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Wstep

Do najbardziej znanych bakterii wolno zyjacych, wiazacych wolny azot, naleza
bakterie z rodzaju Azospirillum, ktére w ciagu ostatnich kilkunastu lat sa znowu
przedmiotem wzrastajacego zainteresowania [12, 17, 21, 22, 23, 26, 28, 40]. Zyjq one
W asocjacji z korzeniami wielu roslin o duzym znaczeniu gospodarczym (np. wszyst-
kie zboza i trawy), uprawianych zaréwno w klimacie umiarkowanym, jak i tropikal-
nym na catym swiecie. Bakterie te majg zdolnosci nie tylko wigzania azotu atmosfe-
rycznego, ale rowniez wytwarzania substancji wzrostowych, ktore powoduja lepszy
rozwo) i rozgatgzianie systemu korzeniowego, a w zwiazku z tym usprawnienie go-
Spodarki wodnej i pobierania soli mineralnych przez rosline. Dzieki tym wilasciwo-
Sciom moga wplywac na zwiekszenie plonow.

Poraz pierwszy zostaly one opisane w 1925 r. przez Beijerincka jako Spirillum li-
poferum. Dopiero w 1974 r. Débereiner i Day [9] wyizolowali je z korzeni tropikal-
nych traw w Brazylii. W Polsce po raz pierwszy prace nad bakteriami z rodzaju Azo-
Spirillum zostaty podjete na SGGW w roku 1975 przez Kulinska [28], ktéra wezesnie;j
Pracowata w Zaktadzie Mikrobiologii (w Instytucie EMBRAPA-CNPAB) w Rio de
Janeiro u Débereiner w Brazylii. Nastgpnie w 1978 r. Tarand 1 in. [44], na podstawie
Skfadu zasad i homologii DNA, utworzyli rodzaj Azospirillum, do ktérego zaliczyli
dwa gatunki: 4. brasilense i A. lipoferum [44]. Poczatkowo bakterie te uwazane byty
Zatypowe bakterie zwiazane z klimatem tropikalnym, dopoki nie zostaly wyizolowa-
¢ w Finlandii w 1981 roku [13].

W 1983 r. Magalhaes i in. [31] wyizolowali z korzeni traw i palm rosnacych
¥ Amazonii nastgpny gatunek 4. amazonense, charakteryzujacy sie duza tolerancja
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na kwasny odczyn srodowiska. Pozniej zostal jeszcze jeden — A. serpoedicae, wydzie-
lony z korzeni zboz (pszenica, sorgo ryz). Jednak po przeprowadzeniu analizy homo-
logiit DNA-rRNA przeniesiono go w 1986 roku do nowego rodzaju Herbaspirillum
jako H. serpoedicae. Cztery lata pézniej Reinhold i in. [36] wyizolowali z korzeni tra-
wy Leptochloa fusca z zasolonych gleb Pakistanu (prowincja Punjab) — Azospirillum
halopraeferens.

Piaty gatunek — Azospirillum irakense — wyizolowali z korzeni ryzu w prowincji
Diwaniyah (Qadisya), w Iraku, w 1989 r. Khammas i in. [20].

W 1997 roku Ben Dekhil 11n. [7], na podstawie filogenetycznej analizy przez po-
rownanie sekwencji 16S rDNA 1 wczesniejszych badan hybrydyzacji kwaséw nukle-
inowych, przeniesli gatunek z rodzaju Conglomeromonas — C. largomobilis, wyizolo-
wany z wody w Australii, do rodzaju Azospirillum, pod nazwa A. largomobile [41].
Nastgpnie nazwa ta (4. largomobile) zostata skorygowana przez Sly’ego i Stacke-
brandta [42] i1 obecnie znana jako A. largimobile.

Ostatni gatunek — 4. doebereinerae zostat wyizolowany przez Eckert w 2000
roku [11] z ryzosfery trawy (C4) Miscanthus sinensis cv. uprawianej w Niemczech
(Neuherberg).

Morfologia

Do rodzaju Azospirillum naleza bakterie: Gram-ujemne, ruchliwe, w ksztalcie prze-
cinka, litery S lub spirali, urzgsione. Szerokosé ich wynosi okoto 1 pm. Cecha charakte-
rystyczng wszystkich gatunkow, z wyjatkiem A. brasilense, jest pleomorfizm. W pod-
tozach ptynnych wytwarzaja jedna polarna rzeske, na podtozach statych, z wyjatkiem
A. amazonense 1 A. halopraeferens, liczne rzgski lateralne, tworza formy cystopodobne
w starych hodowlach. Rzgski polarne, dlugosci okoto 1,2 pm i szerokosci wraz
z ostonka 18 um, odpowiedzialne sa za ruch w podtozach ptynnych; lateralne, krotsze
(0,7 um) 1 ciensze (13,5 pm), pozbawione ostonki, stuza jako organella lokomocji na
podlozach statych. Trzy gatunki bakterii z tego rodzaju — 4. amazonense, A. halopraefe-
rens 1 A. doebereinerae — tworza tylko jedna rzeske polarng [11, 36]. Charakterystyke
rozniaeg gatunki w obrebie rodzaju Azospirillum przedstawiono w tabeli 1.

Bakterie te gromadza wewnatrzkomorkowo poli-B-hydroksymaslany (PHB) -
A. brasilense i A. lipoferum, lub polihydroksyalkanoniany (PHA) — A. brasilense, nie
tworza sluzu [44].

W starszych hodowlach 4. lipoferum i A. brasilense, opornych na wysuszenie
| temperature, spotyka si¢ obecnos¢ nieruchliwych, powigkszonych form pleomor-
ficznych, zwanych ciatami kulistymi lub formami C —,,cocoid bodies” lub ,,c-forms”
[44]. Formy te s3 owalne i silnie zatamuja $wiatlo, szeroko$é ich wynosi okoto 2,5 pm,
a dtugos¢ od 3 do 15 um. Zawieraja one otoczke polisacharydowa, a w $rodku liczx?e
granule kwasu poli-B-hydroksymastowego. Cystopodobne formy nie wystgpwa
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w hodowlach bulionowych tylko na podtozu potptynnym 1 statym, szczegdlnie po-
wstawanie form stymuluje dodatek do podioza fruktozy i azotandéw. Proces ten
uA. brasilense sprz¢zony jest z wytwarzaniem bragzowoczarnego barwnika melanino-
wego, wydzielanego do podloza, ktory prawdopodobnie chroni komorki bakterii
przed szkodliwym dziataniem promieni stonecznych.

Budowa sciany komoérkowe;j

Sciana komorek bakterii Gram-dodatnich ma przewaznie okoto 50 nm i jest
zlozona z peptydoglikanu 1 kwasu tejchowego. Natomiast powierzchnia $ciany ko-
morkowej bakterii Gram-ujemnych jest bardziej ztozona, poniewaz oprocz warstwy
peptydoglikanu (PG) zawiera biatka, ttuszcze 1 lipopolisacharyd (LPS) i lipoproteing
(LP). Sktadnikami peptydoglikanu, czyli sztywnej warstwy R (rigid layer), sa N-ace-
tyloglukozamina 1 kwas N-acetylomuraminowy, polaczone wigzaniem 3 (1, 4).
U bakterit Gram-ujemnych peptydoglikan nie przekracza 10% sktadnikow sciany.

Kwasy tluszczowe wchodzace w sktad membrany lipidowe;, jako materiat budul-
cowy fosfolipidow, glikolipidéw i glikofosfolipidow, moga by¢ uzywane do klasyfika-
cji szczepow bakterii [16]. Ostatnio stosuje si¢ kwasy ttuszczowe jako biomarkery
w badaniach stanu zanieczyszczenia srodowiska, poniewaz wystepuja w komorkach
bakteryjnych w statej ilosci w stosunku do ich biomasy, sa szybko rozktadane po smierci
komorki oraz nie sg skfadnikami zanieczyszczen antropogenicznych. Sktad kwasow
thuszczowych u bakterii jest bardzo zréznicowany. Oprocz kwasow prostolancucho-
wych nasyconych i nienasyconych powszechnie u bakterii w fosfolipidach wystgpuja
kwasy rozgat¢zione — zaréwno u bakterii Gram-ujemnych, jak i Gram-dodatnich, cy-
klopropanowe (np. Lactobacillus sp.) i hydroksykwasy, np. kwas poli-3-hydroksyma-
stowy [16]. Kwasy tluszczowe utrzymuja integralng strukture blony, wptywajac na jej
przepuszczalnos¢; wzrost ilosci nienasyconych kwasow zwigksza ptynnos¢ bony 1 na-
sila procesy dyfuzyjne, natomiast wzrost ilosci rozgatezionych kwasow i cyklopropa-
nowych wzmacnia strukturg btony i obniza jej przepuszczalnosé.

A. brasilense 1 A. lipoferum maja podobnie zbudowane kwasy tluszczowe, nato-
miast A. amazonense 1 A. halopraeferens rdzniq si¢ zasadniczo od kazdego z nich.

Podobnie jak wszystkie bakterie Gram-ujemne, tak samo §ciana komorkowa Azo-
spirillum spp. zawiera zewngtrzng kilkuwarstwowa membrane, wewnetrzna membra-'
n¢ cytoplazmatyczng i przestrzen peryplazmatyczna przepuszczajaca migdzy nimi
elektrony. Membrana cytoplazmatyczna chroni enzymy powstajace w tlenowym
i beztlenowym oddychaniu, jak réwniez chroni powstata energie oraz ogranicza
wszelki transport membranowy [14]. Przestrzen peryplazmatyczna posiada enzymy
(np. hydrolazy, fosfatazy), uczestniczace w reakcjach katabolicznych, i biatka wiazace
komponenty, wysoko spokrewnione z procesami takimi jak transport glicyny.

Fosfolipidowa dwuwarstwowa zewnetrzna membrana jest polaczona z warstwa
peptydoglikanu. Stwierdzono u 4. brasilense R6, ze biatko znajdujace sig na zewnatrz
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membrany, o wadze 42-kDa, ktére zawiera okoto 60% calego bialka, jest dotaczone —
ale nie kowalencyjnie — z kwasemu muraminowym [1]. U 4. brasilense Sp7, po stro-
nie zewngtrznej membrany, znaleziono biatko kwasne o wadze okoto 40-kDa. Bialka
te moga funkcjonowac jako podjednostki na zewnatrz przestrzeni membranowych.
Opisano takze mniejsze biatko, 0 wadze molekularnej od 15 do 90 kDa [1]. W warun-
kach ograniczonego zelaza moga by¢ indukowane cztery biatka o wadze od 72 do 87
kDa, ktore prawdopodobnie funkcjonuja jako specyficzny receptor systemu transpor-
tu sideroforow, co jest znane u bakterii Gram-ujemnych. Biatko o wadze molekular-
nej 85 kDa i nieznanej funkcji znaleziono takze na zewnatrz membrany na powierzch-
ni1 komorki.

Lipopolisacharydy (LPS) sa umieszczone w dwuwarstwowej fosfolipidowej ze-
wngtrznej membranie, umozliwiaja one identyfikacje serologiczna gatunku przy sto-
sowaniu przeciwciat poli- lub monoklonalnych.

U szczepow bakterii A. brasilense 1 A. lipoferum stwierdzono wystepowanie
kwasnych egzopolisacharydow (EPS). Prace nad tymi polisacharydami sa prowadzo-
ne ze wzgledu na funkcjg, jaka odgrywaja przy rozpoznawaniu i przyciaganiu bakterii
przez powierzchni¢ wiosnikéw korzeniowych. Wyizolowano mutanty 4. brasilense
1 4. lipoferum, hodowane na pozywce ,,Congo-red”, ktore miaty uszkodzona synteze
egzopolisacharydow (EPS) i rowniez byly niezdolne do wytwarzania form C. Pewne
szczepy tego gatunku hodowane na pozywce z fruktoza, jako zrédlem wegla, wytwa-
rzaty gruba blong tzw. torebkowych polisacharydéw (CPS), ktéra prowadzita do for-
mowania cyst lub form C [37]. Glikoproteiny o wadze 97 kDa, powodujace aglutyna-
¢j¢ komorek, przyciaganie ich i adsorpcje na korzeniach siewek pszenicy, zostaty zna-
lezione u 4. brasilense Cd. Aglutynacja ta byta hamowana przez D-glukozg, melobio-
z¢1alfa-metylo glukozydy. Przyciaganie i adsorpcja komorek 4. brasilense do korze-
nisiewek pszenicy wydaje si¢ zaleze¢ od powierzchniowego sktadu biatek rzeski po-
larnej, tj. lektyn — wiazania wapniowo-flurowego na powierzchni polisacharydow.

Asocjacja Azospirillum

Azospirillum spp. zyjace w asocjacji [47] z korzeniami wielu roslin wykazuje naj-
Wigkszg aktywnosé po wniknigciu komérek bakterii do glebszych warstw korzenia.
Srodowisko wewnatrz korzenia w poréwnaniu z glebg dobrze chroni bakterie, zabez-
Pleczajac je przed susza czy mrozem i sprawiajac, ze Azospirillum moze z powodze-
niem konkurowaé z innymi bakteriami o zrédlo energii 1 wegla.

Zjawisko powstawania takich uktadéw zostalo odkryte przez Débereiner i Cam-
Pelo [10]. W wypadku Azospirillum nie wykryto jednak $cistej specyficznosci, a jedy-
hie powinowactwo szczepow do ich gospodarzy. 4. lipoferum wykazuje powinowac-
tWo gtéwnie w stosunku do roslin o typie fotosyntezy C-4, takich jak: trawy tropikal-
e, kukurydza czy sorgo, podczas gdy 4. brasilense wykazuje je wobec roslin o typie
fOtos}’ntezy C-3, takich jak: pszenica, zyto, owies, jgczmien 1 ryz.
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Bashan i Holugin [4], ktorzy kolonizowali 4. brasilense korzenie 64 gatunkow
roznych roslin, donosza o niespecyficznosci tej bakterii w stosunku do roslin. Badania
nad rozmieszczeniem Azospirillum w Korzeniach roslin wykazaly, ze bakterie te przy-
legaja do ziarnistosci na wiosnikach korzeniowych. Nastepnie przenikaja do wngtrza
i uktadaja si¢ w przestrzeniach migdzykomorkowych wzdtuz kory.

Wytwarzanie fitohormonow

Synteza fitohormonodw u bakterii zrodzaju Azospirillum jest niezbg¢dna do wytwa-
rzania trwalych asocjacji z korzeniami roslin. Hormony roslinne powoduja podzial
1 roznicowanie komorek w merystematycznej tkance korzenia, wskutek czego nastg-
puje wydtuzanie sie korzenia, produkowanie wigkszej liczby wiosnikéw 1rozgatezia-
nie sie ich. Niewykluczone tez, ze na skutek kolonizacji korzeni przez bakterie 1 wy-
twarzania fitohormonow — sama roslina zostaje pobudzona do wydzielania substancji
stymulujacych wzrost [45].

W 1979 roku stwierdzono u A. brasilense wytwarzanie auksyn oraz substancji po-
dobnych do cytokinin i giberelin [45]. Obserwowano zwigkszenie liczby wlosnikow
korzeniowych i korzeni bocznych po zaszczepieniu ro$lin mieszankg kwasu indoli-
lo-3-octowego, kinetyng i kwasem giberelinowym GAj, otrzymang z tych bakterii.

Auksyny. W plynnych kulturach 4. brasilense, zawierajacych w pozywce trypto-
fan, stwierdzono metoda chromatograficzna wytwarzanie kwasu indolilo-3-octowego
[45]. Zimmer 1 Bothe [46] wykryli rowniez niezidentyfikowana substancj¢ fitohormo-
nalna o dwukrotnie wyzszej aktywnosci niz kwas indolilo-3-octowy (IAA). Autorzy Ci
sugeruja, ze wytwarzanie fitohormonow jest szczepowo specyficzne i zalezne od fazy
rozwojowej bakterii, a takze od pH $rodowiska glebowego. Stwierdzono, ze najwyzsze
stezenie IAA w glebie byto przy pH 6,3 [34]. Wydaje sig, ze Azospirillum spp. jest ak-
tywniejszym ,,producentem’” IAA niz wiele innych bakterii glebowych [49].

Dla bakterii z rodzaju Azospirillum spp. sugerowano obecno$¢ w genomie kilku
kopii genéw kodujacych enzymy uczestniczace w biosyntezie IAA oraz wigcej niz je-
den cykl syntezy IAA. Wsréd mikroorganizmow sa znane dwa cykle syntezy kwasu
indolilo-3-octowego:

1. W pierwszym cyklu, opisanym dla fitopatogena Pseudomonas syringae i dla Agro-
bacterium tumefaciens uszkadzajacego komorki roslinne, tryptofan (Trp) jest po-
czatkowo przeksztatcany w indolo-3-acetamid (IAM) przez monooksygenazg tryp-
tofanowa [50]. Nastepny etap to katalizowanie IAA przez hydrolaze IAM. W bada-
niach stwierdzono, ze szczepy A. brasilense: Cd i réwniez szczep Sp7, nie byly
zdolne do wytwarzania produktéw posrednich miedzy IAM a IAA [50].

2. W drugim cyklu tryptofan (Trp) jest przeksztatcany do indolo-pirogronianu (Ipyr)
przez aminotransferazy. Nastepny etap to dekarboksylacja indolo-pirogroniany
do indolo-acetaldehydu (IAAld) i oksydacja do IAA.

Mechanizm syntezy IAA przypuszczalnie jest aktywowany w momencie dostar-
czania bakteriom tryptofanu [62]. Antranilany posredniczace w biosyntezie i degra-
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dacji tryptofanu wydaja si¢ mie¢ wlasciwosci hamowania biosyntezy IAA u A. ira-
kense KA3. Jest catkiem mozliwe, ze regulacja biosyntezy [AA moze by¢ rézna wsrod
szczepOw bakterii z rodzaju Azospirillum.

Cytokininy. Substancje podobne do cytokinin byty znalezione réwniez u bakterii
zrodzaju Azospirillum [45]. Stwierdzono, ze zarowno A. brasilense, jak 1 A. lipoferum
wytwarzaja cytokininy [49]. Z supernatantu 10-dniowych kultur 4. brasilense Sp13t
otrzymano frakcj¢ butanolowa, ktora miata wtasciwosci podobne do cytokinin, jakie
obserwowano, gdy zastosowano kinetyny w ilosci (1ng - ml™"). Substancje cytokini-
nopodobne cz¢sto moga powstawacd przy degradacji kwasow nukleinowych w starych
hodowlach bakterii.

Gibereliny. W hodowlach bakterii zrodzaju Azospirillum stwierdzono niewielkie
1losci giberelin. Wytwarzanie substancji giberelinopodobnych bylo potwierdzone
u szczepu A. brasilense Sp13t, poniewaz ekstrakty otrzymane z supernatantu powo-
dowaty elongacje hipokotylu salaty. Elongacja hipokotylu jest czgsto rowniez stymu-
lowana przez auksyny. Metoda chromatografii gazowej i spektrometrycznej znalezio-
no w kulturach 4. lipoferum op33 gibereliny A1, A3 11zo-A3 w koncentracji od 20 do
40 pg - ml™' [8].

Inne substancje wzrostowe. Azotyny w stezeniu od 0,1 do 10,0 mM moga powo-
dowaé podobne efekty do kwasu indolilooctowego (IAA), co zostalo zaobserwowane
podczas testu z roslinami [49]. Efekt azotynow moze by¢ zwigkszony przez dodatek
askorbiniandéw — to by sugerowato, iz azotyny w komoérkach roslinnych wchodza
w interakcje z askorbinianami. Prace badawcze ujawnily, ze gtdéwnie azotyny powo-
duja zwigkszenie korzeni bocznych pszenicy — efekt, ktérego nie mozna otrzymad,
kiedy azotyny sg zastapione przez azotany, amoniak czy siarczki.

Fizjologia

Wykorzystywanie zrodet wegla i ich rozktad metaboliczny

Bakterie tlenowe i liczne bakterie wzglgdnie beztlenowe w obecnosci tlenu oddy-
chaja tlenowo. Jeden z mechanizméw oddychania tlenowego przebiega przez glikoli-
z¢ (cykl Embdena-Meyerhofa-Pamasa). Glikoliza jest lancuchem reakcji prze-
ksztatcajacych glukoze w pirogronian z jednoczesng produkcja ATP. Nastgpnym eta-
Peém 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 reakeji, zwanych cyklem kwasow trojkar-
bOksylowych albo cyklem Krebsa lub inaczej jeszcze cyklem cytrynowym.

Cykl Krebsa jest koncowym, wspolnym szlakiem utleniania czasteczek materiatu
®nergetycznego — aminokwasow, kwasow thuszczowych 1 weglowodanow. Wigk-
8208¢ tych zwiazk 6w wchodzi do cyklu pod postacia acetylo-CoA. Cykl ten dostarcza
takze posrednich metabolitow do biosyntez. Reakcje cyklu kwasu cytrynowego prze-
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biegaja wewnatrz mitochondriow w przeciwienstwie do reakcji glikolizy, przebie-
gajacych w cytozolu (czg¢s¢ ptynna cytoplazmy).

U wielu bakterii oddychanie odbywa si¢ poprzez cykl Krebsa, u innych jednak za-
chodzi poprzez cykl pentozowy lub cykl Entnera-Doudoroffa. Cykl pentozowy po-
przez zwiazki trojweglowe (aldehyd glicerynowy) moze taczy¢ si¢ z cyklem kwasow
trojkarboksylowych. W cyklu Entnera-Doudoroftfa glukoza po fosforylacji podlega
procesom odwodorowania bez rozbicia czasteczki, w wyniku czego powstaje kwas
2-keto-3-dezoksy-6-fosfoglukonowy. Ten z kolei rozpada si¢ na kwas pirogronowy
1 aldehyd 3-fosfoglicerynowy. Produkty te moga si¢ nast¢pnie wlaczy¢ do dalszych
przemian oksydoredukcyjnych w cyklu Krebsa lub cyklu pentozowym.

Bakterie z rodzaju Azospirillum sa wzglgdnymi heterotrofami wykorzystujacymi
rézne cukry, alkohole, kwasy organiczne i ich sole: jabtczan, bursztynian, mleczan 1 pi-
rogronian. Wykorzystanie réznych zrodet wegla przez gatunki Azospirillum przedsta-
wiono w tabeli 2 1 na rysunku 1. Wszystkie aktywne enzymy katabolicznego cyklu gli-
kolizy (Embdena-Meyerhofa-Parnasa), cyklu Entnera-Doudoroffa 1 kwasow trgjkar-
boksylowych (Krebsa) znaleziono u bakterii z rodzaju Azospirillum [15]. Jakkolwiek

sacharoza
glicerol D-fruktoza D-glukoza <«—» D-glukonian
\ I
3-P glicerol l 6 P-glu‘;(oniany
. 6-P fruktoza <€«—>6- >
P-d1hy+iroksy “ &-F glukoza cykl
aceton a Entnera
cy 3 P-aldehyd
L——p Embdena | €— lic : ry::ox)a’vy<_ Doudoroffa
Meyerhofa
Parnasa
\ >pirogioniany etslnol
\/
jablczany L-arabinoza
fumarany ; cykl kwaséw 'L
trojkarboksylowych o g
bursztyniany z cyklem L-arabiniany

v

I-ketoglutaran

Rysunek 1. Degradacja zwigzkéw wegla: cukréw, alkoholi i kwaséw organicznych przez
Azospirillum. Zwiazki podkreslone sa uzywane w reakcjach katabolicznych przez 4. bra-
silense, A. lipoferum i A. amazonense [15]

glioksalowym
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u szczepOw bakterii A. brasilense Sp7 1 A. lipoferum Sp59 niska aktywnos¢ 6-fosfofru-
ktokinazy wskazuje, ze glikoliza nie jest bezposrednio uzywana przez te szczepy bakte-
rii w reakcjach katabolicznych. Nieobecno$é NADP™ w reakcjach, zaleznego od dehy-
drogenazy 6-fosfoglukonowej, wskazuje rowniez na nieobecnos¢ cyklu pentozowego.

W podiozach potptynnych, bezazotowych z glukoza dobrze rosng wszystkie ga-
tunki z wyjatkiem A. halopraeferens. Niektore szczepy A. brasilense, pomimo ze
maja wszystkie enzymy do degradacji glukozy, to nie wykorzystuja jej jako jedynego
zrodla wegla, ale natomiast tatwo degradujg takie polimery, jak ksylan, celuloze¢
i skrobie, ktorych jest pod dostatkiem w ryzosferze roslin [24, 44]. Niektore szczepy
tego gatunku moga rozktadac jeszcze arabinozg 1 galaktoze. Natomiast fruktoza jest
bardzo dobrym zrédtem wegla dla wszystkich gatunkow.

Laktoza jest wykorzystywana jako jedyne zrodto wegla i energii tylko przez dwa
gatunki, A. irakense 1 A. doebereinerae.

Metabolizowanie sacharozy jest cecha charakterystyczna tylko dla gatunkow:
A. amazonense, A. irakense 1 A. doebereinerae. W warunkach tlenowych niektore
szczepy zakwaszajq podloza cukrowe — np. 4. lipoferum na podiozu peptonowym
z glukoza, natomiast w beztlenowych wywotuja ich fermentacje. Szczepy bakteril
A. lipoferum i A. largimobile w tych warunkach zakwaszajg podtoza z glukoza i fruk-
toza, a A. halopraeferens — tylko z fruktoza.

Wszystkie gatunki bakterii z rodzaju Azospirillum rosna dobrze i wigzg wolny
azot w obecnosci kwasow organicznych iich soli, jak rowniez wykorzystuja rézne cu-
kry (tab. 2), co bylo wyzej wymienione, ale tylko jeden gatunek — 4. irakense — moze
wiaza¢ N, wykorzystujac pektyng jako jedyne zrodio wegla [20, 27]. Liazy polisa-
charydowe sa grupa enzymow, ktore degradujg tancuchy polisacharydowe w roslin-
nej Scianie komoérkowej. Wsrod nich najwazniejsze sa liazy pektynianowe [6], ktore
odgrywaja wazna rol¢ w rozwoju chordéb korzeniowych roslin.

Stwierdzono réwniez, ze szczepy tych bakterii asymiluja rozne alkohole: glicerol,
mannitol, sorbitol, arabitol, dulcitol, ksylitol 1 inozytol (tab. 2) [11], jak r6wniez moga
rosna¢ w pozywkach z metanolem lub innymi zwigzkami jednoweglowymi [39].

Niektore szczepy bakterii z rodzaju Azospirillum moga wykorzystywac jako jedy-
ne zrodlo wegla 1 energii przy wiazaniu N, wielopierscieniowe weglowodory aroma-
tyczne (WWA), takie jak: antracen, naftalen i fenantren [29]. Z korzeni pszenicy, ku-
kurydzy i trawy (Digitaria decumbens) wyizolowano szczepy bakterii Azospirillum
brasilense 1 Azospirillum lipoferum, ktore byty zdolne do degradacji fenolu 1 benzo-
esanow [3]. Réwniez wiadomo od dawna, ze niektore szczepy bakterii z tego rodzaju
[33] moga rozktada¢ herbicydy (np. karbofuran, tiobenkarb).

Wykorzystywanie roznych zrédet wegla przez te bakterie jest uwzgledniane mig-
dzy innymi przy okre$laniu przynaleznosci szczepéw do gatunku. Niektore szczepy
bakterii wymagaja do wzrostu obecnosci w podtozu witamin, biotyny (tab. 1)1 piry-
doksyny oraz pierwiastkow $§ladowych [30, 36].
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Synteza weglowodanow

Azospirillum jest zdolne do wzrostu na podtozach zawierajacymi nie tylko kwasy
organiczne, takie jak np. jablczan, ale réwniez do wzrostu autotroficznego z CO,, jako
zrodtem wegla, 1 H, — jako zrodlem energii. Wiazanie CO, jest katalizowane przez
cykl Calvina. Powstajace w procesach $wietlnych NADPH i ATP sg wykorzystywane
do redukcyjnego przeksztatcenia CO, w weglowodany w serii reakcji zwanych cy-
klem Calvina. Pierwszym ich etapem jest redukcja CO, z rybulozodwufosforanem,
prowadzaca do utworzenia si¢ dwdch czasteczek 3-fosfoglicerynianu, co stwierdzono
w chemolitoautotroficznym wzroscie u 4. lipoferum [39].

Formowanie i degradacja poli-B-hydroksymaslanow (PHB)

Podobnie do wielu innych bakterii, Azospirillum spp. sa zdolne do gromadzenia

wewnatrz komorek poli-B-hydroksymaslanéw (PHB) jako rezerwowego wegla 1 zrodta
energii, wykorzystywanego w warunkach stresowych $rodowiska [19]. Stwierdzono,
ze komorki A. brasilense podczas wzrostu i wiazania azotu moga zawiera¢ powyzej
40% suchej biomasy PHB, a nawet moze ona dochodzi¢ do 88% przy wysokim stosun-
ku C/N i ograniczonym stezeniu tlenu. W badaniach zaobserwowano, ze raczej O, niz
azot jest czynnikiem ograniczajacym wytwarzanie poli-B-hydroksymaslanow.

Podczas wzrostu w warunkach beztlenowych, w hodowlach ciagtych przy ograni-
Czonym doptywie jabiczanéw, wytwarzanie PHB w komorkach 4. brasilense wahato
si¢od 1% do 40%, kiedy ograniczono ilo$¢ azotynéw zamiast tlenu, jako jedynego ak-
ceptora elektronow [49]. Stad mozna sugerowaé, ze akumulacja PHB u Azospirillum
Spp. zalezy od wysokiego poziomu NADH w komorce, gdyz pojawia sig tylko wtedy,
gdy tylko czesé celularnego NADH moze by¢ ponownie utleniona w taficuchu odde-

chowym, poniewaz ogranicza akceptory elektronu [49]. Dehydrogenaza D(-)-B-hy-
droksymaslanu katalizuje przemiane B-hydroksymaslanu w acetooctan i jestuwazana
2a kluczowy enzym uczestniczacy w regulacji syntezy PHB. Zaobserwowano, ze
utlenianie B-hydroksymaslanu przez 0Czyszczony enzym otrzymany z komorek
4. brasilense jest hamowane przez wysoka koncentracje NADH i NADPH [43], co juz
Opisano wczesniej dla enzymow pochodzacych z Azotobacter vinelandii. W suro-
Wych ekstraktach komérek Azospirillum spp., po 24 h ich glodowania, odnotowano
2wigkszong aktywnogé dehydrogenazy D(-)-B-hydroksymaslanu i transferazy CoA,
katalizujqcych przeniesienie CoA na acetooctan, oraz acetylotransferazy acety-
lo-CoaA, kiedy PHB byto rozkiadane [43]. Ostatnio zostal zidentyfikowany gen
UA. brasilense Sp7, ktéry wykazywat wysoka homologie do genu u Alcaligenes eu-
'rophus phbB i nie zawierat informacji genetycznej dla NADPH, podobne) do reduk-
tazy acetoacetylo-CoA. Prawdopodobnie u bakterii z rodzaju Azospirillum PHB jest
Syntetyzowane przez kilka roznych reduktaz acetoacetylo-CoA [48].
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Trzy geny: phbA, phbB, phbC, kodujace enzymy, ktore uczestnicza w metabolicz-

nym cyklu PHB: B-ketiolaza, reduktaza acetoacetylu-CoA 1 syntetaza PHB, byty zi-
dentyfikowane w genomie u A. brasilense Sp7, a nastgpnie sklonowane 1 sekwencjo-
nowane [ 18]. Ostatnie badania donosza [19] o sklonowaniu i sekwencjonowaniu jesz-
cze dwdch gendw u A. brasilense Sp7 bioracych udziat w cyklu PHB, to h/bdH (dehy-

drogenaza -hydroksymaslanu) 1 phaZ (depolimeraza PHB).

Adaptacja w Srodowisku

Osmoregulacja

Bakterie glebowe 1 kolonizujace ryzosfer¢ Azospirillum spp. sa poddawane rozno-
rodnym stresowym sytuacjom, gtdwnie spowodowanym przez roztwér wodny. W slo-
nej glebie musza dawac sobie rad¢ z wysokim potencjatem osmotycznym, w suchej gle-
bie niski potencjat ogranicza ich aktywnos¢ 1 zywotnos¢. Dlatego podtoza piaskowe lub
gleba o matej zawartosci substancji organicznej nie sa wskazane dla dobrej kolonizacji
korzeni przez bakterie ryzosferowe z rodzaju Azospirillum, poniewaz ,,przywiazanie”
tych bakterii do czystego piasku, w ktorym brakuje koloidéw lub substancji organicz-
nej, jest stabe. Jak donosza Bashan i Levanony [5], bakterie wytwarzaja w tym srodowi-
sku siatke mostkoéw bialkowych pomigdzy swoimi komoérkami a czasteczkami kwarcu.
Aby pokonac te bariery 1 skolonizowa¢ korzenie roslin komoérki Azospirillum, musza
uzy¢ duzo energii na poruszanie si¢ poprzez czastki piasku czy gleby.

Z zasolonego sSrodowiska glebowego mozna wyizolowaé bakterie tolerancyjne na
potencjal osmotyczny [36]. Podobnie jak inne mikroorganizmy, Azospirillum spp.
akumulujg organiczne zwiazki, ktdre nie ograniczaja ich aktywno$ci komorkowej,
a pomagaja w srodowisku wodnego stresu. Opisano zwiazki kompatybilne do komo-
rek Azospirillum spp., takie jak trehaloza, glicyna, betaina, glutaminiany i prolina.
Odporne na zwigkszenie potencjatu osmotycznego sg szczepy bakterii z gatunkow:
A. amazonense, A. brasilense, A. lipoferum i A. halopreferens, szczegdlna osmotole-
rancja odznaczajq si¢ szczepy z gatunku A. irakense, natomiast niektore szczepy
A. brasilense 1 A. halopreferens moga réznie reagowaé . U bakterii 4. halopreferens
i A. brasilense glicyna i betaina stymulowaty wzrost i wigzanie azotu w warunkach
stresu spowodowanego zasoleniem $rodowiska. Osmotolerancyjne szczepy Azospi-
rillum spp. nie uzywaja, lub w tylko matym stopniu, jako zrédta azotu i wegla: choli-
ny, glicyny, betainy, glutaminianéw, proliny i innych aminokwaséw [20].

Chemotaksja i aerotaksja

Ruchliwos¢, dzigki polarnej rzgsce, umozliwia bakteriom przyciaganie (lub od-
pychanie zaleznie od fadunku) przez chemiczne zwiazki wydzielin korzeniowych.
Bakterie z rodzaju Azospirillum s przyciagane przez wiele organicznych zwiazkow,
typowych dla metabolitéw korzeniowych, obejmujacych: kwas asparaginowy, kwas
glutaminowy, bursztyniany, jablczany, glicyne, galaktoze i arabinoze w optymalne]
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koncentracji 10~ M [46]. Nieoczekiwanie, sacharoza moze przyciagac¢ komorki 4. lipo-
Jerum, chociaz ten gatunek nie wykorzystuje tego zrodla wegla. Substraty znane jako
metabolizowane przez Azospirillum spp., takie jak D-fruktoza i L-arabinoza, nie przy-
ciagaja ani 4. lipoferum ER 15, ani A. brasilense IM 6A2 [35]. Dla gatunku 4. brasilen-
se najlepszymi chemotaktycznymi zwiazkami sg cukry: arabinoza, fukoza i galaktoza.
Bakterie zrodzaju Azospirillum (np. A. lipoferum Sp 59b, A. brasilense Sp7iSpCD)sa
rowniez przyciagane chemotaktycznie przez zwiazki aromatyczne, takie Jak benzoesa-
ny 1 hydroksybenzoesany w optymalnej koncentracji od 10 do 107" M [30].

Probki zawierajace rézne zwiazki, przyciagajac komorki bakterii, moga by¢ row-
niez jednym z czynnikow okreslajacych specyficznosc rosliny-gospodarza [35].
W dodatku przyciaganie chemotaktyczne Azospirillum Spp. przez rozne organiczne
zwiazki preferuje migracje komorek w kierunku stref o niskiej rozpuszczalnosci tle-
nu. W konsekwencji, bakterie tworza btonke w potptynnej bezazotowej pozywce
w pewnej odleglosci od powierzchni. Ta mikroaerofilnos¢ w pozywkach bezazoto-
wych jest standardowa procedura w izolacji Azospirillum spp. 1 innych bakterii diazo-
troficznych.

Wytwarzanie zwiazkdw chelatujacych Fe’"

W Srodowisku tlenowym w ryzosferze dostgpnos¢ zelaza jest ograniczona przez
skrajnie niska rozpuszczalnosé komplekséw zelaza [Kp: 107°%), jak réwniez przez
duza konkurencje wsrod mikroorganizméw, a takze zalezy od 1losci koloidow hydro-
fobowych w glebie [15]. Najnizsze st¢zenie zelaza, ktore pokrywa zapotrzebowanie
bakterii Gram-ujemnych, wynosi 3 x 10”7 M. Tak wiec srodowisko ryzosferowe nie
Zapewnia odpowiedniego stgzenia wolnych jonéw zelaza, ktore podtrzymywatyby
Wzrost bakterii.

Wsr6d bakterii spotykamy dwa systemy asymilacji zelaza. Pierwszy z nich to sys-
tem niskiego powinowactwa oparty na swobodnej dyfuzji, ktory jest czynny przy steze-
Niach zelaza rzedu 10 uM i wyzszych. Drugi to system wysokiego powinowactwa do
zelaza, dziatajacy w warunkach niedoboru tego pierwiastka, skiadajacy si¢ zdwoch ele-
mentow — sideroforu i systemu aktywnego transportu [32].

Wigkszo$¢ sideroforéw nalezy do dwoéch znanych grup chemicznych: pochod-
fych kwasow hydroksamowych, tworzacych klasg¢ sideroforéw hydroksamowych,
! pochodnych fenolu, tworzacych klase sideroforéw fenolanowo-katecholowych.
Znane sq rOwniez siderofory tzw. klasy mieszanej, ktore sg ligandami hybrydowymi,
“wierajacymi jednoczesnie ugrupowania hydroksamowe i katecholowe.

W literaturze sq j edynie nieliczne prace dotyczace informacji o wytwarzaniu side-
toforow przez bakterie z rodzaju Azospirillum [2, 25].

Bakterie te syntetyzuja siderofory, ktore sa gtoéwnie zwiazkami hydroksamowymi
lub fenolowymi i maja duze powinowactwo do Fe**. W procesie wiazania azotu
“Zasteczkowego, Fe i Mo sa glownie potrzebne do budowy 1 funkcjonowania nitroge-
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nazy. W wiekszosci wypadkow u 4. lipoferum siderofory byty identyfikowane jako
pochodne kwasu dihydroksybenzoesowego (DHBA) - 2,.3-DHBA 13,5-DHBA. Pro-
dukcja kwasu salicylowego i zwiazkow fenolowych byla takze zanotowana u Azospi-
rillum spp. [2]. U A. brasilense RG, kwas 2,3-dixydroksybenzoesowy zwiazany z or-
nityna i seryna tworzy zwiazek zwany spirillobaktyna. Spirillobaktyny posrednicza
nie tylko w systemie transportu zelaza u mikroorganizmoéw, ale rowniez biora udzial
w procesach dysocjacji membranowe) Fe’* w komorkach roslin.

- Podsumowanie

Obecnie uwaza sie, ze w wypadku asocjacji Azospirillum z roslinami niemotylko-
watymi udzial wiazania N, w zaspokajaniu ich zapotrzebowania azotowego jest nie-
wielki. Wigkszo$é zwiazanego przez nie azotu moze by¢ udostgpniona roslinom do-
piero po $mierci i lizie komorek bakteryjnych, obserwowane zwyzki plonu moga by¢
prawdopodobnie spowodowane przez wytwarzanie substancji wzrostowych, enzy-
mow pektynolitycznych czy celulolitycznych lub sideroforéw produkowanych przez
te bakterie.

U wigkszosci roslin zbozowych: pszenicy, kukurydzy, sorga 1 innych zboz, szcze-
pionych Azospirillum spp., uzyskiwano wyrazny wzrost plonéw czg¢sci wegetatyw-
nych (od 18 do 39%), lepszy rozw0j i rozgalezienie systemu korzeniowego 1 zwigk-
szenie plonow ziarna (od 10 do 30%). W warunkach polowych najlepszy efekt zasto-
sowania szczepionek otrzymywano w wypadku szczepienia Azospirillum spp. siewek
kukurydzy. Najwieksze plony, wzrost od 60 do 70%, uzyskiwano przy optymalnym
nawozeniu 1 nawodnieniu roslin.

Szczepienie ro$lin bakteriami z rodzaju Azospirillum moze okazaé si¢ w przy-
sztosci jeszcze jednym sposobem praktycznego zwigkszania plonéw upraw rolnych
niezaleznie od tego, czy korzystny wptyw takich zabiegdw dotyczy wigzania azotu at-
mosferycznego, produkcji fitohormondéw czy tez innych, nieodkrytych do tej pory,
skutkdw oddzialywania tych bakterii na rosliny.
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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: 4. amazonense, A. halopraeferens, A. largimobile,
A. irakense and A. doebereinerae, that had been described, 4. 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. 4. 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 A. 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.



