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Abstrakt. Bakterie z rodzaju Azospirillum stanowia gtdéwna gru-
pe¢ drobnoustrojow poprawiajacych wzrost i rozwoj roslin. Sg to
Gram-ujemne diazotroficzne bakterie wigzace azot w asocjacji
z wigkszoscia roslin. Obecnie znanych jest 19 gatunkow bakterii
z tego rodzaju. Izolaty tych gatunkow pozyskiwane byly z ryzos-
fery traw i zboz catego $wiata, zar6wno z roslin pochodzacych
ze strefy tropikalnej, jak i umiarkowanej. Azospirillum tworzy
asocjacje zarowno z dziko rosnacymi ro$linami, jak i roslina-
mi uprawnymi, warzywami i drzewami owocowymi. Pierwszy
poznany gatunek Azospirillum zostal opisany w potowie lat 70.
XX w. jako gatunek heterotroficzny zdolny do wiazania azotu at-
mosferycznego. Bakterie te zdolne sa do utylizacji wielu zrodet
wegla, co znacznie ulatwia im konkurencj¢ w ryzosferze. Ponad-
to Azospirillum sg zdolne do wykorzystywania nie tylko azotu at-
mosferycznego, ale takze azotu pochodzacego z amoniaku, azo-
tanow, azotynow, aminokwasow. W niesprzyjajacych dla wzrostu
i rozwoju warunkach (susza, brak sktadnikow pokarmowych)
tworzg formy cystopodobne. Zmianom morfologicznym towa-
rzyszy wytwarzanie otoczki polisacharydowej i gromadzenie
w komorce granulek hydroksymaslanu, stuzacego jako zapaso-
we zrodlo wegla i energii. Sa to bakterie ruchliwe, posiadajace
jedna pojedyncza rzgske lub rzeski peritrichalne. Gatunki 4. bra-
silense, A. lipoferum i A. irakense w zaleznosci od warunkow
wykazujg rézne modele urzg¢sienia. Rdzen genomu bakterii z ro-
dzaju Azospirillum sktada si¢ z okoto 2328 gendw, kodujacych
od 30% do 38% ogolnej liczby wytwarzanych biatek. Ponadto
w budowie genomu Azospirillum mozna wyrdzni¢ kilka megare-
plikonow (gtéwnie liniowych), natomiast analiza 16S rybosomal-
nego DNA wskazuje wiele chromosoméw w genomie w zakresie
wielkosci od 4,8 do 9,7 MBP.
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WSTEP

Najwazniejsza rol¢ w systemie korzeniowym roslin
odgrywajg asocjacyjne bakterie diazotroficzne wigzace N,
nalezace do rodzajow: Azospirillum, Enterobacter, Kleb-
siella, Alcaligenes, Campylobacter, Acetobacter, Herbaspi-
rillum, Azoarcus, Gluconoacetobacter 1 najp6zniej pozna-
nego rodzaju Burkholderia (Steenhoudt, Vanderleyden,
2000; Bashan i in., 2004). Do najbardziej znanych bakte-
rii wolno zyjacych wiazacych azot czasteczkowy naleza
bakterie z rodzaju Azospirillum, ktdére w ciagu ostatnich
kilkunastu lat staly si¢ przedmiotem wzrastajacego zain-
teresowania (Steenhoudt, Vanderleyden, 2000). Bakterie
zrodzaju Azospirillum sa jednymi z najlepiej przebadanych
ryzobakterii stymulujacych wzrost roslin (PGPR — plant
growth-promoting rhizobacteria). Naleza one do endofi-
tow fakultatywnych — mikroorganizméw wystepujacych
w glebie, jak rowniez zdolnych do kolonizacji zarowno ze-
wnetrznej powierzchni, jak i wewnetrznych tkanek roslin-
nych. Wiedza na temat tej grupy bakterii dostgpna w pu-
blikacjach jest bardzo obszerna, ale nieusystematyzowana.
Brakuje opracowan, ktore przedstawiatyby syntetycznie
catoksztatt wiedzy w tym zakresie. Niniejsze opracowanie
jest proba usystematyzowania aktualnej wiedzy na temat
bakterii z rodzaju Azospirillum, z zaznaczeniem zaréwno
historii badan, jak i najwazniejszych cech charakteryzuja-
cych t¢ grupe bakterii: biologii, genetyki, produkcji sub-
stancji promujacych wzrost i plonowanie roslin, wigzania
azotu oraz asocjacji z rosling.

HISTORIA BADAN BAKTERII Z RODZAJU
AZOSPIRILLUM (1925-2015)

Odkrycie pierwszego rodzaju mikroaerofilowych bak-
terii wigzacych wolny azot bylo mozliwe dzigki zastoso-
waniu bezazotowych, potptynnych podtozy zawierajacych
agar (Dobereiner, Baldani, 1979). W warunkach gradientu
tlenu utworzonego w polptynnej pozywce Nfb organizmy



32

Polish Journal of Agronomy, No. 23, 2015

Tabela 1. Zidentyfikowane gatunki Azospirillum z uwzglednieniem miejsc ich izolacji (opracowanie wlasne).
Table 1. Azospirillum species and their place of isolation.

Gatunek Szczep Zrédo

Species Strain Place of isolation
A brasilense Sp7 ryzogfera trawy (Digitaria decumbens) Brazylia; rhizosphere of Digitaria decumbens,

Brasil
A. lipoferum Sp59b korzen pszenicy (Triticum aestivum), Brazylia; wheat root, Brasil
A. amazonense Y1 korzen trawy (Digitaria decumbens), Brazylia; root of Digitaria decumbens, Brasil
A largimobile ACM 2041 probka wody z jeziora, Australia; lake water, Australia
A. halopraeferens ~ Au4 korzen trawy (Leptochloa fusca), Pakistan; Leptochloa fusca, Pakistan
A. irakense KBC1 korzen ryzu (Oryza sativa), Irak; rice root, Iraq
A. doebereinerae GSF71 korzen miskanta chinskiego (Miscanthus sinensis); root of Miscanthus sinensis
A. oryzae COC8 ryzosfera ryzu (Oryza sativa), Japonia; rhizosphere of rice, Japan
.. todyga i korzenie trawy (Melinis minutiflora), Chin

A melinis TMCY 0552 stelzlgand roots of Meliiii minutiflora, Cflllina) g
A. canadense DS2 ryzosfera kukurydzy (Zea mays), Kanada; rhizosphere of corn, Canada
A. zeae N7 ryzosfera kukurydzy (Zea mays), Kanada; rhizosphere of corn, Canada
A. rugosum IMMIB AFH-6 gleba skazona ropa naftowa, Tajwan; soil contaminated with oil, Taiwan
A. palatum ww 10 gleba lesna, Chiny; forest soil, China
A. picis IMMIB TAR-3 smota, Tajwan; tar, Taiwan
A. thiophilum BV-S jezioro siarczkowe, Rosja; sulfide spring, Russia
A. formosense CC-Nfb-7-(T) gleba rolnicza, Tajwan; agricultural soil, Taiwan
A. fermentarium CC-LY743(T) zbiornik fermentacyjny, Tajwan; fermentation tank, Taiwan
A. humicireducens  SgZ-5(T) mikrobiologiczne ogniwa paliwowe; microbial fuel cell
A. himalayense Ptl-3" gleba, Indie; soil, India

mogly przemieszcza¢ si¢ do tych miejsc, gdzie tempo ich
oddychania bylo w rownowadze z szybkos$cia dyfuzji tle-
nu. Intensywny wzrost tych bakterii zachodzi gtownie na
powierzchni podloza, gdzie ze wzgledu na dostgpno$¢ za-
wartego w powietrzu tlenu mikroorganizmy maja mozli-
wos¢ wigzania wolnego azotu. Efektem tego jest zwick-
szony metabolizm komorek bakteryjnych i ich intensywny
wzrost (Hartmann, Zimmer, 1994). Odkrycie to pozwolito
réwniez na potwierdzenie obecnosci innych oproécz Azo-
spirillum mikroaerofilnych bakterii diazotroficznych pre-
zentujacych t¢ sama strategie zachowania w §rodowisku
(Reinhold i in., 1993). Azospirillum tworza na powierzchni
pozywki charakterystyczna okoto 5 mm btonke (Krieg,
Dobereiner, 1984). Do chwili obecnej znanych jest 19 ga-
tunkéw bakterii z rodzaju Azospirillum. Charakterystyke
ich izolacji przedstawiono w tabeli 1.

Bakterie asocjacyjne wigzace wolny azot zostaty po raz
pierwszy opisane w 1925 r. przez Beijerincka. Izolaty po-
chodzity z ubogiej w azot gleby piaszczystej w Holandii
i byly pierwotnie nazwane Spirillum lipoferum. Pdzniej
izolowano je réowniez z innych typéw gleb (Schrdder,
1932) oraz z wysuszonych wodorostow morskich w In-
donezji, jak tez jako bakterie fylosfery roslin tropikalnych
(Becking, 1963).

W 1963 roku zespdt profesora Beckinga wyizolowat
bakteri¢ przypominajaca S. lipoferum (Becking, 1963).
Bakteria wykazywata wysoka aktywnos$¢ nitrogenazy, en-
zymu biorgcego udzial w procesie wigzania azotu. Dzie-

sie¢ lat pdzniej F. Favilli zidentyfikowat bakterie diazotro-
ficzne izolowane z gleb wloskich jako Spirillum lipoferum
i wykazal ich zdolno$¢ do wigzania azotu w czystej ho-
dowli na podlozu polptynnym zawierajacym mate ilosci
ekstraktu drozdzowego (Dobereiner, 1990). Jednak izola-
cje czystych kultur bakterii Spirillum nalezy przypisa¢ dr
Johannie Débereiner (Dobereiner 1 in., 1976), ktéra do ich
hodowli wykorzystywata potptynne, bezazotowe podioze
z kwasem jablkowym — podtoze Nfb (Dobereiner, Day,
1976). Podloze to jest stosowane do dzi§ w izolacji bak-
terii asocjacyjnych z rodzaju Azospirillum i umozliwia se-
lektywny wzrost tych bakterii przy wykorzystaniu N, jako
jedynego zrédta azotu w warunkach mikroaerofilnych.
Nastepnie Dobereiner i Day (1976) wyizolowaty bak-
terie z rodzaju Azospirillum z korzeni tropikalnych traw
w Brazylii. Pierwsze doniesienie na ten temat Ddbereiner
i Day przedstawity podczas I Miedzynarodowego Sympo-
zjum Wigzania Azotu w Waszyngtonie. Od tego czasu Azo-
spirillum wyizolowano z korzeni wielu dziko rosngcych
i uprawnych traw, zbdz, ro$lin straczkowych, rosnacych
zarowno w klimacie tropikalnym, subtropikalnym, jak
i umiarkowanym (Hall, Krieg, 1984; Hartman, Baldani,
2000).

Tarrand 1 in. (1978), w oparciu o fizjologiczne i mor-
fologiczne roznice pomiedzy szczepami oraz roznice
w skladzie zasad i homologii DNA, zaproponowali przypi-
sanie do rodzaju Azospirillum dwoch gatunkow: Azospiril-
lum brasilense 1 Azospirillum lipoferum (Falk i in., 1986).
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Poczatkowo bakterie te uwazane byly za typowe bakterie
zwigzane z klimatem tropikalnym, dopoki nie zostalty wy-
izolowane w Finlandii w 1981 roku. Dzi$§ wiadomo, iz oba
gatunki wystgpuja powszechnie w ryzosferze wielu traw,
glownie na obszarach tropikalnych (trawy pastewne, kuku-
rydza, pszenica, ryz, sorgo, trzcina cukrowa) (Hartman, Bal-
dani, 20006), ale réwniez w ryzosferze roslin klimatu umiar-
kowanego 1 miedzyzwrotnikowego.

W 1983 1. Magalhaes i in. (1983) wyizolowali z korzeni
traw 1 palm rosnagcych w Amazonii nastepny gatunek — Azo-
spirillum amazonense, charakteryzujacy si¢ duza tolerancja
na kwasny odczyn $rodowiska. Obecnos¢ 4. amazonense
potwierdzono rowniez w ryzosferze ryzu, kukurydzy i in-
nych traw w $rodkowo-potudniowej Brazylii (Magalhaes
i in., 1983). Pozniej z korzeni zb6z (pszenica, sorgo, 1yz),
zostal wyizolowany jeszcze jeden gatunek — 4. serpoedi-
cae. Jednak po przeprowadzeniu analizy homologii DNA-
-TRNA przeniesiono go w 1986 roku do nowego rodzaju
Herbaspirillum jako Herbaspirillum serpoedicae (Ddbere-
iner i in., 1984).

W roku 1983 z wody w Australii Skerman i in. (1983)
wyizolowali gatunek Conglomeromonas largomobilis,
ktéry w roku 1997 zostat przez Dekhil i in. (1997) na pod-
stawie filogenetycznej analizy przeniesiony do rodzaju
Azospirillum pod nazwa Azospirillum largomobile. Nazwa
ta zostata pozniej zmieniona przez Sly i Stackebrandta na
Azospirillum largimobile (Sly, Stackebrandt, 1999).

Nastepnie Reinhold i inni (1987) wyizolowali z korzeni
trawy Leptochloa fuisca z zasolonych gleb Pakistanu (pro-
wincja Punjab) Azospirillum halopraeferens. Ten gatunek
Azospirillum wydaje si¢ by¢ §cisle zwigzany wilasnie z tym
gatunkiem trawy, gdyz poOzniejsze proby potwierdzenia
obecnos$ci 4. halopraeferens w asocjacji z innymi roslina-
mi rosngcymi w glebie silnie zasolonej m.in. w Brazylii nie
przyniosty pozytywnych rezultatéw (Reinhold i in., 1987).

Piaty gatunek — Azospirillum irakense — wyizolowali
z korzeni ryzu w prowincji Diwaniyah (Qadisya) w Iraku
w 1989 r. Khammas i in. (1989). Mimo iz p6zniej gatunek
ten nie zostat wyizolowany z innych traw lub w innym kra-
ju, nazwa zostata oficjalnie zatwierdzona jako nowy gatu-
nek Azospirillum (List No. 39, 1991).

W 2001 roku zostat opisany przez Eckert i in. (nazwany
na cze$¢ dr Johanny Débereiner) nowy gatunek — 4. doebe-
reinerae. Azospirillum doebereinerae zostal wyizolowany
z ryzosfery trawy (C,) Miscanthus sinensis uprawianej
w Niemczech (Neuherberg).

Inny gatunek — A. oryzae — wyizolowano z gleby spod
uprawy ryzu w 1982 roku w Japonii (Xie, Yokota, 2005).
Nastepnie, z ryzosfery traw, glownie paszowych, uprawia-
nych w Chinach, przy zastosowaniu metodyki sterylizacji
powierzchniowej czesci korzeni i pgdow Melinis minutiflo-
ra Beauv. i zastosowaniu potptynnych, bezazotowych pod-
lozy zostal zidentyfikowany kolejny nowy gatunek bakterii
z rodzaju Azospirillum — A. melinis (Peng i in., 2000).

W roku 2007 naukowcy z Kanady opisali dwa nowe
szczepy bakterii z rodzaju Azospirillum. Szczepy te zostaty
wyizolowane z ryzosfery kukurydzy uprawianej w Ontario
i nazwane 4. canadense (Mehnaz i in., 2007a) i 4. zeae
(Mehnaz i in., 2007b). Oba izolaty r6znig si¢ znacznie pod
wzgledem cech fizjologicznych. Gatunek Azospirillum
canadense wykorzystuje inne zrodta wegla, nie opisane
wcezesniej przy identyfikacji poprzednich gatunkow Azo-
spirillum.

Powszechne wystepowanie bakterii z rodzaju Azospi-
rillum nawet w warunkach silnego skazenia gleb potwier-
dzili naukowcy z Tajwanu. Nowo opisany gatunek Azospi-
rillum wyizolowano z gleby zanieczyszczonej olejem na-
pedowym, przy zastosowaniu agaru odzywczego jako po-
zywki (Young, Yassin, 2008). Gatunek ten zostat nazwany
A. rugosum i charakteryzuje si¢ bliskim pokrewienstwem
filogenetycznym z gatunkami: A. canadense, A. brasilen-
se, A. doebereinerae.

W 2009 r. opisano dwa kolejne gatunki nalezace do ro-
dzaju Azospirillum: A. palatum (Zhou 1 in., 2009) i 4. pi-
cis (Lin i in., 2009). Pierwszy zostal wyizolowany z gleby
w Chinach, nie wykazuje aktywnosci redukcji acetylenu,
nie produkuje indoli, redukuje azotany (V) i/lub azotany
(III). Drugi szczep wyizolowano z gleby pokrytej zuzyta
smota drogowa w Tajwanie, ze sSrodowiska silnie skazone-
g0, migdzy innymi wielopierscieniowymi weglowodorami
aromatycznymi (WWA) i innymi zwigzkami niebezpiecz-
nymi dla zdrowia cztowieka.

W ostatnich latach opisano kilka nowych gatunkéw
bakterii z rodzaju Azospirillum, m.in. Azospirillum thio-
philum wyizolowany z wod jeziora siarczkowego w Rosji
(Lavrinenko i in., 2010).

W roku 2012 zesp6t naukowy z Taiwanu wyizolowat
z gleby uprawianej rolniczo w prowincji Yunlin szczep
CC-Nfb-7T, ktory zostat nazwany 4. formosense (Lin i in.,
2012). Na podstawie analizy 16S rRNA potwierdzono jego
bliskie pokrewienstwo z 4. brasilense (97,4%), A. rugo-
sum (96,8%) 1 A. oryzae (96,6%) (Lin i in., 2012).

W roku 2013 Lin i in. opisali kolejny gatunek Azospi-
rillum — A. fermentarium wyizolowany ze zbiornika fer-
mentacyjnego w Tajwanie. Szczep CC-LY743T wykazy-
wat silne pokrewienstwo (na podstawie analizy sekwencji
16S r RNA) z A. picis (96%), A oryzae (96%) 1 A. rugosum
(96%).

Zespot profesora Zhou opisat kolejny nowy gatunek
— A. humicireducens (Zhou 1 in., 2013). Szczep SgZ-57
zostal wyizolowany z mikrobiologicznego ogniwa pali-
wowego (ang. MFC, Microbial Fuel Cells) i wykazywat
bliskie pokrewienstwo z A. lipoferum (98,0%), A. thio-
philum (97,1%), A. oryzae (97,1%). Mikrobiologiczne
ogniwa paliwowe pozwalaja na bezposrednia produkcje
energii z surowcow biodegradowalnych, zazwyczaj zredu-
kowanych, z wykorzystaniem komorek bakterii lub grzy-
bow.
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Ostatnim do tej pory opisanym gatunkiem Azospirillum
jest A. himalayense wyizolowany z gleby w Dolinie Cham-
ba w Indiach (Tyagi, Singh, 2014).

OGOLNA CHARAKTERYSTYKA BAKTERII
Z RODZAJU AZOSPIRILLUM,
CECHY MORFOLOGICZNE I FIZJOLOGICZNE

Bakterie z rodzaju Azospirillum naleza do a-podklasy
Proteobacteria — klasy Alphaproteobacteria, w ktorej
miejsce znalazty takie grupy drobnoustrojoéw promujacych
wzrost roslin, jak: Rhizobium, Bradyrhizobium, Agrobacte-
rium lub Gluconacetobacter (tab. 2). Na podstawie badan
filogenetycznych, chemotaksonomicznych, fizjologicz-
nych i biochemicznych wyrdznionych jest obecnie 19 ga-
tunkdéw Azospirillum, przy czym pod wzgledem fizjologii
i genetyki najlepiej poznanymi gatunkami sg 4. lipoferum
i A. brasilense (Tarrand i in., 1978). Charakterystyke bak-
terii z rodzaju Azospirillum na tle innych bakterii diazotro-
ficznych nalezacych do Alphaproteobacteria przedstawio-

Tabela 2. Systematyka bakterii z rodzaju Azospirillum
Table 2. Systematics of bacteria of the genus Azospirillum.

Systematyka Azospirillum
Systematics of Azospirillum

Domena Bakterie

Domain Bacterp.
Typ .

Phylum Proteobacteria
Klasa .

Class Alphaprot-e-obacterza -------
Rzad .

Order Rhodosplr_l-llales -------
Rodzina ..

Family Rhodospirillaceae
Rodzaj ..

Genus Azospmlhim -------
Gatunek Azospirillum brasilense

Species Azospirillum lipoferum

Azospirillum amazonense
Azospirillum largimobile
Azospirillum halopraeferens
Azospirillum irakense
Azospirillum doebereinerae
Azospirillum oryzae
Azospirillum melinis
Azospirillum canadense
Azospirillum zeae
Azospirillum rugosum
Azospirillum palatum
Azospirillum picis
Azospirillum thiophilum
Azospirillum humicireducens
Azospirillum formosense
Azospirillum fermentarium
Azospirillum himalayense

zestawienie wlasne; author's list

no w tabeli 3. Charakterystyke poszczegélnych gatunkow
w obrebie rodzaju Azospirillum przedstawiono w tabeli 4.

Bakterie z rodzaju Azospirillum ze wzglgdu na budo-
we $ciany komoérkowej zaliczamy do bakterii Gram-ujem-
nych, charakteryzujacych si¢ cienka wartswa mureiny.
Komorki bakterii, zwykle o ksztalcie przecinka, spirali lub
litery S, maja szerokos$¢ nie przekraczajacg 1 pm (Krol,
2000). Azospirillum posiadaja dwuwarstwowa fosfolipi-
dowa zewnetrzng blone, w ktorej umieszczone sg lipopo-
lisacharydy (LPS). Zawarto$¢ fosfolipidow w strukturze
$ciany komorkowej bakterii z rodzaju Azospirillum jest
rowniez podstawa do ich identyfikacji gatunkowe;j (tab. 5).
Fosfolipidowa dwuwarstwowa zewngtrzna membrana jest
polaczona z warstwa peptydoglikanu. U szczepu 4. brasi-
lense R6 stwierdzono, ze biatko znajdujace si¢ na zewnatrz
membrany, o wadze 42 kDa, ktére stanowi okoto 60% cate-
go biatka w komorce, jest potagczone z kwasem muramino-
wym (Michiels i in., 1991). U A4. brasilense Sp7 po stronie
zewngtrznej membrany znaleziono biatko o wadze okoto
40 kDa. W warunkach ograniczonego dostepu zelaza moga
by¢ indukowane cztery biatka o wadze od 72 do 87 kDa,
ktére prawdopodobnie funkcjonujg jako specyficzny re-
ceptor systemu transportu sideroforéw. U szczepdéw bak-
terii A. brasilense 1 A. lipoferum stwierdzono réwniez wy-
stepowanie kwasnych egzopolisacharydow (EPS) (Skvort-
sov, Ignatov, 1998). Prace nad tymi polisacharydami sa
prowadzone ze wzgledu na funkcje, jaka odgrywaja przy
rozpoznawaniu i przyciagganiu bakterii przez powierzchnig
wloénikéw korzeniowych. Pewne szczepy tego gatunku
hodowane na pozywce z fruktoza jako zrodtem wegla wy-
twarzaly gruba btong tzw. torebkowych polisacharydow
(CPS), ktéra prowadzita do formowania cyst lub form C
(Bashan i in., 2004).

Bakterie z rodzaju Azospirillum maja otoczke poli-
sacharydowa, a w $rodku liczne granule kwasu poli-f3-
hydroksymastowego jako zrodto rezerwowego wegla
i energii, wykorzystywane w warunkach stresowych $ro-
dowiska (Castellanos i in., 1998). Azospirillum nie wy-
twarzaja na powierzchni komorki $luzu (Steenhoudt,
Vanderleyden, 2000; Krol, 2006). Gromadza wewnatrz-
komérkowo poli-B-hydroksymaslany (PHB) lub polihy-
droksyalkanoniany (PHA). Z badan wynika, iz komoérki
A. brasilense podczas intensywnego wzrostu i aktywnego
wigzania azotu moga zawiera¢ powyzej 40% suchej bio-
masy PHB, a nawet 88% przy wysokim stosunku C/N
i ograniczonym stezeniu tlenu. Ponadto w tym przypadku
to bardziej tlen niz azot jest czynnikiem ograniczajacym
wytwarzanie poli-B-hydroksymaslanow (Krol, 2006). Pod-
czas wzrostu w warunkach beztlenowych w hodowlach
ciaglych przy ograniczonym doptywie jabtczanéw wytwa-
rzanie PHB w komorkach A. brasilense wahato si¢ od 1%
do 40%, kiedy ograniczono ilo$¢ azotanow (III) zamiast
tlenu jako jedynego akceptora elektronéw (Del Gallo i in.,
1989). Utlenianie B-hydroksymaslanu przez oczyszczony
enzym otrzymany z komorek A. brasilense jest hamowane
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przez wysoka koncentracje NADH i NADPH, co juz opi-
sano wczesniej dla enzymow pochodzacych z Azotobacter
vinelandii (Bachhawat, Ghosh, 1987).

Azospirillum w wigkszo$ci poznanych gatunkéw to
bakterie pleomorficzne. Pleomorfizm bakterii z rodzaju
Azospirillum jest zwykle odpowiedzig adaptacyjng komo-
rek bakteryjnych na warunki srodowiska, w ktorym zyja
(Steenhoudt, Vanderleyden, 2000). Formy wielopostacio-
we sa charakterystyczne dla gatunkow: A. largomobile,
A. halopraeferens, A. irakense, A. doebereinerae, A. rugo-
sum, A. thiophilum. W starszych hodowlach komorek Azo-
spirillum spotyka si¢ obecno$¢ nieruchliwych, powiekszo-
nych form pleomorficznych, zwanych ciatami kulistymi
lub formami C (Tarrand i in., 1978; Lam, Neyra, 1981).
Formy te sa owalne i silnie zalamujg $wiatto, szerokos¢
ich wynosi okolo 2,5 um, a dlugos¢ od 3 do 15 pm. Cy-
stopodobne formy nie wystepuja w hodowlach buliono-
wych tylko na podlozu potptynnym i stalym, szczegdlnie
powstawanie takich form stymuluje dodatek do podloza
fruktozy i azotanoéw (IIT) (Kawasaki i in., 1992). Proces ten
u A. brasilense sprzezony jest z wytwarzaniem bragzowo-
czarnego barwnika melaninowego, wydzielanego do pod-
loza, ktory prawdopodobnie chroni komarki bakterii przed
szkodliwym dziataniem promieni stonecznych (Sadasivan,
Neyra, 1987).

Komorki bakterii Azospirillum posiadaja zdolno$é¢
ruchu: rzeski polarne i lateralne (Steenhoudt, Vanderley-
den, 2000). W podlozach ptynnych Azospirillum zwykle
wytwarzaja jedng polarna rzgske, na podtozach statych
z wyjatkiem A. amazonense 1 A. halopraeferens liczne rzg-
ski lateralne, natomiast w starych hodowlach tworza liczne
formy cystopodobne (Krél, 2006). Obecnos¢ tylko rzgsek
lateralnych jest charakterystyczna dla gatunku A. palatum
(Zhou i in., 2009). Natomiast obecnos$cig zarowno rzesek
polarnych, jak i lateralnych cechuja si¢ gatunki: A. brasi-
lense, A. lipoferum, A. largimobile, A. irakense, A. doebe-
reinerae. Trzy gatunki bakterii z tego rodzaju 4. amazo-
nense, A. halopraeferens i A. doebereinerae tworza tylko
jedna rzeske polarng (Magalhaes i in., 1983; Reinhold i in.,
1987; Eckert i in., 2001). Rzeski polarne, o dlugosci okoto
18 um i szerokos$ci wraz z ostonkg 1,2 pm, odpowiedzialne
sa za ruch w podtozach plynnych; lateralne, krétsze i cien-
sze (0,7 x 13,5 um) pozbawione ostonki, stuza jako orga-
nella lokomocji na podtozach statych (Hall, Krieg, 1984).

Azospirillum sa wzglednymi heterotrofami, wykorzy-
stujg kwasy organiczne i ich sole jako zrédlo wegla i ener-
gii: jablczan, bursztynian, mleczan, pirogronian, jak row-
niez rozne cukry: sacharoze, glukoze, maltoze, fruktoze,
galaktoze, arabinoze i alkohole: glicerol, sorbitol, mannitol
(Hartman, Baldani, 2006). R6znice w wykorzystywaniu
odmiennych zrodet wegla (tab. 6) przez gatunki Azospiril-
lum byly réwniez podstawg do ich identyfikacji gatunko-
wej. Jesli w podtozu dostepny jest azot, bakterie z rodzaju
Azospirillum spp. rosng jak typowy tlenowiec. Bakterie
z tego rodzaju charakteryzuja si¢ szerokim zakresem moz-

liwosci przemian azotu, z wyjatkiem nitryfikacji (Kirch-
hof, Hartmann, 1992; Kirchhof i in., 1997).

GENETYKA I BIOCHEMIA BAKTERII Z RODZAJU
AZOSPIRILLUM

Zagadnienia zwigzane z genetycznymi i biochemiczny-
mi aspektami badan bakterii z rodzaju Azospirillum zosta-
ly szeroko opisane w literaturze (Becking, 1963; Steenho-
udt, Vanderleyden, 2000; Bashan i in., 2004; Krol, 2006).
Ostatnie lata pokazuja, iz bakterie z rodzaju Azospirillum
sa waznym przedmiotem wieloaspektowych badan, a nowo
opisane izolaty znacznie poszerzyly wiedz¢ na temat ge-
nomiki tych bakterii. Wyniki tych badan przynioslty nowe
spojrzenie na potencjat genetyczny Azospirillum i ich za-
stosowanie nie tylko zwigzane z asocjacja z roslinami i pro-
mowaniem ich wzrostu, ale takze w bioremediacji (Gatazka
iin., 2012; Gatazka, Galazka, 2015) i biokontroli (Galaz-
ka, 2013; Kaneko, Sato, 2010).

Poczatki badan nad genetyka bakterii z rodzaju Azo-
spirillum siggaja drugiej potowy XX wieku. Zastosowanie
metod opartych na analizie DNA i rRNA pozwolito stwier-
dzi¢ (1978 rok), ze dwa szczepy Azospirillum naleza do
dwoch oddzielnych gatunkéw: A. brasilense 1 A. lipofe-
rum (Tarrand i in., 1978). Na podstawie réwniez homolo-
gii DNA gatunki takie jak: Spirillum spp., Aquaspirillum
spp. 1 Herbaspirillum spp. zostaly oddzielone od rodzaju
Azospirillum. Szczegbétowa analiza 16S rDNA pozwo-
lita podzieli¢ bakterie z rodzaju Azospirillum na klastry:
A. brasilense, A. lipoferum, A. doebereinerae, A. largi-
mobile 1 A. halopraeferens stanowia jeden podklaster,
natomiast 4. irakense, A. amazonense 1 Rhodocista two-
rzg drugi podklaster. Zawarto$¢ par zasad G+C w obrebie
rodzaju Azospirillum miesci si¢ w zakresie 64—71 mol%.
Zgodnie z tym, na podstawie konserwatywnych obszarow
16S DNA mozliwe stalo si¢ utworzenie specyficznych dla
danego klastra sond: specyficznos¢ dla calego klastra (son-
da AZO440a + b) oraz do podklastra (AZOI-665) poszcze-
golnych gatunkow (Stoffels i in., 2001).

W celu identyfikacji Azospirillum stosowane sg czgsto
sondy w zastosowaniu metody fluorescencyjnej hybrydy-
zacji in situ (FISH, fluorescent in situ hybridization). Jest
to technika cytogenetyczna, stuzaca do wykrywania w ba-
danym materiale genetycznym okreslonej sekwencji DNA
za pomocg fluorescencyjnych sond DNA (Kirchhof i in.,
1997; Schloter, Hartmann, 1998). Azospirillum spp. ba-
dano takze metodami rybotypowania, m.in. przez analiz¢
23S rDNA (Kirchhof, Hartmann, 1992; Caballero-Mellado
iin., 1999). Badania te przedstawiajg porownywalny filo-
genetycznie obraz rodzaju Azospirillum z zestawem krot-
kich sond oligonukleotydowych. Jednakze wyniki otrzy-
mane z zastosowaniem analizy 16S rDNA (Van Leeuwen-
hoek, 2011) daja znacznie wigksze poréwnanie w bankach
danych w odniesieniu do analizy 23S rDNA (Assmus i in.,
1997). Nalezy réwniez podkresli¢, iz na obecnym etapie
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wiedzy sondy maja znacznie ograniczong swoistos¢. Obec-
nie analiza filogenetyczna oparta na rybotypowaniu i za-
stosowaniu sond molekularnych traci na znaczeniu. Postgp
w technikach biologii molekularnej prowadzi do zastoso-
wania w analizie genomu bakterii z rodzaju Azospirillum
metod opartych na genotypowaniu i sekwencjonowaniu
genu lub calego genomu bakterii. W publikacjach doty-
czacych identyfikacji Azospirillum mozna odnalez¢é row-
niez metody dotyczace okreslenia polimorfizmu dtugosci
fragmentow restrykcyjnych RFLP (Restriction Fragments
Length Polymorphism) oraz metody losowej amplifikacji
polimorficznego DNA (RAPD Random Amplification of
Polymorphic DNA) (Shime-Hattori i in., 2011; Van Leeu-
wenhoek, 2011).

Wigkszo$¢ genow strukturalnych i regulatorowych
opisanych dla Azospirillum nalezy do genéw zwigzanych
z mechanizmem wigzania azotu nalezacych do grupy ge-
néw nod. Jednakze mechanizm ich regulacji na poziomie
transkrypcji i translacji jest nadal niewyjasniony. Znanych
jest kilka grup badawczych zaangazowanych w poznanie
mechanizmu dziatania m.in. systemu Ntr, Nifa, PII (de
Zamaroczy i in., 1996; Arau’jo i in., 2004; Huergo i in.,
2008), jak rowniez genu NifA-lacZ (Katupitiya i in., 1995;
Potrich i in., 2001), nifH-gusA (Vande Broek i in., 1993;
Xie, Yokota 2005) oraz dwufunkcyjnego genu gfp-gus A
zawierajacego mini-Tn5 transposon (Quiviger i in., 1982;
Hartmann, Burris, 1987; Reinhardt i in., 2008).

Ponadto wiekszo$¢ scharakteryzowanych w genomie
Azospirillum gendw wykazuje funkcje zwigzane z koloni-
zacjg korzeni (chemotaksja, synteza polisacharydow, TAD
pili), promowania wzrostu roslin (zwlaszcza biosynteza
hormonéw) i metabolizmu (katabolizmu zwigzkéw aro-
matycznych, wchlaniania zelaza) (Steenhoudt, Vanderley-
den, 2000). Znane sg réwniez geny uczestniczace w trans-
dukcji sygnatu chemotaksji (ched, W, Y, B i R) (Carreno-
-Lopez i in., 2009). Gen chsA zidentyfikowano u szczepu
Tn5 zmutowanego oraz szczepu dzikiego A. brasilense
typ Sp7. Obecno$¢ tego genu w szczepie dzikim potwier-
dzata charakterystyczny ruch komorek bakterii. Jego brak
w szczepie zmutowanym powodowal zahamowanie ruchu
komérek w podtozach. Ponadto autorzy zaobserwowali,
ze uposledzenie ruchliwosci podczas chemotaksji nie byto
zwigzane z syntezg wici, ale mialo zwiazek z indukcja od-
powiedzi na poszczegdlne zwiazki powodujace u bakterii
chemotaksje. Bardzo wazny w uruchomieniu procesu che-
motaksji gen chsA kodujacy bialko ChsA zawiera domene
sensoryczng PAS i domeny EAL, biatko to bierze bezpo-
$redni udzial w indukcji i regulacji systemu sygnalizacji
chemotaksji u Azospirillum (Carreno-Lopez i in., 2009).
Innym bardzo waznym biatkiem w procesie chemotaksji
obecnym w blonie komoérkowej bakterii z rodzaju Azospi-
rillum jest bialko kodowane przez gen amad (Burdman
i1n., 2000).

Genom bakterii z rodzaju Azospirillum zostat po raz
pierwszy opisany u szczepu Azospirillum sp. B510. Szczep

ten to izolat pochodzacy z endoryzosfery korzeni ryzu (Ka-
neko, Sato, 2010). Genom szczepu B510 sktada si¢ z po-
jedynczego chromosomu (okoto 3,311 Mbp) oraz szesciu
plazmidéw oznaczonych symbolem pAB510a, pAB510b,
pAB510c, pAB510d, pAB510e i pAB510f. Ogdtem opisa-
no 3416 gendéw kodujacych biatka w obrebie tegoz geno-
mu, a wigkszo$¢ z nich to plazmidy. Natomiast w przypad-
ku okoto 25% genomu (1559 gendéw) nie poznano doktad-
nej funkcji i opisano jako hipotetyczne geny. Duza liczba
gendéw rRNA, w tym dziewie¢ grup gendw rrus potwier-
dzona w genomie Azospirillum nie jest charakterystyczna
dla typowego genomu Alphaproteobacteria. Ponadto sze-
reg genéw zwigzanych z asymilacjg azotu, m.in. fix4ABCX,
fixNOQP, fixHIS, fixG i fixLJK, réwniez potwierdzono
w genomie szczepu B510 (Yasuda i in., 2009; van Puyvel-
deiin., 2011).

Trzy geny phbA, phbB, phbC kodujace enzy-
my, ktore uczestnicza w metabolicznym cyklu poli-B-
hydroksymaslanow PHB: B-ketiolaza, reduktaza acetoace-
tylu CoA i syntetaza PHB, byly zidentyfikowane w genomie
u A. brasilense Sp7, a nastgpnie sklonowane i sekwencjo-
nowane (Martin-Didonet i in., 2000). Ostatnie badania do-
nosza (Wisniewski-Dyé, Mavingui, 2012) o sklonowaniu
i sekwencjonowaniu jeszcze dwoch gendéw u A. brasilense
Sp7 bioracych udzial w cyklu PHB, to #bdH (dehydrogena-
za [- hydroksymaslanu) i phaZ (depolimeraza PHB).

W genomie bakterii z rodzaju Azospirillum potwier-
dzono rowniez obecnos$¢ gendw katabolicznego szlaku
syntezy IAA (kwas indolo-3-octowy syntetyzowany z tryp-
tofanu), tj.: ipdC, iaaC, iaaM (Steenhoudt, Vanderleyden,
2000). Geny kodujace biatka tegoz szlaku potwierdzono
w genomie szczepu Azospirillum B510: ipdC (kodujacy
enzym dekarboksylazy indolo-3- pirogronianowej), iaaM
(monooksydaze 2-tryptofaanu) i iaaH (hydrolaze aldehy-
du 3-indolowego). W przypadku genomu Azospirillum sp.
B510 potwierdzono réwniez obecnos¢ genu acdS koduja-
cego biatko promujace wzrost roslin (PGP). Poréwnanie
plazmidow szczepu Azospirillum brasilense Sp7 pRhico
(plazmid, ktoéry jest odpowiedzialny za oddziatywanie
z korzeniami roslin — chemotaksja) i pAB510f szczepu
B510 odzwierciedlito ewolucyjny rozwoj tych bakterii
i dostarczylo szeregu nowych informacji dotyczacych aso-
cjacji bakterii z rodzaju Azospirillum z ro$ling (Bar, Okon,
1993). Insercja transpozonu Tn5 w obrebie plazmidu
(85 MDa) ma wpltyw na obnizenie intensywnosci syntezy
kwasu indoliloooctowego (IAA), stad przypuszczenie, iz
geny kodujace enzymy uczestniczace w jego syntezie sg
zlokalizowane na tym plazmidzie. Plazmid p90 zawiera
gléwnie informacje¢ genetyczng dla biatek: uczestnicza-
cych w adsorpcji bakterii do korzenia, zwigzanych z mo-
bilnoscig bakterii i morfologiag komdrek oraz z mozliwo-
$cig wzrostu na podtozach minimalnych (Holguin, Glick,
2003). Plazmid p90 posiada réowniez fragmenty DNA
konstytutywnie ulegajace transkrypcji, ktorych sekwen-
cja charakteryzuje si¢ duzg homologia do genow koduja-
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cych biatka odpowiedzialnych za proces brodawkowania
wystepujacy u R. meliloti nodPQ (Plazinski i in., 1983).
W komorce A. lipoferum stwierdzono dwa megaplazmi-
dy w ilodci jednej kopii, jeden o masie: 150 MDa, ktéry
podobnie do plazmidu p85 u A. brasilense Sp245 koduje
enzymy syntetyzujace kwas antranilowy (prekursor tryp-
tofanu), natomiast drugi plazmid o m.cz. 300 MDa posia-
da geny kodujace bialka uczestniczace w syntezie melanin.
Kado i Liu (1981) okreslili jeszcze trzy plazmidy o masie
czasteczkowej 100, 90 i 19 MDa u szczepu A. amazonense
i po dwa plazmidy (o m.cz. 14 i 12 MDa) u szczepdéw A. ha-
lopraeferens Aud i A. irakense KBC1 (o m.cz. 11513 MDa).

Po raz pierwszy wystgpowanie plazmidow (w ilosci
1-6) potwierdzono u A. brasilense i1 A. lipoferum, o masie
czasteczkowej od 4 MDa do 300 MDa. Komorka bakte-
ryjna jest jakby ,,wypelniona” czasteczkami plazmidow
(Croes i in., 1991). U szczepdéw bakterii A. brasilense
znaleziono plazmidy o masie 90 MDa i 85 MDa oraz trzy
inne duze, o masie molekularnej wigkszej od 300 MDa
(Castro-Guerrero i in., 2012). Azospirillum brasilense
1 Azospirillum lipoferum zawieraja kilka plazmidéw o roz-
miarach od 40 do 550 kbp, z ktérych zaden nie hybrydy-
zuje z sondg zawierajacg geny nif. Na podstawie analizy
z zastosowaniem enzymow restrykcyjnych i hybrydyzacji
DNA zidentyfikowano w plazmidzie 4. brasilense szczepu
Sp7 (90-MDa) pi¢¢ loci: nodH, nodN, exoB oraz dwa jego
prawdopodobne miejsca inicjacji replikacji (Acosta-Cruz
iin., 2012; Wisniewski-Dyé, Mavingui, 2012).

Pomimo wielu prac opisujacych obecno$¢ plazmidow
W A. brasilense i A. lipoferum (Kaneko, Sato, 2010), in-
formacja o wielko$ci ich genomu jest nieprecyzyjna.
W 1982 roku Wood i in. (1982) przy uzyciu zmodyfikowa-
nej metody elektroforezy, opisali obecnos¢ wielu duzych
pasm DNA o wielko$ci czasteczki do 2,8 Mbp, ktoére na-
zywane sg minichromosomami. Oszacowano wowczas, iz
wielko$¢ genomu Azospirillum jest 1,8 razy wigksza niz
Escherichia coli. Ponadto potwierdzono obecno$¢ kilku
megareplikonow u 10 szczepdéw z pigciu gatunkow Azo-
spirillum, o masie czasteczkowej w zakresie od 0,2 do
2,7 Mbp przy uzyciu elekroforezy pulsacyjnej (PFGE
Pulsed Field Gel Electrophoresis). Uzyskany rézny obraz
elektroforetyczny szczepow w przypadku tych samych ga-
tunkow wykazal, iz szczepy réznia si¢ wewnatrz tego sa-
mego gatunku, co oznacza, ze sg one szczepami specyficz-
nymi. We wszystkich badanych szczepach na podstawie
16S rDNA wykryto wigcej niz jeden replikon, co sugeruje,
ze Azospirillum zawiera wiele chromosomow, przy czym
stwierdzono, iz niektére z nich majg charakter liniowy.
W przypadku genomu szczepu A. brasilense Sp245 stwier-
dzono obecnos¢ pigciu stabilnych megareplikondéw o roz-
miarze 0od 0,63 to 2,5 Mbp. Ilo$¢ i wielkos¢ replikonu zalezy
Sciste od gatunku Azospirillum. Genom A. lipoferum Sp59b
i JA25 posiadatl odpowiednio 8 i 10 replikonéw o masie
czasteczkowej w zakresie od 0,15 do 2,6 Mbp. 4. ama-
zonense szczep Y2 i Y6 posiadat replikony o rozmiarach

wahajacych si¢ od 0,71 Mbp (Y6) do 2,8 Mbp (Y2). Obec-
no$¢ replikonow potwierdzono rowniez w A. halopraefe-
rens 1 A. irakense (Martin-Didonet i in., 2000).

Catkowita wielko$¢ genomu bakterii z rodzaju Azospi-
rillum zréznicowana jest w obrebie gatunku i wynosi od
co najmniej 4,8 Mbp u A. irakense do 9,7 Mbp (szczep
A. lipoferum Sp59b) (Martin-Didonet i in., 2000). Wyniki te
wskazuja, ze organizacja genomu Azospirillum jest bardzo
roéznorodna, a informacja genetyczna rozproszona na przy-
najmniej kilku replikonach. Pionierskie badania wykazaty,
ze genom Azospirillum utworzony jest z wielu replikonow,
ktérych wielko$¢ waha si¢ w zaleznosci od gatunku od 4,8
do 9,7 Mpb (Fonsteiniin., 1992). Genom szczepu Azospiril-
lum sp. B510, wyizolowanego z todygi ryzu siewnego (Ory-
za sativa cv. Nipponbare) w Japonii ma wielko$¢ 7,6 Mbp
isktadasi¢zpojedynczegochromosomu (3,31 Mbp)iszesciu
plazmidow (Kaneko, Sato, 2010): pAB510a (1455109 bp),
pABS510b (723779 bp), pAB510c (681723 bp), pAB510d
(628837 bp), pAB510e (537299 bp), oraz pABS10f
(261596 bp). W genomie tych szesciu plazmidéw potwier-
dzono 3416 genow kodujacych biatka, siedem zestawow
gendéw rrns, 34 tRNA reprezentujacych 19 tRNA znanych
gatunkdéw Azospirillum.

Genom Azospirillum amazonense Y2 szczepu wyizo-
lowanego z roslin trawiastych (Hyparrhenia rufa) w Bra-
zylii sktada si¢ z czterech replikonow wielkosci kolejno:
2,7 Mbp, 2,2 Mbp, 1,7 Mbp i 0,75 Mpb (Caballero-Mel-
lado i in., 1999; Giindisch i in., 1993). Genom Azospi-
rillum lipoferum 4B, szczepu wyizolowanego z ryzu we
Francji, 1 Azospirillum brasilense Sp245, szczepu wyizo-
lowanego z pszenicy w Brazylii, sklada si¢ z siedmiu re-
plikonow o wielko$ci odpowiednio 6,8 i 7,5 Mbp. Genom
bakterii Azospirillum brasilense CBG497 ma wielko$¢
7,6 Mbp i sktada si¢ z szesciu lub siedmiu replikondéw; pla-
zmidy zawierajg najwigksza cze$¢ calkowitej masy geno-
mu (od 55,2% do 59,8%). Zasadniczy rdzen genomu Azo-
spirillum sktada si¢ z okoto 2328 gendw, kodujacych od
30% do 38% ogolnej liczby wytwarzanych bialek. Znaj-
duje si¢ gldwnie na chromosomie i zawiera 74% gendéw
pochodzenia rodowego (Caballero-Mellado i in., 1999).
Pozostata czg$¢ genomu zwigzana jest z obecno$ciag genow
zaangazowanych w indukcje sygnatu transdukeji, trans-
portu i metabolizmu weglowodandw, aminokwasow.

Ze wzgledu na duza mase¢ czasteczkowa replikonow
w przypadku bakterii z rodzaju Azospirillum przypuszcza
si¢, iz podstawowe geny moga wystepowac na wigcej niz
jednym replikonie, co potwierdza obecnos$¢ tych genow
na réznych chromosomach. Wood i in. (1982) potwierdzit
obecno$¢ minichromosomow u szczepéw A. brasilense
1 A. lipoferum na podstawie wielko$ci pasm DNA otrzyma-
nychnapodstawie elektroforezy w zelu agarozowym piono-
wym. Operon nifHDK jest umieszczony tylko w jednym re-
plikonie, przynajmniejuA. brasilense szczepu FP2 orazSp7.
W przypadku innych szczepow, geny nifDK tworzyty koli-
stg czasteczke DNA.
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SIEDLISKO NATURALNE

Ze wzgledu na zdolno$¢ wigkszosci szczepow Azospi-
rillum do kolonizacji zardbwno powierzchni, jak i wnetrza
korzeni, todygi i li§ci, bakterie te zostaly zaliczone do tzw.
fakultatywnych endofitow, bakterii diazotroficznych. Ter-
min zostal zaproponowany w celu odroznienia Azospiril-
lum od typowych endofitycznych bakterii, np. Glucona-
cetobacter diazotrophicus, bakterii kolonizujacej korzenie
trzciny cukrowej (Ddbereiner, 1992).

Azospirillum najczesciej wystepuje w glebie ryzosfero-
wej, poniewaz nalezy do fakultatywnych endofitéw zdol-
nych do kolonizacji zaré6wno zewnetrznej powierzchni
korzeni, jak i wewnetrznej przestrzeni migdzykomoérkowej
tkanek ro$liny (Baldani i in., 1997). Azospirillum pospo-
licie wystepujg w glebach zaréwno klimatu tropikalnego,
jak 1 umiarkowanego czy zimnego. Wedtug Baldani i in.
(1997) mozna je znalez¢ w 90% gleb obszaréow klimatu
tropikalnego i w 60% klimatu umiarkowanego. Inni auto-
rzy izolowali je z jeszcze wigksza czestotliwoscig. Magal-
haes i in. (1983) stwierdzili obecnos$¢ Azospirillum w 94%
probek glebowych pochodzacych z Amazonii, a Eckert
1 in. (2001) doniesli o wystgpowaniu tych bakterii w 81%
probek ryzosfery roslin zbozowych uprawianych w Belgii.
Najpowszechniejszymi gatunkami sa Azospirillum brasi-
lense 1 A. lipoferum, ktérych izolacje potwierdzono z ok.
50-90% probek pobranych na catym $wiecie pochodza-
cych z gleby, ryzosfery i czgsci roznych roslin (Ddbereiner
iin., 1976; Faruq i in., 2015).

Bakterie z rodzaju Azospirillum wystepuja glownie
w glebach o odczynie oboje¢tnym i lekko zasadowym, ale
réwniez sg obecne w glebach kwasnych, za$§ dzigki wy-
twarzaniu cyst wykazuja duzg wytrzymatos¢ réwniez na
wysuszenie (Eckert i in., 2001; Kro6l, 2006; Sant’Anna
iin., 2011). Jednakze temperatura, odczyn i wilgotno$¢ gle-
by, a takze zawarto$¢ azotu, natlenienie i sktad wydzielin
korzeniowych wplywaja w duzym stopniu na liczebno$¢
i aktywno$¢ Azospirillum. Bakterie te tworza asocjacje
z korzeniami wielu roslin o duzym znaczeniu gospodar-
czym, tj.: zboza, kukurydza, trawy; rosliny dwuliscienne:
pomidor, pietruszka, kapusta. Wyizolowano je z nasion,
korzeni, todyg, lisci roslin w r6znym stadium rozwojowym
(Eckert i in., 2001).

Azospirillum stanowig jedng z grup mikroorganizmow
endofitycznych pozytywnie oddzialujacych na rosliny
i wdrazanych do praktyki rolniczej. Oddziatywanie Azospi-
rillum na rosliny jest bardzo ztozone i wynika zaréwno ze
zdolnosci tych bakterii do wigzania azotu czasteczkowego,
jak tez syntetyzowania fitohormondw i innych substancji
biologicznie czynnych, co w konsekwencji niewatpliwie
wplywa korzystnie na plony roslin uprawnych. Synteza
fitohormonéw u bakterii z rodzaju Azospirillum jest nie-
zbedna do wytwarzania trwalych asocjacji z korzeniami
roslin (Michiels i in., 1991; Cecagno i in., 2015). Hormo-
ny roslinne powoduja podzial i réznicowanie komorek

w merystematycznej tkance korzenia; wskutek czego na-
stepuje wydtuzanie si¢ korzenia, produkowanie wigkszej
liczby wtosnikéw i rozgalezianie si¢ korzenia. Korzystny
wplyw tych bakterii na wzrost i rozwoj roslin zwiazany jest
réwniez z ograniczeniem wzrostu patogenow bakteryjnych,
a przy tym indukowaniem odporno$ci na choroby (Gataz-
ka, 2013). Ponadto Azospirillum moze mie¢ zastosowanie
rowniez w bioremediacji $ciekow (zwigkszenie wzrostu
mikroalg powszechnie stosowanych w tym procesie, jak
Chlorella) oraz gleb skazonych substancjami ropopochod-
nymi (Gatazka i in., 2012; Galazka, Galazka, 2015).

W oparciu o dotychczas wyizolowane gatunki mozemy
stwierdzi¢ duza roznorodnos¢ pod wzgledem ich wystegpo-
wania. Najliczniej Azospirillum spp. wystepuja w glebie
ryzosferowej. Izolowano je z ryzosfery traw paszowych,
kukurydzy, zboza, ryzu, drzew kakaowych, palm kokoso-
wych, a takze z wielu innych ro$lin plantacyjnych i sadow-
niczych (Zhao, 2012).

Srodowiskiem bytowania tych bakterii jest nie tylko
ryzosfera i powierzchnia korzeni roslin uprawnych strefy
umiarkowanej, ale takze ryzosfera i korzenie takich roslin
jak: kawa, tropikalne rosliny owocowe i storczyki. Znane
jest rowniez wystepowanie Azospirillum w bardziej eks-
tremalnych $rodowiskach — m.in. o wysokiej temperatu-
rze, zasolonych, zanieczyszczonych substancjami ropopo-
chodnymi. Dzi$ wiadomo, iz Azospirillum wystepuje po-
wszechnie w ryzosferze wielu traw, gtownie na obszarach
tropikalnych (trawy pastewne, kukurydza, pszenica, ryz,
sorgo, trzcina cukrowa) (Hartmann, Baldani, 2006; Chen
iin., 2013), ale rowniez w ryzosferze roslin klimatu umiar-
kowanego i migdzyzwrotnikowego.

Okon (1982) i Okon i in. (1976) uzyskali czyste kultury
Azospirillum z nasion wielu zbdz i traw. Zasiedla¢ rosling
moga tez bakterie z gleby i wowczas kolonizacja zachodzi
przez wierzchotek korzenia, a takze miejsca odgalezien
bocznych. W glebach i ryzosferze roslin klimatu tropikal-
nego ich liczebno$¢ jest duzo wyzsza niz w naszej strefie
klimatycznej i wynosi od 10* do 107 komorek w jednym
gramie suchej masy gleby (Baldani i in., 1983; Kulinska,
1983; Krol, 2006). W klimacie umiarkowanym bakterie
z rodzaju Azospirillum nie sg gtéwnym sktadnikiem popu-
lacji diazotroficznych bakterii glebowych, poniewaz domi-
nuja gatunki Pseudomonas, Enterobacter, Bacillus 1 inne,
ktore przecietnie osiagaja liczebnos$¢ rzedu 10° komorek
na 1 g suchej masy gleby. Liczebno$¢ Azospirillum jest
znacznie nizsza. Jaskowska (1989) prowadzita w latach
1982-1992 badania mikrobiologiczne dotyczace ekologii
Azospirillum w ryzoplanie réznych roslin zbozowych i prze-
badata 160 probek z terenu Polski. Jej badania wykazaty po-
wszechno$¢ wystepowania bakterii z rodzaju Azospirillum
w ryzoplanie zyta, pszenicy, jeczmienia i kukurydzy.

W ekosystemach rolniczych wystepowanie, liczeb-
no$¢ i aktywno$¢ bakterii wigzacych azot moze zaleze¢
od poziomu i systemu nawozenia azotowego. Stosowanie
wysokich dawek mineralnych nawozéw azotowych nie
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tylko hamuje aktywno$¢ nitrogenazy, ale takze powoduje
zmniejszenie liczebnosci bakterii diazotroficznych. Okon
iin. (1982) stwierdzili, ze na wysokie dawki N najbardziej
sa wrazliwe bakterie z rodzajow Azotobacter 1 Azospiril-
lum, dawka 150 kg N-ha! powodowala stukrotne obnize-
nie liczebnosci populacji bakterii z rodzaju Azospirillum.

PODSUMOWANIE

Z rolniczego, a zarazem praktycznego punktu widze-
nia w chwili obecnej uwaga naukowcow skupiona jest
na procesie wigzania azotu przez bakterie symbiotyczne
w koinokulacji z bakteriami wolnozyjacymi i asocjacyj-
nymi, takimi jak Azospirillum spp. W ostatnich latach za-
interesowanie omawianym problemem znacznie wzrosto,
co mozna wigza¢ rowniez z kryzysem energetycznym na
rynkach §wiatowych. Oblicza si¢ bowiem, ze w skali glo-
balnej ilo$¢ azotu wigzanego biologicznie (w tym wigzanie
niesymbiotyczne i symbiotyczne) przewyzsza 4-krotnie
ilos¢ N w nawozach wyprodukowanych metodami prze-
myslowymi. Fakt ten nadaje calemu zagadnieniu wyjat-
kowa range i uzasadnia celowo$¢ badan nad wyjasnie-
niem mechanizmu biologicznego wigzania azotu oraz nad
zwigkszeniem jego efektywnosci i lepszego wykorzystania
w przysztosci bakterii z rodzaju Azospirillum jako bakterii
promujacych wzrost roslin. Podejmowane sa m.in. liczne
badania genetyczne nad uzyskaniem mikroorganizmoéow
o coraz lepszej zdolno$ci do wigzania azotu, a takze nad
przenoszeniem tych wlasciwosci rowniez na szczepy bak-
terii, ktore do tej pory stabo wigzaty azot atmosferyczny.
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SYSTEMATICS, GENETICS AND BIOLOGY OF BACTERIA
FROM GENUS AZOSPIRILLUM

Summary

Bacteria of the genus Azospirillum (a-subclass of Proteobac-
teria) have been known for many years as plant growth promot-
ing rhizobacteria (PGPR). Azospirillum species are plant-asso-
ciated diazotrophs, Gram-negative, nitrogen fixing rhizosphere
bacteria. Currently, 19 species of Azospirillum are known. They
were isolated from the rhizosphere of many grasses and cereals
all over the world, in tropical as well as in temperate climates.
They occur in association with roots, stems and leaves of a large
variety of gramineous and non-gramineous plants, e.g. numerous
wild and cultivated grasses and cereals, legumes, vegetables and
fruit trees. Bacteria of the genus Azospirillum were described in
the mid 1970s as heterotrophic N,-fixing bacteria. They display
a versatile C- and N metabolism, which makes them well adapted
to establish in the competitive environment of the rhizosphere.
Ammonium, nitrate, nitrite, amino acids and molecular nitro-
gen can serve as N-sources. In unfavorable conditions, such as
desiccation and nutrient limitation, azospirilla can convert into
enlarged cyst-like forms. This morphological change is accom-
panied by the development of an outer coat of polysaccharides
and by the accumulation of abundant poly-L-hydroxybutyrate
granules, which can serve as C- and energy sources under con-
ditions of stress and starvation. Bacteria belonging to the genus
Azospirillum are highly motile. A. brasilense, A. lipoferum and
A. irakense display a mixed pattern of flagellation. The core
genome of Azospirillum was established and consists of 2,328
protein-coding genes, representing between 30% to 38% of the
total encoded proteins within a genome. Azospirillum strains pos-
sessed several megareplicons, some probably linear, and 16S ri-
bosomal DNA hybridization indicated multiple chromosomes in
genomes ranging in size from 4.8 to 9.7 Mbp.

key words: Azospirillum, endophytic diazotroph, genome struc-
ture, morphology, natural habitant



