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Abstrakt. Bakterie z rodzaju Azospirillum sa jednym z gtow-
nych rodzajow najpetniej scharakteryzowanym w grupie bakterii
wspierajacych wzrost i rozwoj roslin. W opracowaniu omowiono
aspekty istotne dla interakcji Azospirillum z ro$linami: tworze-
nie asocjacji, wzajemne oddziatywanie miedzy bakteriami i ko-
rzeniami, wigzanie azotu i syntezg fitohormonéw. Azospirillum
aktywnie kolonizuja przewaznie powierzchni¢ roslin. Asocjacja
komorki Azospirillum do korzeni zachodzi w dwoéch fazach.
W pierwszym etapie tzw. adsorpcji jest indukowany przez gliko-
proteid flagellina, ktorej obecnos$¢ aktywuje drugi etap asocjacji.
Bakterie z rodzaju Azospirillum zdolne sa do wigzania azotu at-
mosferycznego. Geny strukturalne odpowiedzialne za wiazanie
azotu (nif) sa bardzo konserwatywne, podobne u wszystkich
asymilatorow N,. Aktywator transkrypcji NifA jest potrzebny do
ekspresji innych genow nif' w odpowiedzi na dwa gltdwne sygnaty
srodowiskowe. Wiele genow bierze udzial w procesie koloniza-
cji korzeni, wspieraniu rozwoju roslin i adaptacji do warunkoéw
w ryzosferze. Od dwoch dziesigeioleci Azospirillum pozostaja
w centrum uwagi naukowcow, gdyz w odpowiednich warunkach
moga korzystnie oddziatywac na plonowanie wielu roslin upraw-
nych.

stowa kluczowe: Azospirillum; diazotrofy, hormony wzrostu ro-
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WSTEP

Do najbardziej znanych bakterii, Zyjacych w asocjacji
z korzeniami wielu ro$lin, naleza bakterie wigzace wolny
azot z rodzaju Azospirillum (Steenhoudt, Vanderleyden,
2000). Po raz pierwszy zostaly one opisane w 1925 r.
przez Beijerinckajako Spirillum lipoferum (Débereineriin.,
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1976). Obecnie znanych jest 19 gatunkow bakterii z ro-
dzaju Azospirillum. Bakterie te wystepuja powszechnie
w glebach i ryzosferze wielu ro$lin klimatu umiarkowane-
go, tropikalnego i zwrotnikowego (Krol, 2006).
Azospirillum naleza do drobnoustrojow ryzosferowych
stymulujacych wzrost roslin tzw. PGPR (plant growth-pro-
moting rhizobacteria) (Lucy i in., 2004). PGPR s3 to wol-
no zyjace bakterie glebowe, bytujace w strefie korzeniowej
ro$lin lub jako endofity w powierzchniowych ich tkankach
(Krol, 2006). Wptywaja pozytywnie na wegetacj¢ roslin
poprzez stymulowanie ich wzrostu w dwojaki sposob:
bezposredni i posredni (Bashan i in., 2004). Wspomaga-
nie bezposrednie polega migdzy innymi na dostarczeniu
ro$linie sktadnikow mineralnych (azotu atmosferycznego,
fosforu, zelaza), syntezie fitohormonoéw wptywajacych na
rozwdj roslin (auksyn, giberelin, cytokinin), obnizeniu po-
ziomu etylenu niekorzystnie wptywajacego na ukorzenia-
nie ro$lin (Okon, Labandera-Gonzalez, 1994). Natomiast
posredni sposob stymulacji polega gtownie na biologicz-
nym zwalczaniu fitopatogenow (Steenhoudt, Vanderley-
den, 2000). Od bardzo dawna taczono bezposredni efekt
oddzialywania mikroorganizmow ryzosferowych z pro-
mowaniem wzrostu roslin. Tien i in. (1979) jako pierw-
si wskazali, ze bakterie ryzosferowe nalezace do rodzaju
Azospirillum mogly wspomaga¢ wzrost roslin poprzez
syntez¢ substancji biologicznie aktywnych. Mechanizm
pobudzania wzrostu roslin przez PGPR mimo wielu lat ba-
dan wcigz nie jest w pelni poznany. Bakterie te posiadaja
wiele réznych cech odpowiedzialnych za dziatania stymu-
lujace wzrost roslin (Bashan i in., 2004; Lucy i in., 2004).
W odniesieniu do wieloletnich badan nad wykorzystaniem
drobnoustrojéw do promowania wzrostu i rozwoju roslin
duza rolg w tym procesie mozemy przypisa¢ bakteriom
z rodzaju Azospirillum (Steenhoudt, Vanderleyden, 2000).
Badania prowadzone w tym kierunku dotyczyty:
+ identyfikacji substancji promujacych wzrost roslin,
* potwierdzenia pozytywnego wpltywu tych substancji na
zmiang fizjologicznych i morfologicznych cech rosliny,
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» identyfikacji genow odpowiedzialnych za synteze sub-
stancji promujacych wzrost roélin i ich regulacj¢ na pozio-
mie genu,
*  wplywu szczepienia ro$lin bakteriami Azospirillum
na wzrost i plonowanie oraz kolonizacje w ryzosferze
z uwzglednieniem réznych warunkéw doswiadczalnych,
* mutacji szczepdw o polepszonych zdolnosciach pro-
dukcji substancji wspomagajacych wzrost roslin.
Azospirillum zyjac w asocjacji z korzeniami wielu ro-
$lin przyczyniaja si¢ do poprawy kondycji roslin i wzrostu
plonéw, a fizjologia tych bakterii jest wciaz przedmiotem
wielu badan (Okon, Kapulnik, 1986; Okon i in., 1995;
Kroél, 2006). W niniejszej publikacji podsumowana zosta-
nie dotychczasowa wiedza na temat fizjologii bakterii z ro-
dzaju Azospirillum, asocjacji z rosling oraz praktycznego
zastosowania w rolnictwie.

ASOCJACJA AZOSPIRILLUM

Istotng role w zwickszeniu efektywnosci produkcji ro-
slinnej, jak i mozliwo$ci zasiedlania i przetrwania roslin
w $rodowiskach naturalnych odgrywaja mikroorganizmy,
ktére wchodza w réznego rodzaju symbiotyczne interakcje
z roslinami. Specyficznym rodzajem symbiozy pomigdzy
drobnoustrojami a roslinami jest endosymbioza (Steen-
houdt, Vanderleyden, 2000). Endosymbioza wystgpuje
woweczas, gdy komorki jednego organizmu zyja we wne-
trzu komorek lub tkanek innego organizmu. Bakterie takie
jak Azospirillum, zdolne do asocjacji z korzeniami roslin
i zamieszkujace wnetrze komorek roslinnych nazywamy
endofitami (endophyte z greckiego ,,wewnatrz rosliny”).
Prawdopodobnie kazda roslina jest gospodarzem dla jed-
nego lub kilku gatunkow bakterii nawet nalezacych do jed-
nego rodzaju (Krdl, 2006).

Drobnoustroje wchodzg w asocjacje z roslinami za
pomoca réznorodnych mechanizmoéw. Jedne wynikaja
z bezposrednich oddziatywan migdzy mikroorganizmami
a tkankami ro$lin, natomiast inne maja znaczenie posred-
nie i s3 wywotywane modyfikacjami $srodowiska glebowe-
g0. Mozna sadzié, iz gleba jest gtownym zrodtem bakterii
endofitycznych — organizméw, ktore przez diuzszy lub
krotszy okres swojego zZycia kolonizujq bezobjawowo Zywe
thkanki wewnetrzne swojego gospodarza” (Klama, 2004).
Baldani i in. (1997) zasugerowali podzial drobnoustrojow
na nastgpujace kategorie:

* organizmy ryzosferowe, zasiedlajace czgs¢ ryzosfero-
wa gleby;

o fakultatywne endofity zawierajace grupe mikroorga-
nizméw dobrze rozwijajacych si¢ w glebie, ponadto zdol-
nych do kolonizacji zewnetrznej powierzchni korzeni, jak
réwniez wewngtrznych tkanek,

* obligatoryjne endofity trudniej przezywajace w glebie
bez obecnosci rosliny, wystepujace we wnetrzu korzeni
oraz na nadziemnych czgsciach roslin.

Zjawisko powstawania uktadow symbiotycznych po-
miedzy bakteriami z rodzaju Azospirillum a rosling zostato

odkryte przez Dobereiner (1983). W przypadku Azospiril-

lum nie stwierdzono jednak $cistej specyficznosci, a jedynie

powinowactwo szczepdéw do ich gospodarzy (Krdl, 2006).

Bakterie z rodzaju Azospirillum, a wérod nich gatunki 4.

lipoferum oraz A. brasilense naleza do najbardziej pozna-

nych z tego grona asymilatorow N,. Odznaczajg si¢ one
przede wszystkim duza specyfika kolonizacji w korzeniach
ro$lin, i tak 4. lipoferum — asocjuje glownie z roslinami C4
np. kukurydza, natomiast 4. brasilense — asocjacje tworzy

gléwnie z roslinami trawiastymi C3 (Dobereiner, 1983;

Krol, Perzynski, 2001).

Intensywnos$¢ interakcji pomiedzy bakterig a rosling
jest zalezna od fazy wzrostu rosliny. W badaniach Krol
(2006) najwyzsza zawarto$¢ nitrogenazy stwierdzono
w pozniejszych fazach wzrostu rosliny, przed kwitnieniem
i w stadium kloszenia. Azospirillum spp., bytujace w aso-
cjacji z korzeniami roslin, najwicksza aktywnos$¢ wykazuja
po wniknigciu komorek bakterii do gtebszych warstw ko-
rzeniowych. Srodowisko to w odniesieniu do gleby sku-
tecznie zabezpiecza bakterie przed panujacymi niedogod-
nymi warunkami, takimi jak susza, niska temperatura, co
sprawia, iz Azospirillum z pozytywnym rezultatem moze
konkurowac¢ z innymi bakteriami o zrédta potrzebnego we-
gla i odpowiedniej ilosci energii (Patriguin, 1982; Venkate-
swarlu, Sethunatan, 1984).

Bashan, Holguin (1997) i Bashan i in. (2004) pro-
wadzili badania nad kolonizacja korzeni 64 gatunkow
roznych roslin przez bakterie 4. brasilense. Otrzymane
wyniki informuja o niespecyficznosci badanej bakterii
w odniesieniu do ro$lin. Przeprowadzona analiza doty-
czaca rozmieszczenia Azospirillum w korzeniach roslin
dowodzi, iz bakterie te przywieraja do ziarnistosci na wto-
$nikach korzeniowych, przenikaja do wnetrza, a nastepnie
umieszczaja si¢ w przestrzeniach miedzykomorkowych
wzdhuz kory. Komorki bakterii z rodzaju Azospirillum wni-
katy do korzeni trzciny cukrowej przez nowo pojawiajace
si¢ korzenie boczne (Bellone, de Bellone Silvia, 2012).

Do gtownych drog kolonizacji rosliny przez bakterie
endofityczne naleza m.in.: naturalne otwory (pory i hyda-
tody), mikropory, rany czy uszkodzenia, w tym uszkodze-
nia mechaniczne. Przypuszcza¢ mozna, ze najistotniejsza
droga przenikania sg rany i mikropory pojawiajace si¢ juz
w pierwszym stadium rozwoju korzenia (Klama, 2004).
W roslinach jednolisciennych o dobrze rozwinigtym syste-
mie korzeniowym, jak np. kukurydza, Azospirillum wysteg-
puje gltéwnie na powierzchni korzenia lub w wewngtrznej
jego czesci (Hartmann, Baldani, 2006). Zakazenie wnetrza
korzenia zachodzi dopiero w momencie:

- braku odpowiednich warunkéw do asocjacji na po-
wierzchni korzenia (brak substancji odzywczych, fito-
hormonoéw, niskie pH),

- w przypadku zbyt gestej kolonizacji bakteryjnej na po-
wierzchni tkanki (komorki nie mogg przedosta¢ si¢ do
wewnetrznych tkanek ro$liny),

- uszkodzenia komérek peryferyjnych korzenia (lepszy
dostep bakterii do wnetrza tkanki).
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Poczatkowo komorki bakterii gromadzg si¢ na po-
wierzchniowych warstwach tkanki korzenia, a w miare
namnozenia komoérek bakterie moga przenika¢ do wnetrza
tkanki ro$liny. Zakazenie wystepuje poczatkowo w tkan-
kach korzeniowych i rozprzestrzenia si¢ do gléwnych ko-
rzeni (Schemat 1) (Steenhoudt, Vanderleyden, 2000).

Model asocjacji bakterii z rodzaju Azospirillum
z ro$ling przebiega dwuetapowo. Pierwszy etap procesu
kolonizacji rozpoczyna si¢ od rozpoznania specyficznych
wydzielin korzeniowych ro$liny przez bakterie. W wyni-
ku rozpoznania specyficznych zwiazkéw organicznych
w wydzielinach (chemotakcja), np. okreslonych kwasow
fenolowych lub aminokwaséw, drobnoustroje migruja
w kierunku ich zrodta (Hartmann, Baldani, 2006). Atrak-
tantami dla bakterii z rodzaju Azospirillum jest szereg
zwigzkow organicznych (metabolitow korzeniowych) tj.:,
kwas asparaginowy, kwas glutaminowy, bursztyniany, ja-
btczany, glicyna, galaktoza i arabinoza w optymalnej kon-
centracji 10° M (Krdl, 2006). Substraty metabolizowane
przez Azospirillum spp. takie jak D-fruktoza i L-arabinoza
nie przyciagaja ani 4. lipoferum ER 15 ani A. brasilense
JM 6A2. Dla gatunku A. brasilense najlepszymi chemo-
taktycznymi zwigzkami sg cukry: arabinoza, fukoza i ga-
laktoza. Bakterie z rodzaju Azospirillum (np. A. lipoferum
Sp 59b, A. brasilense Sp 71 Sp CD) sa rowniez przyciaga-
ne chemotaktycznie przez zwiazki aromatyczne, takie jak
benzoesany i hydroksybenzoesany w optymalnej koncen-
tracji 10°~10! M (Steenhoudt, Vanderleyden, 2000).

W dodatku przycigganie chemotaktyczne Azospirillum
Spp. przez rozne organiczne zwigzki preferuje migracje
komérek w kierunku stref o niskiej rozpuszczalnosci tle-
nu (Krdl, 2006). W konsekwencji, bakterie tworza blonke
w polplynnej bezazotowej pozywce w pewnej odleglosci
od powierzchni (Ddbereiner, 1983; Dobereiner i in., 1976).
Ta mikroaerofilno$¢ w pozywkach bezazotowych jest stan-
dardowa procedura w izolacji Azospirillum spp. i innych
bakterii diazotroficznych.

Wiadomo, ze w obecno$ci Azospirillum nastepuje in-
dukcja hydrolizy fitohormonéw i flawonoidéw roslinnych
(np. przez B-glukozydaz) w tkance korzenia, wskutek cze-
g0 powstajg aktywne zwigzki biorace bezposredni udziat
w asocjacji komoérek bakteryjnych (ABmus i in., 1997).
Taka stymulacja wzrostu komodrek bakteryjnych daje im
mozliwo$¢ intensywnego rozwoju na powierzchni ko-
rzenia oraz zapewnia Azospirillum znaczne poszerzenie
strefy kolonizacji m.in. o ryzosfere roslin (Dobbelaere
i in., 2001). Bakterie przedostaja si¢ do wnetrza korze-
nia m.in. poprzez uszkodzenie wlo$nikéw korzeniowych
(zluszczenie nabtonka) i lize komorek roslinnych. Przy
niedostatecznych warunkach do rozwoju bakterii w gle-
bie oraz na powierzchni komdrek roslinnych Azospirillum
intensywnie przenikaja do wnetrza tkanki, gdzie zachodzi
logarytmiczny ich wzrost (Patriguin, 1982). Kolejnym
etapem kolonizacji jest adhezja do powierzchni korzenia,
a nastepnie intensywne podzialy, ktore skutkuja powsta-

niem mikrokolonii (ABmus i in., 1997). Wstepny etap
adhezji to stabe, odwracalne oddziatywania miedzycza-
steczkowe, np. typu oddziatywan van der Waalsa. Po nich
nastgpuje kolejna, nieodwracalna faza spowodowana wia-
zaniem si¢ za posrednictwem fimbrii lub flagelli. Do kon-
taktu pomiedzy bakteria a powierzchnig korzenia moze
rowniez dochodzi¢ przy udziale zewnatrzkomorkowych
biatek badz polimeréw otoczkowych bioracych udziat
w formowaniu kolonii (ABmus i in., 1995). Potencjat ad-
hezyjny drobnoustrojow uzalezniony jest od fazy wzrostu
i stopnia odzywienia komorek. Azospirillum spp. zyjace
w asocjacji z korzeniami wielu ro$lin wykazuje najwicksza
aktywnos¢ kilka godzin po wniknigciu komorek bakterii
do glebszych warstw korzenia (Van de Broek i in., 1993).
W przypadku kolonizacji korzenia pszenicy przez bakterie
A. brasiliense Sp7 w warunkach do§wiadczalnych wyka-
zano, iz adsorpcja komorek bakteryjnych na powierzch-
ni korzenia osiagga maksymalny poziom po 2 godzinach
inkubacji. Przy czym adsorpcja ta uzalezniona byla od
bakteryjnych biatek powierzchniowych. Drugi etap kolo-
nizacji, czyli zakotwiczanie komoérek zaabsorbowanych
na powierzchni rozpoczynal si¢ dopiero po 8 godzinach
inkubacji, a maksimum osiggat po 16 godzinach inkubacji
(Van de Broek i in., 1993). Oba etapy sa od siebie niezalez-
ne, gdyz mutanty izolatow A. brasiliense Sp7 pozbawione
zdolnosci do adsorpcji nadal wykazywaly zdolno$¢ do zako-
twiczania na powierzchni. Etap zakotwiczania uzalezniony
jest natomiast od syntezy bakteryjnych zewnatrzkomorko-
wych polisacharydow (Steenhoudt, Vanderleyden, 2000).

Srodowisko wewnatrz korzenia w poréwnaniu z glebg
dobrze chroni bakterie, a Azospirillum moze z powodze-
niem konkurowa¢ z innymi bakteriami o zrédlo energii
i wegla (Bashan i in., 2004; Krél, 2006). Stwierdzono tak-
ze, ze genotyp rosliny wpltywa zasadniczo na stopien aso-
cjacji rosliny z bakteriami (Bashan, Holguin, 1997).

Powyzsze obserwacje kolonizacji korzeni ro$lin przez
bakterie z rodzaju Azospirillum byty mozliwe przy zasto-
sowaniu m.in. niespecyficznych technik barwienia, specy-
ficznych sond fluorescencyjnych i konfokalnej laserowe;j
mikroskopii skaningowej (James, 2000) oraz swoistych
przeciwcial monoklonalnych (Schloter, Hartmann, 1998)
lub fuzji genow nifH (Van de Broek, Vanderleyden, 1995).
W przypadku modelowego badania wpltywu szczepu
A. brasilense Sp245 na asocjacj¢ korzeni pszenicy duza
liczebno$¢ tych bakterii stwierdzono w gltoéwnych syste-
mach korzeniowych, natomiast znacznie mniej komorek
potwierdzono w korzeniach bocznych i wlosnikach korze-
niowych rosliny (ABmus i in., 1995). Zaobserwowano po-
nadto, ze mikrokolonie tych bakterii powstaja w przestrze-
ni migdzykomodrkowej tkanek korzenia pszenicy (Schloter,
Hartmann, 1998).

Asocjacje bakterii z rodzaju Azospirillum z ro$lina-
mi wspomagajg rowniez rozwdj roslin i samych bakterii
w warunkach stresu chemicznego. Badania Swedrzynskiej
i Sawickiej (2010) na temat wplywu miedzi na bakterie
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z rodzaju Azospirillum wystgpujace w ryzosferze siewek
kukurydzy i pszenicy wykazaty, iz miedz we wszystkich
z zastosowanych stezeniach w pozywce okazata si¢ bardzo
toksyczna zaré6wno dla ro$lin, jak i drobnoustrojow. Nato-
miast inokulacja bakteriami z rodzaju Azospirillum siewek
pszenicy oraz siewek kukurydzy miata korzystny wptyw
na wzrost i rozwoj roslin, w poréwnaniu do ro$lin nie-
szczepionych, a takze w sposob nieznaczny niwelowala
toksyczne oddzialywanie miedzi dla mikroorganizméw.

Pozytywnie zachodzace procesy asocjacji bakterii z ko-
rzeniami ro$lin wymagaja réwniez pominigcia szeregu
czynnikow stresowych (Steenhoudt, Vanderleyden, 2000).
Bakterie glebowe i kolonizujace ryzosfere, tj. Azospirillum
spp-, s3 poddawane réznorodnym czynnikom stresowym.
Jednym z nich jest roztwor wodny. W stonej glebie komor-
ki bakteryjne musza pokona¢ wysoki potencjat osmotycz-
ny, natomiast w suchej glebie, niski potencjal ogranicza
ich aktywno$¢ 1 zywotno$¢. Dlatego podloza piaskowe
lub gleba o malej zawartosci substancji organicznej nie
sa wskazane dla dobrej kolonizacji korzeni przez bakterie
ryzosferowe z rodzaju Azospirillum. Jak donosza Bashan
i Holguin (1997) bakterie wytwarzaja w tym Srodowisku

Schemat 1. Model interakcji pomigdzy bakteriami
z rodzaju Azospirilum i ro$ling
(Hartmann, Baldani, 2006, zmodyfikowano)

Chemotaksja; indukcja genéw kodujacych biatka
odpowiedzialne za produkcje chemoatraktantow
i ruch komorek Azospirillum w kierunku rosliny

Bakterie wigza si¢ z komorkami tkanki korzenia
(W proces zaangazowane sg organelle
ruchu bakterii oraz polisacharydy)
Roslinne lektyny tacza si¢ z egzopolisacharydami
btony komoérkowej bakterii;

I Faza ADHEZJI

—

Indukcja sygnatu asocjacji
pomigdzy bakteria i rosling
(produkcja hormondéw ro$linnych)

ROSLINA

Wytwarzanie polisacharydowych fibryli
bakteryjnych.
Wystepowanie pleomorficznych form bakterii.
II Faza ADHEZJI

T_| AZOSPIRILLUM

Dalszy proces indukcji sygnatu asocjacji bakterii
zachodzi we wnetrzu tkanki rosliny.

ASOCJACJA
Namnazanie si¢ komorek bakteryjnych
na powierzchni tkanek rosliny

siatke mostkow biatkowych pomiedzy swoimi komorkami
a czgsteczkami kwarcu. Aby pokona¢ te bariery i skoloni-
zowa¢ korzenie roslin komorki Azospirillum musza uzy¢
duzo energii na poruszanie si¢ poprzez czastki piasku czy
gleby.

Z zasolonego $rodowiska glebowego mozna wyizolo-
wac bakterie tolerancyjne na potencjatl osmotyczny (Hart-
mann, Baldani, 2006). Podobnie jak inne mikroorganizmy,
Azospirillum spp. akumulujg organiczne zwiazki, ktore
nie ograniczajg ich aktywnos$ci komodrkowej, a pomagaja
w §rodowisku wodnego stresu. Opisano zwigzki kompa-
tybilne do komorek Azospirillum spp. takie jak trehalo-
za, glicyna, betaina, glutaminiany i prolina (Steenhoudt,
Vanderleyden, 2000). Odporne na zwickszenie potencjatu
osmotycznego sg szczepy bakterii z gatunkow: A. ama-
zonense, A. brasilense, A. lipoferum 1 A. halopreferens,
szczegb6lng osmotolerancjg odznaczaja si¢ szczepy z ga-
tunku A. irakense, natomiast niektore szczepy A. brasi-
lense 1 A. halopreferens moga réznie reagowac. U bakterii
A. halopreferens 1 A. brasilense glicyna i betaina stymu-
lowata wzrost i wigzanie azotu w warunkach stresu spo-
wodowanego zasoleniem S$rodowiska. Osmotolerancyjne
szczepy Azospirillum spp. nie uzywaja lub w tylko matym
stopniu jako zrédla azotu i wegla: choliny, glicyny, betainy,
glutaminianow, proliny i innych aminokwaséw (Khammas
iin., 1989).

WYTWARZANIE SUBSTANCJI PROMUJACYCH
WZROST ROSLIN

Synteza fitohormonow u bakterii z rodzaju Azospi-
rillum jest niezbedna do wytwarzania trwalych asocjacji
z korzeniami ro$lin. Hormony ro$linne powoduja podziat
i réznicowanie komorek w merystematycznej tkance ko-
rzenia, wskutek czego nastepuje wydhluzanie si¢ korzenia,
produkowanie wigkszej liczby wlosnikow i rozgalgzianie
si¢ ich. Niewykluczone tez, ze na skutek kolonizacji ko-
rzeni przez bakterie i wytwarzania fitohormonow, sama
roslina zostaje pobudzona do wydzielania substancji sty-
mulujgcych wzrost (Steenhoudt, Vanderleyden, 2000).

Po raz pierwszy w 1979 roku stwierdzono u 4. bra-
silense wytwarzanie auksyn oraz substancji podobnych
do cytokinin i giberelin (Tien i in., 1979). Obserwowano
zwigkszenie liczby wlosnikow korzeniowych i korzeni
bocznych po zaszczepieniu roslin mieszanka kwasu indo-
lilo-3-octowego, kinetyna i kwasem giberelinowym GA3,
otrzymana z tych bakterii.

Bakterie z rodzaju Azospirillum zaliczane sa do grupy
PGPR (Cassan i in., 2011), ktorej przypisuje si¢ stymulacje
wzrostu roslin poprzez dostarczanie sktadnikéw mineral-
nych, synteze fitohormonéw oraz obnizanie poziomu ety-
lenu (Khammas i in., 1989). Jak sugeruja wyniki badan,
wigzanie azotu atmosferycznego prowadzone przez bak-
terie z rodzaju Azospirillum wykazuje mniejsze znaczenie
dla rozwoju roslin niz spodziewano si¢ pierwotnie (Bashan
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Zestawienie 1. Fitohormony oraz ich funkcje w organizmie
ro$linnym (Cacciari i in., 1989, Cassan i in., 2011).

Hormon .
. Funkcje
ro$linny

Regulacja wzrostu komorek roslin, ukorze-

Auksyny niania i ruchow roslin, dojrzewania owocow,
starzenia si¢ ro$lin
Regulacja podziatow i réznicowania komo-

Cytokininy rek roslinnych, regulacja wzrostu, spoczynku,
transportu asymilatow i starzenia si¢
Regulacja wzrostu i spoczynku roslin, kiel-

Gibereliny kowania nasion, kwitnienia i zawigzywania
owocOw
Podobnie jak w przypadku auksyn, aczkol-
wiek efekt dziatania jest inny, czgsto prze-

Etylen . . P . .
ciwstawny. Bierze réwniez udzial w reakcji
ro$lin na stresy

Kwas Regulacja paczkowania roslin, spoczynku
nasion, dojrzewania owocow. Odpowiedz

abscysynowy

roslin na stresy abiotyczne

i1in., 2004). Glownym mechanizmem przyczyniajacym si¢
do promowania wzrostu roslin moze okazaé si¢ zdolnos¢
Azospirillum do produkcji badZ metabolizowania fitohor-
mondéw (zestawienie 1). Pierwsze doniesienia mdwigce
o produkcji hormondéw roslinnych takich jak auksyny
(gtéwnie TAA), cytokininy i gibereliny przez Azospiril-
lum pochodza z prac Tien i in. (1979). W kolejnych publi-
kacjach mozna znalez¢ informacje mowiace o produkcji
przez te bakterie roéwniez etylenu (Strzelczyk i in., 1994a)
oraz kwasu abscysynowego (Perrig i in., 2007).

Wsrod substancji auksynopodobnych bedacych pro-
duktem metabolizmu czystej kultury Azospirillum, oprocz
gtéwnego kwasu indolilo-3-octowego (IAA — ang. indole-
acetic acid) wyroznia si¢: kwas indolilo-3-mastowy (IBA
— ang. indole-3-butyric acid), indolilo-3-acetaldehyd (Co-
stacurta i in., 1994), kwas indolilo-3-mlekowy (ILA — ang.
indole-3-lactic acid), indolilo-3-etanol, indolilo-3-metanol
(Crozier i in., 1988), indolilo-3-acetamid (IAM — ang. in-
dole-3-acetamide), tryptaming oraz antranilan (Hartmann
iin., 1983).

W komorkach Azospirillum zidentyfikowano kilka
szlakow syntezy IAA. Glownym jej prekursorem jest tryp-
tofan. Jego dodatek do hodowli bakteryjnej skutkuje wyz-
szym poziomem produkcji IAA (Hartmann i in., 1983),
natomiast biosynteza tego zwigzku pod nicobecno$¢ Trp
znana jest u roslin, ale nie zostala zaobserwowana w przy-
padku bakterii (Wright i in., 1991). Odnosnie tych ostat-
nich opisano wicle szlakow syntezy IAA. Dotychczas
u Azospirillum wykryto trzy sposrdd nich: szlak kwasu in-
dolilo-3-pirogronowego (IPyA — the indole-3-pyruvicacid
pathway), szlak indolilo-3-acetamidu (IAM — the indole-
-3-acetamide pathway), szlak trypraminowy (TAM — the

tryptamine pathway) (Costacurta, Vanderleyden, 1995).
Proby wyizolowania mutanta Azospirillum kompletnie
niezdolnego do syntezy IAA nie zostaly zakonczone po-
wodzeniem (Zimmer, Elmerich, 1991).

U A. brasilense zidentyfikowano gen ipdC, kodujacy
dekarboksylazg indolilo-3-pirogronianu, odpowiedzialng
za szlak IPyA (Costacurta i in., 1994). Podobng sekwen-
cje wykryto u A. lipoferum i A. halopraeferens, natomiast
nie wykryto takowej w przypadku A. irakense. Knockout
ipdC w genomie A. brasilense powodowal synteze IAA
na poziomie 10% w poréwnaniu do szczepu dzikiego, co
nasuwa whniosek, iz dekarboksylaza indolilo-3-pirogronia-
nu jest kluczowym enzymem na szlaku biosyntezy [AA
u tych bakterii (Prinsen i in., 1993). Nizszy stopien pro-
dukcji TAA wykazuja rowniez szczepy bakterii z mutacja
w rpoN (Dobbelaere i in., 2004). Produkcja auksyn przez
Azospirillum podlega Scistej regulacji w zalezno$ci od
warunkow srodowiska zewnetrznego (Costacurta, Vander-
leyden, 1995). Jednym z czynnikow majacych wptyw na
poziom ekspresji genu ipdC jest obecnos¢ samego 1AA,
a takze syntetycznych auksyn (np. kwasu 1-naftalenooc-
towego, kwasu 2,4-dichlorofenoksypropionowego) (Van
de Broek i in., 1999). Jak juz wspomniano, IAA uwalnia-
ne jest przez komorki Azospirillum jedynie w obecnosci
tryptofanu. Pod jego nieobecno$é¢, geny syntezy Trp ule-
gaja transkrypcji i translacji. Wzrasta wtedy poziom an-
tranilanu, ktéry powoduje inhibicj¢ syntezy IAA i chroni
komorke bakteryjng przed utratg tryptofanu. W przypadku
dostepu do zewnetrznego zrodta Trp, jego synteza w ko-
morce zostaje zahamowana, przez co zewnatrzkomérkowe
stezenie antranilanu jest niskie, w zwigzku z czym mozli-
wa jest produkcja TAA (Zimmer, Elmerich, 1991).

W plynnej hodowli A. brasilense notowano nagle
podwyzszenie koncentracji IAA, wraz z poczatkiem sta-
cjonarnej fazy wzrostu. Mozna podejrzewaé, ze wysoki
poziom produkcji [AA w takim wieku hodowli zwigzany
jest z ogélnymi zmianami w metabolizmie komorki bak-
terii, w odpowiedzi na wyczerpanie zrédet wegla (Omay
iin., 1993). Produkcja IAA w §rodkowej fazie stacjonarnej
pochodzi prawdopodobnie z uwalniania tryptofanu z mar-
twych komorek, co stymuluje jego produkcje w jeszcze zy-
wych bakteriach. W p6zniejszej fazie stacjonarnej st¢zenie
IAA maleje, co wskazuje na to, ze komdrki moga wyko-
rzystywac ten zwigzek, kiedy zaczyna brakowa¢ skladni-
kéw odzywcezych (Zimmer, Bothe, 1989).

Obecnos¢ IAA ma wptyw na poziom wzrostu Azospi-
rillum. Zalezy on zardwno od stezenia tego zwiazku, jak
i od rodzaju zrédla wegla. Wedtug Strzelezyk i in. (1994a,
1994b), w pozywce z dodatkiem jabtczanu st¢zenie IAA
nie ma wplywu na gesto$¢ optyczng hodowli bakterii,
natomiast stymulacja ich wzrostu poprzez IAA nastepuje
w podlozu zawierajacym bursztynian i jest ona proporcjo-
nalna do ste¢zenia tego zwigzku (Strzelezyk i in., 1994a).

Korzenie kukurydzy zaszczepione inokulum Azospi-
rillum charakteryzowatly si¢ wyzszym stezeniem wolnego
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i zwigzanego IAA oraz IBA w pordwnaniu do roslin kon-
trolnych (Fallik i in., 1989). Nie jest jednak do konca wy-
jasnione, czy wyzszy poziom tego fitohormonu w tkankach
ro$lin powodowany jest pobieraniem przez nie substancji
wydzielanych przez komorki Azospirillum, czy tez na
przyktad poprzez zmiany gospodarki hormonalnej roslin
pod wptywem interakcji z bakteriami (Hartmann, Baldani,
2000).

Wyniki wielu badan wskazuja na zaangazowanie au-
ksyn produkowanych przez Azospirillum w zmiany mor-
fologii korzeni ro$lin. Skutek ich dziatania zalezy gléwnie
od stezenia, w jakim zostang zaaplikowane. Wiadomo,
ze wzrost korzenia stymulowany jest przez stosunkowo
niskie stezenia IAA, ok. 10°—10"2 M (Kalitkiewicz, Kep-
czynska, 2008). Obecnos¢ auksyn w wyzszym stgzeniu
pobudza formowanie korzeni bocznych i przybyszowych,
natomiast hamuje rozwdj korzenia glownego, co zwigzane
jest z indukcja biosyntezy etylenu, bedacego inhibitorem
wzrostu roslin (Krol, 2006).

Inokulacja siewek pszenicy z A. brasilense SpM7918,
produkujacym bardzo mate ilosci IAA wykazala, ze bak-
terie te majg obnizong zdolno$¢ do promowania rozwo-
ju systemu korzeniowego i wspierania zdolno$ci roslin
do pobierania zwigzkéw mineralnych w poréwnaniu do
szczepu dzikiego (Barbieri, Galli, 1993). Podobnie, inoku-
lacja pszenicy ze szczepem Azospirillum ze zmodyfikowa-
nym szlakiem IPyA (inaktywacja genu ipdC), wykazata
znacznie mniejszy wptyw tych bakterii na rozwdj korze-
ni. Nie powodowaty one skrdcenia korzenia, a takze pra-
wie nie wptywaly na formowanie wlo$nikoéw. Natomiast
szczep Sp245, posiadajacy dodatkowa kopie genu ipdC,
co dawalo nadziej¢ na wywotanie wzmocnionego wplywu
na morfologie korzeni pszenicy, nie wykazat takowego, co
mozna wytlumaczy¢ na dwa sposoby: a) wzrost produk-
cji IAA spowodowany obecno$cig dodatkowej sekwencji
genu ipdC jest zbyt niski, by wywota¢ zauwazalne efekty;
b) nie dochodzi do ekspresji dodatkowego genu, bgdacego
pod kontrolg wtasnego promotora (Dobbelaere i in., 1999).
Bottini i in. (1989) zidentyfikowali gibereliny A, A, oraz
izo-A, w czystej kulturze 4. lipoferum. Stezenie GA, oraz
GA, wahato si¢ na poziomie 20-40 pg-cm” hodowli za-
wierajgcej 10° komorek, natomiast zawartos¢ izo-GA, byta
duzo wyzsza. Nie ma pewnosci, czy zwigzek ten pochodzi
z komorek bakteryjnych, czy tez powstaje z GA, jako arte-
fakt podczas procesu ekstrakcji i oczyszczania. Jak podaja
Piccoli i Bottini (1994), produkcja GA, w fazie stacjonar-
nej czystej kultury A. lipoferum wydaje si¢ by¢ skorelowa-
na z zywotnoscig hodowli i wydzielaniem polisacharydow.
Sprzyja temu specyficzna koncentracja azotu oraz poczat-
kowe pH hodowli (Piccoli, Bottini, 1994).

Badania nad wptywem GA, na wzrost Azospirillum
wskazuja, ze podobnie jak w przypadku auksyn, zalezy
on od rodzaju zrodta wegla. W podtozu z dodatkiem ja-
blczanu, giberelina A, nieznacznie wplywala na wzrost
bakterii, podczas gdy obecno$¢ bursztynianu lub fumaranu

w podiozu potggowata efekt dziatania GA, (Strzelczyk
iin., 1994b).

Stosowanie oczyszczonej gibereliny A, powoduje po-
dobny efekt jak inokulacja A. lipoferum na zaggszczenie
wloénikéw korzeniowych, natomiast ta ostatnia przyczy-
nia si¢ do wzrostu st¢zenia giberelin w siewkach ros$lin
(Fulchieri i in., 1993). Jak podaja Tien i in. (1979), gibere-
liny wydzielane przez Azospirillum powoduja wzrost pro-
dukcji korzeni bocznych roslin. Produkcja wigkszej ilosci
giberelin i IAA w starszej hodowli nasuwa wniosek, ze
moze by¢ to sytuacja relatywna do interakcji Azospirillum
z roslinami w ryzosferze, gdzie bakterie rzadko wystgpuja
w logarytmicznej fazie wzrostu, a wpltywaja na ich rozwoj
(Bashan, Holguin, 1997). Badania prowadzone z wyko-
rzystaniem mutantow roslin niezdolnych do syntezy gi-
berelin wykazaly, iz GA, obecna byla w tkankach ro$lin
w przypadku, kiedy zostaty one zaszczepione Azospiril-
lum, natomiast nie wystepowata w zmutowanych roslinach
kontrolnych (Hartmann, Baldani, 2006).

Produkcja cytokinin (podobnie jak auksyn) przez mi-
kroorganizmy moze uzupeliaé synteze tych substancji
przez ro§liny i promowa¢ ich wzrost lub wykazywac fi-
totoksyczno$¢ (Cassan i in., 2011). Produkcja cytokinin
przez Azospirillum byta szeroko badana w przypadku
A. brasilense.

Jesli chodzi o wptyw cytokinin na komorki Azospiril-
lum, to badania z uzyciem réznych stgzen kinetyn jako do-
datku do hodowli na pozywkach zawierajacych odmienne
zrédla wegla wykazaly, ze maja one znaczny wplyw na
wzrost bakterii na podtozu z dodatkiem jablczanu, jednak
wysokie stezenie kinetyn powoduje inhibicj¢ wzrostu ho-
dowli (Strzelczyk i in., 1994a).

Jak donosza Strzelczyk i in. (1994b), produkcja cyto-
kinin przez bakterie z rodzaju Azospirillum zalezna jest
od rodzaju dostgpnego zrodta wegla. Szczepy wykorzy-
stane przez autorow (wyizolowane z Rhizopogonvinicolor
i Hebelomacrustuliniforme) produkowaly cytokininy na
podiozu z dodatkiem jabtczanu lub fumaranu, natomiast
nie wykazywaly takiej zdolnosci w przypadku hodowli
na podlozu zawierajacym bursztynian badz pirogronian.
Badania nad produkcja cytokinin przez A. brasilense
i A. lipoferum wykazaly, ze substancje te nie s3 wydzie-
lane w logarytmicznej fazie i wczesnej stacjonarnej fazie
wzrostu. W poznej fazie stacjonarnej lub kiedy hodowla
zamiera, bakterie mogg produkowac cytokininy jako pro-
dukt degradacji DNA lub RNA (Zimmer, Bothe, 1989).

Cytokininy syntetyzowane przez bakterie oddzialuja na
ro$liny stymulujac formowanie wlosnikow oraz redukujac
produkcje korzeni bocznych i wydtuzanie korzenia gtéw-
nego (Krdl, 20006).

W literaturze niewiele jest informacji dotyczacych pro-
dukcji etylenu przez Azospirillum i efektu jego dzialania
na rozwoj ro$lin. Strzelczyk i in. (1994b) badali produkcje
etylenu przez bakterie tego rodzaju na podtozach zawiera-
jacych rézne zrédta wegla, co pozwolito im stwierdzié, iz
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Azospirillum maja zdolno$¢ do produkcji etylenu i ze jest
ona zalezna od obecnosci w pozywce a-metioniny. Wedhug
autorow wszystkie badane szczepy produkowaty ten zwiag-
zek w obecnosci metioniny oraz jablczanu, bursztynianu
1 pirogronianu, natomiast tylko jeden szczep zidentyfiko-
wano jako zdolny do wydzielania etylenu w podlozu za-
wierajacym metioning i fumaran. Wszystkie badane szcze-
py produkowaty etylen rowniez wykorzystujac jako zrodio
wegla pirogronian, pod nieobecno$¢ metioniny, jednak
jego stezenie byto nizsze w poroéwnaniu do tego, jakie wy-
dzielane bylo w podtozu z metioning.

Wedhug innych autoréw produkcja etylenu przez mi-
kroorganizmy zalezy od wieku hodowli, sktadu podloza
hodowlanego oraz od obecnosci badz braku dostepu tlenu,
jak réwniez od temperatury, pH i potencjatu redox (Tho-
mas, Spencer, 1978). Niektore bakterie wykorzystuja ety-
len jako zrodto wegla, a to sugeruje, iz moga one odgrywacé
istotng role w usuwaniu tego zwiazku z atmosfery gleby,
co sprzyja wzrostowi roslin.

Badania nad wptywem inokulum 4. brasilense (FT326)
na siewki pomidoréw wykazaty korelacj¢ pomigdzy pro-
dukcja etylenu a wzrostem dlugosci i liczby korzeni (Cas-
saniin., 2011).

Pierwsze doniesienia o produkcji ABA przez Azospi-
rillum pochodzg z prac Kolb i Martina (2006), ktorzy wy-
kryli ten zwiazek w hodowli 4. brasilense Ft326. Jednak
dotychczas niewiele jest dostepnych publikacji na temat
produkcji tego hormonu przez bakterie, a jeszcze mniej
z nich méwi o jego oddzialywaniu na rozwoj roslin.
W 2008 roku Cohen i in. opisali zwigkszona zawartos$¢
kwasu abscysynowego wydzielanego do podioza przez
A. brasilense Sp245 w przypadku obecno$ci w nim NaCl
(100 mM) jako czynnika stresowego, w poréwnaniu do ho-
dowli bez dodatku soli (Cohen i in., 2008).

Tlenek azotu (NO) odgrywa gléwna role na drodze
transdukcji sygnatu produkcji auksyn i jego udzial pro-
wadzi do formowania korzeni bocznych, gdzie NO dziata
jako posrednik w rozwoju korzeni indukowanym przez au-
ksyny (Correa-Aragunde i in., 2006).

Tlenek azotu wydzielany jest w srodkowej i pdznej fa-
zie logarytmicznego wzrostu, natomiast w przypadku za-
szczepienia korzeni pomidora zawiesing bakteryjna szcze-
pu Sp245 obserwowano indukcj¢ ich zmian morfologicz-
nych, bez wzgledu na zdolnos¢ bakterii do produkcji IAA,
co sugeruje NO-zalezng promocje rozgaleziania korzenia
pomidora (Cassan i in., 2011).

Rosliny zaszczepione bakteriami z rodzaju Azospi-
rillum wykazuja wigksze rozgalezienie korzeni, a tym
samym charakteryzuja si¢ zwigkszong ich powierzchnia,
co z kolei thumaczy wzmozone pobieranie zwigzkow mi-
neralnych i wody (Okon, Labandera-Gonzalez, 1994).
Wedhug Dobbelaere i in. (1999, 2001) inokulacja ziaren
pszenicy z A. brasilense Sp245 oraz Sp7 w koncentracjach
od 10¢ do 10° jtk:cm™ miata wyrazny wpltyw na rozwdj
i morfologie korzeni, powodujac ich skrocenie i wzmozo-
ne wytwarzanie wlo$nikow. St¢zenie bakterii na poziomie

5-10% i 10° jtk-cm™ wykazuje silng inhibicje wzrostu ko-
rzenia, natomiast przy zastosowaniu nizszej koncentracji
bakterii (10° jtk-cm™) rowniez nie obserwowano jego wy-
dluzania, co sugeruje, iz taka liczba bakterii jest wcigz zbyt
wysoka do indukcji wydtuzania korzenia.

Nie jest jasne, czy wyzsze st¢zenie fitohormonow
w roslinach zaszczepionych Azospirillum zwigzane jest
z pobieraniem substancji wydzielanych przez bakterie.
By¢ moze jest ono zwigzane ze wzmozong produkcja tych
substancji przez tkanki roslinne w odpowiedzi na koloni-
zacje korzeni przez mikroorganizmy, co moze by¢ wywo-
tane przez zwigzki obecne na powierzchni komoérki bak-
teryjnej badz przez enzymy syntetyzowane i wydzielane
przez Azospirillum (Okon, Kapulnik, 1986; Krol, 2006).

Z pewnoscia natomiast mozna stwierdzi¢, ze obecno$¢
bakterii z rodzaju Azospirillum w ryzosferze korzeni ro$lin
ma silny wplyw na ich morfologie. Wptyw oczyszczonych
fitohormonow oraz inokulum A. brasilense na wzrost roz-
plenicy perlowej badano w pracy Tien i in. (1979). Przy za-
stosowaniu stezenia fitohormonow: TAA — 0,005 pg-cm?,
GA3-0,05 pg-em?, kinetyny — 0,001 pg-cm™ oraz szcze-
pienia roslin zawiesing bakterii 4. brasilense najwyzsze
plon w postaci suchej masy korzeni i czeéci nadziemnych
uzyskano w przypadku zastosowanego szczepienia bakte-
riami (Masciarelli i in., 2013).

W $rodowisku tlenowym w ryzosferze, dostgpnos¢ ze-
laza jest ograniczona przez skrajnie niskg rozpuszczalno$é
kompleksow zelaza [K: 107°"], jak rowniez przez duza
konkurencje wéréd mikroorganizméw, a takze zalezy od
ilosci koloidéw hydrofobowych w glebie (Steenhoudt,
Vanderleyden, 2000). Najnizsze stezenie zelaza, ktore po-
krywa zapotrzebowanie bakterii Gram-ujemnych, wynosi
3-107 M. Tak wiec srodowisko ryzosferowe nie zapewnia
odpowiedniego stg¢zenia wolnych jonow zelaza, ktore pod-
trzymywatyby wzrost bakterii.

Wisrdd bakterii spotykamy dwa systemy asymilacji ze-
laza. Pierwszy z nich to system niskiego powinowactwa
oparty na swobodnej dyfuzji, ktéry jest czynny przy ste-
zeniach zelaza rzedu 10 pM i wyzszych. Drugi to system
wysokiego powinowactwa do zelaza, dziatajacy w warun-
kach niedoboru tego pierwiastka, skladajacy si¢ z dwoch
elementow — sideroforu i systemu aktywnego transportu
(Krol, Perzynski, 2001).

Wigkszo$¢ sideroforéw nalezy do dwoch znanych grup
chemicznych: pochodnych kwaséw hydroksamowych
tworzacych klase sideroforow hydroksamowych i pochod-
nych fenolu tworzacych klasg¢ sideroforow fenolanowo-ka-
techolowych. Znane sg réwniez siderofory tzw. klasy mie-
szanej, ktore sa ligandami hybrydowymi zawierajacymi
jednoczesnie ugrupowania hydroksamowe i katecholowe.
W literaturze sg jedynie nieliczne prace dotyczace infor-
macji o wytwarzaniu sideroforéw przez bakterie z rodzaju
Azospirillum (Krol, 2006).

Bakterie te syntetyzuja siderofory, ktore sa glownie
zwigzkami hydroksamowymi lub fenolowymi i maja duze
powinowactwo do Fe*". W procesie wigzania azotu cza-
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steczkowego Fe i Mo sg glownie potrzebne do budowy
i funkcjonowania nitrogenazy. W wigkszo$ci przypad-
kéw u A. lipoferum siderofory byty identyfikowane jako
pochodne kwasu dihydroksybenzoesowego (DHBA) —
2,3-DHBA i 3,5-DHBA (Steenhoudt, Vanderleyden, 2000).
U A. brasilense RG, kwas 2,3-dixydroksybenzoesowy
zwigzany z ornityng i seryna tworzy zwigzek zwany spi-
rillobaktyna. Spirillobaktyny posrednicza nie tylko w sys-
temie transportu zelaza u mikroorganizméw, ale rowniez
biorg udzial w procesach dysocjacji membranowej Fe*
w komorkach roslin.

WIAZANIE AZOTU ATMOSFERYCZNEGO

Istotng wiasciwo$cig bakterii z rodzaju Azospirillum,
zyjacych w asocjacji z korzeniami ro$lin, jest zdolno$¢
do wigzania azotu atmosferycznego (N,). Pomimo tego,
ze Azospirillum, podobnie jak inne wolno zyjace asymi-
latory azotu, nie wydzielaja zwiazanego pierwiastka na
zewnatrz komorki, to wykazuja pozytywny wpltyw na za-
warto$¢ zwigzkow azotowych w roslinach niezdolnych do
pobierania azotu w formie czasteczkowej, ze wzgledu na
jego niska reaktywnos¢. Prawdopodobnie dzieje si¢ tak na
skutek uwalniania azotu po rozpadzie komorki bakteryjnej
(James, 2000).

Produkcja syntetycznych nawozow azotowych dla ro-
$lin, z wykorzystaniem wolnego azotu, wymaga wysokich
naktadow energii, ma szkodliwy wplyw na srodowisko na-
turalne, natomiast rosliny wykorzystuja jedynie ok. 50%
N, zawartego w nawozach mineralnych, podczas gdy azot
wigzany biologicznie pobierany jest przez nie w 100%,
a ze wzgledu na produkcje przez bakterie skutecznych ka-
talizatoréw, reakcja przebiega w naturalnych warunkach
temperatury i ci$nienia (Krdl, 2006). Dlatego tez proces

pirogronian
a
acetvlo- | fexredoksyna |
coA i zredukowana
| ferredoksyna |
i utleniona

i

biologicznego wigzania azotu atmosferycznego (w wyniku
ktérego wigzane zostaje ok. 172 mln ton azotu rocznie) ma
ogromne znaczenie ekologiczne i ekonomiczne (Ishizuka,
1992).

Proces biologicznego wigzania azotu katalizowany
jest przez enzymatyczny kompleks nitrogenezy, ztozony
z dwoch metaloprotein: a) reduktazy dinitrogenazy (biatko
zelazowe, biatko Fe, sktadnik II, azoferredoksyna), ktorej
rolg jest przeniesienie elektronéw ze zredukowanej cza-
steczki bezposredniego ich donora — ferredoksyny (bial-
ko Fe — S), na drugie biatko kompleksu; b) dinitrogenazg
(bialko zelazo-molibdenowe, biatko Fe-Mo, sktadnik I,
molibdoferredoksyna), ktora wykorzystuje te elektrony do
procesu redukcji azotu czasteczkowego do amoniaku (rys.
1) (Rees, Howard, 2000; Baj, 2007).

Silna stabilno$¢ potrojnego wigzania w czasteczce N,
sprawia, iz reakcja jej redukcji jest wysoce endoergiczna
— wymaga co najmniej 16 czasteczek ATP w przeliczeniu
na jedng czasteczke azotu. Oslabienie potrojnego wigzania
jest wynikiem reakcji pomiedzy czasteczka azotu a ato-
mami zelaza koenzymu Fe-Mo (sktadnik biatka Fe-Mo),
bedacego miejscem wigzania N, co ufatwia redukceje tej
czasteczki. Natomiast zrédlem ATP niezbgdnego do re-
akcji wigzania azotu atmosferycznego jest cykl Krebsa,
w wyniku ktorego elektrony przekazywane sa na ferredok-
syn¢ (Baj, 2007). Woddr, bedacy dodatkowym produktem
procesu redukeji N, stuzy jako donor w fancuchu odde-
chowym (Berlier, Lespinat, 1980; Pedrosa i in., 1982).
Ze wzgledu na wysokie koszty energetyczne w wyniku
reakcji redukcji azotu czgsteczkowego przez bakterie ma-
leje wydajnos¢ ich wzrostu, natomiast w sytuacji, kiedy
w $rodowisku dostepne jest inne zrodlo tego pierwiastka
(amoniak, glutaminian), proces asymilacji N, zostaje za-
hamowany (Gallori, Bazzicalupo, 1985; Hartmann, Kle-

Biatko Fe-Mo
zredukowane

Biatko Fe-Mo
utlenione

2ATP

Rys. 1. Mechanizm wigzania azotu czasteczkowego z udzialem nitrogenezy (Rees, Howard, 2000, Baj, 2007, zmodyfikowano)
Fig. 1. The mechanism of molecular nitrogen fixation involving nitrogenase.
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Zestawienie 2. Przyktadowe wartosci aktywnosci nitrogenazy charakterystyczne dla danych gatunkow Azospirillum sp.
(Rees, Howard, 2000; Baj, 2007)

Gatunek Aktywno$¢ nitrogenazy Podtoze hodowlane
Azospirillum brasilense 39,2nM C,H, h”" mg" biatka Nfb
Azospirillum lipoferum 67,6 nM C,H, h"" mg"' biatka Nfb
Azospirillum amazonense 36 nM C H, h' mg’! zawierajace jabtczan
Azospirillum largomobile brak dostepnych danych -
Azospirillum halopraeferens 50 nM C,H, h"" hodowle SM
Azospirillum irakense 259,2nM C,H, h' em™ fazy gazowe;j zawierajace glukoze

Azospirillum doebereinerae 100 nM C,H, h"' 10® komorek Nfb
Azospirillum oryzae brak dostgpnych danych -
Azospirillum melinis 90 nM C,H, h' 10% komorek Nfb
Azospirillum canadense brak dostepnych danych -
Azospirillum zeae 5,9 -6,6 C,H, h" mg" biatka M
Azospirillum rugosum brak dostgpnych danych -
Azospirillum picis 93 C,H, h'' 10 komorek Nfb
Azospirillum thiophilum 1000 — 2000 nM h! mg™! biatka zawierajace bursztynian
Azospirillum formosense brak dostgpnych danych -
Azospirillum fermentarium 10,6 nM CH, h'! brak dostgpnych danych
Azospirillum humicireducens brak dostgpnych danych -

iner, 1982). Pomiaru aktywnosci nitrogenazy dokonuje
si¢ poprzez detekcje ilosci etylenu powstalego w wyniku
redukcji acetylenu przez komarki bakteryjne (Krdl, 2006).
Przyktadowe wartosci aktywnos$ci enzymu (w przypadku
hodowli czystej kultury) charakterystyczne dla danych ga-
tunkdw Azospirillum sp. przedstawiono w zestawieniu 2.

Poziom wigzania N, przez bakterie Azospirillum
w czystej kulturze nie pokrywa si¢ z poziomem aktywno-
$ci enzymu tego samego szczepu w asocjacji z korzeniami
ro§lin. Przyktadowo, $redni poziom aktywnos$ci nitroge-
nazy jednego ze szczepdw A. lipoferum hodowanego na
w pozywce Nfb wynosit 67,6 nM C H, h' mg' bialka,
natomiast w asocjacji z korzeniami pszenicy osiggata ona
srednig warto$¢ 4,3 nM C,H,mg" suchej masy korzeni na
dobe. Wyzsza aktywno$¢ nitrogenezy w czystej kulturze
Azospirillum w poréwnaniu do tej wystepujacej w zalez-
nosci asocjacyjnej nie jest regulg (Han, New, 1998).

Proces biologicznego wigzania azotu atmosferycz-
nego podlega Scistej regulacji, ktora jest odpowiedzig na
stezenie tlenu oraz dostgpne zrodla azotu w §rodowisku.
Antropomorfizujac mozna stwierdzi¢, ze bakterie chetniej
wybierajg inne zrodla azotu niz N, ze wzgledu na wyso-
ki koszt energetyczny asymilacji azotu w tej postaci. Jak
podaja Ruppel i Merbach (1995), dodanie do hodowli
Azospirillum sp. glutaminy w stezeniu 0,2-0,3 mM po-
woduje cze$ciowa inhibicje aktywnos$ci nitrogenazy, na-
tomiast aplikacja 1 mM tego zwigzku skutkuje catkowitg
inaktywacja enzymu, podobnie jak dodanie I mM KNO,.
W przypadku A. brasilense i A. lipoferum dodanie do podto-
za NH,Cl w stezeniu 1 mM powoduje zupetng i permanent-
ng inhibicje nitrogenezy, natomiast 4. amazonense wykazu-
je zdolno$¢ do wigzania azotu czasteczkowego nawet przy
10 mM stezeniu chlorku amonu (Hartmann i in., 1985).

Natomiast obecnos¢ tlenu jest szkodliwa dla reduk-
tazy dinitrogenazy. Szczegélna wrazliwos$¢ tego biatka
prowadzi do nieodwracalnej inaktywacji jego funkcji en-
zymatycznych w wyniku utlenienia Zelaza i usunigcia go
w postaci tlenku zelazowego (Krol, 2006). Azospirillum
brasilense i Azospirillum lipoferum moga wiagza¢ azot cza-
steczkowy tylko przy bardzo niskiej koncentracji tlenu,
w zakresie 0,001-0,005 atm. Koncentracja tego pierwiast-
ka na poziomie 0,02 atm powoduje catkowita inaktywacj¢
enzymu w przypadku wymienionych gatunkow Azospi-
rillum, co zwigzane jest z kowalencyjna modyfikacja re-
duktazy nitrogenazy, natomiast wylaczenie dziatania nitro-
genazy u A. amasonense wymaga wyzszego stezenia O,
(Hartmann, Burris, 1987; Hartmann i in., 1985).

Koncentracja tlenu oraz dostgpno$¢ zrodet azotu stano-
wig gtoéwne czynniki oddziatujace na nitrogenaze. Dodat-
kowo jej aktywnos¢ reguluja: pH (Tchan, Zeman, 1995),
dostepne zrodta wegla i temperatura (Haahtela i in., 1983).
Aktywno$¢ nitrogenazy w zalezno$ci od dostgpnego zro-
dta wegla 1 poczatkowego cisnienia czasteczkowego tle-
nu na przykladzie Azospirillum lipoferum wyizolowane-
go z Festuca rubra przedstawiono w pracy Haahtela i in.
(1983). Istotnie wyzsza aktywno$¢ nitrogenazy uzyskano
w obecnosci arabinozy, fruktozy, galaktozy i glukozy jako
zrodet wegla.

Za proces wigzania azotu atmosferycznego, ktory naj-
lepiej poznany zostal u A. brasilense, odpowiedzialne sg
geny nif (nitrogen fixation), zebrane na odcinku chromo-
somu liczacym 30 kb, z wylaczeniem gendw nifA i nifB,
znajdujacych si¢ w innym miejscu genomu Azospirillum
(Liang i in., 1991). Bialka strukturalne nitrogenazy kodo-
wane sg przez geny zebrane w operonie nifHDKY (rys. 2)
(Sant’Anna 1 in., 2011). Dodatkowo w genomie Azospi-
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Rys. 2. Geny odpowiedzialne za wigzanie azotu atmosferycznego u Azospirillum brasilense. (Sant’Anna i in., 2011, zmodyfikowano).
Fig. 2. The genes responsible for nitrogen fixation in Azospirillum brasilense.

rillum sp. kodowanych jest szereg biatek funkcjonalnych
bioracych udziat w asymilacji azotu czasteczkowego (zesta-
wienie 3).

Regulacja procesu asymilacji N, moze odbywac si¢ na
poziomie transkrypcji, jak rowniez w warunkach posttran-
slacyjnych (Steenhoudt, Vanderleyden, 2000).

Aktywacja ekspresji genow nif wymaga obecnosci ak-
tywatora transkrypcji — biatka NifA, oraz alternatywnego
czynnika o3 polimerazy RNA, kodowanego przez gen
ntrA/rpoN (Passaglia i in., 1998). Biatko NifA nalezy do
rodziny biatlek EBP (biatka aktywatorowe zalezne od ),
ktérych budowe cechuje obecnos¢ trzech domen: a) C —
koncowej domeny wigzacej, zawierajacej motyw ,helisa
— zwrot — helisa”; b) N — koncowej czgsci regulatorowej
zawierajacej domen¢ GAF; c) centralnej, konserwatyw-
nej domeny katalitycznej (AAA") reagujacej z ** (Arsene
iin., 1996, 1999; Dixon, Kahn, 2004).

W genomie 4. brasilense zidentyfikowano gen amtB,
kodujacy biatko transmembranowe, uczestniczace w ak-

Zestawienie 3. Geny Azospirillum sp. zaangazowane
W proces wigzania azotu czasteczkowego

Gen Funkcja

nifH Strukturalny gen nitrogenazy (biatko Fe)

nifD Strukturalny gen nitrogenazy (Fe-Mo)

nifK Strukturalny gen nitrogenazy (Fe-Mo)

nifAd Aktywator transkrypcji genow nif’

ginB Biatko transdukcyjne P,

ginZ Homolog biatka P

ntrB Regulacja aktywnosci nitrogenazy

ntrC Regulacja aktywnosci nitrogenazy

ntrd/rpoN  Alternatywny czynnik ¢**

draT ADP-rybozylo-transferaza reduktazy dinitroge-
nazy

draG Glikohydrolaza aktywujaca reduktaze dinitro-
genazy

tywnym transporcie jonéw amonowych. Za jego regulacje
odpowiada system bialek NtrB — NtrC (Van Dommelen
iin., 1998). W obecnosci amoniaku N — koncowa domena
NifA zaangazowana jest w proces negatywnej autoregula-
cji bialka. Do inhibicji aktywnosci biatka NifA przyczynia
si¢ rowniez wspolnie z nim transkrybowane biatko NifL.
Reagujac z domena GAF powoduje ono inaktywacj¢ AT-
Pazy domeny AAA" w sytuacji obecnosci innych zrodet
azotu niz N, (Martinez-Argudo i in., 2004). W regula-
cji procesu wigzania N, bierze rowniez udziat biatko P
(produkt genu g/nB), ktore prawdopodobnie uczestniczy
w przekazywaniu informacji o dostgpnosci azotu w komor-
ce do biatka NifA, tym samym wptywa na jego aktywno$é¢
(de Zamaroczy i in., 1993; de Zamaroczy, 1998).

W wyniku kontroli ekspresji genow odpowiedzialnych
za wigzanie azotu atmosferycznego sekwencje kodujace
biatka strukturalne NifHDK ulegaja transkrypcji jedynie
w warunkach mikroaerofilnych, kiedy zrédlo azotu jest
ograniczone.

Dodatkowym poziomem regulacji wigzania azotu cza-
steczkowego m.in. u A. brasilense jest posttranslacyjna
kontrola aktywnos$ci nitrogenazy. W warunkach $rodo-
wiska niekompatybilnych do asymilacji N, podjednostka
reduktazy dinitrogenazy ulega odwracalnej inaktywacji
poprzez rybozylacj¢ ADP (Dixon, Kahn 2004). Mecha-
nizm ten zostat opisany rowniez u A. lipoferum, natomiast
nie zidentyfikowano go w przypadku A. amazonense (Fu,
Burris, 1989). W proces ten zaangazowane sa produkty
dwoch gendéw — draT oraz draG (Zhang i in., 1992). Bial-
ko DraT petni role ADP — rybozylotransferazy reduktazy
dinitrogenazy, natomiast DraG jest glikohydrolaza akty-
wujaca reduktaze dinitrogenazy. W obecno$ci amoniaku
DraT katalizuje transfer ADP-rybozy z NAD" na Argl01
jednej z podjednostek biatka Fe. Kowalencyjnie zmody-
fikowana nitrogenaza staje si¢ nieaktywna. W sytuacji,
kiedy stezenie amoniaku jest niskie, inaktywacja enzymu
zostaje zniesiona poprzez aktywnos$¢ DraG (Zhang i in.,
1993, 1996).



58 Polish Journal of Agronomy, No. 23, 2015

SZCZEPIENIE ROSLIN BAKTERIAMI Z RODZAJU
AZOSPIRILLUM, ZASTOSOWANIE W ROLNICTWIE

Interakcje Azospirillum z korzeniami roslin sa zjawi-
skiem powszechnie wystepujagcym w przyrodzie (Conn
i in., 1997; Steenhoudt, Vanderleyden, 2000). Zrozumie-
nie mechanizméw dziatania systemow wspomagajacych
wzrost ro$lin ma kluczowe znaczenie w produkcji roslin
uprawianych rolniczo. Stad tez tego typu badania powinny
koncentrowac¢ si¢ zard6wno wokot badan opisujacych nowe
gatunki Azospirillum izolowane z réznych geograficznie
miejsc oraz ocenie ich wlasciwosci i bioréznorodnosci
gatunkowej, jaki i jednoczesnym potwierdzeniu interakcji
bakterii z ro$ling i promowaniu wzrostu, ochrony i rozwo-
juroslin (Eckert i in., 2001; Lavrinenko i in., 2010).

Efekt szczepienia ro$lin bakteriami z rodzaju Azo-
spirillum w duzej mierze jest uzalezniony od zdolnosci
przezycia tych drobnoustrojéw w glebie. Ze wzgledu na
ograniczong przezywalno$¢ tych bakterii w glebie bez
rosliny bardzo wazne jest precyzyjne okreslenie terminu
inokulacji oraz znalezienie takiej metody, ktéra zapewnia-
faby skuteczng kolonizacje rosliny uprawnej, a zarazem
byta mozliwa do zastosowania w praktyce rolniczej (Krol,
2006). Proby szczepienia roslin uprawnych bakteriami
z rodzaju Azospirillum podjeto w potowie lat siedemdzie-
sigtych ubiegtego stulecia (Fallik i in., 1989). Zastoso-
wanie bakterii z rodzaju Azospirillum w rolnictwie przy
wykazaniu pozytywnego wplywu szczepienia na wzrost
i plonowanie roslin potwierdzono w wielu doswiadcze-
niach (Bashan i in., 2004; Gatazka i in., 2012; Gatazka,
Gatgzka 2015). Szczepieniom poddawane byty nasiona
i siewki takich roslin jak: kukurydza, pszenica, jeczmien,
zyto, sorgo, trawa, proso oraz inne rosliny zarowno w wa-
runkach doswiadczen polowych, jak i wazonowych. Bada-
niom podlegaly przede wszystkim korzenie roslin, analizo-
wano pobieranie takich sktadnikoéw odzywczych jak azot,
fosfor czy potas, a ponadto zawarto$¢ suchej masy, aktyw-
no$¢ nitrogenazy, zawartos¢ azotu zarowno w roslinach,
jak 1 nasionach, plony roslin oraz por¢ kwitnienia. Uzy-
skiwano znaczacy wzrost plondw czesci wegetatywnych
(0 15-42%) i ziarna (o 10-35%), lepszy rozwoj i rozgalezie-
nie systemu korzeniowego (Bashan iin., 2004). W literaturze
najcze$ciej przedstawiana jest metoda inokulacji polegajaca
na aplikacji Azospirillum bezposrednio do gleby lub nasion
w formie ptynnej zawiesiny oraz aplikacji z zastosowaniem
réznych organicznych no$nikéw, najczgsciej torfu (Okon,
Labandera-Gonzalez, 1994). Roéwniez szczepienie laczne
grzybami mikoryzowymi VAM — Glomus fasciculatum, czy
tez bakteriami z rodzaju Rhizobium (Klama i in., 2010) pod-
nosito poziom Fe i Zn, rosliny byty zdolne do uzupetniania
N i P (Krol, Perzynski, 2001). Wydaje si¢, ze do osiagnie-
cia powodzenia w szczepieniach ro$lin bakteriami z rodzaju
Azospirillum konieczne jest spetnienie kilku warunkéw:

* przede wszystkim wyselekcjonowanie odpowiednich
szczepow bedacych w przewadze w stosunku do wszyst-
kich innych obecnych w danej glebie;

* szczepy powinny by¢ wyizolowane z tego samego ga-
tunku roslin;

» do osiggniecia wlasciwego efektu szczepienia niezbed-
na jest obecno$¢ w glebie azotu zwigzanego, ktdérg mozna
zapewni¢ przez zastosowanie niewielkiej dawki nawozu
azotowego (60 mg-kg!, czyli 40 kg-ha™).

Badania naukowe prowadzone nad oddzialywaniem
omawianych bakterii na wzrost i plonowanie traw oraz
zb6z w roznych strefach klimatycznych nie wykazywaty
jednoznacznie pozytywnych rezultatow. Najwyzsze przy-
rosty plondéw roslin szczepionych Azospirillum uzyskano
w krajach o cieptym i goracym klimacie, gdzie naturalne
asocjacje pomiedzy Azospirillum i korzeniami roslin (ku-
kurydza, sorgo, trzcina cukrowa) sa zjawiskiem czgsto wy-
stepujacym (Kennedy, Tchan, 1992). Natomiast populacje
drobnoustrojéw asocjacyjnych wystepujace w regionach
strefy klimatu umiarkowanego, w tym takze w glebach
Polski sg znacznie mniejsze (Krol, 2006).

Badania Rekosz-Burlagi i Waszewskiej (2010) doty-
czyly wptywu réznorodnosci gatunkowej traw i dzdzow-
nic Aporrectodea caliginosa na liczebno$¢ Azospirillum
spp. w glebie. Obiektem badan bylo do$wiadczenie wa-
zonowe, w ktorym uprawe stanowity kostrzewa czerwona
oraz mieszanka traw. Potowa wazonoéw dodatkowo zostata
wzbogacona w dzdzownice Aporrectodea caliginosa. R6z-
norodnos¢ gatunkowa traw, a takze pojawienie si¢ popu-
lacji dzdzownic w glebie wptywatla istotnie na liczebno$¢
Azospirillum tylko w jednym terminie (lipiec) sposrod
przeprowadzonej serii oznaczen. Znaczna czg$¢ wyizolo-
wanych szczepow bakteryjnych pochodzita spod uprawy
kostrzewy czerwonej, w ktérej dominowat gatunek Azo-
spirillum brasilense. Autorzy stwierdzili takze, iz bakterie
z rodzaju Azospirillum byty obecne w glebie (cze$¢ po-
zaryzosferowa), na ktorej prowadzono uprawe kostrzewy
czerwonej, a takze wielogatunkowa uprawg traw przez
caly okres sezonu wegetacyjnego. Nie zauwazyli oni na-
tomiast korelacji pomiedzy liczba Azospirillum w glebie
a roznorodnoscia traw 1 wystepowaniem dzdzownic.

Badania Dobbelaere i in. (2001) polegaly na inokulacji
gleb p6l uprawnych w Belgii i Meksyku szczepem bakterii
Azospirillum brasilense. Uzyskali wzrost plonéw (o0 26%)
dla takich roslin jak jeczmien, pszenica czy sorgo. Zastoso-
wanie bakterii stymulujacych wzrost roslin w przypadku
kukurydzy przyczynilo si¢ do osiagnigcia znacznego przy-
rostu liczby korzeni bocznych i ich dtugosci, a takze suchej
masy korzenia. Inne badania potwierdzaty takze istotny
wzrost plonow czgsci wegetatywnych roslin oraz ziarna
(odpowiednio o 18-39% i 5-30%) po zastosowaniu szcze-
pienia bakteriami z rodzaju Azospirillum, a takze znaczacy
wplyw na rozgalezienie i rozwoj systemu korzeniowego
ro$lin. Z badan Klamy i in. (2010) wynika, iz bakterie Azo-
spirillum 1 Herbaspirillum posiadaja zdolno$¢ do koloni-
zacji korzeni roslin pszenicy zwyczajnej. Najbardziej efek-
tywny sposob zasiedlania miat miejsce w wyniku tacznego
szczepienia korzeni bakteriami Azospirillum 1 Rhizobium.
Synergia analizowanych szczepdw Rhizobium z Herbaspi-
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rillum i Azospirillum oddziatywata aktywnie na kondycje
ro$lin, czego dowodem byta najwicksza w koncowym eta-
pie rozwoju siewek zawarto$¢ chlorofilu w blaszkach li-
sciowych pszenicy. Wedtug Krol (2006) wdrozenie metod
szczepienia roslin bakteriami z rodzaju Azospirillum moze
okaza¢ si¢ kluczowym elementem praktycznego zwigksza-
nia plondéw upraw rolnych.

Obecnie bakterie z rodzaju Azospirillum maja rowniez
zastosowanie w kontroli biologicznej wystepowania pato-
genow roslin. Dla przyktadu Azospirillum brasilense sty-
mulowalo systemiczng odporno$¢ truskawki na antrakno-
z¢ (Tortora, Diaz-Ricci, 2012; Truba i in., 2012). Ponadto,
jak wykazaly najnowsze badania, inokulacja siewek zb6z
zwigkszata odpornos$¢ roslin na zasolenie i suszg¢ (Arza-
nesh iin., 2011; Zawoznik i in., 2011).

PODSUMOWANIE

Sciste asocjacje bakterii endofitycznych z rolinami
sa powszechnie znanym zjawiskiem objawiajacym si¢
obustronnymi korzysciami. Na sukces tego zjawiska
sklada si¢ szereg czynnikow zarowno biotycznych, jak
i abiotycznych srodowiska, w ktorym przebiega symbioza.
Skuteczna kolonizacja roslin przez bakterie endofityczne
ma wplyw przede wszystkim na rozwoj ro$lin i ich wzrost.
Na coraz wicksza uwage zastuguja proby zastosowania
w rolnictwie szczepionek z udziatem bakterii endofitycz-
nych majacych zdolno$¢ wigzania azotu atmosferycznego,
czego skutkiem moze by¢ zmniejszenie ilo$ci nawozow
syntetycznych.

Obecnie podstawowym wyzwaniem pozostaje opra-
cowanie skutecznych i powtarzalnych metod szczepien
umozliwiajacych ich praktyczne wdrozenie, opartych na
wykorzystaniu aktualnej wiedzy mikrobiologicznej i rol-
niczej oraz udokumentowanych wiarygodnymi badania-
mi naukowymi. Szczepienie roslin bakteriami z rodzaju
Azospirillum moze okazaé¢ si¢ w przyszlosci jeszcze jed-
nym sposobem praktycznego zwigkszania plonéw upraw
rolnych niezaleznie od tego, czy korzystny wpltyw takich
zabiegdw dotyczy wigzania azotu atmosferycznego, pro-
dukcji fitohormonéw czy tez innych, nie odkrytych do
tej pory, skutkow oddzialywania tych bakterii na ro$liny.
Mankamentem biopreparatow oferowanych obecnie jako,
miedzy innymi, szczepionki z bakterii Azospirillum, jest
niedostatek ich naukowo potwierdzonej skutecznosci oraz
przypisywanie im nadmiernych i nieuzasadnionych efek-
tow, przez co szersze stosowanie biopreparatéw budzi kon-
trowersje i czgsto sprzeciw srodowiska naukowego.
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A. Galqzka, J. Bigos, S. Siebielec

PLANT GROWTH PROMOTION BY BACTERIA
OF THE GENUS AZOSPIRILLUM AND THEIR APPLICATION
IN AGRICULTURE

Azospirillum represents the best characterized genus of plant
growth-promoting rhizobacteria. Four aspects of the Azospirillum
plant root interaction are highlighted: associations, plant root in-
teraction, nitrogen fixation and biosynthesis of plant growth hor-
mones. Each of these aspects is dealt with in a comparative way.
Azospirilla are predominantly surface colonizing bacteria. The at-
tachment of Azospirillum cells to plant roots occurs in two steps.
The polar flagellum, of which the flagellin was shown to be a gly-
coprotein, mediates the adsorption step. Nitrogen fixation structural
genes (nif) are highly conserved among all nitrogen-fixing bacteria.
The transcriptional activator NifA is required for expression of oth-
er nif genes in response to two major environmental signals. Many
genes are involved in colonization of plant roots, plant-growth
promotion, and properties related to rhizosphere adaptation. Those
bacteria have been in the centre of scientific interest for the last
two decades because under appropriate conditions members of this
genus can enhance plant development and promote the yield of
several agriculturally important crop plants.

key words: Azospirillum, endophytic diazotroph, nitrogen fixa-
tion, plant growth hormones, plant root interaction



