP05 1 Burkholderia sp. (99%)
30. BSP06 1 Burkholderia sp. (99%)
Paraburkholderia caledonica
31. PbCO01 1 (100%)
32. BSPO7 1 Burkholderia sp. (99%)
33. AcSP01 1 Achromobacter sp. (99%)
34. RAO01 2 Rahnella aquatilis (99%)
35. RA02 3 Rahnella aquatilis (99%)
36. RA03 1 Rahnella aquatilis (99%)
37. SrP01 1 Serratia plymuthica (99%)
38. SrP02 1 Serratia plymuthica (99%)
39. SrP04 1 Serratia plymuthica (99%)
40. ESP0O1 1 Enterobacter sp. (99%)
41, ESP02 1 Enterobacter sp. (99%)
42, ESPO3 1 Enterobacter sp. (99%)
43, ESP04 1 Enterobacter ludwigii (100%)
44, EA01 1 Enterobacter asburiae (100%)
45, ELO1 1 Enterobacter ludwigii (99%)
46. PnAO1 1 y-proteobacteria | Pantoea agglomerans (99%)
47, PnAQ2 1 Pantoea agglomerans (99%)
48. PnSP01 1 Pantoea agglomerans (100%)
49. SrP03 1 Serratia plymuthica (100%)
50. SrP05 1 Serratia plymuthica (100%)
51. PSPO1 1 Pseudomonas sp. (99%)
Pseudomonas
52. PSP02 1 frederiksbergensis (99%)
53. PSP04 2 Pseudomonas sp. (100%)
54, PSP05 1 Pseudomonas sp. (99%)
55, PSP06 1 Pseudomonas sp. (99%)
56. PSPO7 1 Pseudomonas sp. (99%)
57. PSP08 1 Pseudomonas sp. (99%)
58, PaSPO5 2 Bacilli Paenibacillus polymyxa

(99%)
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3.2. tabulas nobeigums

Genotips
(paraugu grupas Geno'fll?? ieklauto Taksontzmlskals Taksonomiska piederfba un
N.p.k kods bakteriju celmu iedalfjums sekvences lidziba (%)*
filogenctiskaja skaits (klase) °
koka)
Paenibacillus polymyxa
59. PaSPO1 2 (99%)
60. PaSP02 1 Paenibacillus peoriae (100%)
Bacilli Paenibacillus polymyxa
61. PaSP03 1 (99%)
Paenibacillus polymyxa
62. PaSP04 1 (100%)

* pétama baktériju celma sekvences lidziba (%) ar GenBank datubaze eso$a organisma sekvenci.

Lai parliecinatos par identificéto celmu taksonomiskas piederibas ticamibu, visus
genotipus identificja arT izmantojot SILVA brivpieejas datubazi (1. pielikums). Gints l[iment
92% genotipu taksonomiska identitate sakrita starp abam datubazém, no kuriem 76% genotipi
uzradija identiskus rezultatus; 8% genotipu, kuriem GenBank uzradija identitati gints liment,
SILVA datubazg tie identificéti sugas IimenT; 2% genotipu sakrita identificétas gintis, bet
atskiras sugas identitate. Atskirigu taksonomisko piederibu noteica 8% genotipu (5 no 62;
RhSP05-RhSP09). Sos genotipus ar GenBank datubazes palidzibu identificgja ka Rhizobium
gintij piederoSus, savukart, izmantojot SILVA datubazi, Sos genotipus identificgja ka
Agrobacterium gintij piederosus (A. fabacearum un A. radiobacter). Zinams, ka Rhizobium un
Agrobacterium ir tuvradnieciskas gintis, kuras reiz€m ir giti atSkiramas, izmantojot tikai 16S
rRNS génu (Pongslip, 2012). Tapéc identificgjot taksonomisko piederibu, janem véra ari
fenotipiskas pazimes, veicot paraugu ievaksanu — pieméram, guminu krasai, ka ari tam, vali
augi bija veseli (nemot véra, ka Agrobacterium sp. ir augiem patogénas baktérijas). Savukart,
A. radiobacter ir raksturotas ka cilvékiem patogénas baktérijas (Lai et al., 2004; Namdari,
Hamzavi, Peairs, 2003), un ir maz ticams, ka visu $o 4 genotipu 25 celmi pieder&tu pie $is
Agrobacterium sugas.

3.2.1. Guminbakteriju celmu 16S rRNS géna konservativie un mainigie regioni

Izmantojot petamo guminbaktériju celmu pilnas 16S rRNS géna sekvences, aprékinaja
§1 géna konservativos un mainigos regionus. Baktériju celmu sekvences, kas pieder a, -, un y-
proteobaktériju klasém izverteja atseviski. Fragmenti, kuros nukleotidi konkrétaja pozicija
visos konkrétas proteobaktériju klases ietvaros ir identiski (nukleotida sastopamibas biezuma
indekss = 1), uzskatami par konservativiem regioniem. Savukart regioni, kuros novérojami
atSkirigi nukleotidi konkrétajas pozicijas (nukleotidu sastopamibas biezuma indekss <1),
uzskatami par mainigiem regioniem (3.1. att.).

16S rRNS géna sekvences mainigie regioni nav vienadi visam baktériju gintim/sugam.
Zinot guminbakteriju mainigo un konservativo regionu atraSanas vietas 16S rRNS géna
sekvencg, varétu izvertét atseviSku regionu sekvencéSanu identifikacijas vajadzibam,
nesekvencgjot pilnu 16S rRNS génu. Tomér, janem véra, ka, izveloties genétiskas radniecibas
noteikSanai tikai regionu, kura ir loti augSta mainiguma pakape, var parvertét So baktériju
daudzveidibu (Singer et al., 2016). 3.1. att. iezZim&ti mainigie regioni, balstoties uz literatiiras
datiem (1.6. att., 1.3.2. apaksnodala). Vistuvaka atbilstiba Siem mainigajiem regioniem ir o-
proteobakterijam. Sekvencu mainigums [B-proteobakterijam novérojams mazak, tomer tas
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atrodas tajos paSos regionos, ka minéts literattras datos. Savukart y-proteobakteriju mainigie
regioni biezi parklajas ar literatlira minéta parauga konservativajiem regioniem. Literatliras
avotos lidz §im nav atrodama $ada veida informacija par guminbakteriju 16S rRNS géna
konservativajiem un mainigajiem regioniem, kas apkopota $aja pétijuma (3.1. att.). Dazados
pétijumos noraditi, kuri no mainigajiem regioniem ir visbiezak izmantoti identificgjot baktériju
taksonomisko piederibu, ka ari filogenétiskajas analizés (Browman et al., 2015; Earl et al.,
2018; Janda, Abbott, 2007; Pongslip, 2012; Pootakham et al., 2017; Rosselli et al., 2016;
Wagner et al., 2016), bet nav pieejama informacija par gené&tiskajam atskiribam Sajos
mainigajos regionos starp dazadam guminbaktériju gintim.

P&édgjos gados bakteriju mainigos regionus aizvien plasak izmanto mikrobiomu
pétijumos. Tomér zinatnieku vida nav vienpratibas, kurus no Siem regioniem izmantot (Hassler
et al., 2022). Viens no iemesliem var€tu biit atSkiribas mainigajos regionos starp dazadam
baktériju gintim (Singer et al., 2016), ko var novérot ari §1 pétijuma rezultatos, salidzinot
mainigos un konservativos regionus starp dazadu klaSu bakterijam. Identificgjot
guminbakterijas, nezinot to klases piederibu, ka ari nemot véra pretrunigo informaciju
literatiiras datos (apaksnodala 1.3.2.), biitu riskanti izmantot konkrétus mainigos regionus. Sie
rezultati apstiprina 16S rRNS pilna garuma géna sekvencéSanas nozimi ar1 turpmak veicot no
guminiem izdalito bakteriju celmu identifikaciju.

3.2.2. Guminbakteriju celmu daudzveidiba

Lidz §im Latvija pétjjumos, kas saistiti ar guminbakterijam, apskatitas tikai pie o-
proteobaktérijam piedero§as guminbaktérijas, parsvara Rhizobium gints. Saja pétijuma pirmo
reizi Latvija no guminiem izdalitas baktérijas, kas pieder ar1 pie - un y-proteobaktériju klasem.
Identificétos guminbakteriju celmus ar identiskam 16S rRNS géna sekvencém apvienoja viena
filogenétiskaja grupa (jeb genotipa), no kuras vienu reprezentativo paraugu izmantoja
filogenétiskaja analizg, veidojot filogené&tiskos kokus. Rezultata ieguva 62 unikalus genotipus
(3.2. tabula). Dala no Siem genotipiem ir unikali atseviSkiem celmiem, savukart dala genotipu
(pieméram, RhLO1, RhLO02) apvieno vairakus celmus ar identiskam 16S rRNS géna
sekvencém. Filogenétiskaja koka, kura ietverti visu genotipu reprezentativie paraugi (3.2. att.),
ka arT atsauces genotipi, genotipi sagrupéti cetros klasteros. Paraugu genotipi nav sagrup&jusies
péc nejausibas principa, bet gan atbilstosi to taksonomiskajam iedalijumam — a-proteobacteria,
[-proteobactaria, y-proteobacteria un Bacilli klases piederosie genotipu klasteri.

No 96 identificétajiem bakteriju celmiem, kas pieder a-proteobaktériju klasei, 88
celmi ir Rhizobium sp. gints parstavji — 43 no tiem R. leguminosarum un cetri R. gallicium
savukart atlikuso celmu piederibu vargja identificét tikai gints limeni. Starp identificétajiem a-
proteobaktériju celmiem, viens identificéts ka Ensifer adhaerens; tris Neorhizobium galegae;
divi Mesorhizobium sp.; viens Azospirillum sp., un viens Bradyrhizobium japonicum celms. 14
identificétie bakteriju celmi pieder p-proteobaktériju klasei — septini Paraburkholderia
terricola, viens Paraburkholderia caledonica, pieci Burkholderia sp. un viens Achromobacter
sp. gintij piederos$s baktériju celms. No 28 baktériju celmiem, kas pieder y-proteobaktériju
klasei: septini celmi ir Enterobacter gints parstavji, no kuriem tris Enterobacter ludwigii un
viens Enterobacter asburiae; astoni celmi ir Pseudomonas sp. gints parstavji, no kuriem viens
celms identificéts ka Pseudomonas frederiksbergensis; sesi Rahnella aquatilis; cetri Serratia
plymuthica un tris bakt€riju celmi identificéti ka Pantoea agglomerans. Septini identificétie
baktériju celmi pieder Bacilli klasei, no tiem seSi Paenibacillus polymyxa un viens
Paenibacillus peoriae. Lai varétu veikt padzilinataku filogenétisko analizi un tuvradniecigu
guminbaktériju celmu genétisko salidzinasanu, izveidoja filogené&tiskos kokus atseviski katrai
no proteobaktériju klasem. Sazarojumu vietas noraditas butstrapa (bootstrap) metodes analizes
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3.1. att.. Identificéto bakteriju celmu 16S rRNS géna konservativie un mainigie regioni
Mainigie regioni (M1-M9) iekrasoti gaisi zila krasa, balstoties uz literatiiras datiem (Singer et al., 2016).
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vertibas — ja vertiba lielaka par 70%, tas norada uz to, ka klasteri ir butiski atSkirigi. Savukart
attalums starp zariem norada uz celmu genétisko lidzibu — jo tie ir 1saki, jo genétiski lidzigaki
ir genotipi.

Lai varétu veikt padzilinataku filogenétisko analizi un tuvradniecigu guminbaktériju
celmu genétisko salidzinasanu, izveidoja filogenétiskos kokus atseviski katrai no
proteobaktériju klasém. Sazarojumu vietas noraditas butstrapa (bootstrap) metodes analizes
vertibas — ja vertiba lielaka par 70%, tas norada uz to, ka klasteri ir butiski atSkirigi. Savukart
attalums starp zariem norada uz celmu genétisko lidzibu — jo tie ir 1saki, jo gen&tiski lidzigaki
ir genotipi.

Bacilli
a-proteobacteria ‘

f-proteobacteria

0.250

MWote: Branches shorter than 0.0015 are shown as having langth 0.0015

Hf Bradyrhizobium & Neorhizobium @ seratia (D Pseudomonas
Mesorhizobium [ ] Azospirillum @ Rahnella ‘ Paenibacillus
[ Sinorhizobium A\ Paraburkholderia () Enterobacter

B Rhizobium A\ Burkholderia & Pantoea

3.2. att. Pilna 16S rRNS géna filogenétiskais koks
Filogenétiskais koks norada uz kopgjo no taurinziezu guminiem izdalito un identificéto baktériju daudzveidibu
Latvija. Filogengtiskaja analizg izmantoti reprezentativi guminbaktériju celmu genotipi. Filogen&tiskais koks
veidots péc Neighbour Joining filogenétiskas dendrogrammas konstrukcijas metodes.

Filogenétiskaja analiz€ guminbaktériju celmi, kas identificéti ka pie a-

proteobaktériju klases (3.3. att.) piederosi, izveido dendrogrammu, kura var izdalit 11
mazakus klasterus. KlasterT I atrodas tikai divi guminbakt€riju celmi — abi izdaliti 2016. gada
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un abi identificéti ka Rhizobium leguminosarum: RV01401 (saimniekaugs lauka pupas, izdalits
Rézeknes nov.) un RVi00501 (saimniekaugs vanagu vikis, izdalits Priekulos). Klasteris Il
ietver tris genotipus (RhSP06, RhSP05 un RhSP07). Visi §1 klastera genotipi ietver gan
vésturiskas guminbaktériju kolekcijas, gan jaunizdalitos baktériju celmus. Saja klasterT aptverti
skaitliski visvairak veésturiskas guminbaktériju kolekcijas celmi, salidzinajuma ar pargjiem
klasteriem. Starp §1 klastera genotipiem dendrogrammas zaru garums ir salidzinosi lielaks, kas
norada uz lielaku evolucionaro attalumu starp Siem guminbakteriju celmiem. RhSPO5 genotips
ietver 16 Rhizobium sp. guminbaktériju celmus, kas izdaliti no plasa spektra taurinzieziem,
laika posma no 1973. gada lidz 2018. gadam. Sis genotips ietver vairakus guminbaktériju
vesturiskas kolekcijas celmus — “Zi-3” (RP00301, RP00303 un RP00304; izdaliti no zirniem
2011. gada Talsu novada); “501” (RV50104; izdalits no lauka pupam 1973. gada Jelgavas
novada); “LP” (RVO0001; izdalits no lauka pupam 2009. gada Talsu novada); “LUP2”
(RLO0501; izdalits no lupinam), “G-1" (RG00101; izdalits no galegas 2008. gada Igaunija);
“S-2” (RS00201, RS00202; izdalits no sojas 2014. gada Talsu novada). Sis genotips ietver ari
jaunizdalitos celmus, izdalitus no lauka pupam, lupinam, s€jas lucernas, vanagnadzina, abolina
un balta amolina 2016. un 2018. gada — Talsu, Priekulu un Skriveru novados, ka ar1 Jelgava un
Jarmala. Genotips RhSPO06 ietver septinus guminbaktériju celmus, kas identificéti ka
Rhizobium sp. — tris no tiem ir viena vésturiskas kolekcijas celma “407” izolati (izdaliti 1972.
gada Jelgavas novada no lauka pupam). Divi celmi izdaliti no s€jas lucernas (2016. gads,
Jelgava), viens celms izdalits 2016. gada no zirniem (Jelgavas novads), savukart viens no
lupinas 2016. gada (Olaines nov.). RhSPO7 genotips, evolucionari vistalakais no pargjiem
abiem klastera genotipiem, ietver 13 genétiski identiskus Rhizobium sp. guminbaktériju
celmus, no kuriem tikai divi celmi ir no jauna izdaliti 2016. gada no abolina (Jirmala; Priekulu
novads). Atlikusie 11 celmi ir vésturiskas kolekcijas celmi, izdaliti laika posma no 1963. gada
11dz 2015. gadam no pupinam, lupinas, lauka pupam, s€jas lucernas, galegas, zirniem, sojas un
abolina Jelgava, Talsu un Skriveru novados. Viens celms (RM24505) iegiits 1972. gada no
“Leningradas kolekcijas”, originali izdalits Kazahstana 1960. gada no sgjas lucernas, Latvija
izmantots inokulacija un izdalits 1972. gada.

Alfa-proteobaktériju klases filogengtiska koka klasteris 111 ietver divus genotipus —
RhSP04 un RhSP03, kas atbilst diviem guminbakteriju celmiem, kas identificéti ka Rhizobium
sp., izdaliti no sgjas lucernas (Jelgava) un pérkonamolina (Jurmala), 2016. gada. Klasteris IV
ietver vienu genotipu — ShSPO1, kas identificéts ka Ensifer adhaerens (100% sekvencu
saderiba) un Sinorhizobium sp. (99% sekvendu lidziba). Sis genotips ietver vienu
guminbakteriju celmu, kas izdalits no vanagnadzina 2016. gada Priekulu novada. Klasteris V
ietver divus genotipus — ASPO1 un BhJO1, ka art atsauces genotipu Bradyrhizobium japonicum
(AP012206). Sie abi pétTjuma ietvertie genotipi, lai gan tuvradnieciski, tomér uzrada genétiskas
atSkiribas. ASPO1 genotips atbilst vienam veésturiskajam celmam “422a” (RM24502), kas
izdalits no s€jas lucernas, 1972. gada (“Leningradas kolekcija”) identificéts ka Azospirillum sp.
Savukart genotips BhJO1 ietver vienu no sojas izdalitu guminbaktériju celmu. Sis celms
(RSBASF/S) identificéts ka Bradyrhizobium japonicum, izdalits 2019. gada Durbes novada,
no lauka izmé&ginajuma, kura sojas pupas pirms sésanas apstradatas ar BASF firmas HiStick®
Soybean guminbaktriju preparatu (Petrévics, 2021). Klasteris VI ietver divus genotipus —
MhSPO01 un MhSP02, ka arT atsauces guminbakteriju celmu Mesorhizobium loti (D14514). Abi
pétamie genotipi katrs atbilst vienam guminbaktériju celmam — abi §ie celmi izdaliti no sojas
2018. gada Priekulu un Skriveru novados. Klasteris V111 ietver atsauces celmu Neorhizobium
galegae (D11343) un NhGO1 genotipu. NhGO1 ietver tris guminbaktériju celmus, kas
identificéti ka Neorhizobium galegae, visi izdaliti no galegas, 2016. Rézeknes novada un 2018.
gada Skriveru novada. Klasteris X ietver divus genotipus — RhGO01 un atsauces paraugu
Rhizobium gallicum (U86343). RhGO1 genotips atbilst etriem guminbaktériju celmiem, kas
identificéti ka Rhizobium gallicum, atbilstosi filogené&tiskajai radniecibai ar atsauces celmu.

66



Divi no celmiem izdaliti no abolina (Trifolium sp; 2016. g. un 2018. gads, Tukuma un Skriveru
novadi), viens celms izdalits no lupinas (Lupinus angustifolius; 2016. g., Talsu novads) un
viens — no sojas (Glycine max; 2018. g., Skriveru novads).

Klastera X genotips RhSPO01 atbilst vienam guminbaktériju celmam, kas identificéts
gan ka Rhizobium sp., gan Bradyrhizobium sp., ka ari ka Rhizobium leguminosarum — ar
vienadu ticamibu (99% sekvencu lidziba). Sis celms izdalits 2016. gada no lupinam Olaines
novada. Ari RhSP02 genotips atbilst vienam paraugam, kas, lai gan genétiski atSkiras no
RhSPO1, arT identificéts ka Rhizobium sp., Bradyrhizobium sp., gan ka R. leguminosarum ar
99% sekvencu lidzibu. Sis guminbakteriju paraugs izdalits Talsu novada no lauka pupam ari
2016. gada.

Klasteris XI apvieno tris pétamos genotipus — RhL0O1, RhL02, RhLO03, ka ari atsauces
paraugu Rhizobium leguminosarum (MRDL01000029). Visi $i klastera paraugi identificéti ka
R. leguminosarum, balstoties uz 16S rRNS pilna géna sekvenci. RhLO1 ir visvairak
parstavetais genotips — tas ietver 31 guminbakteriju celmu, izdaliti no plaSa spektra
saimniekaugiem. Sis genotips NBCI GenBank datubazé identificéts ka R. leguminosarum bv.
trifolii un R. leguminosarum bv. viciae ar vienlidz lielu ticamibu — 100% sekvenéu lidziba. ST
genotipa celmi izdaliti 2016., 2018. un 2019. gada (saimniekaugi — zirni, lauka pupas, plavas
dedestina, vanagnadzin$, darza pupinas, s€jas lucerna, lopbaribas pupas, abolins un lauku
blaktene). Sie guminbakteriju celmi izdaliti no dazadam teritorijam Latvija — Tukuma nov.,
Rézeknes nov., Priekulu nov., Talsu nov., Jelgava, Jurmala, Grobinas nov., Krustpils nov.,
Skriveru nov., ka ar Lietuva, kur seklu apstradé izmantoti LBTU kolekcijas bakteriju celmi.
Genotips RhL02 apvieno seSus guminbaktériju celmus, visi identificéti ka R. leguminosarum
bv. viciae (100% sekvencu sakritiba) un R. leguminosarum bv. trifolii (99% sekvencu
sakritiba). AtSkirtba no RhLO1 genotipa, kur$ aptvert tikai jaunizdalitos celmus, So genotipu
parstav gan vesturiskas kolekcijas celma “23” izolati (RP023Y, RP02301 un RP023Z;
saimniekaugs — zirni; Dobeles nov., 1964. gads), gan 2016. gada izdalitie celmi — izdaliti
Rézeknes novada (Pisum sativum) un Jarmala (saimniekaugs — abolins). Tresais XI klastera
genotips RhLO3 atbilst vienam guminbakteriju celmam, kas identificéts ka R. leguminosarum
bv. trifolii, izdalits no s€jas vika, 2016. gada Tukuma novada.

Guminbaktériju celmi, kas filogenétiskaja analiz€ identificéti ka p-proteobaktériju
klasei (3.4. att.) piederosi, veido dendrogrammu, kuru var izdalit 5 dazados klasteros.
Kopuma 14 baktériju celmi identificéti ka B-proteobaktériju klasei piederosi (Burkholderia sp.
un Paraburkholderia sp.), izdaliti no sojas (8 celmi), lauka pupam (5 celmi), ka ari viens celms
izdalits no lucernas, laika posma no 2016. [idz 2019. gadam. Klasteris I ieklauj vienu genotipu
Pb03, kurs atbilst diviem guminbaktériju celmiem — abi izdaliti no sojas guminiem 2018. un
2019. gada. Klasteris Il ietver atsauces celmu Paraburkholderia nodosa (AM284971) un
genotipu BSP07, kas identificéts ka Burkholderia sp. Sis guminbakteriju celms RS2030/19
izdalits 2019. gada vegetacijas trauku izméginajuma, kura sojas séklu apstradei izmantots
celms RS2030, kas savukart identificéts ka Mesorhizobium sp. (3.2. tabula). Klasteris 111
ietver atsauces baktériju celmu Paraburkholderia caledonica (BAYE01000050) un genotipu
PbCO01, kas arT identificéts ka Paraburkholderia caledonica. PbC01 genotips atbilst vienam
guminbaktériju celmam, kas izdalits no lauka pupu guminiem 2019. gada. Klasteris 1V ietver
trTs genétiski atskirigus genotipus, kuri visi identificéti ka Burkholderia sp.: BSP06 un BSP05
genotipi katrs atbilst vienam guminbakteriju celmam, kas izdalits no sojas 2018. gada
Priekulos; BSP04 genotips atbilst tris guminbakt@riju celmiem — visi izdaliti viena lauka
izméginajuma ietvaros no lauka pupam 2019. gada Grobinas novada. Klasteris V atbilst
atsauces celmam Paraburkholderia terricola (AY040362) un tris genotipiem, kas arl
identificéti ka Paraburkholderia terricola: PbTO01 genotips ietver tris guminbakteriju celmus,
kas izdaliti no sojas. Divi no Siem celmiem izdaliti 2018. gada Priekulu novada. Viens no Siem
guminbaktériju celmiem (RS2041) izmantots sojas s€klu apstradei vegetacijas trauku
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3.3. att. Alfa-proteobaktériju pilna 16S rRNS géna filogenétiskais koks
Filogenétiskais koks veidots, izmantojot Neighbour Joining filogenétiskas dendrogrammas konstrukcijas metodi. Butstrapa (bootstrap) metodes analizes vértibas, kas >70%,
noraditas mezglos, un uzrada filogenétiska koka zarojuma ticamibu. Atsauces paraugu genotipu GenBank pieskirtie kodi noraditi iekavas. Iekavas kursiva noradits genotipa
identisko celmu skaits. Méroga skala norada nukleotidu substitiiciju skaitu pozicija.
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izméginajuma 2019. gada Jelgava. Saja izméginajuma izdalita sojas guminbaktériju celma
RS2041/19 un inokulacijai izmantota celma RS2041 16S rRNS génu sekvences ir identiskas.
Genotips PbTO02 atbilst vienam guminbakteriju celmam, kas izdalits 2016. gada no lucernas.
Savukart genotips PbT04 atbilst vienam guminbaktériju celmam, kas izdalits no lauka pupam
2016. gada Talsu novada.

Bakteriju celmi, kas identificéti ka y-proteobakteériju klasei piederosi, izveidotaja
filogenctiskaja koka (3.5. att.) izkartoti septinos klasteros. Kopuma 28 baktériju celmi
identificéti ka Enterobacter sp. (t.sk. E. asburiae un E. ludwigii), Pseudomonas sp. (t.sk. P.
frederiksbergensis), Rahnella aquatillis, Serratia plymuthica un Pantoea agglomerans. Visi
§is klases parstavétie celmi ir izdaliti laika posma no 2016. Iidz 2019. gadam. Sie celmi izdaliti
no plasa saimniekaugu spektra, tomér visbiezak parstavétais saimniekaugs ir soja, no kuras
kopuma izdaliti astoni y-proteobaktriju klases celmi. Klasteris | ietver divus genotipus —
EAO01, kas identificéts ka Enterobacter asburiae, un ESP03, kas identificéti ka Enterobacter
sp. Katrs no Siem genotipiem atbilst vienam guminbakteriju celmam, kas izdaliti no sojas 2019.
gada. Klasteris Il apvieno seSus dazadus genotipus, un ietver vienu atsauces celmu
Pseudomonas putida (AP013070). Saja klasterT var izkirt divus apaksklasterus, kuri katrs
ietver 3 tuvradnieciskus (bet ne identiskus) genotipus. Viens apaksklasteris apvieno genotipus
PSP04, PSP02 un PSP01. Genotips PSP04 ietver divus guminbakt&riju celmus, abi identific&ti
ka Pseudomonas sp; viens izdalits no abolina 2016. gada, Priekulu novada, otrs — no sojas
2018. gada, Skriveru novada. Genotips PSP02 atbilst guminbakt&riju celmam, kas izdalits no
amolina 2018. gada, Skriveru novada, identificéts ka Pseudomonas frederiksbergensis.
Savukart PSPO1 genotips atbilst guminbakteriju celmam, kas identificéts ka Pseudomonas sp.,
izdalits 2018. gada no s&jas lucernas Skriveru novada. Otrs apaksklasteris ietver tris genotipus
— PSPO05, PSP06 un PSPO7, visi identificéti ka Pseudomonas sp. Katrs no $iem genotipiem
atbilst vienam guminbaktériju celmam, kuri izdaliti no abolina (2016. g., Rézeknes nov.),
vanagu vika (2016. g., R€zeknes nov.) un sojas (2016. g., Tukuma novads).

Gamma-proteobaktériju filogenétiska koka klasteris I11 ietver atsauces celmu Rahnella
aquatillis (CP003244) un genotipus Ra02 un Ra0l. Genotips Ra02 atbilst tris baktériju
celmiem — divi no tiem izdaliti no viena izméginajuma lauka Jelgavas novada 2018. gada no
zirniem (Pisum sativum), savukart viens — no lucernas (Medicago sativa) 2018. gada Skriveru
novada. Genotips Ra0l ietver divus guminbaktériju celmus, kas izdaliti no lauka pupam —
2016. gada Rézeknes novada un 2019. gada Grobinas novada. Klaster1 IV apvienoti tris
genotipi un atsauces celms Serratia plymuthica (AJ233433). Klastera IV genotipi SrP04 un
SrP02 atbilst guminbakteriju celmiem RL0O0701/2 un RLO0801, kas izdaliti no lupinam 2016.
gada Talsu novada. Genotips SrP01 atbilst baktériju celmam, kas izdalits no lauka pupam
2019. gada Grobinas novada. Klasteris V ietver atsauces celmu Pantoea agglomerans
(AJ233423) un divus genotipus — PNSPO1 un PnAOl. PnSPO1 atbilst bakteériju celmam, kas
identificéts ka Pantoea agglomerans, izdalits no amolina 2018. gada Skriveru novada. PnAO1
genotips atbilst vienam celmam, kas izdalits no sojas 2019. gada Priekulu novada. Klasteris
VI ietver divus genotipus, kas identificéti ka Enterobacter sp. — ESPO1 un ESP02. Katrs no
Siem genotipiem atbilst vienam baktériju celmam. Abi Sie celmi izdaliti no sojas 2019. gada
Olaines novada. Klasteris V11 ietver atsauces celmu Enterobacter ludwigii (JTLO01000001)
un vienu genotipu — ESP04, kas izdalits no sojas 2019. gada Durbes novada.

Vel nesen tikai guminbakterijas, kas identificetas, ka a-proteobakteriju klasei piederosas,
tika uzskatitas par simbiotiskajam bakterijam, kas veido guminus uz taurinziezu sakném un
saista slapekli. Ari Saja petijuma 65% no visiem identific€tajiem bakteriju celmiem pieder a-
proteobakteriju klasei. Tomér kopgja baktériju daudzveidiba ir lielaka, neka sakotngji gaidits —
identificétie bakteriju celmi pieder pie a-, -, un y-proteobacteria, ka ari Bacilli klasém (3.2.
tabula). Aizvien vairak p&tijumos, kuros nosaka guminbaktériju daudzveidibu, novéro lidzigu
daudzveidibu, kada identific€ta Saja petijuma. Biezi Sados gadijumos bakterijas iedala
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3.4. att. Beta-proteobaktériju pilna 16S rRNS géna filogenétiskais koks
Filogenétiskais koks veidots izmantojot Neighbour Joining filogenétiskas dendrogrammas konstrukcijas metodi. Butstrapa (bootstrap) metodes analizes vértibas, kas 70,
noraditas mezglos, uzrada filogenétiska koka zarojuma ticamibu. Atsauces paraugu genotipu GenBank pieskirtie kodi noraditi iekavas. Iekavas kursiva noradits genotipa
identisko celmu skaits. Méroga skala norada nukleotidu substitiiciju skaitu pozicija.
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3.5. att. Gamma-proteobaktériju pilna 16S rRNS géna filogenétiskais koks
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Filogenétiskais koks veidots izmantojot Neighbour Joining filogenétiskas dendrogrammas konstrukcijas metodi. Butstrapa (bootstrap) metodes analizes veértibas, kas >70,
noraditas mezglos, uzrada filogenétiska koka zarojuma ticamibu. Atsauces paraugu genotipu GenBank pieskirtie kodi noraditi iekavas. Iekavas kursiva noradits genotipa

identisko celmu skaits. Méroga skala norada nukleotidu substitiiciju skaitu pozicija.

71



guminbaktérijas un endofitiskajas bakterijas, kas netiek pieskaititas pie guminbaktérijam
(“non-rhizobia endophytes™) (Rahal, Chekireb, 2021). Tas savukart liecina par to, ka baktériju
un taurinziezu simbiotiskas attiecibas ir plaSaks fenomens, ka uzskatits ieprieks (Moulin et al.,
2001). Guminbaktériju grupas papildinasana ar B-proteobaktériju klases celmiem ir salidzinosi
jauns atklajums (kop$ 2000. gadu sakuma), salidzinajuma ar vairak neka simts gadus ilgiem
guminbaktériju pétijumiem. Sie atklajumi apgaza ilgi pastavoSo parliecibu, ka tikai a-
proteobakteriju klases guminbakterijas sp€j veidot guminus uz taurinziezu sakném (Chen et al.,
2003). Turklat lidz 2000. gadam Burkholderia gints baktérijas (B-proteobaktériju klase)
uzskatija par patogénam ne tikai par augiem, bet ari dzivniekiem un cilvékiem. Tapéc
atklajums, ka §is gints bakt€rijas ir potencialas guminbaktérijas, bija parsteidzoss (Bontemps
et al., 2010; Chen et al., 2003; Moulin et al., 2001), izvirzot nakamo jautagjumu — Vai
simbiotiskas attiecibas starp taurinzieziem un f-proteobaktérijam ir arkartigi reta, vai ar1 lidz
$im neievérota salidzino§i bieza paradiba (Chen et al., 2003). Sie atklajumi izmainija zinatnieku
skatljumu uz taurinziezu-guminbakteriju simbiotiskajam attiecibam, paplasinot izpratni par
$STm augu augSanu uzlabojoSajam baktériju sugam, un veicot aizvien jaunus pétijumus, lai
uzlabotu slapekla saistiSanas efektivitati un uzlabotu taurinziezu augSanu (Angus, Hirsch,
2010). Tomeér fakts, ka salidzino$i nesena parskata publikacija (Chen et al., 2020) par
guminbakteriju klasifikaciju, bakterijas no B-proteobaktériju klases tika minétas ka potencialas
slapekli-saistoSas baktérijas, atsaucoties uz 2010. gada pétjjumu (Shiraishi, Matsushita,
Hougetsu, 2010), norada uz p&tijumu trakumu par o t€mu.

Zinams, ka sp€ja parveidot atmosferas slapekli (N2) amonjaka (NHz), ka ar1 veidot
simbiotiskas attiecibas ar taurinzieziem, piemit ne tikai guminbakterijam, bet ar citam
endofitiskajam bakterijam, pieméram, Azotobacter, Bacillus, Enterobacter, Pseudomonas,
Serratia, Burkholderia un Azospirillum (Mora et al., 2014; Naveed et al., 2015; Perez-Montano
et al., 2014; Zahran, 1999). Baktérijas, kas pieder Pantoea (taja skaita P. agglomerans,
identificéts ari Saja pétijuma), Enterobacter, Paenibacillus un Pseudomonas gintim, ieprieks ir
izdalitas no taurinziezu guminiem (Lorenzi et al., 2022; Martinez-Hidalgo, 2017). P&tijjuma
novérots, ka Serratia sp. kopa ar guminbaktérijam uzlabo spg&jas veidot guminus uz taurinziezu
sakném, uzradot lielaku guminu skaitu, ka arT palielinatu guminu izméru, uzlabojot taurinziezu
biomasu un saknu sistému (Naveed et al., 2015). IepriekSminétas baktériju gintis identificétas
ari starp $1 pétijuma kolekcijas baktériju celmiem — Paenibacillus polymyxa, Paenibacillus
peoriae, Enterobacter ludwigii, Enterobacter asburiae, Pseudomonas frederiksbergensis,
Serratia plymuthica un Azospirillum sp. (3.2. tabula).

Daudzas no $tm bakt€rijam pétijumos uzradijusas augu augsSanu un attistibu uzlabojosas
ipasibas, $kidinot augsné esosa fosfora rezerves, parvérSot fosfora savienojumus augam
uznemama forma. Baktérijas no Rhizobium, Bradyrhizobium, Burkholderia, Serratia, Rahnella
(ieskaitot R. aquatillis), Bacillus, Paenibacillus, Pantoea, Enterobacter gintim un ipasi
Pseudomonas spp. ir iepriek§ uzradijusas augsné esoSo fosfora savienojumu S$kidinosas
ipasibas (Kim, Jordan, Krishnan, 1997; Saidi et al., 2013; Shoebitz et al., 2009; Timofeeva,
Sedykh, 2022; Zineb et al., 2019). Baktériju celmi no §im gintim, kas uzrada fosfora
savienojumu skidinosas ipasibas, identific€tas arT Saja p&tijuma (3.2. tabula). Novérots, ka
papildinot guminbaktériju ar kadu no Pseudomonas gints celmiem (P. striata, P. fluorescens,
P. putida, P. trivialis, P. maltophilia, P. jessenii), tick uzlabota guminu veidosanas efektivitate,
palielinot saknu/virszemes dalas augSanu un razu, ka ar1 uzlabojot nitrogenazes aktivitati un
slapekla saisti3anas efektivitati (Naveed et al., 2015). Saja pétijuma lielaka dala baktériju celmi,
kas identificéti ka Pseudomonas sp., identificéti gints limeni, iznemot P. frederiksbergensis,
kas izdalits no Melilotus officinalis (3.1., 3.2. tabulas).

Enterobacter ludwigii (y-proteobaktérijas) baktériju suga, kas $aja pétijuma izdalita no
sojas (3.2. tabula), ieprieks uzradijusi spgjas Skidinat kalcija trifosfatu, uzlabojot Lolium
perenne virszemes dalas masu un augu augstumu, ka ari palielinot saknu sistemu par 50%
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(Shoebitz et al.,, 2009). Inokulacijas preparats, kura guminbaktérijas papildinatas ar
Enterobacter sp., uzlabo guminu veidosanos, ka ari palielina razu (Naveed et al., 2015). Turklat
in vitro izméginajumos E. ludwigii celms uzradijis sp&ju inhibét Fusarium solani, kas var
ierosinat digstu un saknu puvi, mic€lija augSanu arT bez tieSa kontakta, noradot uz to, ka
inhib&joso efektu nodroSina bakteriju celma vielmainas produkti, noradot uz $§1 celma
potencialu izmanto$anu ne tikai augu augSanu uzlabosana, bet arT augu aizsardziba (Shoebitz
et al., 2009).

Guminbakt€riju grupas papildinasana ar y-proteobakteriju, un daudzos gadijumos art 8-
proteobaktériju celmiem, vél joprojam nav viennozimiga. Baktériju celmi, kas identificéti ka
y-proteobaktérijas, ir iepriek$ izdaliti no taurinziezu guminiem (Benhizia et al., 2004).
Pétijuma, kura parbaudija gan - gan y-proteobaktériju sp&ja veidot guminus uz baltas robinijas
(Robina pseudoacacia) sakném, no guminiem izdaliti Burkholderia sp. (B-proteobaktgrijas),
Pseudomonas sp. (y-proteobaktérijas), ka ari Paenibacillus sp. (Bacilli) celmi. Novérots, ka
Paenibacillus sp. celms, kas izdalits no virsmas steriliz€tiem guminiem, nespgj veidot
guminus, noradot uz to, ka §is ir endofitisks celms, kas atradies citu guminbakteriju izveidotaja
gumina (Shiraishi, Matsushita, Hougetsu, 2010). Ari S$aja péetjjuma izdalitie septini
Paenibacillus sp. celmi varétu biit endofitiskie celmi, izdaliti no guminiem, kurus izveidojusi
bakteriju celmi no a-, B-, vai iesp&jams y-proteobaktériju klaseém. Visi celmi, kas identificeti
ka Paenibacillus sp. bija LBTU vésturiskas guminbaktériju kolekcijas celmi. Lai gan $o celmu
taksonomiska piederiba, izmantojot molekularas biologijas metodes, lidz §im bridim nebija
veikta, visu $o kolekcijas celmu slapekla saistiS8anas spé&jas ir iepriek$ parbauditas, novertgjot
to ietekmi uz razas kvalitati un kvantitati. Turklat pat, ja Sie Paenibacillus sp. celmi nespgj pasi
veidot guminus uz taurinziezu sakném, ir pamats uzskatit, ka Siem celmiem piemit augu
augSanu uzlabojoSas 1paSibas, balstoties uz citu zinatnieku pé€tijumu rezultatiem, kuros
pieradita §Ts gints labvéliga ietekme uz augu augSanu (Goel, Sindhu, Dadarwal, 2002; Vessey,
2003; Timmusk, Grantcharova, Wagner, 2005), taja skaita sp€ja saistit atmosferas slapekli
(Perez-Montano et al., 2014). Tapéc nakotné javeic izmé&ginajumi, kuros noveértétu
Paenibacillus sp. ietekmi uz taurinziezu aug$anu mijiedarbiba ar guminbakterijam. Pretstata
Paenibacillus sp., iepriekSminétaja Shiraishi et al. (2010) pétijjuma Burkholderia sp. un
Pseudomonas sp. spgja veidot guminus uz R. pseudoacacia sakném. DNS sekvenc&Sanas
rezultata atklats, ka Burkholderia sp. un Pseudomonas sp. celmu genomi satur simbiotiskos
geénus, kas nepiecieSami, lai izveidotu guminus un saistitu atmosferas slapekli — nodA, nodC,
nifH un nifHD. Turklat novérota So génu genétiska lidziba ar a-proteobaktériju celmu
simbiotiskajiem géniem (Chen et al., 2003; Minamisawa et al., 2002; Moulin et al., 2001;
Shiraishi, Matsushita, Hougetsu, 2010). Parsteidzoss ir fakts, ka genétiskais attalums starp o-
un B-proteobaktériju celmu nodulacijas géniem ir mazaks neka genétiskais attalums starp So
pasu baktériju celmu 16S rRNS geéniem. Papildus nodulacijas géniem, kas nepiecieSami
guminu veidoSanas procesam, B-proteobaktérijas satur ari slapekla saistiSanas (nif) génus.
Novérots, ka $ie géni ir genétiski 1idzigi a-proteobaktériju nif géniem, noradot uz horizontalo
génu parnesi starp $Tm baktériju klasem. Filogenétiskas analizes, kuras uzrada J-
proteobaktériju dendrogrammas dzilu sazarojumu, norada drizak uz ilgu un neatkarigu o génu
evoliicijas attistibu, neka nesenu génu parnesi no a-proteobakteriju klases. Tiek 1€sts, ka §1 génu
parnese notikusi apméram pirms 70 miljoniem gadu (Bontemps et al., 2010; Chen et al., 2003;
Moulin et al., 2001).

Pateicoties bakteriju daudzveidibai (a-, f-, y-proteobacteria, Bacilli), guminus var
uzskatit par unikalu ekologisko niSu, kas dod “majvietu” plaSam spektram saderigu
mikroorganismu (De Meyer et al., 2015; Saidi et al., 2013). Tas norada uz to, ka taurinziezu
inokulacija biitu jaizmanto ne tikai a-proteobakterijas, bet butu jaieklauj ar1 baktériju celmi no
dazadam, savstarpgji saderigam, baktériju klasem (Kawaka et al., 2018). Tomér vél joprojam
trikst zinatniskas vienpratibas S$aja sakara. Dala zinatnieku baktérijas, kas nav a-
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proteobaktériju klases guminbakterijas, uzskata par kontaminaciju (Koskey et al., 2018; Simon
et al.,, 2014). Tapec nepiecieSama turpmaka izpé&te, lai parbauditu $ada veida preparatu
efektivitati. Turpmakajos pétijumos biitu javeic taurinziezu inokulacija ar identifictajiem
bakteriju celmiem, lai noteiktu, vai Sie celmi pasi spgj veidot guminus, vai ari tie bijusi
endofitiski celmi guminos, kurus izveidojusas kadas citas guminbaktérijas. Guminu veidoSanas
potencialu talakos p&tijumos varétu noteikt art veicot nod un nif génu amplifikaciju, un veikt
So génu sekvencu salidzinasana ar a-proteobaktériju celmu nod un nif géniem, lai parbauditu
horizontalo génu parnesi rizosfera starp So klasu celmiem.

3.2.3. Izmainas guminbakteriju daudzveidiba laika gaita

Saja pétijuma baktériju celmi, kas izdaliti no dazadu taurinziezu guminiem, pieder pie
¢etram klasém — a-, - un y-proteobacteria, ka art Bacilli. Ta ka bakteriju celmi, kurus ieklava
S$aja petijuma, bija gan no jauna izdaliti celmi, gan vesturiskas guminbakteriju kolekcijas celmi,
tika parbaudits, vai starp Siem celmiem, kas izdaliti laika posma no 1962. lidz 2019. gadam,
varétu novérot daudzveidibas atskiribas. Uz §adam iesp&jamam izmainam, kas var veidoties
laika gaita — klimata parmainu, ka ar1 dazadu lauksaimnieciba pielietoto metozu izmainu
rezultata, norada dazadi literatiiras avoti (Pongslip, 2012; Sessitsch et al., 2002). Rezultati, kas
iegiiti a-proteobaktériju klases gadijuma, neuzrada parliecinoSus pieradijumus $adam
daudzveidibas atSkiribam starp ve@sturiskajiem un jaunizdalitajiem bakteriju celmiem.
Noverots, ka liclaka dala a-proteobaktériju filogené&tiska koka klasteri satur gan vésturiskas
kolekcijas celmus, gan jaunizdalitos celmus (3.3. att.). Pieméram, a-proteobaktériju klasteris
IT ietver visvairak vésturiskas kolekcijas celmu, tomér §1 klastera genotipi apvieno gan
vesturiskas kolekcijas, gan jaunizdalitos celmus. Tomer, skatoties genotipu Iimeni, ir atseviski
genotipi, kas atbilst tikai vesturiskas kolekcijas celmiem, piem&ram, RhSP09 un ASPOI.

Visi septini Paenibacillus sp. celmi ir vésturiskas guminbaktériju kolekcijas celmi.
Savukart neviens no vésturiskas kolekcijas celmiem netika identificéts ka p- vai y-
proteobaktériju klasei piedeross. So proteobaktériju klasu celmu neesamiba v&sturiskaja
kolekcija varetu but saistita ar bakteriju fenotipiskajam ipasibam, nemot veéra, ka Saja laika
perioda baktériju celmus identificgja tikai péc to fenotipa, un kolekcija ir tikai tie celmi, kas
izturéjusi vegetacijas trauku un/vai lauka izméginajumus, pieradot tajos savu efektivitati
guminu veidoSana un slapekla saistiSana. Ar1 izmantotajam barotném, bakteriju kultivésanai,
varétu bitu selektiva ietekme. Vesturiskas kolekcijas bakterijas sakotn€ji izdalitas un
uzglabatas, izmantojot balto pupinu un peleéko zirnu barotnes, nevis YMA barotnes, kuras
izmantoja $aja pétijuma. Sie varétu bit iesp&jamie iemesli tam, ka bakteriju celmi, kas izdaliti
Latvija laika posma no 2016. 11dz 2019. gadam, uzrada lielaku daudzveidibu visas tris — a-, -
un y-proteobakteriju klases.

3.2.4. Saimniekaugi un identificéto bakteriju specifiskums

Lai noteiktu saimniekaugu un identificto bakteriju specifiskumu, izvertéta no konkréta
saimniekauga guminiem izdalito baktériju daudzveidiba (3.3. tabula; 3.6. att.; 3.7. att.). No
lauka pupam (Vicia faba) izdalito bakteriju celmu skaits, kas identificéts ar molekularas
genétikas metodém: 35 (3.3. tabula), no kuriem 20 celmus identificgja ka Rhizobium sp. gintij
piederosi. No Siem celmiem 10 pieder pie genotipa RhLO1 (Rhizobium leguminosarum; 3.2.
tabula) — visi $ie celmi ir no jauna izdalitie (2016. — 2019.) kolekcijas guminbaktériju celmi.
Viens no celmiem (RV00701), kas identificéts ka Rhizobium leguminosarum, ar tik pat lielu
ticamibu identificéts ka Bradyrhizobium sp. gintij piedero$s. Divas no filogenétiskajam grupam
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(RhSP06 un RhSP07) ietver tikai vésturiskos guminbakteriju celmus, izdalitus 1972. un 1973.
gada. Visi vésturiskas kolekcijas celmi “407” (RV40703, RV40704 un RV40705) uzrada
identiskas 16S rRNS geéna sekvences. Savukart, filogenétiska grupa RhSPO5 apvieno
guminbakteriju celmus, kas izdaliti laika posma no 1973. — 2016. gadam. No V. faba izdalitie
celmi identificéti ar ka Rahnella aquatilis (2 celmi), Serratia plymuthica (2 celmi), Pantoea
agglomerans (1 celms), Achromobacter sp. (1 celms), Paenibacillus sp. (2 celmi),
Paraburkholderia sp. (2 celmi) un Burkholderia sp. (3 celmi). Visi baktériju celmi, kas
identificéti ka Burkholderia sp., izdaliti no viena izméginajuma lauka. Visi baktériju celmi, kas
nepieder pie a-proteobaktériju klases gintim, ir baktériju celmi, kas izdaliti laika posma no
2016. — 2019. gadam. Iznémums ir viens celms (RV06902), kas izdalits 1970. gada un ticis
identificéts ka Paenibacillus polymyxa.

No sojas (Glycine max) izdalito bakteriju celmu skaits, kas identificéti ar molekularas
genctikas metodém: 26 (3.3. tabula). Devini no Siem identificétajiem celmiem pieder o-
proteobaktériju klasei. 2014. gada no sojas izdalitie guminbaktériju celmi [S-2] un [S-3]
identificéti ka Rhizobium sp. No [S-2] celma izdalitie izolati uzradija genétiski atSkirigas 16S
rRNS géna sekvences — RS00201 un RS00202 pieder pie RhSP05 filogenétiskas grupas,
savukart RS00203 un RS00204 — pie RhSP07 grupas. Viens no sojas guminbaktériju celmiem
identificéts ka Rhizobium gallicum, divi ka Mesorhizobium sp. (ar genétiski atskirigiem 16S
rRNS géniem), un tikai viens celms identificéts ka Bradyrhizobium japonicum. Sis celms
(RSBASF/S) izdalits no sojas sakném lauka izmé&ginajuma Durbes novada. Saja izméginajuma
sojas séklas pirms séanas apstradatas ar BASF firmas HiStick® Soybean guminbaktériju
preparatu. Septini no sojas saknu guminiem izdalitie celmi pieder pie B-proteobakteriju klases.
Divi no Siem celmiem identificéti ka Burkholderia sp. (abi genétiski atskirigi viens no otra),
savukart atlikusie Cetri celmi — Paraburkholderia terricola. Vienu no celmiem, kas identific&ts

3.3. tabula
Bakteriju daudzveidiba biezak sastopamo saimniekaugu guminos
Identificatas bakteriju _ Ider.ltiﬁcéto balftériju celmu. sk?its .
gintis Vicia Glycine Pl_sum Trifolium | Medicago
faba max sativum Spp. spp.
Rhizobiu 5
Bradyrhizobium sp. 1 1 0 0 0
Mesorhizobium sp. 0 2 0 0 0
Azospirillum sp. 0 0 0 0 1
Paraburkholderia sp. 2 5 0 0 1
Burkholderia sp. 3 2 0 0 0
Achromobacter sp. 1 0 0 0 0
Rahnella sp. 2 0 2 0 1
Serratia sp. 2 0 0 1 0
Pantoea sp. 1 1 0 0 0
Pseudomonas sp. 1 2 0 3 1
Enterobacter sp. 0 7 0 0 0
Paenibacillus sp. 2 0 1 0 1
35 26 18 17 12
0 | 15 | 610 FECRIETELIE

Krasas spilgtums norada uz konkrétas bakteriju gints sastopamibas biezumu

ka Burkholderia sp. (RS2081), izdalits 2018. gada Priekulos, izmantoja sojas s€klu apstradei
vegetacijas trauku izméginajuma 2019. gada Jelgava. Sis 2019. gada izdalitais celms
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(RS2081/19) identificéts ka Paraburkholderia terricola. Savukart celms RS2041, izdalits
2018. gada Priekulos, identificéts ka P. terricola, izmantots sojas séklu apstradei 2019. gada
vegetacijas izm&ginajuma. Ari $is celms (RS2041/19) identificéts ka P. terricola. Turklat abu
o celmu 16S rRNS géni ir genétiski identiski. Atlikusie 10 sojas guminbakt€riju celmi pieder
pie y-proteobaktériju klases. Divi celmi identificéti ka Pseudomonas sp. (genétiski atskirigi),
viens ka Pantoea agglomerans, un septini celmi — Enterobacter sp. Visi identificétie
Enterobacter sp. celmi izdaliti 2019. gada un ir genétiski atskirigi.

No zirpiem (Pisum sativum) izdalito baktériju celmu skaits, kas identificéti ar
molekularas genétikas metodem — 18 celmi (3.3. tabula), no kuriem 15 pieder pie Rhizobium
sp., 2 identificéti ka Rahnella aquatilis un viens celms Paenibacillus peoriae. Visi vésturiskas
kolekcijas celmi [23] (RP023Y, RP02301 un RP023Z) identificéti ka genétiski identiski.
Celmi, kas inventarizacijas procesa no orginala celma [Zi-3] sadaliti vairakos celmos,
identificéti ka Rhizobium sp. Tomér, lai gan dala no celmiem uzrada genétiski identiskas 16S
rRNS géna sekvences (RP00301, RP00303 un RP00304), viens no celmiem (RP00302) ir
genétiski atSkirigs no pargjiem. Ka Paenibacillus peoriae identificgja kolekcijas celmu, kas
izdalits 1964. gada.

No abolina (Trifolium sp.) izdalito bakteriju celmu skaits, kas identific&ti ar molekularas
genétikas metodeém: 17, no kuriem 13 celmi identificéti ka Rhizobium gintij piederosi.
Salidzinosi daudzi no Siem celmiem uzrada identiskas 16S rRNS géna sekvences. Piem&ram,
RT32603 (vienigais abolina celms no vésturiskas guminbakteriju kolekcijas, izdalits 2006.
gada), RTO1101 un RT02001 — visi celmi pieder genotipam RhSPO7. Genotipam RhLO1
(Rhizobium leguminosarum) pieder celmi RT00901, RT00501, RT2010 un RT2020 — p&dgjie
divi izdaliti no viena un ta pasa izm&ginajuma lauka (Skriveru novads). Divi celmi ar
identiskam 16S rRNS sekvencém identificéti ka Rhizobium gallicum (RT00801 un RT2050).

— Rhizobium sp.

Neorhizobium galegae Vicia, _—

Pisum

—

Ensifer adherens Phaseolus,

) _ = R. leguminosarum
(Sinorhizobium sp.) Vigna, v

Bradyrhizobium sp. Trifolium
e
B. japonicum Medicago, /'
Melilotus \

Mesorhizobium sp.

R. gallicum
Lupinus

3.6. att. Saimniekaugi un to atbilstoSie a-proteobacteria baktériju celmi
Attéla vida ieramétas dazadu taurinziezu gintis, kuras parstav pétijuma ieklautos saimniekaugus. Ar bultam
noraditas no saimniekaugiem izdalitas bakteriju sugas.
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= .
3 Achrombacter sp. Vicia
g Paraburkholderia caledonica Va Rahnella aquatilis
2 Burkholderia sp. Lupinus “—> Serratia plymuthica I
s . . upinus 4 <
A Paraburkholderia terricola \ S
) S
= Phaseolus, ~—— Pantoea agglomerans — %
Vigna, 3
. Pseudomonas sp. 2
Glycine =
ES Paenibacillus peoriae Trifolium, Enterobacter sp.
é Paenibacillus polymyxa M ed-t cago
Melilotus

3.7. att. Saimniekaugi un to atbilstoSie #-, y-proteobacteria un Bacilli baktériju celmi
Attela vida ieramétas ir dazadu taurinziezu gintis, kuras parstav pétijuma ieklautos saimniekaugus. Ar bultam
noraditas no saimniekaugiem izdalitas bakteriju sugas.

Tris celmi identificéti ka Pseudomonas sp. (visi genétiski atskirigi). Savukart viens celms — ka
Serratia plymuthica.

No lucernas (Medicago sp.) izdalito baktériju celmu skaits, kas identificéti ar
molekularas genétikas metodém: 12, no kuriem 7 celmi identificéti ka Rhizobium sp.
Lielakoties $ie ir jaunizdaliti celmi, un tikai viens 1962. gada no lucernas izdalits celms
identificéts ka Rhizobium gintij piedeross. Visi Rhizobium sp. celmi ir genétiski atskirigi,
iznemot RM00901 un RMO01101, kuru 16S rRNS génu sekvences ir identiskas. Atlikusie celmi
tika identificéti ka — Azospirillum sp., Paraburkholderia sp., Pseudomonas sp., Rahnella sp.,
Paenibacillus sp. — pa vienam celmam no katras gints.

No vanagu vika (Vicia cracca) izdalito baktériju celmu skaits, kas identificéti ar
molekularas genétikas metodém: 5, no kuriem 4 celmi identificéti ka Rhizobium
leguminosarum, savukart viens celms — Pseudomonas sp. gintij piedeross. No sgjas vika (Vicia
sativa) un plavas dedestinas (Lathyrus pratensis) izdalito baktériju celmu skaits, kas
identificéts ar molekularas gengtikas metodém — 4 (2 no katra) — visi identificéti ka Rhizobium
leguminosarum. No austrumu galegas (Galega orientalis) izdalito baktériju celmu skaits, kas
identificéti ar molekularas genétikas metodém: 5, no kuriem 2 identificéti ka Rhizobium sp —
RGO00101 (izdalits 1982. gada) un RG00201 (izdalits 2008. gada). Abu So celmu izcelsme ir
Saku, Igaunija. Savukart atlikuSie tris celmi identificéti ka Neorhizobium galegae. Visi
Neorhizobium galegae celmi izdaliti 2016. un 2018. gada, divas dazadas teritorijas Latvija
(Rézekne un Skriveri).

No lupinam (Lupinus sp.) izdalito bakteriju celmu skaits, kas identificéti ar molekularas
genétikas metodeém: 9. Viens no Siem celmiem (RL0O1001) identificéts ar vienlidzigu sekvencu
saderibu (99%) gan ka Rhizobium sp. gintij piedeross, gan ka Bradyrhizobium sp. Viens no
celmiem (RL0O0701) identificéts ka Rhizobium gallicum. Savukart pieci celmi identificéti ka
Rhizobium sp. — divi no tiem (RL0O0501 un RL0O0901) uzrada identiskas 16S rRNS géna
sekvences, pargjie tris celmi ir genétiski atskirigi. Viens no lupinam izdalitais bakt&riju celmu
(RLO0801) identificéts ka Serratia plymuthica.

No vanagnadziniem (Lotus sp.) izdalito baktériju celmu skaits, kas identificéti ar
molekularas genétikas metodém: 4, no kuriem 3 identificéti ka Rhizobium gintij piederosi (divi
R. leguminosarum celmi) un viens — Ensifer adhaerens (Sinorhizobium sp.). Tikai viens celms,
kas izdalits no perkonamolina (Anthyllis sp.) identificéts ar molekularas genétikas metodém —
ka Rhizobium sp. gintij piedeross.

No pupinam (Phaseolus vulgaris) izdalito bakteriju celms skaits, kas identificéti ar
molekularas genétikas metodém: 5. Divi no Siem celmiem (RPh00501 un RPh00601) izdaliti
2016. gada un identificéti ka Rhizobium leguminosarum. So celmu 16S rRNS géna sekvences
ir genétiski atskirigas. Tris atlikusSie identific€tie celmi ir vésturiskas guminbakteriju kolekcijas
“116” celmi, izdaliti 1963. gada. Viens no Siem celmiem (RPh11603) identificéts ka Rhizobium
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sp., divi (RPh11601 un RPh11602) — ka Paenibacillus polymyxa (genétiski identiskas 16S
rRNS géna sekvences).

No vignas (Vigna sp.) izdalito baktériju celmu skaits, kas identificéti ar molekularas
genétikas metodém: 2, no kuriem viens izdalits 2018. gada un identificéts ka Rhizobium
leguminosarum, otrs izdalits 2013. gada un identificéts ka Paenibacillus polymyxa.
Vésturiskaja Guminbaktériju kolekcija iepriek$ nebija no amolina (Melilotus sp.) izdalitu
baktériju celmu. Visi ¢etri celmi, kuri identificéti ar molekularas genétikas metodém, izdaliti
2018. gada un identificéti ka — Rhizobium sp., Pantoea sp., Rahnella sp., Pseudomonas sp. —
pa vienam celmam no katras gints. No blaktenes (Ononis arvensis) izdalitais baktériju celms,
kas identificéts ka Rhizobium leguminosarum, pieder pie visplasakas filogenétiskas grupas —
genotipa RhLO1.

Bakteriju celmu un saimniekaugu specifiskums atskiras starp a-proteobaktériju
klasteriem (3.2. tabula; 3.3. att.). ITun IX klasteris (katrs apvieno tris genotipus), kas identificéti
ka Rhizobium sp un Rhizobium leguminosarum, izdaliti no visplasaka saimniekaugu klasta, kas
liecina par So genotipu zemo saimniekaugu specifiskumu. Visaugstako saimniekaugu
specifiskumu uzrada celmi no sekojosajiem a-proteobaktériju filogenétiska koka klasteriem:
IV klasteris (Sinorhizobium sp., saimniekaugs Lotus sp.); VI klasteris (Mesorhizobium sp.,
saimniekaugs Glycine max); V11 klasteris (Neorhizobium galegae, saimniekaugs Galega sp.).
N. galegae guminbaktgrijas ir uzradijusas augstu saimniekauga specifiskumu, un atseviski $is
sugas celmi veido guminus tikai uz galegas sakném (Osterman et al., 2014). Pretgji bakt&riju
celmiem, kas pieder pie a-proteobaktériju klases, p-proteobakteériju klasei piederosie celmi
uzradija lielaku saimniekaugu specifiskumu (3.2. tabula; 3.4. att.). Septini no 14 celmiem, kas
identificéti ka B-proteobaktgrijas, izdaliti no Glycine max, sesi — no Vicia faba un viens no
Medicago sativa saknu guminiem. Turklat soja bija vienigais saimniekaugs baktériju celmiem,
kas pieder B-proteobaktériju filogenétiska koka klasteriem I un II, savukart lauka pupas bija
vienigais saimniekaugs III klastera celmiem. Klasteri VI un V uzradija mazaku saimniekaugu
specifiskumu. Lidzigi ka Latvija, ar1 Venecu€la soja ir salidzino$i jauns kultliraugs.
Izméginajumos Venecuéla secinats, ka Burkholderia ir domingjosa gints bakteriju celmiem,
kas veido guminus uz sojas sakném, uzradot augstu slapekla saistiSanas efektivitati augsné ar
zemu pH (pH 4.5) (Ramireze et al., 2019). Gamma-proteobaktériju filogenétiskas analizes
neuzradija lielu saimniekaugu specifiskumu atseviskiem klasteriem (3.2. tabula; 3.5. att.),
nemot vera, ka Saja proteobaktériju klasé novérota lielaka genotipiska fragmentacija — lielaka
dala §1s klases genotipu ieklava tikai vienu baktériju celmu. Tomér visi bakteriju celmi, kas
identificéti ka Enterobacter sp., izdaliti no Glycine max saknu guminiem. Citi y-proteobaktériju
celmi neuzradija tik lielu saimniekaugu specifiskumu. Kada pétijuma veikta Vigna unguiculata
saknu guminos esoSo bakteriju daudzveidibas identifikacija, veicot 16S rRNS géna
sekvencésanu, kur noveroja lielu baktériju daudzveidibu — a-proteobakterijas (t.sk. Rhizobium,
Bradyrhizobium, Ensifer, Mesorhizobium) un B-proteobaktérijas (t.sk. Burkholderia), ka ari
Enterobacter gints baktérijas (y-proteobaktérijas). Saja pétijuma secinaja, ka lielaka ietekme
uz bakteriju daudzveidibu ir nevis saimniekaugam, bet gan augsnes tipam. Novéroja, ka dala
no identificétajam bakterijam (a- un B-proteobakterijas) sp&ja veidot guminus un saistit
atmosferas slapekli, tikmeér citi bakteriju celmi nespgja pasi veidot guminus uz taurinziezu
sakném. Tomer ar1 celmi, kas nesp&ja pasi izveidot guminus, piedalijas slapekla saistiSana,
uzlabojot augu augsanu (Leite et al., 2017), atbalstot ideju par B- un y-proteobaktériju celmu
ieklauSanu taurinziezu inokulacijas preparata sastava.
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3.3. Identificeto guminbakteriju izplatiba Latvijas augsnées
3.3.1. No taurinzieZiem izdalito bakteriju daudzveidiba Latvijas novados

Guminbaktériju daudzveidiba un efektivitate ir plasi pétita, novérojot biutisku ietekmi
apkartgjas vides apstakliem, pamatojot nepiecieSamibu veikt izm&ginajumus ar vietjiem
baktériju celmiem. Celmi, kas izdaliti no viet§jiem taurinzieziem, ir atbilsto$aki esosajiem
vides apstakliem, ka ari piemé&rotaki izmantoSanai vietéjo selekcionéto taurinziezu Skirnu
inokulacijai (Gillert, Herridge, Sprent, 2016). Nemot véra guminbakteriju daudzveidibas
atSkiribas dazados vides apstaklos, taja skaita augsnu tipos (Kalnins, 1957; Leite et al., 2017;
Slattery, Pearce, Slattery, 2004; éenberga et al., 2017), izvertéts, vai nov€rojamas no
taurinzieziem izdalito baktériju daudzveidibas atSkiribas dazadas teritorijas Latvija.

Kolekcija esosas guminbakterijas lielakoties izdalitas no teritorijam, kur konkrétaja laika
perioda ierikoti izm&ginajumi ar taurinzieziem. Bakt€riju celmi ar vésturisku nozimi, kas
izdaliti laika posma no 1962. gada Iidz 1973. gadam, izdaliti vai nu Jelgavas un Dobeles novada
(piem., Dimzas, P&terlauki un Vecauce), vai Talsu novada (3.1. tabula, 2.2. att.). V&sturiskas
kolekcijas guminbaktériju celmi, kas izdaliti laika posma no 2006. 1idz 2015. gadam, lielakoties
izdaliti Stendes lauka izm&ginajumos (no zirniem, lauka pupam, sojas). Atseviski celmi izdaliti
arT Jelgava, Augsnes un augu zinatnu institiita lauka un vegetacijas trauku izm&ginajumu
ietvaros (no vignas, lucernas un abolina), ka ar7 Skriveru lauka izm&ginajuma no abolina
sakném. Kolekcija atrodas arT guminbaktériju celmi, kas nav izdaliti no Latvijas augsném —
1982. un 2008. gada iegiiti guminbakteriju celmi, izdaliti no galegas sakném (RG00201 un
RGO00101) Igaunija, Saku, ka ari guminbaktériju celms [422a] (péc inventarizacijas —
RM24502, RM24503, RM24505), kas iegtits 1972. gada no “Leningradas kolekcijas”. Vairaki
guminbaktériju celmi izdaliti Lietuva (Senie Traki) 2019. gada sadarbibas pétijuma
(“Experimental agrotechnical study of sandy field site with Scarabeus tillage machine
technology”’; Nr.3.2.2.-9/TPK-69) ietvaros no lauka pupu sakném — RVLTSKR un RVLTG6O0.
Saja izméginajuma taurinziezu inokulacijai izmantoti LBTU Augsnes un augu zinatnu
Guminbakteriju kolekcijas celmi.

Kolekcija papildinata ar jauniem guminbakteriju celmiem vadoties péc dazadu
apsvérumu kopuma — guminbakterijas izdalitas no eso§iem izmeginajumiem ar taurinzieziem
— galvenokart no lauka pupam, zirniem un sojas. Savukart par€jas taurinziezu sugas izvéeletas,
lai paplasinatu kolekcija eso$o guminbaktériju celmu genétisko daudzveidibu, izdalot tos gan
no lauka, vegetacijas trauku izméginajumiem, ka ari citam razos$anas platibam. Nemot véra, ka
visi pieejamie izméginajuma lauki, kur audzg taurinziezus, atrodas Zemgalé, Kurzemé& un
Latgalg, tad guminbaktériju celmi lielakoties izdaliti no $iem Latvijas regioniem (3.8. att.).

Vertgjot identificeto guminbakteriju kolekcijas celmu izplatibu péc to piederibas pie
konkrétas proteobaktériju klases, var novérot, ka a-proteobaktérijas ir iegitas gandriz visas
paraugu ievaksanas vietas (17 no 20), savukart B-proteobaktérijas identific€tas 7 no 20 paraugu
ievaksanas vietam. Sajas atradnes vietds p-proteobaktérijas bijusas proporcionali mazak neka
pargjo bakteriju klasu parstavji. Savukart y-proteobaktérijas identificétas 11 no 20 paraugu
ievakSanas vietam. Janem vera, ka, lai gan 3.8. att. noradits procentuals sadalijums konkretas
bakteriju klases parstavniecibai, ievakto paraugu skaits izdaliSanas vietas ir atSkirigs, tapéc Sie
rezultati javert€ konteksta ar saimniekaugiem, no kuriem §is bakt€rijas ir izdalitas.
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Kartg ar cipariem atzimétas paraugu ievaksanas vietas: 1. Priekuli; 2. Skriveri; 3. Kokneses nov.; 4. Kiikas pag.; 5. Griskanu pag.; 6. Stolerovas pag.; 7. Bauska; 8. Olaines
nov.; 9. Jelgava; 10. Dimzas; 11. Peterlauki; 12. Vecauce; 13. Jirmala; 14. Tumes pag.; 15. Piire; 16. Plavas; 17. Talsi; 18. Stende; 19. Edoles pag.; 20. Jirkalnes pag.; 21.

Medzes pag.; 22. Tadaiku pag. Apli proporcionali noradita identificéto proteobaktériju klase konkrétaja paraugu ievaksanas vieta (zala — a-, balta— 8-, melna — y-
proteobaktérijas; peleka — Bacilli sp.; gaisi peléka krasa — nav paraugu, Kas identificéti ar molekularas genétikas metodem).
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3.3.2. Augsnes agrokimiskie apstakli guminbakteriju izdaliSanas vietas

Apkartgjas vides apstakliem, ka skistoSo salu koncentracija augsn€, pH un mineralvielu
satur, ietekmg ne tikai taurinziezu augSanu un attistibu, bet arT uz guminbakterijas — ietekm&jot
guminu veidoSanos un slapekla saistiSanas efektivitati, [idz ar to §ada veida ar1 izraisot izmainas
taurinziezu augSana (O’Hara, 2001). Mineralvielu ietekmei noverots biitisks ietekmes
mainigums starp guminbaktériju gintim, sugam, ka arT vienas sugas celmiem. Ipasi liela
ietekme noverota guminbaktérijam, kas viedo simbiotiskas attiecibas ar soju un darza pupinam
(Wang et al, 2019a). Turklat ir noverota sancensiba starp guminbaktérijam un to
saimniekaugiem par augsné pieejamajam mineralvielam, 1pasi ja tas augsné ir nepietiekosa
daudzuma, ka pieméram, fosfors un dzelzs (Bonilla, Bolafios, 2009).

Saja pétijuma analiz&ja augsnes paraugus, kas ievakti kopa ar taurinziezu sakném ar
guminiem (2016.-2019. gads). Novértgja augsnes paraugos esoso kalija, kalcija, nitratu (NOs
), fosfora, natrija saturu, pH, ka ari augsnes elektrovaditsp&ju. Fosfora (P20s) saturu augsné
analiz€ja pec Egnera-Rima metodes, Skidinot augsnes paraugus kalcija laktata bufer§kiduma.
Savukart pargjos augsnes agrokimiskos raditdjus noteica twdens izvilkuma, izmantojot
LAQUAtwin augsnes parametru méritajus. Mérijumus visiem $iem augsnes paraugiem veica
vienlaicigi. Datus analiz&ja sagrupgjot tos péc 1) saimnieckaugiem, kas atradusies konkrétaja
augsnes parauga, un 2) identific€tajam bakteriju sugam/gintim, kuras izdalitas no Siem
saimniekaugiem, novért&jot un salidzinot datu izKliedi katra no §im grupam. Janem v&ra, ka,
ievacot jaunus guminbakteriju celmus, mérkis bija papildinat jau esoSo guminbakteriju
kolekciju ar celmiem, kas izdaliti no plasaka spektra saimniekaugiem, ka art parklat plasaku
Latvijas teritoriju, tap&c katra grupa (saimniekaugi un identificétas bakterijas) nesatur vienadu
paraugu skaitu. Neskatoties uz to, var noveértét kop&jas augsnes prasibas gan saimniekaugiem,
no kuriem bakterijas izdalitas, gan pasu bakteriju celmu augsanas vides kvalitati, ka arT — veikt
augsnes parametru salidzinajumu starp pétamajam guminbakteriju gintim.

Ievaktajos augsnes paraugos, analiz&jot péc bakteriju saimniekaugiem, vismazaka datu
izkliede kalija saturam augsnes parauga (3.9. att., 2. pielikums) novérojama Lupinus sp. un
Glycine max (Iidz 40 mg kg™?), ka ari salidzino$i maza izkliede novérojama Lathyrus sp.,
Galega sp., Pisum sativum un Vicia gints saimniekaugiem (Iidz 90 mg kg™?). Vislielako K
daudzuma izkliedi uzrada Trifolium gints saimniekaugu augsnes paraugi — no 10 mg kg Iidz
pat 180 mg kg, Vertgjot rezultatus péc identificétajam baktérijam, vismazako datu izkliedi
uzrada Burkholderia sp. augsnes paraugi (7-23 mg kg?), savukart lielako izkliedi uzrada
Pseudomonas sp. paraugi (6-126 mg kg™). Lielaka dala paraugu identificéti ka Rhizobium
leguminosarum (27 no 57). Vairak ka puse augsnes paraugu (59%), kas atbilst R.
leguminosarum, saturéja 15-48 mg kg K. Kopuma iegiitic augsnes paraugu rezultati uzrada
nepietiekosu (loti zems <50 mg kg vai zems 50-100 mg kg?) kalija saturu augsné (Espinoza,
Slaton, Mozaffari, 2021), izn@mums bija atseviski paraugi ar salidzinosi pietiekosu K saturu
(110 un 183mg kg™), kur baktérijas izdalitas no Medicago sp. un Trifolium sp., savukart
baktérijas identific€tas ka Rhizobium leguminosarum un Pseudomonas sp.

Kalcija saturs augsnes paraugos (3.10. att., 2. pielikums), analiz€jot tos péc
saimniekaugu iedalfjuma, varigja no 61 mg kg? Iidz 2700 mg kg™ Vismazaka rezultatu
izkliede novérojama Lathyrus sp. paraugiem, kuri uzradija Ca saturu 2033 un 2200 mg kg* un
Glycine max paraugi, kuru Ca saturs bija 89 mg kg™ un 663 mg kg*. Veértgjot augsnes paraugu
rezultatus pec identificétajiem bakteriju celmiem, viszemakais Ca saturs (Iddz 1000 mg kg™)
bija visos Burkholderia sp., Serratia plymuthica, Rhizobium gallicum paraugos. Visaugstako
Ca saturu uzradija augsnes paraugs varianta, kur Pseudomonas sp. celms izdalits no Trifolium

sp.
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3.9. att. Kalija saturs augsnes paraugos (mg kg™)

Iekrasotais rezultatu stabins uzrada rezultatu datu izkliedi augsnes paraugiem konkréta saimniekauga (A) un
baktériju gints/sugas (B) ietvaros. Linija (-) stabina norada datu medianas veértibu; krustin$ (x) norada datu
vidgjo raditaju; stabinu nogriezni apzZimé maksimalos un minimalos datus; izteikti neiederigie dati (“outlier”)
tiek atziméti ar atbilstosas krasas apliti.

Pietieko$s Ca saturs augsng® (>1000 mg kg?) ir mazak neka pusei (44.5%) no augsnes
paraugiem. PietiekoSs Ca saturs ir loti butisks normalai guminbaktériju funkcion&Sanai,
ieskaitot nitrogenazes aktivitates nodrosinasana, ipasi stresa apstaklos (Bonilla, Bolafios,
2009). Kritiski zems lauksaimniecibas augsnes Ca saturs ir <400 mg kg™ (Espinoza, Slaton,
Mozaffari, 2021). Sads Ca saturs konstatéts augsnes paraugos, kas ievakti kopa ar dalu no Vicia
sp., Galega sp., Glycine max, Melilotus sp. saimniekaugiem, un dalu no Rhizobium gallicum,
Neorhizobium galegae, Pseudomonas sp., Serratia plymuthica, ka art visiem Burkholderia sp.,
Achromobacter sp., Paraburkholderia caledonica, ka ari Rahnella aquatillis baktériju
celmiem.

Nitratu (NO3z) daudzums augsné norada uz augiem pieejamo slapekli. To noteica
augsnes paraugos aptuveni tris ménesus péc paraugu ievakSanas, izmantojot LAQUAtwin
meritaju, tdens izvilkuma. Literatiira mingts, ka pietiekoss augsnes nitratu daudzums ir 20—40
mg kg, savukart NOg, kas ir zemaks par 10 mg kg, vai parsniedz 50 mg kg ir augu augsanai
neatbilstoSs. Savukart vietas, kuras netiek izmantotas lauksaimniecibas vajadzibam un, kuras
netiek izmantoti slapekla méslojumi, novéro nelielu nitratu daudzumu — 5-10 mg kg™.
(Espinoza, Slaton, Mozaffari, 2021; Nollendorfs, Abolina, 2023). Saja pétijuma ievakto
augsnes paraugu NOs™ daudzums varigja no 1.8-56 mg kg (3.11. att., 2. pielikums). No

19 Augsnu agrokimiskas izpétes un izpétes rezultatu novertésanas kartiba. Zemkopibas ministrija, 04.01.2020.
[Tiessaiste] [skatits 29.05.2023.]. Pieejams: https://www.vaad.gov.lv/lv/media/3010/download?attachment
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3.10. att. Kalcija saturs augsnes paraugos (mg kg+)

Iekrasotais rezultatu stabins uzrada rezultatu datu izkliedi augsnes paraugiem konkréta saimniekauga (A) un
bakteriju gints/sugas (B) ietvaros. Linija (-) stabina norada z datu medianas vertibu; krustin§ (x) norada datu
vidgjo vertibu; stabinu nogriezni apzZimé maksimalos un minimalos konkréta stabina datus; izteikti neiederigie
dati (“outlier”) tiek atziméti ar atbilsto$as krasas apliti.

vienigd augsnes parauga, kas uzradija paaugstinatu NOsz saturu (>50 mg kg?), izdalija
guminbakteriju celmu RV01001 (saimniekaugs Vicia faba).So augsnes paraugu ievaca
Priekulos, biologiska lauka izm&ginajuma. No visiem augsnes paraugiem, 30% augsnes
paraugi uzradija nepietiekosu NOs™ saturu (<10 mg kg™). Dala no $iem paraugiem ievakti no
teritorijam, kuras nebija izmantotas lauksaimniecibas vajadzibam (celmalas vai
lauksaimniecibas platibam pieguloSas, neizmantotas teritorijas). Savukart lielaka dala augsnes
paraugu ar samazinatu NOz  daudzumu ievakti lauksaimniecibas teritorijas, lauka
izm&ginajumos — Priekulos, Jurmala, Grobinas novada, Skriveros, ka ari Senajos Trakos
(Lietuva). Vairak neka puse no bakteriju celmiem, izdalitiem no $ajas augsnés augosajiem
taurinzieziem, identificéti ka a-proteobaktériju klasei piederosi (Rhizobium leguminosarum,
Rhizobium gallicum, Neorhizobium galegae), ka ar izdaliti atseviski - un y-proteobaktériju
klases celmi. Lielaka dala augsnes paraugu satur&ja apmierinosu (49% paraugu; 10-20 mg kg
1) vai pietiekosu (20% paraugu; 20-40 mg kg™?) NOs™ daudzumu. Vértgjot nitratu daudzuma
rezultatus péc saimniekaugiem un identificétajiem bakteriju celmiem, visos variantos var
novérot datu izkliedi. Vislielaka rezultatu izkliede novérojama Galega sp. un no tiem izdalito
Neorhizobium galegae celmu variantos (4.5-31.5 mg kg?), ka arf Vicia sp. un Rhizobium
leguminosarum datu grupas. Lielako dalu Glycine max baktériju celmus izdalija no augsném
ar samazinatu NOz™ daudzumu (<10 mg kg™).
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3.11. att. Nitratu saturs augsnes paraugos (mg kg+)

Iekrasotais rezultatu stabins$ uzrada nitratu (NO3’) satura rezultatu datu izkliedi augsnes paraugiem konkréta
saimniekauga (A) un baktriju gints/sugas (B) ietvaros. Linija (-) stabind norada uz datu medianas vértibu;
krustin$ (x) norada datu vid€jo vertibu; stabinu nogriezni apzZimé maksimalos un minimalos konkréta stabina
datus; izteikti neiederigie dati (“outlier”) tiek atzZiméti ar atbilsto$as krasas apliti.

Vidgjais kopgjais fosfora savienojumu daudzumus augsné, kas atrodams literatiiras
avotos??, ir 200-1500 mg kg™. Japiebilst, ka lielaka dala ir augiem neuznemama forma. Fosfora
savienojumus skidinosie mikroorganismi palielina augsnes neskistosa fosfora biopieejamibu
augiem, Skidinot neorganisko (mineralo) augsnes fosforu un mineraliz€jot neSkistoSo
organisko fosforu, padarot to pieejamu ne tikai pasiem mikroorganismiem, bet ari augiem
(Alori, Glick, Babalola, 2017). Saja pétijuma fosfora (P20s) daudzums augsnes paraugos
varigja sakot no 33 mg kg* Iidz 835 mg kg* (3.12. att., 2. pielikums). Kopuma novéroja lielu
datu izkliedi, rezultatus grup&jot gan pec saimniekaugiem, gan identific€tajam bakterijam.
Augsnes paraugi, kas nemti kopa ar Vicia gints augu, un konkrétak — Vicia faba, sakném,
uzrada gan vismazakos, gan visaugstakos fosfora savienojuma raditajus. Fosfora satura
rezultatus iedalot péc identificétaja baktérijam, vismazako izkliedi var novérot Rhizobium
gallicum un Serratia plymuthica variantiem. Vislielaka datu izkliede novérojama Rhizobium
savienojumus, padarot fosforu augam pieejama forma. Sis varétu biit viens no iemesliem, kapéc
noveérojama tik liela fosfora satura rezultatu izkliede — paraugos, kur baktérijas veikuSas
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veiksmigu fosfora savienojumu skidinasanu, un tas ir bijis pieejams augiem, varétu novérot
mazaku fosfora daudzumu (pieméram, R. gallicum, Sinorhizobium sp., ka ar dala no R.
leguminosarum celmiem), neka paraugos, kuros bakterijas nav spgjigas S$kidinat fosfora
savienojumus — piem&ram, dala no R. leguminosarum celmiem.
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3.12. att. Fosfora saturs augsnes paraugos (mg kg?)

Iekrasotais rezultatu stabins uzrada fosfora (P2Os ) satura rezultatu datu izkliedi augsnes paraugiem konkréta
saimniekauga (A) un baktériju gints/sugas (B) ietvaros. Linija (-) stabina norada uz datu medianas vertibu;
krustin$ (x) norada datu vid€jo vertibu; stabinu nogriezni apzimé maksimalos un minimalos konkréta stabina
datus; izteikti neiederigie dati (“outlier”) tiek atzZiméti ar atbilstosas krasas apliti.

Palielinatas fosfora savienojumu skidinoso baktériju aktivitates rezultata, augsné atrodas
augstaks Itmenis fosfora augiem uznemama forma, kas rezult€jas paaugstinata ta uznemsSana
gan augos, gan pasas baktérijas. Sada gadijuma augi spéj uznemt vairak augsnes fosfora, kas
tika apstiprinats, nosakot paaugstinatu fosfora saturu auga audos (Sundara, Natarajan, Hari,
2002). Rezultata augsnes fosfora savienojumu saturs tiek samazinats pateicoties S$im
bakterijam, kas parvérs neskistosos fosfora savienojumus augiem pieejama forma. Literatiira
ka potencialas fosfora savienojumu skidinatdjas o-proteobaktérijas ir minétas — R.
leguminosarum un Bradyrhizobium japonicum; B-proteobaktérijas — Burkholderia sp.;
savukart y-proteobaktérijas — Serratia, Rahnella, Pantoae sp., ka ari Pseudomonas sp.
(Fernandez et al., 2007; Ibrahim et al., 2020; Kim, Jordan, Krishnan, 1997; Naveed et al., 2015;
de Oliveira, 2004; Rodriguez et al., 2006; Saidi et al., 2013; Shoebitz et al., 2009; Zineb et al.,
2019). Ari 8aja pétijjuma dala celmu, kurus identificgja ka Burkholderia sp. un viens
Paraburkholderia celms, izdaliti no augsném ar zemu (zem 200 mg kg™t) P.Os daudzumu
(3.12. att.). Pseudomonas sp. literattira min&tas ka baktgrijas ar vienu no augstakajiem fosfora
savienojumu $kidinasanas potencialiem (Timofeeva, Sedykh, 2022; Zineb et al., 2019). Saja
pétijuma dala Pseudomonas sp. celmu ir izdaliti no augiem, kas augusi augsné ar salidzinosi
zemu (zem 200 mg kg™) fosfora saturu. Konkrétos bakteriju celmus varétu izmantot bakteriju
preparatos, ar mérki $kidinat augsné esoSos fosfora savienojumus.Analizgjot augsnes fosfora
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satura rezultatus péc paraugu ievaksanas vietam (2. pielikums, 3.2. tabula), var parliecinaties
par atsevisku bakteriju celmu fosfora savienojumu S$kidinasanas potencialu. Piem&ram,
paraugi, kurus ievaca no lauka izméginajuma (Medzes pag., Grobinas nov., 2019. gads, Vicia
faba), uzrada atskiribas P>Os daudzuma starp paraugiem. Tris paraugi, kas izdaliti no Vicia
faba saknu guminiem — RV19/P5, RV19/P4 un RV19/P6, identific&ti attiecigi ka Burkholderia
sp., Paraburkholderia caledonica un Rhizobium leguminosarum, uzrada salidzinosi zemu P20s
(34.50-49.83 mg kg™?) saturu augsnés. Savukart atlikusie &etri identificétie paraugi — RV19/K5
(Burkholderia sp.), RV19/K12 (Achromobacter sp.), RV19.3/5 (Rahnella aquatillis) un
RV19/K10 (Pantoea agglomerans), izdaliti no augsnes paraugiem, kas satur salidzinosi vairak
P20s (192.50-419.00 mg kg™?). Abi identificétie Burkholderia sp. celmi, péc filogenétiskas
analizes, izmantojot 16S rRNS génu, identificéti ka vienam genotipam (BSP04; 3.2. tabula)
piederosi celmi, noradot uz to, ka baktériju celmu fosfora savienojumu skidinasanas kapacitate
var atSkirties viena genotipa ietvaros.

Ir novérots, ka tieSi pH ir visnozimigakais raditajs augsnes mikroorganismu
daudzveidibas noteikSanai, salidzinajuma ar citiem augsnes raditdjiem, pieméram, augsnes
tipu. Visaugstaka mikroorganismu daudzveidiba novérota augsnés ar neitralu pH, savukart
vismazaka — augsnés ar zemu (pH <4.5) vai augstu (pH >8.0) pH Iimeni (Lauber et al., 2009;
Rousk et al., 2010). Optimalais pH, kas ir nepiecieSama ne tikai taurinziezu augsanai, bet ari
taurinziezu-guminbaktériju efektivas simbiozes izveidosanai, ir pH 6.0-7.0 (Graham et al.,
1994; Somasegaran, Hoben, 1994). So apstiprina augsnes pH rezultati (3.13. att., 2. pielikums),
jo lielako dalu guminbaktériju celmu izdalija no augsném ar pH 6.0-7.5, turklat nevienam no
augsnes paraugiem pH nebija <4.5 vai >8.0.

Vislielaka pH izkliede novérojama Galega sp., kur paraugi ievakti no augsnes ar pH 4.8
un 7.8, un Vicia sp. (pH 4.8-8.2). Liela dala bakteriju, kuras izdalija no saimniekaugu sakném
no augsném ar zemu pH (pH <6), netika veiksmigi kultivétas, noradot uz pH ka limit&josu
faktoru optimalai guminbaktériju augs$anai. Arf literatlira noradits, ka zems augsnes pH (>5.5)
negativi ietekme augsnes guminbakteriju populacijas, ka arT guminu veidoSanos uz taurinziezu
sakném, samazinot kalcija, fosfora, ka arT molibdéna pieejamibu (Slattery, Pearce, Slattery,
2004; Yamal et al., 2016; Zahran, 1999). Tomér eksisté baktériju celmi, piem&ram, Rhizobium
un Bradyrhizobium spp., kas ir pielagojusies un sp&j veidot simbiotiskas attiecibas ar
taurinzieziem ari zema pH vides apstaklos (Graham et al., 1994; Zahran, 1999). Ari $aja
pétijuma atseviskus bakteériju celmus (Rhizobium sp., R. leguminosarum un Neorhizobium
galegae) izdalija no augsném ar zemu pH. Baktgériju celms RG00401 (Neorhizobium galegae)
butu talak izmantojams izm&ginajumos ar Galega sp. augsnés ar zemu pH.

Augsnes salumam ir biitiska nozime efektivas taurinzieZu-guminbakteriju simbiozes
izveidoSana. Paaugstinata sals koncentracija augsné var izraisit osmotisko stresu, izraisot
traucétu guminu izveidoSanos uz taurinziezu sakném (Andrés et al., 2012; Zahran, 1999).
Augsnes elektrovaditspéju méra, lai varétu noteikt kop&jo $kistoso salu daudzumu
augsné un lidz ar to, identificétu iesp&jamo sals stresa risku. Visi ievaktie augsnes paraugi
uzrada augiem un guminbakterijam atbilstosu elektrovaditspgju (150-3000 pS cm™), iznemot
vienu paraugu, kas izdalits no Vicia faba un identificéts ka Rhizobium leguminosarum
(RVLT60). So guminbakteriju celmu varétu potenciali talak izmantot izméginajumos augsnés
ar paaugstinatu kopgjo $kistoso salu daudzumu. Analizgjot datu izkliedi, augsnes paraugi, kas
ievakti kopa ar Vicia sp., Galega sp., ka ari Trifolium sp. saknu dalu un guminiem, uzrada
vislielako elektrovaditsp€jas rezultatu izkliedi. Mazaku datu izkliedi uzrada Lotus sp., Lathyrus
sp. un Glycine sp. paraugi, ka ar augsnes paraugi, no kuriem izdaliti Rhizobium gallicum celmi
(3.14. att., 2. pielikums). Literattira minéts, ka ir guminbakteriju celmi — Rhizobium un 1pasi
Sinorhizobium gintij piederosi, kas var but toleranti pret saluma stresu, savukart
Bradyrhizobium un Mesorhizobium gints celmi uzradijusi mazaku izturibu pret sals stresu,
uzradot aizkavétu guminu veidoSanos (Andrés et al., 2012; Dogra et al., 2013; Elsheikh, Wood,
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3.13. att. Augsnes paraugu pH limenis
Iekrasotais rezultatu stabins uzrada datu izkliedi augsnes paraugiem konkréta saimniekauga (A) un baktériju
gints/sugas (B) ietvaros. Linija (-) stabina norada uz datu medianas vértibu; krustin$ (x) norada datu vidgjo
vertibu; stabinu nogriezni apzimé maksimalos un minimalos konkréta stabina datus.”

1995; Rejili et al., 2012). Starp identific€tajiem guminbakteriju celmiem ir novérojama sava
zina lidziga tendence. Vienigais identificétais Bradyrhizobium sp. celma augsnes paraugs un
Rhizobium gallicum paraugi uzrada salidzino$i zemus augsnes elektrovaditsp&jas rezultatus.
Tomeér iepriek$ noveérots, ka lielaka ietekme uz potencialo celma izturibu pret sals stresu ir
nevis piederibai bakt€riju gintij, bet gan ta var atSkirties celmiem vienas gints ietvaros
(Amarger, Macheret, Laguerre, 1997). To ar uzrada iegiito rezultatu izkliede gints vai sugas
ietvaros. Vislielaka datu izkliede noverojama augsnes paraugiem, no kuriem izdaliti
Pseudomonas gints celmi.

Kopuma augsnes analizu rezultati nenorada uz kadu biitisku augsnes apkartejas vides
ietekmi, kas ierobezotu rizosferas baktériju daudzveidibu. Lielakoties novérojama liela datu
izkliede vienas bakt€riju gints vai pat sugas ietvaros. Augsnes reakcija ir vienigais raditajs ar
salidzinosi mazako datu izkliedi. Arf literattira minéts, ka tiesi augsnes pH ir noteicosais faktors
augsnes mikroorganismu daudzveidiba (Andrés et al., 2012; Graham et al., 1994; Lauber et al.,
2009; Rousk et al., 2010; Zahran, 1999). Augsnes paraugu agrokimisko raditaju analizu
rezultati norada uz vairaku bakteriju celmu potencialu augsnes fosfora skidinasana, tomér par
So bakteriju celmu Tpasibu nepiecieSams parliecinaties talakos petijumos.
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3.14. att. Augsnes paraugu elektrovaditspgja (uS cm)
Iekrasotais rezultatu stabins$ uzrada datu izkliedi augsnes paraugiem konkréta saimniekauga (A) un baktériju
gints/sugas (B) ietvaros. Linija (-) stabina norada uz datu medianas vértibu; krustin$ (x) norada datu vidgjo
vertibu; stabinu nogriezni apzimé maksimalos un minimalos konkréta stabina datus; izteikti neiederigie dati
(“outlier”) tiek atziméti ar atbilsto$as krasas apliti; viena mé&rfjuma gadijuma, rezultats apziméts ar “*.”

3.3.3. Augsnes agrokimisko raditaju korelativas sakartbas

Lai noteiktu augsnes agrokimisko raditaju savstarpgjas sakaribas, veica Pirsona
korelacijas analizi. Rezultati (3.4. tabula) uzradija vidgji cieSu sakaribu starp sekojosajiem
raditajiem — augsnes elektrovaditsp&ju un K, NOz", ka ari Ca saturu; K un Ca, ka ar7 augsnes
salumu; NOs™ un Ca, ka arT augsnes salumu. Savukart cieSu korelativo sakaribu vargja novérot
starp augsnes elektrovaditsp&ju un augsnes salumu un starp Ca un augsnes salumu.
Guminbaktériju genotipam nenoveéro korelaciju ar kadu no augsnes agrokimiskajiem
raditajiem. Augsnes agrokimisko raditaju ietekmi sava starpa noteica, veicot galveno
komponentu analizi (PCA analize; 3. pielikums), ka arT raditaju savstarpgjas ietekmes sakaribu
slodzes analizi (3.15. att.). Lenkis starp grafika linijam norada uz sakaribas cieSumu starp
raditajiem — jo mazaks lenkis, jo cieSaka saistiba. Vislielaka ietekme uz galvenajiem
komponentiem (F1 un F2) novérota genotipam, NO3’, augsnes elektrovaditsp&jai, augsnes
salumam, ka arT augsnes Ca saturam. Korelaciju raditaju starpa uzrada kosinusa lenkis starp
raditaju vektoriem (3.15. att.) (Kohler, Luniak, 2005). Viscie$ako saistibu uzrada augsnes P20s
daudzums paraugos un augsnes elektrovaditspgja; augsnes salums un K saturs augsné; K un Ca
saturs augsné. Augsnes agrokimisko raditaju slodzes analizes rezultati neuzrada citu raditaju
bitisku ietekmi uz guminbakteriju genotipu. Tome&r var noveérot augsnes pH Iimena un augsnes
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nitratu (NO3") ietekmi uz baktériju celmu genotipu, salidzinajuma ar parcjiem p&tamajiem
raditajiem.

3.4. tabula
Augsnes paraugu agrokimisko analizu raditaju Pirsona analizes korelacijas matrica
Elektro- Augsnes
Raditaji | Genotips | pH vadit- Na K NOs Ca salums P
sp&ja EC
Genotips 0.201 0.240 | -0.127 | 0.006 | 0.270 | -0.027 | -0.003 | -0.446
pH 0.201 -0.202 | 0.100 | -0.190 | -0.096 | -0.244 | -0.188 | -0.016
Elektro-
vaditspgj 0.240 | -0.202 0.063 | 0.414 | 0.525 | 0.579 0.116
a
Na -0.127 | 0.100 0.063 -0.043 | -0.058 | 0.053 | 0.123 | -0.153
K 0.006 |-0.190 | 0.414 | -0.043 0.268 | 0.601 | 0.563 | 0.177
NOs 0.270 | -0.096 | 0.525 | -0.058 | 0.268 0.301 | 0.422 | 0.211
Ca -0.027 | -0.244 | 0.579 0.053 | 0.601 | 0.301 0.204
Augsnes
salums -0.003 | -0.188 0.123 | 0.563 | 0.422 0.160
EC
P -0.046 | -0.016 | 0.116 |-0.153 | 0.177 | 0.211 | 0.204 | 0.160
vaja sakariba = 0-0.299 Vldéjagggigéé{ggba -~

3.4.  Guminbakteriju un endofitisko bakteriju daudzveidiba, efektivitate un
potencialais pielietojums taurinzieZu inokulacija

3.4.1. IepriekSejo guminbakteériju pétijumu rezultati genétisko analiiu konteksta

Lidz Sim Latvija salidzino$i daudz pétijumos parbaudita dazadu guminbakteriju celmu
efektivitate, veicot plasa spektra taurinziezu s€klu inokulaciju. Guminbakteriju celmu
identifikacija lielakoties veikta, pamatojoties uz saimniekaugu, no kura saknu guminiem celms
izdalits (piem., Rhizobium leguminosarum — zirni, viki un pupas; R. trifolii — abolins, u.t.t.)
(1.2.4. apaksnodala, 1.1. tabula). Tom@r $ads iedalfjums ir novecojis, ka arT nesniedz
pilnvértigu informaciju par konkréta guminbakteriju celma saimniekauga specifiskumu
(Pongslip, 2012). Saja pétijuma izvirzita téze, ka guminbaktériju taksonomiskas piederibas
noteikSana, izmantojot pilna 16S rRNS géna sekvencéSanu, sniegtu precizaku skaidrojumu
ieprieks veikto pétijumu rezultatiem. Pieméram, ja petjjuma s€klu inokulacijai izmantoti divi
atSkirigi bakteriju celmi, bet netiek noverotas efektivitates atSkiribas, tiek secinats, ka
apkartgjas vides apstaklu ietekmé efektivitates atSkiribas nevar novérot. Izmantojot pétijuma
iegiitos 16S rRNS sekvencu datus, var noteikt vai Sie celmi genotipiski ir identiski, vai né.
Diemzgl, 1pasi senakos pétijjumos, izmantoti celmu apzim&umi, kuri laika gaita mainijusies,
bet nav saglabajusies pietiekosi daudz informacija, lai identific€tu Sos celmus péc esosajiem
celmu kodiem. Dala no vésturiskajiem celmiem nav saglabati, Tpasi, ja tie nav uzradijusi augstu
slapekla saistiSanas efektivitati.

Saja pétijuma iegitie rezultati palidz8s interpretét pétijumu rezultatus, kuros
taurinziezu s€klu inokulacijai izmantotas guminbakteriju celmu tirkultiiras (nevis vairaku
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3.15. att. Augsnes agrokimisko analiZzu raditaju slodze (factor loading) uz galvenajiem

komponentiem, un raditaju savstarpéjas sakaribas
Sarkanas linijas norada raditaju ietekmes slodzi uz citu attieciga komponenta raditaju izkliedi. Jo tuvak sarkana
linija atrodas rinka Iinijai, jo lielaka ir attieciga raditaja ietekme uz citu komponentu raditaju izkliedi. Lenkis
starp Iinijam norada uz sakaribas cieSumu starp raditajiem — jo mazaks lenkis, jo ciesaka ir §T saistiba.

celmu asociacija). Pieméram, zinatniskaja darba, kura veikta sojas séklu inokulacija (Petrévics,
2021), salidzinata celmu RS2081 un RS00301 efektivitate. Sajos izméginajumos icklauts ari
BASF firmas HiStick® Soybean guminbaktériju inokulacijas preparats. Izméginajuma
rezultatos nenovéroja butisku ietekmi uz sojas augSanu kadam no izmantotajiem LBTU
kolekcijas celmiem. Nedaudz augstaku efektivitati uzradija BASF inokulacijas preparats
HiStick® Soybean. Veicot celmu taksonomiskas piederibas identifikaciju, tagad zinams, ka
RS00301 celms atbilst Rhizobium gintij, savukart RS2081 celms — Paraburkholderia terricola
(3.2. tabula). Zinams, ka sojas inokulacijai efektivaki celmi ir Mesorhizobium sp., pieméram,
celmi RS2030 un RS2011, un Bradyrhizobium japonicum (Pongslip, 2012) — piemé&ram, celms
RSBASF/S, kur§ ari izdalija no augiem, kuri inokuléti ar BASF HiStick® Soybean
guminbakteriju preparatu.

Salidzinos$i daudz guminbaktériju efektivitates petijumos inokulétas lauka pupas un
soja ar sekojosajiem guminbaktériju celmiem: RP023, RV407, RV408, RV501 un RV505. Sie
guminbakteriju celmi Saja petijjuma identificéti ka attiecigie genotipi: RhL02; RhSP06;
RhSPO7; RhSP05; RhSP0O7 (3.2. tabula). Tatad, péc 16S rRNS géna sekvences, celmi RV408
un RV505 ir identiski, kas vargtu skaidrot pétijumus, kuros $ie celmi neuzrada butiski atskirigu
efektivitati. Tuvradniecisks Siem celmiem ir arT celms RV501, ka ar1 RV408. Salidzinajuma ar
Siem genotipiem, celma RP023 genotips RhL02 ir gengtiski visattalakais (3.3. att.). P&tijumos,
kuros ieklauti RP023 un RV407 celmi, kas genétiski ir butiski atskirigi, skatoties péc pilna 16S
rRNS géna sekvencu salidzinajumu rezultatiem, visbiezak noverotas celmu ietekmes atSkiribas
(Dubova, genberga, Alsina, 2015; Dubova et al., 2015; Dubova, 2020; Senberga et al., 2017).
Savukart atseviskos pétjjumos (pieméram, Dubova et al., 2016), kur veikta dazadu celmu
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efektivitates salidzinaSana, nav noverotas atskiriba starp celmiem RV407 un RV505, kas péc
veiktajam filogenétiskajam analiz€m ir identific@ti ka tuvradnieciski.

3.4.2. TaurinzieZu séklu inokulacijas preparata izveide

Optimala taurinziezu s€klu inokulacijas preparata sastava bitu jabut 1) o-
proteobaktériju guminbakteriju celmam, atbilstosi saimniekaugam; 2) B-proteobaktériju
guminbaktériju celmam; 3) endofitisko baktériju celmam. Alfa-proteobaktériju guminbaktériju
celms seklu inokulacijas preparata sastava ieklauts galvenokart, lai tas izveidotu uz taurinzieza
sakne@m guminus, kuros biitu iesp&ja ieklauties art citam bakterijam, kas netiek klasifictas ka
guminbaktérijas. ArT primaro slapekla saistiSanas funkciju veic o-proteobaktériju celmi,
nodroSinot augu ar nepiecieSamo slapekla daudzumu. PEtijumos ari B-proteobakterijas
uzradijusas sp&ju izveidot guminus uz taurinziezu sakném, ka arT sp&ju uzlabot slapekla
saistiSanas kapacitati, inokulgjot augus kopa ar a-proteobakteriju guminbakteriju celmiem
(Chen et al., 2003; Moulin et al., 2001; Shiraishi, Matsushita, Hougetsu, 2010). Atseviski -
proteobaktériju celmi uzradijusi sp&ju $kidinat rizosfera esosos fosfora savienojumus, padarot
to augam pieejama forma. Savukart preparata papildinasana ar endofitisko bakteriju celmiem
no y-proteobakteriju klases, kas pétijjumos v€l nav uzradijusi parliecinoSu sp&ju izveidot
guminus, nodrosinatu augsné esoSo fosfora savienojumu S$kidinasanu, uzlabotu guminu
veidoSanas procesu, ka rezultata uzlabojot saimniekauga augSanu un attistibu (Naveed et al.,
2015; Shiraishi, Matsushita, Hougetsu, 2010). Nemot véra kolekcija esoSo bakteriju
saimniekaugus, ka ar1 saimniekaugu specifiskumu, izveidota potenciala preparata sastava
shéma, péc kuras vadities, izv€loties bakteriju celmus no LBTU Augsnes un augu zinatnu
institiita Guminbakteriju kolekcijas, audz€jot kadu no Latvija popularajiem lauksaimniecibas
taurinzieziem (lauka pupas, zirni, lucerna, soja, galega, lupina, darza pupinas) (3.5. tabula).
Lielaka dala pétijuma identificétie bakteriju celmi izdaliti no augsném ar simbiozei atbilstoSu
augsnes reakciju — pH 6.0-7.0 (atseviskos pétijjumos pH 6.0-7.5 (skatit 1.2.3. un
3.3.2.apaksnodalas). Tom&r nemot véra to, ka atseviski celmi izdaliti gan no skabakam, gan
sarmainakam augsném, tiek dotas papildus rekomendacijas, kadus guminbakteériju celmus
izmantot, ja zinams, ka augsnes pH ir <6.0 vai >7.5 (3.6. tabula). Veidojot taurinziezu
inokulacijas preparatu, izmantojot dazadus guminbakteriju un citus endofitiskos bakteriju
celmus, tiek palielinata veiksmigas un efektivas simbiozes iesp&€jamiba. Bakteriju celmu izvéle
balstas gan uz saimniekaugu informaciju, no kuriem §ie bakteriju celmi izdaliti, ka arT literatiira
pieejamo informaciju, kas norada, kadas guminbakteriju sugas ir visefektivakas konkrétiem
taurinzieziem (1.5., 3.6. un 3.7.att.).

Papildus a-, B- un y-proteobakterijam, jaapsver guminbaktériju preparata papildinasana
ar kadu no Paenibacillus polymyxa celmiem (genotipi PaSP01-PaSP05), balstoties uz
pétijumiem, kas uzrada §is baktériju sugas sp&ju uzlabot augu augSanu, ieskaitot atmosferas
slapekla saistisanu (Goel, Sindhu, Dadarwal, 2002; Perez-Montan et al., 2014; Timmusk,
Grantcharova, Wagner, 2005; Vessey, 2003).

Dala no a-, B- un y-proteobaktériju klases celmiem ieklauti potenciala taurinzieZzu seklu
inokulacijas preparata sastava, balstoties uz informaciju par So bakteriju sp&ju Skidinat augsnes
fosfora rezerves (Alori, Glick, Babalola, 2017). Baktériju preparatu izmanto$ana augsnes
fosfora savienojumu skidinasanai paslaik ir vienigais iesp&jamais veids, neskaitot kimiskos
fosfora méslojumus, ka uzlabot fosfora pieejamibu augiem (Timofeeva, Sedykh, 2022).
Turklat, ir novérots, ka §Ts bakterijas ne tikai $kidina augsnes fosfora savienojumus, bet ar1
izdala rizosfera fitohormonus, ka ari sintez€ augu augsanai un attistibai noderigus vitaminus
(Ibrahim, Igbal, Tang, 2022). Papildus augsnes fosfora savienojumu skidinasanai, §is bakterijas
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uzlabo gan kimiska fosfora méslojuma pieejamibu augiem, ka ari uzlabo fosfora uznemsanu
no tadiem avotiem ka komposts, digestats un notekiidenu diinas (Raymond et al., 2021).

3.5. tabula

Bakteriju celmi taurinzieZu séklu inokulacijas preparatu izveidoSanai

Saimniekaugs

a-proteobakteriju

a-proteobakteriju

B-proteobakteriju

y-proteobakteriju

RhSP08; RhSP06

genotips (1) genotips (1) genotips genotips
Vicia faba RhLO1 RhSP02; RhSP05 | PbT04; PbCO1 RAO01; SrP01
RhL0O4 RhSP07; RhSP06 | BSP04; BSPO7 SrP03; PNAO2
Galega sp. NhGO01 RhSP05; RhSPO7 | BSPO7 -
RhSP05
Pisum sativum Eﬂtgé RhSPO7 — RAO02
RhSP09
RhLO1
Phaseolus sp. RALO5 RhSP0O7 - —
ESPO1; ESP02
BhJO1 RhGO01 PbTO1 ESP03; ESP04
Glycine max MhSP01 RhSP05 PbTO03 EAO1
MhSP02 RhSPO7 BSP06 PSP04; PSPO7
PnAO1
- RhLO1; RhLO2 RhSP05 PSP04; PSP05
Trifoliumsp. | phGo1 RhSPO7 - PSPO8; SrP05
RhSP04; RhSP05 RAQ?
Medicago sp. | RhLO1 RhSP07; RhSP06 | PbT02 PSPOL
RhSP10
Lupinus sp. RhSP01; RhG01; RhSP05; RhSP07 B SrP0?2

3.6. tabula

Baktériju celmi taurinzieZu séklu inokulacijai augsném ar pH <6.0 un pH >7.5

. Genotipa celmi augsném ar pH Genotipa celmi, augsném ar
Genotips <6.0 oH >7.5
RV00901; RLa00301; RT00501; ,

RhLO1 RT00901 RVLT60; RVLTSKR

RhL02 — RT01901

RhSPO5 RV00501; RV01101; RL0O0901 —

RhG01 RT2050 -

BSP04 RV19/P5 -

NhGO01 — RG2010

NhG02 RG00401 —

Atskiriba no ilgtermina pétitajam guminbaktérijam un to sp€ju saistit atmosferas
slapekli, nodrosinot augus ar nepiecieSamo slapekla daudzumu, mehanisms, ka tiek veikta
augsnes fosfora savienojumu skidinasana un to loma augu augsanas uzlabosana, vél nav plasi
izpétits fenomens (Dai et al., 2020). Ipasi svariga ir ne tikai atsevisku mikroorganismu darbibas
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mehanismu izpete, bet petijumi, kuros apskatiti visas lauksaimniecibas sist€émas ieklauto
mainigo mijiedarbiba. Piem@ram, noverots, ka ilgtermina minerala slapekla mésloSanas
izmantoSana biitiski samazina augsnes pH Iimeni, kas savukart samazina rizosferas
mikroorganismu aug$anu, ka ari izmaina augiem labvéligo baktériju (ieskaitot a-, f- un y-
proteobaktériju) génu ekspresiju, kas regulé sarmaino fosfotazi, kurai savukart ir nozime
fosfora savienojumu skidinasana. Rezultata samazinot mikroorganismu fosfora savienojumu
Skidinasanas kapacitati (Dai et al., 2020; Ibrahim et al., 2022). Planojot taurinziezu séklu
inokulacijas preparata papildinasanu ar fosfora savienojumu skidinosajam baktérijam, janem
vera, ka skidinasanas efektivitate, taja skaita sp&ja Skidinat dazadus fosfora avotus, var
atkirties starp baktériju celmiem. So atskiribu pamata ir rizosféra izdalitie baktériju ginsu
specifiskie organiskie savienojumi, pieméram, laktati, oksalati, citrati un glikonati, kas veic
fosfora savienojumu skidinasanu (Ibrahim et al., 2022; Timofeeva, Sedykh, 2022). Piemé&ram,
Pseudomonas sp. rizosfera izdala pienskabi un abolskabi, bet Enterobacter agglomerans —
skabenskabi un citronskabi (Timofeeva, Sedykh, 2022). Petnieku vidii gan vél nav vienpratibas
par baktériju izmanto$anu rizosféras fosfora savienojumu skidinasana. Lielaka dala p&tijumu,
kur tiek pieradita So baktériju efektiva darbiba, ir veikti kontrol€tos apstaklos, nevis lauka
izméginajumos. Turklat pastav risks, ka fosfora savienojumus skidino$as baktérijas spgj
mobilizet tikai tik lielu fosfora daudzumu, lai nodro$inatu savas vajadzibas, bet nepietiekosi
auga apgadei ar fosforu (Ibrahim et al., 2022; Raymond et al., 2021). Tomér ari lauka
izméginajumos bakterijas, kas pieder ari pie $aja p&tijuma identificétas Pseudomonas gints,
uzradijusas sp&ju uzlabot augu augsanu un razu (Raymond et al., 2021).

Taurinziezu preparats, kas apvienotu ne tikai guminbaktgrijas, kas izveido guminus un
veic atmosferas slapekla saistiSanu, bet arT bakteriju celmus, kas veic rizosféra esosa, bet
augiem nepieejama fosfora rezervju SkidinaSanu, bitu vertigs ieguldijums ilgtsp&jiga
lauksaimnieciba. Pateicoties $adam preparatam, varétu ierobeZot ne tikai parlieku lielo
minerala slapekla méslojuma izmantoSanu, bet arT samazinat nepiecieSamibu péc kimiska
fosfora méslojuma pielietosanas. Rezultata atstajot pozitivu ietekmi uz apkartgjo vidi. ST
pétijuma rezultati sniedz bitisku ieguldijumu $ada preparata izveide, nosakot no guminiem
izdalito celmu taksonomisko piederibu un daudzveidibu.
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SECINAJUMI

Inventarizacijas rezultata iegiiti 46 vesturiskas kolekcijas guminbaktériju celmi, izdaliti
laika posma no 1962.-2015. gadam.

LBTU Augsnes un augu zinatnu institita Guminbaktg€riju kolekcija papildinata ar 143
jauniem bakteriju celmiem, kas izdaliti laika posma no 2016.—2019. gadam. Atjaunota
Guminbaktériju kolekcija satur 189 bakteriju celmus, izdalitus no 14 dazadam
taurinziezu gintim.

P&tijums apstiprinaja, ka 16S rRNS pilna garuma géns ir atbilstoss markieris, lai veiktu
no taurinziezu guminiem izdalito baktériju tirkultiru genétisko identifikaciju un veiktu
filogenetiskas analizes. Ipasi noderigs $is markieris ir pétijumos, kur tiek identificeti
nezinamas rizosfeéras bakterijas, lai noteiktu rizosferas baktériju daudzveidibu. (1. téze)
. Noteikta 146 bakteriju celmu taksonomiska piederiba. Saja pétijuma identificéta plasa
baktériju daudzveidiba kolekcijas ietvaros: a-, - un y-proteobacteria, ka ari Bacillus
klasei piederosi celmi. (2. teze)

. Alfa-proteobaktériju klases ietvaros nenovéroja butiskas bakteriju genotipu
daudzveidibas atSkiribas starp vésturiskas kolekcijas un jaunizdalitajiem celmiem.
Savukart visi identificétie B- un y-proteobaktériju celmi ir no jauna izdaliti celmi,
2016.-2019. g. Kopuma lielaka baktériju daudzveidiba novérojama starp
jaunizdalitajiem bakteriju celmiem, kas izdaliti no taurinziezu guminiem, salidzinajuma
ar vesturiskas kolekcijas celmiem. (3. féze)

Analizgjot identificeto guminbakteriju celmu izplatibu pe&c to piederibas pie
proteobaktériju klases, novéroja, ka baktériju daudzveidibu ietekm& nevis paraugu
ievakSanas geografiska atrasanas vieta, bet gan saimniekaugi, no kuriem tika izol&ti
bakteriju celmi. (4. teze)

Vienigais apkartejas vides faktors, kas butiski ierobezo guminbakteriju daudzveidibu,
ir augsnes pH. Pargjie pétitie augsnes agrokimisko raditaju rezultati (augsnes
elektrovaditsp€ja, augsnes kalija, kalcija, nitratu un fosfatu saturs) uzradija lielu datu
izkliedi gan veért&jot péc saimniekaugiem, gan péc izdalitajam bakterijam. (5. teze)
Veidojot taurinziezu séklu inokulacijas preparatu, javadas péc Saja darba izstradatajam
rekomendacijam, preparata ieklaujot ne tikai saimniekaugam atbilstoSus o-
proteobaktériju klases celmus (guminu veidosanai un slapekla saistiSanai), bet ari - un
y-proteobakteériju celmus — uzlabotai slapekla saistiSanai, ka ar1 augsnes fosfora
savienojumu $kidinasanai. (6. teze)
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1. pielikums

No taurinzieZu sakném izdalito baktériju genétiska identifikacija, izmantojot pilna garuma 16S rRNS géna sekvences.
Identifikacija veikta izmantojot GeneBank datubazi. Genotipu taksonomiska identitate parbaudita izmantojot SILVA datubazi

. _ . Genotips
GumigbakEriju . Taksonomiska piederiba . Filogengtiskas  |(Paraugu grupas
celma kods Taksonomiskais - Taksonomiska piederiba -
N.p.k. . un sekvences Iidziba (%) _ _ analizes paraugu kods
(GenBank iedalijums (klase) sc GeneBank datuba péc SILVA datubazes K filodenatiskaia
piedkirtais kods) pec Genebank datubazes n.p. 1oglinlﬁ{3t_1)s aja
i oka
1 RMO00501
' (0Q236290)
) RVi00601
' (0Q236316)
3 RVi00401
' (0Q236334)
4 RVi00701
' (0Q236327)
5 RVi00101 Rhizobium leguminosarum
’ 0,
(0Q236349) o (100/0). Rhizobium
6 RV00801 -proteobacteria Rhizobium leguminosarum leguminosarum bv 1 RhLO1
' (00236331) | *P bv. trifolii (100%) u » I..“ - -
RV00901 izobium leguminosarum
! Rhizobium | : trifolii
' (0Q236296) bv. viciae (100%)
RV01301
8 | (00236311)
9 RV01501
' (0Q236335)
10 RV2010
' (0Q236345)
1 RVI9KE
' (0Q236307)
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1. pielikuma turpinajums

. _ . Genotips
Gumln,lbaf tgrlju K iskai Taksonomiska piederiba K ki piedert Filogenétiskas (Paraugu
N.p.k. cetma Xods .Ta SONOMISKAIS 1 sekvences lidziba (%) Ta_ sonomis apled_erlba analizes paraugu grupas kods
(GenBank iedalijums (klase) _ _ pec SILVA datubazes .
pieskirtais kods) p&c GeneBank datubazes n.p.k ﬁlogenet_lskaja
’ koka)

12 RV19/P2.

' (0Q236325)
13 RV19/P6

' (0Q236361)
14 RVLTSKR

' (0Q236310)
15 RVLT60

' (0Q236312)
16 RP00701

' (0Q236343) Rhizobium leguminosarum

RP01201 (100%) o

t (0Q236322) a-proteobacteria Rhizobium leguminosarum Iegusn?rllzzzlruur:\]w bv 1 RhLO1
18 RP01001 bv. trifolii (100%) trifolii ' '

' (0Q236324) Rhizobium leguminosarum
19 RP00501 bv. viciae (100%)

' (0Q236365)
20 RP00601

' (0Q236330)
21 RT00901

' (0Q236291)
29 RT00501

' (0Q236372)
23 RT2010

' (0Q236268)
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. _ . Genotips
GumigbakEriju L Taksonomiska piederiba e Filogenétiskas (Paraugu
celma kods Taksonomiskais - Taksonomiska piederiba -
N.p.k. . un sekvences Iidziba (%) _ _ analizes paraugu grupas kods
(GenBank iedalijums (klase) sc GeneBank datuba péc SILVA datubazes K filosenatiskaia
piedkirtais kods) pec Genebank datubazes n.p. 1ogle{:nle(:t_1)s aja
’ (0) ¢}
23 RT2010 Rhizobium
) (0Q236268) leguminosarum bv.
24 RT2020 trifolii
' (0Q236288)
o5 RPh00501
' (0Q236364)
26 RO00101 Rhizobium leguminosarum
' (0Q236314) (100%)
RLa00301 . Rhizobium leguminosarum
27. (00236369) a-proteobacteria bv. trifolii (100%) 1. RhLO1
28 RLa00101 Rhizobium leguminosarum
' (0Q236254) bv. viciae (100%)
29 RVn2010
' (0Q236363)
30 RVg2021
' (0Q236283)
31 RVg2011
' (0Q236280)
- . Rhizobium
32. (ggr;%%g%%)) a-proteobacteria Rhlzoblurr(lllgg&n)wlnosarum leguminosarum bv. 2. RhLO5
viciae
Rhizobium leguminosarum
RVi00301 . (99%) Rhizobium
33 (0Q236250) a-proteobacteria Rhizobium leguminosarum leguminosarum 3 RhLO3
bv. trifolii (99%)
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1. pielikuma turpinajums

. _ . Genotips
GumigbakEriju L Taksonomiska piederiba e Filogenétiskas (Paraugu
N celma kods Taksonomiskais - Taksonomiska piederiba -
p.Kk. . un sekvences Iidziba (%) _ _ analizes paraugu grupas kods
(GenBank iedalijums (klase) _ _ pec SILVA datubazes .
piedkirtais kods) p&c GeneBank datubazes n.p.k filogenétiskaja
§ koka)
. N . Rhizobium
RVi00501 . Rhizobium leguminosarum .
34. (00236313) a-proteobacteria (99%) Ieguml\r)ic():si:;um bv. 4. RhLO6
RP023Y
35. (0Q236284)
36 RP02301 Rhizobium leguminosarum Rhizobium
. - 0
(0Q236309) a-proteobacteria . bVZ viclae (1(.)0 %) leguminosarum bv. 5. RhLO2
37 RP023Z7 Rhizobium leguminosarum viciae
' (0Q236240) bv. trifolii (99%)
RP01101
38. (0Q236286)
39 RT01901 Rhizobium leguminosarum Rhizobium
. 1C1 0,
(0Q236347) a-proteobacteria . bv: viciae (1(.)0 %) leguminosarum bv. 5. RhLO2
40 RT02201 Rhizobium leguminosarum viciae
' (0Q236370) bv. trifolii (99%)
Rhizobium sp. (99%) N
o Rhizobium
RL01001 . Bradyrhizobium sp. (99%) .
41. (00236340) a-proteobacteria Rhizobium leguminosarum Iegumln_os_,arum bv. 6. RhSPO1
(99%) viciae
Rhizobium sp. (100%)
RV00701 i . Bradyrhizobium sp. (99%) Rhizobium
42. (0Q236346 a-proteobacteria Rhizobium leguminosarum leguminosarum 7 RhSPO2
(99%)
43. RT00801 a-proteobacteria | Rhizobium gallicum (99%) Rhizobium gallicum 8. RhGO1
(0Q236336)
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1. pielikuma turpinajums

. _ . Genotips
GumigbakEriju L Taksonomiska piederiba e Filogenétiskas (Paraugu
N celma kods Taksonomiskais o o Taksonomiska piederiba -
p.Kk. . un sekvences Iidziba (%) _ _ analizes paraugu grupas kods
(GenBank iedalijums (klase) _ _ pec SILVA datubazes .
piedkirtais kods) p&c GeneBank datubazes n.p.k filogenétiskaja
i koka)
44 RT2050
' (0Q236269)
RL00701 . o . - .
45, (00236358) a-proteobacteria | Rhizobium gallicum (99%) Rhizobium gallicum 8. RhGO1
RS2020
4. | (0Q236344)
- . Rhizobium
47. (5(3/2031(?20517) a-proteobacteria Rhlzoblum(sla%%zgnmosarum leguminosarum bv. 9. RhLO4
viciae
Ensifer adhaerens
48. (gggggégé) a-proteobacteria (100%) Ensifer adhaerens 10. ShSPO1
Sinorhizobium sp. (99%)
RA00101 . - -
49, (00236350) a-proteobacteria Rhizobium sp. (99%) Rhizobium sp. 11. RhSP03
50. (ORgA2()316230319) a-proteobacteria Rhizobium sp. (99%) Rhizobium sp. 12. RhSP04
51 RL00501
' (0Q236278)
59 RL00901
' (0Q236308) ) . . 0 Agrobacterium
s R\/50104 a-proteobacteria Rhizobium sp. (100%) radiobacter 13. RhSP05
' (0Q236337)
54 RV00101
' (0Q236285)
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1. pielikuma turpinajums

Guminbakteriju o o Genotips
celma kods Taksonomiskais | Laxsonomiska piederiba | p oo iqa biodertba | F Hogenttiskas (Paraugu
N.p.k. . un sekvences Iidziba (%) _ _ analizes paraugu grupas kods
(GenBank iedalijums (klase) _ _ pec SILVA datubazes .
pieskirtais kods) p&c GeneBank datubazes n.p.k ﬁlogenet_lskaja
: koka)
55 RV00501
] (0Q236348)
56 RG00101
] (0Q236279)
57 RP00301
] (0Q236302)
58 RP00303
] (0Q236366)
59. (ggggg’gf& a-proteobacteria Rhizobium sp. (100%) Ag;g?:g;i:::m 13. RhSPO5
60 RS00201
' 0Q236277)
61 RS00202
' (0Q236368)
62 RMO00401
' (0Q236320)
63 RL000401
' (0Q236354)
64 RT02101
' (0Q236323)
65. (ORQT2230622189 a-proteobacteria Rhizobium sp. (100%) A?;g?:g;i::im 13. RhSPO5
66 RAmM2020
] (00Q236273)
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1. pielikuma turpinajums

. . Genotips
Gumlngbaf tgrlju K ickai Taksonomiska piederiba K kA piederT Filogenétiskas (Paraugu
N.p.k. ceTma xoas .Ta SONOMISKAIS ) sekvences lidziba (%) Ta_ sonomiska pled_erlba analizes paraugu grupas kods
(GenBank iedalijums (klase) _ _ pec SILVA datubazes .
piedkirtais kods) p&c GeneBank datubazes n.p.k ﬁlogle(:gle{:‘;)skaja
67 RPh11603
(0Q236241)
68 RL00301
' (0Q236263)
69 RV40801
' (0Q236248)
70 RV50503
' (0Q236247)
71 RM24505
' (0Q236255)
72. (5520396220319) a-proteobacteria Rhizobium sp. (100%) A?;g:?g;?ﬂ;m 14, RhSPO7
RP00302
31 (00236243)
74 RS00203
' (0Q236351)
75 RS00204
' (0Q236246)
76 RS00301
' (0Q236245)
77 RT02001
' (0Q236295)
78. ((?QTZOBIESIC;)()l 2) a-proteobacteria Rhizobium sp. (100%) A?{;k?:?g;?zl;m 14, RhSPO7
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1. pielikuma turpinajums

. _ . Genotips
Guminbaki@riju o Taksonomiska piederiba . Filogenétiskas (Paraugu
N.p.k celma kods Taksonomiskais un sekvences Iidziba (%) Taksonomiska piederiba analizes paraugu grupas kods
R (GenBank iedalijums (klase) _ _ pec SILVA datubazes .
pieskirtais kods) p&c GeneBank datubazes n.p.k ﬁlogenet_lskaja
’ koka)
79. (ong:%e?gz()jz) a-proteobacteria Rhizobium sp. (100%) A?arg:?é:;%l;m 14. RhSPO7
80. (5(5_53933513) a-proteobacteria Rhizobium sp. (99%) Ag;g?:é:;i:;:m 15. RhSP08
81. (()R(gpgs?(szgéz) a-proteobacteria Rhizobium sp. (99%) Ag;g?:é:;i:;:m 16. RhSP09
82 RV40703
' (0Q236249)
83 RV40704
' (00Q236281)
84 RV40705
' (0Q236355)
85. (ORglzogleslz%ls) a-proteobacteria Rhizobium sp. (100%) A?;g?gg;i:gm 17. RhSP06
86 RMO00901
' (0Q236338)
87 RL01101
' (0Q236319)
88 RP01401
' (0Q236292)
89 RG00401 o
i (Ogéggfgl) a-proteobacteria Neorhlz?ggé/r:) galegae Neorhizobium galegae 18. NhGO01
' (0Q236326)
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1. pielikuma turpinajums

Guminbaktzrii Genotips
uminbakteriju . Taksonomiska piederiba o Filogenétiskas (Paraugu
celma kods Taksonomiskais - Taksonomiska piederiba -

N.p.k. (GenBank edalti (klase) un sekvences Iidziba (%) 5c STLVA datubazes analizes paraugu grupas kods
piedkirtais kods) tedatijumns (xias p&c GeneBank datubazes p n.p.k filogenétiskaja
i koka)
91. (O%%gggga a-proteobacteria Neorhlzczggé/r:) galegae Neorhizobium galegae 18. NhGO01
92. (Ogséé%?é%l) a-proteobacteria | Mesorhizobium sp. (99%) Mesorhizobium loti 19. MhSPO01
RS2011 . Mesorhizobium sp. Mesorhizobium sp.
8. | (0Q236328) | *Proteobacteria (100%) Mesorhizobium loti 20. MhSP02
RM24502 i . Azospirillum sp. ..
94, (0Q236301) a-proteobacteria (99%) Azospirillum sp. 21. ASP01
RSBASF/S . Bradyrhizobium Bradyrhizobium
95. (00236359) a-proteobacteria japonicum (100%) japonicum 22. BhJO1
RMO00301 . Rhizobium sp. o
96. (00236258) a-proteobacteria (100%) Rhizobium sp. 23. RhSP10
RS2051
I | (00236267)
RS2041 . Paraburkholderia Paraburkholderia
%8. (0Q236329) f-proteobacteria terricola (99%) terricola 24. PbTO1
RS2041/19
9. (0Q236306)
RMO00701 , Paraburkholderia Paraburkholderia
100. (0Q236272) f-proteobacteria terricola (99%) terricola 25. PbT02
RS2010
101. : .
(0Q236367) : . Paraburkholderia Paraburkholderia
102 RS2081/19 f-proteobacteria terricola (99%) terricola 26. PbT03
' (0Q236380)
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1. pielikuma turpinajums

. _ . Genotips
GumigbakEriju L Taksonomiska piederiba e Filogenétiskas (Paraugu
celma kods Taksonomiskais - Taksonomiska piederiba -
N.p.k. . un sekvences Iidziba (%) _ _ analizes paraugu grupas kods
(GenBank iedalijums (klase) _ _ pec SILVA datubazes .
A p&c GeneBank datubazes n.p.k filogenétiskaja
pieskirtais kods) koka)
RV00601 , Paraburkholderia Paraburkholderia
103. (0Q236315) f-proteobacteria terricola (100%) terricola 2. PbT04
104 RV19/K3
' (0Q236275)
105 RVI9/KS [S-proteobacteria Burkholderia sp. (99%) Burkholderia sp 28 BSP04
' (0Q236305) ' ' '
RV19/P5
106. | (00236374)
RS2281 : . 0 .
107. (0Q255684) [S-proteobacteria Burkholderia sp. (99%) Burkholderia sp. 29. BSPO05
RS2081 . Burkholderia sp. .
108. (00236293) S-proteobacteria (99%) Burkholderia sp. 30. BSP06
RV19/P4 : Paraburkholderia Paraburkholderia
109 (0Q236264) f-proteobacteria caledonica (100%) caledonica 31 PbCo1
RS2030/19 : . 0 . .
110. (00236270) S-proteobacteria Burkholderia sp. (99%) Burkholderia stagnalis 32. BSPQ7
RV19/K12 : 0 Achromobacter
111. (00236333) p-proteobacteria | Achromobacter sp. (99%) xylosoxidans 33. AcSP01
RV01201
2.1 00236373) - . i
y-proteobacteria | Rahnella aquatilis (99%) Rahnella aquatilis 34. RAO1
113 RV19.3/5
' (0Q236362)
114. (02223%2%6) y-proteobacteria Rahne(lgl;;;)q)uatllls Rahnella aquatilis 35. RAO02
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1. pielikuma turpinajums

. _ . Genotips
Gurnln,lbaf teriju L Taksonomiska piederiba e Filogenétiskas (Paraugu
N.p.k celma kods Taksonomiskais un sekvences Iidziba (%) Taksonomiska piederiba analizes paraugu grupas kods
enBan 1edalijums (klase - _ peéc atubazes et
(GenBank iedalij (klase) SILVA datub
piedkirtais kods) p&c GeneBank datubazes n.p.k filogenétiskaja
§ koka)
RP2040
115. -
(0Q236297) i . Rahnella aquatilis -
e RLUC2021 y-proteobacteria (99%) Rahnella aquatilis 35. RA02
' (0Q236252)
117. (582%227%) y-proteobacteria Rahne(léaé(?/(guatllls Rahnella aquatilis 36. RA03
RV19.2/11 . Serratia plymuthica . .
118. (00236379) y-proteobacteria (99%) Serratia plymuthica 37. SrPO1
RL00801 i . Serratia plymuthica . .
119. (00236271) y-proteobacteria .(99%) | Serratia plymuthica 38. SrP02
120. (Félé%%g%lglé) y-proteobacteria Serratl?ggg)r)nuthlca Rhizobium gallicum 39. SrP04
RS3010 Enterobacteriaceae
121. (00236294) y-proteobacteria Enterobacter sp. (99%) bacterium / Kosakonia 40. ESPO1
cowanii
Enterobacteriaceae
122. (028222223) y-proteobacteria Enter(c;t;%/(;t)er 3P bacterium / Kosakonia 41. ESP02
cowanii
123. ?OS(SAZI?),((:SL?%E/)I y-proteobacteria Enterobacter sp. (99%) Enterobacter sp. 42. ESP03
124. (%C’ggggég y-proteobacteria Enterotzilgtg(;o I)UdW'g“ Enterctz)?s;;[g)r( ;I)oacae 43. ESP04
RS2061/19 , Enterobacter asburiae :
125. (00236377) y-proteobacteria (100%) Enterobacter asburiae 44, EAO1
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1. pielikuma turpinajums

. _ . Genotips
GumigbakEriju L Taksonomiska piederiba e Filogenétiskas (Paraugu
celma kods Taksonomiskais - Taksonomiska piederiba -
N.p.k. . un sekvences Iidziba (%) _ _ analizes paraugu grupas kods
(GenBank iedalijums (klase) sc GeneBank datuba pec SILVA datubazes K filosenatiskaia
piedkirtais kods) pec Genebank datubazes n.p. 1 ogle(:nlﬁ(tt_l)s aja
’ (0) ¢}
126. (FéSQI\ggél?)%/I?_) y-proteobacteria Enterobg:;;r))ludmgu Enterobacter cloacae 45, ELO1
RS2071 ) . Pantoea agglomerans
127. (00236256) y-proteobacteria (99%) Pantoea agglomerans 46. PnA01
RV19/K10 . Pantoea agglomerans
128. (00236356) y-proteobacteria (99%) Pantoea agglomerans 47. PnAO02
RAmM2010 ) . Pantoea agglomerans
129. (00236303) y-proteobacteria (100%) Pantoea agglomerans 48. PnSP01
RV19.1/13 . Serratia plymuthica . .
130. (00236376) y-proteobacteria (100%) Serratia plymuthica 49. SrP03
RT01601 . Serratia plymuthica . .
131. (00236332) y-proteobacteria (100%) Serratia plymuthica 50. SrP05
RLuc2011 : 0 Pseudomonas
132. (00236274) y-proteobacteria Pseudomonas sp. (99%) frederiksbergensis 51. PSPO1
RAmM2011 : Pseudomonas Pseudomonas
133. (0Q236298) y-proteobacteria frederiksbergensis (99%) frederiksbergensis 52. PSPO2
RT01001 : 0 Pseudomonas
134. (0Q236300) y-proteobacteria | Pseudomonas sp. (100%) brassicacearum 53. PSP04
RS2040 : 0 Pseudomonas
135. (00236299) y-proteobacteria | Pseudomonas sp. (100%) brassicacearum 53. PSP04
136. (5523132519) y-proteobacteria Pseud(%rg(?/or;as P Pseudomonas sp. 54, PSPO05
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1. pielikuma nobeigums

. _ . Genotips
Guminbakteriju o e
elma Kods aKsonomiskals - Taksonomiska piederiba -
celma kod Tak iskai Taksonomiska piederiba K <ka piederib Filogengtiskas (Paraugu
N.p.k. . un sekvences Iidziba (%) _ _ analizes paraugu grupas kods
(GenBank iedalijums (klase) _ _ pec SILVA datubazes .
iexkirtais kods) p&c GeneBank datubazes n.p.k filogenétiskaja
p1es koka)
Pseudomonas sp. /
137. RVi00901" y-proteobacteria Pseudomonas sp. (99%) Pseudomonas 55. PSP06
fluorescens
. Pseudomonas sp. Pseudomonas
i -
138. RS00601 y-proteobacteria (99%) fluorescens 56. PSPO7
139. (55%673?117) y-proteobacteria Pseud(c;rg(;)r;as P Pseudomonas putida 57. PSP08
RPh11601
140. o
(ggﬁ f f?,gg ) Bacilli Paenlbac(lgl)lgl;))p olymyxa Paenibacillus polymyxa 58. PaSP05
1411 00236287)
142 RM24503
(%%2032%%412) Bacilli Paenlbac(ggtz)p olymyxa Paenibacillus polymyxa 59. PaSPO1
1431 0236341)
RP20201 - Paenibacillus peoriae S .
144, (00236244) Bacilli (100%) Paenibacillus peoriae 60. PaSP02
RV06902 - Paenibacillus polymyxa o
145. (00236261) Bacilli (99%) Paenibacillus polymyxa 61. PaSP03
RVg00101 - Paenibacillus polymyxa o
146. (00236251) Bacilli (100%) Paenibacillus polymyxa 62. PaSP04

T Paraugs GenBank identificéts ka himérisks
* Paraugs GenBank identificéts ka himérisks
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Augsnes agrokimisko raditaju rezultati

2. pielikums

Guminbakteriju celma P20s COND Na K NOs Ca
NPl ods. makg®) | P | usemd) | (mokg?) | (mokg?) | (mgkg?) | (mgkg?) | M
1. RVi00801 70.33 6.89 525.00 31.00 25.00 586.67 1533.33 0.57
2. RVi00601 62.83 6.76 407.67 11.67 38.33 306.00 670.00 0.40
3. RL0O0901 236.67 531 348.67 11.33 22.00 373.33 806.67 0.37
4. RVi00401 141.67 6.95 422.67 15.00 52.33 326.67 1066.67 0.40
S. RMO00701 145.25 6.01 441.33 7.00 33.33 540.00 1023.33 0.47
6. RV00901 199.50 5.38 999.67 26.67 98.67 920.00 2000.00 0.97
7. RVi00201 256.50 5.93 238.00 11.00 38.00 370.00 483.33 0.23
8. RV01501, RP01201 835.00 6.44 1443.33 16.67 79.33 1266.67 3333.33 1.33
9. RV00601 573.75 6.41 443.33 9.00 34.33 556.67 1023.33 0.40
10. RPh00501 541.50 6.78 355.33 5.33 23.00 536.67 793.33 0.33
11. RVi00301 627.50 6.69 569.33 4.67 27.67 696.67 1200.00 0.60
12. RS00601 507.75 6.79 303.67 4.67 19.67 450.00 633.33 0.30
13. RT01001 261.17 6.72 946.00 8.00 76.33 850.00 2700.00 1.00
14. RV00801 181.50 6.59 305.00 7.67 48.67 390.00 566.67 0.30
15. RVi00101 215.25 6.40 456.33 7.00 8.33 623.33 1100.00 0.40
16. RV00501 280.75 5.83 304.67 7.33 18.00 416.67 746.67 0.30
17. RT01101 128.75 7.15 329.67 7.67 31.00 300.00 860.00 0.30
18. RM00601 59.00 741 269.00 38.00 9.33 370.00 756.67 0.30
19. RVi00501 281.67 6.96 791.00 17.33 58.00 580.00 2033.33 0.80
20. RP01101 267.67 6.55 595.00 8.33 28.33 700.00 1333.33 0.63
21. RLa00301 177.17 5.43 1230.00 15.00 30.67 1166.67 2200.00 1.17
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2. pielikuma turpinajums

Guminbakteriju celma P20s COND Na K NOs Ca
N.p-k. ods. makg) | PH | usem?) | (mokg?) | (mgkgh) | (mgkgl) | (mgkg? | SAMEC
22. ROO00101 33.00 7.34 272.00 68.67 21.67 182.67 480.00 0.30
23. RLO0701 287.83 6.01 348.67 7.33 37.67 570.00 840.00 0.40
24. RTO01401 108.17 6.19 482.67 6.67 20.33 553.33 1100.00 0.50
25. RP00801 236.17 5.05 615.00 13.33 20.00 623.33 1433.33 0.60
26. RMe00101 42.00 7.19 773.67 77.33 14.00 800.00 1800.00 0.80
27. RMO00501 112.50 6.74 363.00 9.00 32.33 573.33 833.33 0.40
28. RL000101 168.33 6.64 744.33 7.67 68.00 586.67 1966.67 0.77
29. RVi00901 101.33 7.49 204.00 8.67 6.00 273.33 563.33 0.20
30. RP0O0701 340.17 6.70 445.00 18.67 31.33 0616.67 910.00 0.47
31. RT01201 71.17 6.73 799.00 503.33 30.33 843.33 1300.00 0.83
32. RVi00701 79.75 7.01 429.33 286.67 14.33 530.00 653.33 0.43
33. RV01101 250.00 5.47 685.00 19.00 56.00 673.33 1600.00 0.73
34. RTO00501 285.83 5.62 694.33 14.67 46.33 853.33 1733.33 0.67
35. RT00701 296.83 5.96 689.00 11.33 183.33 853.33 1233.33 0.70
36. RP01301 46.67 6.75 458.00 5.00 13.00 553.33 1066.67 0.50
37. RP00901 154.67 5.57 749.00 8.67 12.00 700.00 1633.33 0.80
38. RV01001 193.67 4.89 780.33 20.33 35.00 706.67 1533.33 0.80
39. RT01701 204.00 6.15 2336.67 51.67 140.00 2233.33 5833.33 2.13
40. RV19/P5 49.83 5.88 1500.33 34.00 23.67 866.67 356.67 0.77
41. RT2010 275.00 7.23 446.00 6.00 14.67 123.33 88.00 0.80
42. RMO00401 161.33 6.85 702.67 14.67 39.67 600.00 1933.33 0.70
43. RT2050 206.50 5.67 431.00 5.00 11.33 200.00 61.00 0.20
44, RAM2011 177.67 7.24 340.00 9.67 - 45.00 85.00 0.20
45, RG2010 281.17 7.84 504.33 3.67 17.33 143.33 71.67 0.27
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2. pielikuma turpinajums

Guminbakteriju celma P20s COND Na K NOs Ca
N.p-k. ods. makg) | PH | usem?) | (mokg?) | (mgkgh) | (mgkgl) | (mgkg? | SAMEC
46 RP00501 456.00 6.25 536.33 8.00 16.67 693.33 1300.00 0.50
47 RV19/P4 58.50 5.82 1339.00 13.00 4.00 616.67 370.00 0.60
48 RV19/K5 314.50 5.98 1007.00 20.33 15.00 196.67 240.00 0.50
49 RS2040 157.17 7.20 405.33 6.67 9.00 77.33 89.33 0.20
50 RLuc2011 166.83 6.98 300.00 9.33 - 34.67 87.67 0.20
51 RL00801 378.50 5.90 311.00 7.67 30.67 513.33 803.33 0.37
52 RLa00101 426.00 6.74 1133.33 14.67 88.67 876.67 2033.33 1.10
53 RV19.1/13 296.00 7.94 907.33 11.00 4.00 116.67 240.00 0.43
RV01601, Rv01701,

54 RV01801 1925.00 6.62 657.33 21.00 21.00 650.00 1433.33 0.63
55 RMO00301 811.00 6.93 565.67 9.00 110.00 406.67 916.67 0.53
56 RVLT60 128.67 7.79 2.44 25.33 12.67 213.33 580.00 1.00
57 RV19/K12 192.50 7.24 743.00 17.67 12.00 68.00 193.33 0.40
58 RV19.3/5 249.17 6.22 543.33 10.33 11.67 53.67 126.67 0.30
59 RTO01601 74.00 6.90 394.33 9.33 55.33 470.00 756.67 0.40
60 RV19/P6 34.50 5.93 648.33 12.33 6.33 243.33 186.67 0.30
61 RV19/K3 237.50 7.28 928.00 11.33 7.00 160.00 250.00 0.47
62 RV19/P2 116.00 6.25 1197.33 12.33 42.00 590.00 280.00 0.60
63 RP01001 293.50 6.17 305.00 11.67 43.00 323.33 643.33 0.33
64 RP00601 295.83 6.13 365.33 6.33 47.33 536.67 693.33 0.40
65 RV00701 791.50 5.91 678.00 9.00 37.67 790.00 1500.00 0.70
66 RV19/K10 259.00 6.87 1725.67 26.33 51.33 420.00 400.00 0.80
67 RT02001 419.00 - - - - - - -

68 RVLTSKR 344.00 - - - - - - -
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2. pielikuma nobeigums

Guminbakteriju celma P20s COND Na K NOs Ca
NPk (ods (mgkg?) | PN | usem?) | (mgkg?) | (mgkgh) | (mgkg®) | (mgkg?) | S"EC
69 RT00801 - 6.12 322.67 8.00 110.00 410.00 516.67 0.30
70 RT00901 - 5.80 1065.33 17.00 48.33 966.67 2433.33 1.10
71 RT01301 - 6.40 828.33 36.33 126.67 826.67 1733.33 0.87
72 RG00401 - 4.80 1266.67 18.00 81.00 1233.33 2466.67 1.17
73 RT02201 - 5.81 178.33 9.33 47.00 166.67 220.00 0.20
74 RT01901 - 7.67 1313.67 12.67 10.00 256.67 433.33 0.73
75 RVLT60 - 8.18 551.33 9.33 17.67 97.00 120.00 0.30
76 RT2020 - 7.23 - - - - - -
Mainigais Novérojumu skaits | Minimala vértiba | Maksimala vértiba | Vidgja vértiba Standartnovirze

pH 66 4.887 8.177 6.500 0.705

COND (uS cm™) 66 2.443 2336.667 660.088 407.773

Na (mg kg™?) 66 3.667 503.333 26.682 69.614

K (mg kg?) 66 4.000 183.333 36.530 32.585

NOs (mg kg™ 66 5.517 1551.003 185.337 298.348

Ca (mg kg?) 66 61.000 5833.333 1096.616 946.094

Salums EC 66 0.200 2.133 0.584 0.331

P20s (mg kg?) 66 33.000 1925.000 285.923 282.980
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3. pielikums
PCA analizes rezultati — augsnes analiZzu raditaju ietekmes slodze uz galvenajiem
komponentiem (F1, F2, F3, F4)

Galvenie komponenti

F1 F2 F3 F4 F5
Genotips 0.112 0.847 0.157 -0.200 -0.123
pH -0.310 0.451 0.360 0.602 -0.349
COND 0.833 0.183 0.184 -0.134 0.129
Na 0.024 -0.312 0.790 0.270 0.338
K 0.708 -0.144 -0.109 0.054 -0.422
NO3 0.598 0.460 -0.043 -0.047 0.444
Ca 0.861 -0.218 0.037 0.073 -0.213
Augsnes salums 0.918 -0.120 0.171 0.054 -0.076
P 0.286 0.088 -0.574 0.665 0.264
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