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Wstęp 
  

Do najbardziej znanych bakterii wolno żyjących, wiążących wolny azot, należą 
bakterie z rodzaju Azospirillum, które w ciągu ostatnich kilkunastu lat są znowu 
przedmiotem wzrastającego zainteresowania [12, 17, 21, 22, 23, 26, 28, 40]. Żyją one 
w asocjacji z korzeniami wielu roślin o dużym znaczeniu gospodarczym (np. wszyst- 
kie zboża i trawy), uprawianych zarówno w klimacie umiarkowanym, jak i tropikal- 
nym na całym świecie. Bakterie te mają zdolności nie tylko wiązania azotu atmosfe- 
rycznego, ale również wytwarzania substancji wzrostowych, które powodują lepszy 
rozwój i rozgałęzianie systemu korzeniowego, a w związku z tym usprawnienie go- 
spodarki wodnej i pobierania soli mineralnych przez roślinę. Dzięki tym właściwo- 
ściom mogą wpływać na zwiększenie plonów. 

Po raz pierwszy zostały one opisane w 1925 r. przez Beijerincka jako Spirillum li- 
pojerum. Dopiero w 1974 r. Dóbereiner i Day [9] wyizolowali je z korzeni tropikal- 
nych traw w Brazylii. W Polsce po raz pierwszy prace nad bakteriami z rodzaju Azo- 
spirillum zostały podjęte na SGGW w roku 1975 przez Kulińską [28], która wcześniej 
Pracowała w Zakładzie Mikrobiologii (w Instytucie EMBRAPA-CNPAB) w Rio de 
Janeiro u Dóbereiner w Brazylii. Następnie w 1978 r. Tarand i in. [44], na podstawie 
składu zasad i homologii DNA, utworzyli rodzaj Azospirillum, do którego zaliczyli 
dwa gatunki: A. brasilense i A. lipoferum [44]. Początkowo bakterie te uważane były 
ża typowe bakterie związane z klimatem tropikalnym, dopóki nie zostały wyizolowa- 
ne w Finlandii w 1981 roku [13]. 

W 1983 r. Magalhaes i in. [31] wyizolowali z korzeni traw i palm rosnących 
w Amazonii następny gatunek 4. amazonense, charakteryzujący się dużą tolerancją
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na kwaśny odczyn środowiska. Później został jeszcze jeden — A. serpoedicae, wydzie- 

lony z korzeni zbóż (pszenica, sorgo ryż). Jednak po przeprowadzeniu analizy homo- 
logii DNA-rRNA przeniesiono go w 1986 roku do nowego rodzaju Herbaspirillum 
jako H. serpoedicae. Cztery lata później Reinhold i in. [36] wyizolowali z korzeni tra- 
wy Leptochloa fusca z zasolonych gleb Pakistanu (prowincja Punjab) — Azospirillum 
halopraeferens. 

Piąty gatunek — Azospirillum irakense — wyizolowali z korzeni ryżu w prowincji 

Diwaniyah (Qadisya), w Iraku, w 1989 r. Khammas i in. [20]. 

W 1997 roku Ben Dekhil i in. [7], na podstawie filogenetycznej analizy przez po- 
równanie sekwencji 16S rDNA i wcześniejszych badań hybrydyzacji kwasów nukle- 
inowych, przenieśli gatunek z rodzaju Conglomeromonas —C. largomobilis, wyizolo- 
wany z wody w Australii, do rodzaju Azospirillum, pod nazwą A. largomobile [41]. 

Następnie nazwa ta (4. largomobile) została skorygowana przez Sly’ego i Stacke- 

brandta [42] i obecnie znana jako А. Jargimobile. 

Ostatni gatunek — 4. doebereinerae został wyizolowany przez Eckert w 2000 

roku [11] z ryzosfery trawy (C4) Miscanthus sinensis cv. uprawianej w Niemczech 

(Neuherberg). 

Morfologia 
  

Do rodzaju Azospirillum należą bakterie: Gram-ujemne, ruchliwe, w kształcie prze- 

cinka, litery S lub spirali, urzęsione. Szerokość ich wynosi około | um. Cechą charakte- 

rystyczną wszystkich gatunków, z wyjątkiem 4. brasilense, jest pleomorfizm. W pod- 
łożach płynnych wytwarzają jedną polarną rzęskę, na podłożach stałych, z wyjątkiem 
A. amazonense 1 A. halopraeferens, liczne rzęski lateralne, tworzą formy cystopodobne 

w starych hodowlach. Rzęski polarne, długości około 1,2 um i szerokości wraz 
z osłonką 18 um, odpowiedzialne są za ruch w podłożach płynnych; lateralne, krótsze 

(0,7 Hm) i cieńsze (13,5 im), pozbawione osłonki, służą jako organella lokomocji na 
podłożach stałych. Trzy gatunki bakterii ztego rodzaju — A. amazonense, A. halopraefe- 
rens i A. doebereinerae — tworzą tylko jedną rzęskę polarną [11, 36]. Charakterystykę 
różniącą gatunki w obrębie rodzaju Azospirillum przedstawiono w tabeli 1. 

Bakterie te gromadzą wewnątrzkomórkowo poli-f-hydroksymaślany (PHB) - 
A. brasilense i A. lipoferum, lub polihydroksyalkanoniany (PHA) — A. brasilense, nie 
tworzą śluzu [44]. 

W starszych hodowlach 4. lipoferum i A. brasilense, opornych na wysuszenie 

i temperaturę, spotyka się obecność nieruchliwych, powiększonych form pleomor- 

ficznych, zwanych ciałami kulistymi lub formami C — „cocoid bodies” lub „c-forms” 
[44]. Formy te są owalne i silnie załamują światło, szerokość ich wynosi około 2,5 Hm» 
a długość od 3 do 15 um. Zawierają one otoczkę polisacharydową, a w środku liczne 

granule kwasu poli-B-hydroksymasłowego. Cystopodobne formy nie występują
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w hodowlach bulionowych tylko na podłożu półpłynnym i stałym, szczególnie po- 

wstawanie form stymuluje dodatek do podłoża fruktozy i azotanów. Proces ten 

и А. brasilense sprzężony jest z wytwarzaniem brązowoczarnego barwnika melanino- 

wego, wydzielanego do podłoża, który prawdopodobnie chroni komórki bakterii 

przed szkodliwym działaniem promieni słonecznych. 

Budowa ściany komórkowej 

Ściana komórek bakterii Gram-dodatnich ma przeważnie około 50 nm i jest 

złożona z peptydoglikanu i kwasu tejchowego. Natomiast powierzchnia ściany ko- 
mórkowej bakterii Gram-ujemnych jest bardziej złożona, ponieważ oprócz warstwy 

peptydoglikanu (PG) zawiera białka, tłuszcze i lipopolisacharyd (LPS) i lipoproteinę 

(LP). Sktadnikami peptydoglikanu, czyli sztywnej warstwy R (rigid layer), są N-ace- 

tyloglukozamina i kwas N-acetylomuraminowy, połączone wiązaniem B (1, 4). 

U bakterii Gram-ujemnych peptydoglikan nie przekracza 10% składników ściany. 

Kwasy tłuszczowe wchodzące w skład membrany lipidowej, jako materiał budul- 

cowy fosfolipidów, glikolipidów i glikofosfolipidów, mogą być używane do klasyfika- 
cji szczepów bakterii [16]. Ostatnio stosuje się kwasy tłuszczowe jako biomarkery 

w badaniach stanu zanieczyszczenia środowiska, ponieważ występują w komórkach 

bakteryjnych w stałej ilości w stosunku do ich biomasy, są szybko rozkładane po śmierci 

komórki oraz nie są składnikami zanieczyszczeń antropogenicznych. Skład kwasów 
tłuszczowych u bakterii jest bardzo zróżnicowany. Oprócz kwasów prostołańcucho- 
wych nasyconych i nienasyconych powszechnie u bakterii w fosfolipidach występują 
kwasy rozgałęzione — zarówno u bakterii Gram-ujemnych, jak i Gram-dodatnich, cy- 

klopropanowe (np. Lactobacillus sp.) i hydroksykwasy, np. kwas poli-B-hydroksyma- 

słowy [16]. Kwasy tłuszczowe utrzymują integralną strukturę błony, wpływając na jej 
przepuszczalność; wzrost ilości nienasyconych kwasów zwiększa płynność błony i na- 

sila procesy dyfuzyjne, natomiast wzrost ilości rozgałęzionych kwasów i cyklopropa- 

nowych wzmacnia strukturę błony i obniża jej przepuszczalność. 

A. brasilense 1 A. lipoferum mają podobnie zbudowane kwasy tłuszczowe, nato- 
miast A. amazonense i A. halopraeferens różnią się zasadniczo od każdego z nich. 

Podobnie jak wszystkie bakterie Gram-ujemne, tak samo ściana komórkowa 420- 

spirillum spp. zawiera zewnętrzną kilkuwarstwową membranę, wewnętrzną membra- 

nę cytoplazmatyczną i przestrzeń peryplazmatyczną przepuszczającą między nim! 

elektrony. Membrana cytoplazmatyczna chroni enzymy powstające w tlenowym 
i beztlenowym oddychaniu, jak również chroni powstałą energię oraz ogranicza 

wszelki transport membranowy [14]. Przestrzeń peryplazmatyczna posiada enzymy 
(np. hydrolazy, fosfatazy), uczestniczące w reakcjach katabolicznych, i białka wiążące 
komponenty, wysoko spokrewnione z procesami takimi jak transport glicyny. 

Fosfolipidowa dwuwarstwowa zewnętrzna membrana jest połączona z warstwą 

peptydoglikanu. Stwierdzono u4. brasilense R6, że białko znajdujące się na zewnątrz
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membrany, o wadze 42-kDa, które zawiera około 60% całego białka, jest dołączone — 
ale nie kowalencyjnie — z kwasemu muraminowym [1]. UA. brasilense Sp7, po stro- 
nie zewnętrznej membrany, znaleziono białko kwaśne o wadze około 40-kDa. Białka 
te mogą funkcjonować jako podjednostki na zewnątrz przestrzeni membranowych. 
Opisano także mniejsze białko, o wadze molekularnej od 15 do 90 kDa [1]. W warun- 
kach ograniczonego żelaza mogą być indukowane cztery białka o wadze od 72 do 87 
kDa, które prawdopodobnie funkcjonują jako specyficzny receptor systemu transpor- 
tu sideroforów, co jest znane u bakterii Gram-ujemnych. Białko o wadze molekular- 
nej 85 kDa i nieznanej funkcji znaleziono także na zewnątrz membrany na powierzch- 
ni komórki. 

Lipopolisacharydy (LPS) są umieszczone w dwuwarstwowej fosfolipidowej ze- 
wnętrznej membranie, umożliwiają one identyfikację serologiczną gatunku przy sto- 
sowaniu przeciwciał poli- lub monoklonalnych. 

U szczepów bakterii A. brasilense i A. lipoferum stwierdzono występowanie 
kwaśnych egzopolisacharydów (EPS). Prace nad tymi polisacharydami są prowadzo- 
ne ze względu na funkcję, jaką odgrywają przy rozpoznawaniu i przyciąganiu bakterii 
przez powierzchnię włośników korzeniowych. Wyizolowano mutanty 4. brasilense 
14. lipoferum, hodowane na pożywce ,„Congo-red”, które miały uszkodzoną syntezę 
egzopolisacharydów (EPS) i również były niezdolne do wytwarzania form C. Pewne 
szczepy tego gatunku hodowane na pożywce z fruktozą, jako źródłem węgla, wytwa- 
rzały grubą błonę tzw. torebkowych polisacharydów (CPS), która prowadziła do for- 
mowania cyst lub form C [37]. Glikoproteiny o wadze 97 kDa, powodujące aglutyna- 
cję komórek, przyciąganie ich i adsorpcje na korzeniach siewek pszenicy, zostały zna- 
lezione u A. brasilense Cd. Aglutynacja ta była hamowana przez D-glukozę, melobio- 
zę 1 alfa-metylo glukozydy. Przyciąganie i adsorpcja komórek A. brasilense do korze- 
ni siewek pszenicy wydaje się zależeć od powierzchniowego składu białek rzęski po- 
larnej, tj. lektyn — wiązania wapniowo-flurowego na powierzchni polisacharydów. 

Asocjacja Azospirillum 

Azospirillum spp. żyjące w asocjacji [47] z korzeniami wielu roślin wykazuje naj- 
większą aktywność po wniknięciu komórek bakterii do głębszych warstw korzenia. 
Środowisko wewnątrz korzenia w porównaniu z glebą dobrze chroni bakterie, zabez- 
pieczając je przed suszą czy mrozem i sprawiając, że Azospirillum może z powodze- 
niem konkurować z innymi bakteriami o źródło energii i węgla. 

Zjawisko powstawania takich układów zostało odkryte przez Dóbereiner i Cam- 

pelo [10]. W wypadku Azospirillum nie wykryto jednak ścisłej specyficzności, a jedy- 

hie powinowactwo szczepów do ich gospodarzy. 4. lipoferum wykazuje powinowac- 
‘Wo głównie w stosunku do roślin o typie fotosyntezy C-4, takich jak: trawy tropikal- 
Пе, kukurydza czy sorgo, podczas gdy 4.brasilense wykazuje je wobec roślin o typie 

fotosyntezy C-3, takich jak: pszenica, żyto, owies, jęczmień I ryż.
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Bashan i Holugin [4], którzy kolonizowali A. brasilense korzenie 64 gatunków 

różnych roślin, donoszą o niespecyficzności tej bakterii w stosunku do roślin. Badania 

nad rozmieszczeniem Azospirillum w korzeniach roślin wykazały, że bakterie te przy- 

legają do ziarnistości na włośnikach korzeniowych. Następnie przenikają do wnętrza 

i układają się w przestrzeniach międzykomórkowych wzdłuż kory. 

Wytwarzanie fitohormonów 

Synteza fitohormonów u bakterii z rodzaju Azospirillum jest niezbędna do wytwa- 

rzania trwałych asocjacji z korzeniami roślin. Hormony roślinne powodują podział 

Ii różnicowanie komórek w merystematycznej tkance korzenia, wskutek czego nastę- 

puje wydłużanie się korzenia, produkowanie większej liczby włośników i rozgałęzia- 

nie się ich. Niewykluczone też, że na skutek kolonizacji korzeni przez bakterie I wy- 

twarzania fitohormonów — sama roślina zostaje pobudzona do wydzielania substancji 

stymulujących wzrost [45]. 

W 1979 roku stwierdzono u A. brasilense wytwarzanie auksyn oraz substancji po- 

dobnych do cytokinin i giberelin [45]. Obserwowano zwiększenie liczby włośników 

korzeniowych i korzeni bocznych po zaszczepieniu roślin mieszanką kwasu indoli- 

lo-3-octowego, kinetyną i kwasem giberelinowym GA3, otrzymaną z tych bakterii. 

Auksyny. W płynnych kulturach 4. brasilense, zawierających w pożywce trypto- 

fan, stwierdzono metodą chromatograficzną wytwarzanie kwasu indolilo-3-octowego 

[45]. Zimmer i Bothe [46] wykryli również niezidentyfikowaną substancję fitohormo- 

nalną o dwukrotnie wyższej aktywności niż kwas indolilo-3-octowy (IAA). Autorzy ci 

sugerują, że wytwarzanie fitohormonów jest szczepowo specyficzne i zależne od fazy 
rozwojowej bakterii, a także od pH środowiska glebowego. Stwierdzono, że najwyższe 
stężenie IAA w glebie było przy pH 6,3 [34]. Wydaje się, że Azospirillum spp. jest ak- 

tywniejszym „producentem” IAA niż wiele innych bakterii glebowych [49]. 

Dla bakterii z rodzaju Azospirillum spp. sugerowano obecność w genomie kilku 

kopii genów kodujących enzymy uczestniczące w biosyntezie IAA oraz więcej niż je- 
den cykl syntezy IAA. Wśród mikroorganizmów są znane dwa cykle syntezy kwasu 

indolilo-3-octowego: 

1. W pierwszym cyklu, opisanym dla fitopatogena Pseudomonas syringae i dla Agro- 

bacterium tumefaciens uszkadzającego komórki roślinne, tryptofan (Trp) jest po- 

czątkowo przekształcany w indolo-3-acetamid (IAM) przez monooksygenaze tryp- 
tofanową [50]. Następny etap to katalizowanie IAA przez hydrolazę LAM. W bada- 

niach stwierdzono, że szczepy 4. brasilense: Cd i również szczep Sp7, nie były 

zdolne do wytwarzania produktów pośrednich między IAM a IAA [50]. 

2. W drugim cyklu tryptofan (Trp) jest przekształcany do indolo-pirogronianu (Ipy!) 

przez aminotransferazy. Następny etap to dekarboksylacja indolo-pirogronianu 

do indolo-acetaldehydu (IAAld) i oksydacja do IAA. 

Mechanizm syntezy IAA przypuszczalnie jest aktywowany w momencie dostar- 

czania bakteriom tryptofanu [62]. Antranilany pośredniczące w biosyntezie i degra-
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dacji tryptofanu wydają się mieć właściwości hamowania biosyntezy IAA ц А. а- 
kense KA3. Jest całkiem możliwe, że regulacja biosyntezy IAA może być różna wśród 

szczepów bakterii z rodzaju Azospirillum. 

Cytokininy. Substancje podobne do cytokinin były znalezione również u bakterii 

z rodzaju Azospirillum [45]. Stwierdzono, że zarównoA. brasilense, jak 14. lipoferum 

wytwarzają cytokininy [49]. Z supernatantu 10-dniowych kultur 4. brasilense Spl3t 

otrzymano frakcję butanolową, która miała właściwości podobne do cytokinin, jakie 

obserwowano, gdy zastosowano kinetyny w ilości (lng * ml '). Substancje cytokini- 

nopodobne często mogą powstawać przy degradacji kwasów nukleinowych w starych 

hodowlach bakterii. 

Gibereliny. W hodowlach bakterii z rodzaju Azospirillum stwierdzono niewielkie 

ilości giberelin. Wytwarzanie substancji giberelinopodobnych było potwierdzone 

u szczepu А. brasilense Spl3t, ponieważ ekstrakty otrzymane z supernatantu powo- 

dowały elongacje hipokotylu sałaty. Elongacja hipokotylu jest często również stymu- 

lowana przez auksyny. Metodą chromatografii gazowej i spektrometrycznej znalezio- 

no w kulturach 4. lipoferum op33 gibereliny Al, A3 1izo-A3 w koncentracji od 20 do 
40 pg - ml! [8]. 

Inne substancje wzrostowe. Azotyny w stezeniu od 0,1 do 10,0 mM mogą powo- 

dować podobne efekty do kwasu indolilooctowego (IAA), co zostato zaobserwowane 

podczas testu z roślinami [49]. Efekt azotynów może być zwiększony przez dodatek 

askorbinianów — to by sugerowało, iż azotyny w komórkach roślinnych wchodzą 

w interakcje z askorbinianami. Prace badawcze ujawniły, że głównie azotyny powo- 

dują zwiększenie korzeni bocznych pszenicy — efekt, którego nie można otrzymać, 

kiedy azotyny są zastąpione przez azotany, amoniak czy siarczki. 

Fizjologia 
  

Wykorzystywanie źródeł węgla i ich rozkład metaboliczny 

Bakterie tlenowe i liczne bakterie względnie beztlenowe w obecności tlenu oddy- 
chają tlenowo. Jeden z mechanizmów oddychania tlenowego przebiega przez glikoli- 
zę (cykl Embdena-Meyerhofa-Parnasa). Glikoliza jest łańcuchem reakcji prze- 
kształcających glukozę w pirogronian z jednoczesną produkcją ATP. Następnym eta- 
pem wytwarzania energii z glukozy w warunkach tlenowych jest oksydacyjna dekar- 
boksylacja pirogronianu do acetylokoenzymu A (acetylo-CoA). Aktywowany acetyl 
Jest kompletnie utleniany do CO» w serii reakcji, zwanych cyklem kwasów trójkar- 
boksylowych albo cyklem Krebsa lub inaczej jeszcze cyklem cytrynowym. 

Cykl Krebsa jest końcowym, wspólnym szlakiem utleniania cząsteczek materiału 
energetycznego — aminokwasów, kwasów tłuszczowych i węglowodanów. Więk- 

SZość tych związków wchodzi do cyklu pod postacią acetylo-CoA. Cykl ten dostarcza 
także pośrednich metabolitów do biosyntez. Reakcje cyklu kwasu cytrynowego prze-
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biegają wewnątrz mitochondriów w przeciwieństwie do reakcji glikolizy, przebie- 
gających w cytozolu (część płynna cytoplazmy). 

U wielu bakterii oddychanie odbywa się poprzez cykl Krebsa, u innych jednak za- 
chodzi poprzez cykl pentozowy lub cykl Entnera-Doudoroffa. Cykl pentozowy po- 
przez związki trójwęglowe (aldehyd glicerynowy) może łączyć się z cyklem kwasów 

trójkarboksylowych. W cyklu Entnera-Doudoroffa glukoza po fosforylacji podlega 
procesom odwodorowania bez rozbicia cząsteczki, w wyniku czego powstaje kwas 
2-keto-3-dezoksy-6-fosfoglukonowy. Ten z kolei rozpada się na kwas pirogronowy 
i aldehyd 3-fosfoglicerynowy. Produkty te mogą się następnie włączyć do dalszych 
przemian oksydoredukcyjnych w cyklu Krebsa lub cyklu pentozowym. 

Bakterie z rodzaju Azospirillum są względnymi heterotrofami wykorzystującymi 
różne cukry, alkohole, kwasy organiczne i ich sole: jabłczan, bursztynian, mleczan i pi- 
rogronian. Wykorzystanie różnych źródeł węgla przez gatunki Azospirillum przedsta- 
wiono w tabeli 2 i na rysunku 1. Wszystkie aktywne enzymy katabolicznego cyklu gli- 
kolizy (Embdena-Meyerhofa-Parnasa), cyklu Entnera-Doudoroffa i kwasów trójkar- 
boksylowych (Krebsa) znaleziono u bakterii z rodzaju Azospirillum [15]. Jakkolwiek 

  

  

      

sacharoza 

glicerol D-fruktoza D-glukoza <—» D-glukonian 

у I 
3-P glicerol | 6 P-glukoniany 

6-P frukt <—> 6- ры, oksy oza 6-P glukoza —> cyki 

aceton kl Entnera 

cy 3 P-aldehyd LO Embdena | <— alice mowy | Doudoroffa 

Meyerhofa 
Parnasa       

 pirogroniany etanol 

mleczany Z acetylo-Co A S<———— m ny 

  

у 

  

   
  

    

       
    

  

jabłczany L-arabinoza 

fumarany ; cykl kwasów | 
trójkarboksyl es 

bursztyniany w z cyklem ae L-arabiniany 

у 
L-ketoglutaran 

glioksalowym 

Rysunek 1. Degradacja związków węgla: cukrów, alkoholi i kwasów organicznych przez 
Azospirillum. Związki podkreślone są używane w reakcjach katabolicznych przez 4. bra- 

silense, A. lipoferum i A. amazonense [15]
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u szczepów bakterii A. brasilense Sp7 14. lipoferum Sp59 niska aktywność 6-fosfofru- 
ktokinazy wskazuje, że glikoliza nie jest bezpośrednio używana przez te szczepy bakte- 

rii w reakcjach katabolicznych. Nieobecność NADP” w reakcjach, zależnego od dehy- 

drogenazy 6-fosfoglukonowej, wskazuje również na nieobecność cyklu pentozowego. 

W podłożach półpłynnych, bezazotowych z glukozą dobrze rosną wszystkie ga- 
tunki z wyjątkiem 4. halopraeferens. Niektóre szczepy 4. brasilense, pomimo że 
mają wszystkie enzymy do degradacji glukozy, to nie wykorzystują jej jako jedynego 

źródła węgla, ale natomiast łatwo degradują takie polimery, jak ksylan, celulozę 

i skrobię, których jest pod dostatkiem w ryzosferze roślin [24, 44]. Niektóre szczepy 

tego gatunku mogą rozkładać jeszcze arabinozę i galaktozę. Natomiast fruktoza jest 

bardzo dobrym źródłem węgla dla wszystkich gatunków. 

Laktoza jest wykorzystywana jako jedyne źródło węgla i energii tylko przez dwa 

gatunki, A. irakense 1 A. doebereinerae. 

Metabolizowanie sacharozy jest cechą charakterystyczną tylko dla gatunków: 

A. amazonense, A. irakense i A. doebereinerae. W warunkach tlenowych niektóre 
szczepy zakwaszają podłoża cukrowe — np. 4. lipoferum na podłożu peptonowym 

z glukozą, natomiast w beztlenowych wywołują ich fermentację. Szczepy bakterii 
A. lipoferum i A. largimobile w tych warunkach zakwaszają podłoża z glukozą i fruk- 

tozą, a A. halopraeferens — tylko z fruktozą. 

Wszystkie gatunki bakterii z rodzaju Azospirillum rosną dobrze i wiążą wolny 

azot w obecności kwasów organicznych 1 ich soli, jak również wykorzystują różne cu- 
kry (tab. 2), co było wyżej wymienione, ale tylko jeden gatunek — A. irakense — może 

wiązać N», wykorzystując pektynę jako jedyne źródło węgla [20, 27]. Liazy polisa- 

charydowe są grupą enzymów, które degradują łańcuchy polisacharydowe w roślin- 

nej ścianie komórkowej. Wśród nich najważniejsze są liazy pektynianowe [6], które 

odgrywają ważną rolę w rozwoju chorób korzeniowych roślin. 

Stwierdzono również, że szczepy tych bakterii asymilują różne alkohole: glicerol, 

mannitol, sorbitol, arabitol, dulcitol, ksylitol i inozytol (tab. 2) [11], jak również mogą 

rosnąć w pożywkach z metanolem lub innymi związkami jednowęglowymi [39]. 

Niektóre szczepy bakterii z rodzaju Azospirillum mogą wykorzystywać jako jedy- 
ne źródło węgla i energii przy wiązaniu N» wielopierścieniowe węglowodory aroma- 

tyczne (WWA), takie jak: antracen, naftalen i fenantren [29]. Z korzeni pszenicy, ku- 

kurydzy i trawy (Digitaria decumbens) wyizolowano szczepy bakterii Azospirillum 
brasilense i Azospirillum lipoferum, które były zdolne do degradacji fenolu i benzo- 

esanów [3]. Również wiadomo od dawna, że niektóre szczepy bakterii z tego rodzaju 
[33] mogą rozkładać herbicydy (np. karbofuran, tiobenkarb). 

Wykorzystywanie różnych źródeł węgla przez te bakterie jest uwzględniane mię- 

dzy innymi przy określaniu przynależności szczepów do gatunku. Niektóre szczepy 
bakterii wymagają do wzrostu obecności w podłożu witamin, biotyny (tab. 1) риу- 

doksyny oraz pierwiastków śladowych [30, 36].
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Synteza węglowodanów 

Azospirillum jest zdolne do wzrostu na podłożach zawierającymi nie tylko kwasy 
organiczne, takie jak np. jabłczan, ale również do wzrostu autotroficznego z CO», jako 
źródłem węgla, i H» — jako źródłem energii. Wiązanie CO) jest katalizowane przez 
cykl Calvina. Powstające w procesach świetlnych NADPH i ATP są wykorzystywane 
do redukcyjnego przekształcenia CO» w węglowodany w serii reakcji zwanych cy- 
klem Calvina. Pierwszym ich etapem jest redukcja CO> z rybulozodwufosforanem, 
prowadząca do utworzenia się dwóch cząsteczek 3-fosfoglicerynianu, co stwierdzono 
w chemolitoautotroficznym wzroście u A. lipoferum [39]. 

Formowanie i degradacja poli-B-hydroksymaślanów (PHB) 

Podobnie do wielu innych bakterii, Azospirillum spp. są zdolne do gromadzenia 
wewnątrz komórek poli-B-hydroksymaślanów (PHB) jako rezerwowego węgla i źródła 
energii, wykorzystywanego w warunkach stresowych środowiska [19]. Stwierdzono, 
że komórki 4. brasilense podczas wzrostu i wiązania azotu mogą zawierać powyżej 
40% suchej biomasy PHB, a nawet może ona dochodzić do 88% przy wysokim stosun- 
ku C/N i ograniczonym stężeniu tlenu. W badaniach zaobserwowano, że raczej O» niż 
azot jest czynnikiem ograniczającym wytwarzanie poli-B-hydroksymaślanów. 

Podczas wzrostu w warunkach beztlenowych, w hodowlach ciągłych przy ograni- 
czonym dopływie jabłczanów, wytwarzanie PHB w komórkach A. brasilense wahało 
się od 1% do 40%, kiedy ograniczono ilość azotynów zamiast tlenu, jako jedynego ak- 
ceptora elektronów [49]. Stąd można sugerować, że akumulacja PHB u Azospirillum 
spp. zależy od wysokiego poziomu NADH w komórce, gdyż pojawia się tylko wtedy, 
gdy tylko część celularnego NADH może być ponownie utleniona w łańcuchu odde- 
chowym, ponieważ ogranicza akceptory elektronu [49]. Dehydrogenaza D(-)-B-hy- 
droksymaślanu katalizuje przemianę B-hydroksymaślanu w acetooctani jest uważana 
za kluczowy enzym uczestniczący w regulacji syntezy PHB. Zaobserwowano, że 
utlenianie B-hydroksymaślanu przez oczyszczony enzym otrzymany z komórek 
A. brasilense jest hamowane przez wysoka koncentracjg NADH i NADPH [43], co juz 
opisano wcześniej dla enzymów pochodzących z Azotobacter vinelandii. W suro- 
wych ekstraktach komórek Azospirillum spp., po 24 h ich głodowania, odnotowano 
zwiększoną aktywność dehydrogenazy D(-)-B-hydroksymaślanu i transferazy CoA, 
katalizujących przeniesienie CoA na acetooctan, oraz acetylotransferazy acety- 
lo-CoA, kiedy PHB byto rozktadane [43]. Ostatnio zostat zidentyfikowany gen 
UA. brasilense Sp7, ktory wykazywat wysoka homologie do genu u Alcaligenes eu- 
robhus phbB i nie zawierał informacji genetycznej dla NADPH, podobnej do reduk- 
tazy acetoacetylo-CoA. Prawdopodobnie u bakterii z rodzaju Azospirillum PHB jest 
Yyntetyzowane przez kilka różnych reduktaz acetoacetylo-CoA [48].
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Trzy geny: phbA, phbB, phbC, kodujące enzymy, które uczestniczą w metabolicz- 

nym cyklu PHB: B-ketiolaza, reduktaza acetoacetylu-CoA i syntetaza PHB, były zi- 
dentyfikowane w genomie u A. brasilense Sp7, a następnie sklonowane 1 sekwencjo- 
nowane [18]. Ostatnie badania donoszą [19] o sklonowaniu i sekwencjonowaniu jesz- 
cze dwóch genów u 4. brasilense Sp7 biorących udział w cyklu PHB, to hbdH (dehy- 

drogenaza B-hydroksymaślanu) i phaZ (depolimeraza PHB). 

Adaptacja w Środowisku 
  

Osmoregulacja 

Bakterie glebowe i kolonizujące ryzosferę Azospirillum spp. są poddawane różno- 
rodnym stresowym sytuacjom, głównie spowodowanym przez roztwór wodny. W sło- 
nej glebie muszą dawać sobie radę z wysokim potencjałem osmotycznym, w suchej gle- 
bie niski potencjał ogranicza ich aktywność i żywotność. Dlatego podłoża piaskowe lub 
gleba o małej zawartości substancji organicznej nie są wskazane dla dobrej kolonizacji 
korzeni przez bakterie ryzosferowe z rodzaju Azospirillum, ponieważ przywiązanie” 
tych bakterii do czystego piasku, w którym brakuje koloidów lub substancji organicz- 
nej, jest słabe. Jak donoszą Bashan i Levanony [5], bakterie wytwarzają w tym środowi- 
sku siatkę mostków białkowych pomiędzy swoimi komórkami a cząsteczkami kwarcu. 
Aby pokonać te bariery i skolonizować korzenie roślin komórki Azospirillum, muszą 

użyć dużo energii na poruszanie się poprzez cząstki piasku czy gleby. 

Z zasolonego środowiska glebowego można wyizolować bakterie tolerancyjne na 
potencjał osmotyczny [36]. Podobnie jak inne mikroorganizmy, Azospirillum spp. 

akumulują organiczne związki, które nie ograniczają ich aktywności komórkowej, 
a pomagają w środowisku wodnego stresu. Opisano związki kompatybilne do komó- 
rek Azospirillum spp., takie jak trehaloza, glicyna, betaina, glutaminiany i prolina. 
Odporne na zwiększenie potencjału osmotycznego są szczepy bakterii z gatunków: 
A. amazonense, A. brasilense, A. lipoferum i A. halopreferens, szczególną osmotole- 
rancją odznaczają się szczepy z gatunku 4. irakense, natomiast niektóre szczepy 
A. brasilense i A. halopreferens mogą różnie reagować . U bakterii 4. halopreferens 
i A. brasilense glicyna i betaina stymulowały wzrost i wiązanie azotu w warunkach 
stresu spowodowanego zasoleniem środowiska. Osmotolerancyjne szczepy Azospi- 
rillum spp. nie używają, lub w tylko małym stopniu, jako źródła azotu i węgla: choli- 

ny, glicyny, betainy, glutaminianów, proliny i innych aminokwasów [20]. 

Chemotaksja i aerotaksja 

Ruchliwość, dzięki polarnej rzęsce, umożliwia bakteriom przyciąganie (lub od- 

pychanie zależnie od ładunku) przez chemiczne związki wydzielin korzeniowych. 
Bakterie z rodzaju Azospirillum są przyciągane przez wiele organicznych związków, 

typowych dla metabolitów korzeniowych, obejmujących: kwas asparaginowy, kwas 
glutaminowy, bursztyniany, jabłczany, glicynę, galaktozę i arabinozę w optymalnej
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koncentracji 107” M [46]. Nieoczekiwanie, sacharoza może przyciągać komórki. lipo- 
Jerum, chociaż ten gatunek nie wykorzystuje tego źródła węgla. Substraty znane jako 
metabolizowane przez Azospirillum spp., takie jak D-fruktoza i L-arabinoza, nie przy- 
ciągają ani A. lipoferum ER 15, ani A. brasilense JM 6A2 [35]. Dla gatunku 4. brasilen- 
se najlepszymi chemotaktycznymi związkami są cukry: arabinoza, fukoza i galaktoza. 
Bakterie z rodzaju Azospirillum (np. A. lipoferum Sp 59b, A. brasilense Sp 7iSpCD) sa 
również przyciągane chemotaktycznie przez związki aromatyczne, takie jak benzoesa- 
ny i hydroksybenzoesany w optymalnej koncentracji od 10 do 10'' M [30]. 

Próbki zawierające różne związki, przyciągając komórki bakterii, mogą być rów- 
nież jednym z czynników określających specyficzność rosliny-gospodarza [35]. 
W dodatku przyciąganie chemotaktyczne Azospirillum spp. przez różne organiczne 
związki preferuje migracje komórek w kierunku stref o niskiej rozpuszczalności tle- 
nu. W konsekwencji, bakterie tworzą błonkę w półpłynnej bezazotowej pożywce 
w pewnej odległości od powierzchni. Ta mikroaerofilność w pożywkach bezazoto- 
wych jest standardową procedurą w izolacji Azospirillum spp. 1innych bakterii diazo- 
troficznych. 

Wytwarzanie związków chelatujących Ее?" 

W środowisku tlenowym w ryzosferze dostępność żelaza jest ograniczona przez 
skrajnie niską rozpuszczalność kompleksów żelaza [Kp: 107*), jak również przez 
dużą konkurencję wśród mikroorganizmów, a także zależy od ilości koloidów hydro- 
tobowych w glebie [15]. Najniższe stężenie żelaza, które pokrywa zapotrzebowanie 
bakterii Gram-ujemnych, wynosi 3 x 107” M. Tak więc środowisko ryzosferowe nie 
zapewnia odpowiedniego stężenia wolnych jonów żelaza, które podtrzymywałyby 
wzrost bakterii. 

Wśród bakterii spotykamy dwa systemy asymilacji żelaza. Pierwszy z nich to sys- 
ет niskiego powinowactwa oparty na swobodnej dyfuzji, który jest czynny przy stęże- 
niach żelaza rzedu 10 uM i wyzszych. Drugi to system wysokiego powinowactwa do 
żelaza, działający w warunkach niedoboru tego pierwiastka, składający się z dwóch ele- 
mentów — sideroforu i systemu aktywnego transportu [32]. 

Większość sideroforów należy do dwóch znanych grup chemicznych: pochod- 
nych kwasów hydroksamowych, tworzących klasę sideroforów hydroksamowych, 
_ pochodnych fenolu, tworzących klasę sideroforów fenolanowo-katecholowych. 
Znane są również siderofory tzw. klasy mieszanej, które są ligandami hybrydowymi, 
tawierajacymi jednocześnie ugrupowania hydroksamowe i katecholowe. 

W literaturze за j edynie nieliczne prace dotyczące informacji o wytwarzaniu side- 
toforów przez bakterie z rodzaju Azospirillum [2, 25]. 

Bakterie te syntetyzują siderofory, które są głównie związkami hydroksamowymi 
lub fenolowymi i mają duże powinowactwo do Fe'*. W procesie wiązania azotu 
cząsteczkowego, Fe i Mo są głównie potrzebne do budowy i funkcjonowania nitroge-
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nazy. W większości wypadków u 4. lipoferum siderofory były identyfikowane jako 

pochodne kwasu dihydroksybenzoesowego (DHBA ) — 2,3-DHBA 1 3,5-DHBA. Pro- 

dukcja kwasu salicylowego i związków fenolowych była także zanotowana u Azospi- 

rillum spp. [2]. U A. brasilense RG, kwas 2,3-dixydroksybenzoesowy zwiazany z or- 

nityną i seryną tworzy związek zwany spirillobaktyną. Spirillobaktyny pośredniczą 

nie tylko w systemie transportu żelaza u mikroorganizmów, ale również biorą udział 

w procesach dysocjacji membranowej Fe'* w komórkach roślin. 

- Podsumowanie 
  

Obecnie uważa się, że w wypadku asocjacji Azospirillum z roślinami niemotylko- 

watymi udział wiązania N» w zaspokajaniu ich zapotrzebowania azotowego jest nie- 

wielki. Większość związanego przez nie azotu może być udostępniona roślinom do- 

piero po śmierci i lizie komórek bakteryjnych, obserwowane zwyżki plonu mogą być 

prawdopodobnie spowodowane przez wytwarzanie substancji wzrostowych, enzy- 

mów pektynolitycznych czy celulolitycznych lub sideroforów produkowanych przez 

te bakterie. 

U większości roślin zbożowych: pszenicy, kukurydzy, sorga 1 innych zboż, szcze- 

pionych Azospirillum spp., uzyskiwano wyraźny wzrost plonów części wegetatyw- 

nych (od 18 do 39%), lepszy rozwój i rozgałęzienie systemu korzeniowego i zwięk- 

szenie plonów ziarna (od 10 do 30%). W warunkach polowych najlepszy efekt zasto- 

sowania szczepionek otrzymywano w wypadku szczepienia Azospirillum spp. siewek 

kukurydzy. Największe plony, wzrost od 60 do 70%, uzyskiwano przy optymalnym 

nawożeniu i nawodnieniu roślin. 

Szczepienie roślin bakteriami z rodzaju Azospirillum może okazać się w przy- 
szłości jeszcze jednym sposobem praktycznego zwiększania plonów upraw rolnych 

niezależnie od tego, czy korzystny wpływ takich zabiegów dotyczy wiązania azotu at- 

mosferycznego, produkcji fitohormonów czy też innych, nieodkrytych do tej pory, 

skutków oddziaływania tych bakterii na rośliny. 
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Physiological characteristics of Azospirillum bacteria genus 
  

Key words: rhizosfere, Azospirillum, association, wall of the cell, 

phytohormones, carbon source, PHB, adaptation in evironment 

Summary 

From the seven species: A. amazonense, A. halopraeferens, A. largimobile, 

A. irakense and A. doebereinerae, that had been described, A. brasilense and A. lipo- 

ferum were isolated all over the word from soil and the roots a variety of grasses and 

cereals. 

These bacteria are aerobic nonfermentative chemoorganotrophs. They are Gram 

negative, the cells are vibrioid to S-shaped, mobile in liquid media by a polar flagel- 

lum. On solid media, A. brasilense, A. lipoferum and A. irakense have the lateral fla- 

gellae. In case of Azospirillum spp. the formation of cyst-like structures in old cultures 

was described. They contain granules of poly-B-hydroxybutyrate (PHB). Azospiril- 

lum spp. synthesize exopolysaccharides and capsular polysaccharides. The G + C con- 

tent in DNA varies between 64 and 70 mol%. Their optimum growth temperature ran- 

ges from 28° to 41°C. In general, the bacteria of Azospirillum genus utilize a variety of 

sugars, alcohols and organic acids as carbon sources. A. irakense grows with pectin as 

the sole carbon source. Autotrophic growth under aerobic conditions, with H; as the 

energy source has been demonstrated for A. lipoferum. Azospirillum spp. can utilize 

the ammonia and nitrate, most strains of A. brasilense and 4. lipoferum are denitri- 

fiers, whereas A. amazonense and A. irakense are reported to be unable to denitrify. 

From other physiological properties, they can produce siderophores, phytohormones 

and other plant growth-promoting substances.


