Wyktad 6 — 19/11/2010 — ver. 1 (28/12/2010)

Rezerwy azotu
Atmosfera — N, — 3,9 x 10" ton
Ocean
— biomasa — 5,2 x 10® ton
— rozpuszczalna partykularna materia organiczna — 3 x 10" ton
Sole nieorganiczne
— azotany, azotyny, amoniak — 6,9 x 10" ton
— rozpuszczony N, — 2 x 10" ton
Lady
— organizmy zywe — 2,5 x 10"
— materia organiczna — 1,1 x 10"
— skorupa ziemska — 7,7 x 10"

Azot zwiazany rocznie
Przemiany r6znych form azotu w jego obiegu sa rezultatem gtownie proceséw mikrobiologicznych:
Azot zwigzany rocznie:
— biologiczne wiazanie azotu:
lady 140 mln ton
oceany 100 mln ton = 240 mln ton
— przemyst nawozow azotowych 36 min ton
— wyladowania atmosferyczne 8 mln ton

Znaczenie

Reakcja Haber-Bosh'a — wykorzystywana do produkcji amoniaku na skalg przemystowa zachodzi
w temperaturze okoto 450 st. C i ci$nieniu ok. 500 atm. Wymaga stosowania Fe jako katalizatora, 1
ogromnego naktadu energii.

Obieg azotu to cykliczne wzajemne przemiany azotu 1 jego zwiazkow, przeprowadzane przez
organizmy zywe i procesy niebiologiczne.

Azot gazowy jest najbardziej stabilng forma azotu 1 stanowi zbiornik tego pierwiastka na Ziemi.
Tylko nieliczne prokariota potrafia zredukowac azot atm. w procesie zwanym wiazaniem azotu
(asymilacja) 1 wlaczaé go w swojq biomasg.
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procesami biologicznymi w ktérych powstaje N, jest denitryfikacja i reakcja anammox;
po roztozeniu zwiazkow organicznych zawierajacych azot dochodzi do uwolnienia
amoniaku (amonifikacja);

amoniak jest bdb zrodiem azotu dla wszystkich organizmoéw prokariotycznych;

amoniak jest utleniany przez bakterie nitryfikacyjne (chemolitoautotrofy) do NO,’, a azotyn
do azotanu;

azotan moze by¢ wykorzystywany jako zrodlo azotu zarowno przez rosliny jak i przez
prokariota majace reduktazg azotanowa asymilacyjna;

w warunkach beztlenowych azotan moze by¢ wykorzystywany jako koncowy akceptor
elektronow (oddychanie azotanowe);

denitryfikacja to oddychanie azotanowe w ktorym powstaja produkty gazowe — N,O i N,.

Reakcje mikrobiologiczne
Pig¢ podstawowych reakcji to transformacja jednej formy azotu w druga:

1.

2.
3.
4.

3.
6.

wigzanie N, - konwersja do amoniaku przy udziale kompleksu enzymatycznego zwanego
nitrogenaza;

nitryfikacja — biologiczna transformacja jonow amonowych do azotynow i/lub azotanow;
denitryfikacja — biologiczna redukcja azotanéw do azotu czasteczkowego;

amonifikacja — uwalnianie amoniaku ze struktur organicznych gléwnie w procesach
degradacji biatek;

asymilacja — wlaczanie amoniaku do struktur azotu organicznego i budowy biomasy;
anammox — to utlenianie amoniaku przy pomocy NO, do Na.

Reakcje niebiologiczne
pozostale procesy niebiologiczne dominujace w obiegu azotu to:

fotolityczna konwersja NO, do N,O do Ny;
tworzenie NO 1 nastgpczo NO,” w czasie wytadowan atmosferycznych z N,.

Organizmy wiazace N, (diazotrofy) sa reprezentantami r6znych grup fizjologicznych prokariota,
réwniez bakterie i sinice.

Bakterie wigzace azot atmosferyczny

1.
2.

bakterie wolnozyjace — tlenowe, beztlenowe i fakultatywnie beztlenowe
bakterie zyjace w symbiozie z ro§linami motylkowymi i niemotylkowymi



Wolnozxyjace bakterie wiazace N2
Tlenowe i mikroaerofilne
a. Azotobacter, Azomonas,
Pscudomonas
b. Cyjanobakterie
c. Methylobacterium, Methylomonas,

2. Fakultatywnie beztlenowe
a. Enterobacteriacecae (E. coli, E. intermedia, C. freundit,

C. intermedius, K. pneumoniac, K. acrogencs, E. aerogencs,
E. cloacae, E. herbicola)
3. Beztlenowce

a. Fototrofy
i. Chromatiaceae: C. vinosum,

ii. Chlorobiaceae: C. limicola
iii. Rhodospirillaceae: R. rubrum, R. sphacroides, R. capsulata,
R. vanielli, Rhodocyclus
b. Chemolitotrofy
i_ Methanobacterium, Methanococcus, Mecthanosarcina
c. Heterotrofy:
i. Bacillus: B. polymyxa, B. macerans
ii. Clostridium: C. butyricum, C. butylicum, C. beijerinckii,
C. pasteurianum, C. madisonii, C. kluyverii, C. felsineum
C. cactoacctophilum, C. pectinovorum :
iii. BRS: Desulfovibrio (D. desulfuricaens, D. gigas),
Desulfotomaculum (D. ruminis, D. orientis)

Beijerinckia, Derxia, Nocardia,

—
Methylosinus, Methylococcus,

Sinice wigzace azot atmosferyczny
Sinice nie tworzace heterocyst
1. Chroococcaceae
Synechococcus
Aphanothecae
Gloeothecae
2. Oscilatoriaceae

Sinice tworzace heterocysty
1. Nostocaceae
—e Anabaena
Ancbenopsis
Aularica
Cylindrospermum

=== Nostoc Trichodesmium
2. Scytonemataceae === |Lyngbya
==x>  Scytonema s Phormidium
Tolypotrix Plectonema
3. Rivulariaceae Pscudoanabcena
==>  Calothrix = Oscillatoria
Gloeotrichia 3. Clastidiaceae
Dermocarpa

4. Stigonemataceae
Fischerella
Hapatosiphon
Mastigocladus Myxosarcina

=xt> Stigonema 5. Hyellaceae

Westiellopsis Pleurocapsa
Xenococcus

Chroococcidiopsis
4. Chroococidiaceae

Niesymbiotyczne wigzanie azotu - to wi i i
m azanie azotu atmosferycznego prze Zy]
Nicsym rycznego przez gatunki wolnozyjace
Bakterie z rodziny Azotobacteraceae to:

— bezwzgledne tlenowce,



— nitrogenaza tych bakterii jest podobnie jak inne nitrogenazy wrazliwa na obecnos¢ tlenu,

— uwaza si¢ ze u Azotobacteraceae rolg ochronng przed doptywem tlenu spetnia intensywne
oddychanie oraz wytwarzanie duzej ilosci $luzu,

— w systematyce Azotobacteraceae brane sa pod uwagg takie cechy jak: ruchliwo$é¢, zdolnos¢
do tworzenia cyst, tworzenie $luzu, barwnikdéw, wymagania pokarmowe.

Wyrézniamy dwie rodziny: Azotobacter i Azomonas.

1. Rodzaj Azotobacter: bakterie wytwarzaja formy spoczynkowe zwane cystami oraz
charakterystyczne barwniki, np. Azotobacter chroocoocum wytwarza czarny barwnik —
melaning.

2. Rodzaj Azomonas: bakterie zaliczane do tego rodzaju nie wytwarzaja cyst, naleza tu
nastepujace gatunki: Azomonas agilis, insignis 1 makrocytogenes.

Symbiotyczne wigzanie azotu

Szacuje sig, ze tylko okoto 25% zwiazanego biologicznie azotu pochodzi z dziatalno$ci bakterii
wolnozyjacych, pozostata i1lo$¢ jest wynikiem dziatalno$ci mikroorganizmow zyjacych w symbiozie
z roslinami motylkowymi i niemotylkowymi.

Bakterie wigzace N, w symbiozie
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I Symbiotyczne asocjacje [] {iyp Pardsponiunt ]
Rhizobiaceae z roslinami motylkowymi . Ty ‘
Lo : : el s vp Alnus
Promieniowce z okrytonasiennymi (Frankia) «— s
Cyjanobakterie z grzybami (Porosty np. Nostoc z Gunr}cira)
Klebsiella aerogenes z roslinami (nodule na lisciach) L '
Morskich gatunkdw bakterii z matzami Typ Cycas
Richelia intracellularis (sinica) z morskimi okrzemkami :

Bakterie przewoddw pokarmowych (np. termity)

Diha 0 ai0lp

II. Asocjacje bakterii z trawami

Azospirillum lipoferum z trawami tropikalnymi
Azospirillum brasiliense z trawami tropikalnymi
Azotobacter paspali z trawq tropikalna Paspalum notatum
Acetobacter azotrophicus z trzcing cukrowq

Azoarcus spp. - ;:ndofif z trawaq Kallar

Hapalosiphon ze Sphagnum, Nostoc z watrobowcami

hean o

diazotrophicus

Typy symbiotycznego wigzania azotu czasteczkowego

Wyrodznia sig 3 typy wiazania azotu czasteczkowego w symbiozie: Parasponium, Cycas 1 Alnus.
Parasponium to symbioza bakterii z rodzajow: Rhizobium, Mezorhizobium, Bradyrhizobium,
Azorhizobium 1 Sinorhizobium z okoto 1100 gatunkéw roslin motylkowych. Korzenie roslin
wydzielaja aminokwasy 1 witaminy z grupy B oraz tryptofan, ktory bakterie przeksztatcaja w IAA
stymulujacy rozwdj wlosnikow.

Rosliny motylkowe sa jedna z najliczniejszych rodzin, zawieraja 750 rodzajow i 16000-19000
gatunkéw. Wchodza w symbiozg z bakteriami nalezacymi do rodzaju Rhizobiaceae, zdolnymi
jedynie do wiazania azotu w tych warunkach.

Bakterie z rodzaju Rhizobiaceae najefektywniej wiaza azot czasteczkowy. Ale tabelki z ilo§ciami
azotu zwigzanymi rocznie przez poszczegolne podgatunki nie bedziemy zamieszcza¢ (mogg jedynie
ujawnic, ze Vicia fabia rzadzi — 210 kg N/ha).



Rodzaj Rhizobium obejmuje nastgpujace gatunki: R. leguminosarum (biowary: trifolii, viciae i
phaseoli — koniczyna, wyka 1 fasola), tropici, etli, gallicum, giardini, galegae.

Charakterystyka:

krotki czas generacji, ponizej 6h;

perytrychalne urzgsienie;

zakwaszanie podfoza z mannitolem;

niska odporno$¢ na antybiotyki;

wysoka czgsto$¢ przekazywania materiatu genetycznego;
lokalizacja genéw symbiotycznych na plazmidach.

Mezorhizobium — zaliczamy tu gatunki o cechach posrednich miedzy Rhizobium a Bradyrhizobium.
Gatunki: M. loti, huakuii, ciceri, tianshanense.

Bradyrhizobium — zyja w symbiozie z ro§linami motylkowymi i niemotylkowymi. Gatunki: B.
Jjaponicum, B. liaoningense.

Charakterystyka:

wolne tempo wzrostu,

nie wykorzystuja dwucukrow jako zrodta wegla,

wykazuja duza odpornos¢ na antybiotyki,

posiadaja szeroki zakres gospodarczy,

geny symbiotyczne zlokalizowane na chromosomach.

Azorhizobium — gatunki: A. elkanii, A. caulinodans.

Charakterystyka:

posiadaja zdolno$¢ tworzenia brodawek na todygach i1 na korzeniach,

jako jedyne z tej rodziny moga wiazac azot zar6wno w symbiozie jak i w stanie wolnozyjacym w
glebie,

wolne tempo wzrostu,

geny na chromosomach.

Sinorhizobium — gatunki: S. fredii, meliloti, teranga, medicae.

Wiasciwosé Rhizobium Bradyrhizobium Azorhizobium
Rzeski
na podtozu ptynnym | Brak Brak jedna, biegunowa
na podtozu statym perytrychalne jedna, biegunowa jedna, biegunowa
Zdolnos¢ wiazania N, | nie nie Wszystkie szczepy
poza ro$ling
Tempo wzrostu w labie |szybkie wolne szybkie
Lokalizacja genow plazmidy chromosomy chromosomy
Zakres gospodarczy Zazwyczaj waski Zazwyczaj szeroki Znamy niewiele gat.
Znaczenie rolnicze Wspolzyja z Wspotzyja z ro§linami | mate

wigkszoscig roslin motylkowymi 1

motylkowych niemotylkowymi

Bakterie brodawkowe — infekcja
— u bakterii Rhizobium wtasciwy dla danej ro$liny gatunek wchodzi do wlosnika rosliny
gospodarza a nastgpnie trafia ,,nicia zakazna” do kory korzenia i pod wptywem bodzca



komorki tetraploidalne korzenia rosliny tworza brodawke a komorki bakterii dziela sig.

— W wytworzonej brodawce komorki przechodza w posta¢ bakteroidow zdolnych do wiazania
azotu.

— Roslina w brodawce wytwarza czerwone biatko leghemoglobing. Jej gtowna funkcja jest
utrzymanie zredukowanego potencjatu redoks w otoczeniu brodawki.

— Bakterie wiazace azot zaopatruja rosling w azot zwiazany gléwnie w postaci aminokwasow
(glutaminowy, asparaginowy), natomiast roslina dostarcza bakteriom zredukowanych
zwiazkow wegla, metabolizowanych przez bakteroidy.

— W ostatecznym etapie po lizie brodawek nastgpuje uwolnienie bakteroidow i przej$cie w ich
pierwotna postac.

— W czasie trwania symbiozy ponad 90% zwiazanego azotu jest dostepne dla roslin.

Flawonoidy

korzenie roslin motylkowych, bedac w deficycie azotowym wydzielaja flawonoidy, ktore sa
sygnatem do ataku dla bakterii z rodziny Rhizobium.

Nodulacja

Bakterie przytwierdzaja si¢ do powierzchni wlosnikow korzenia i wydzielaja specyficzny
oligosacharyd jako sygnat produkowany przez czynnik nod.

W odpowiedzi na sygnat oligosacharydowy wito$niki deformuja i ich konce zakrgcaja si¢. Bakterie
zbieraja si¢ w maty pakiecik i zaindukowany zostaje podziat komorek kory pierwotne;.

Bakterie wchodza do wlo$nika i przesuwaja si¢ tzw. nicia infekcyjna, dziela sig, oraz wydzielaja
sacharydy ktore tworza kanat infekcyjny.

Ni¢ infekcyjna rozgalezia sig i1 siega az do kory, a komorki Rhizobium dziela si¢ 1 tworza brodawke
pierwotna.

Bakterie rozprzestrzeniaja si¢ w cytoplazmie komorek i zostaja otoczone membranami. Dzielg si¢ a
nastgpnie tworza bakteroidy wiazace azot czasteczkowy oraz syntetyzowane jest biatko
leghemoglobina.

Do symbiotycznego wiazania azotu i wiazania azotu przez organizmy wolnozyjace wymagana jest
obecnos¢ produktow az 21 genow nif.

Produkty gendéw fix wymagane sa do stabilizacji funkcji brodawek, nie wystepuja u bakterii
wolnozyjacych!!! np. biatka regulatorowe, ktore monitoruja poziom tlenu wewnatrz bakteroidow.

Typ Cycas — to asocjacje licznych gatunkéw sinic, takich jak: Anabaena, Anabaenopsis, Aulosira,
Azolla, Calothrix, Nostoc, Plectonema, Scytonema, Gleotricha etc. z wieloma dos¢ prymitywnymi
ro$linami jak watrobowce, nagonasienne (Cycas) sagowce, okrytonasienne (Gunnera), porosty,
pterydofity (Azolla).

Zdolnos$¢ do wiazania azotu przez sinice wytwarzajace heterocysty jest powszechna (u form ich nie
wytwarzajacych — mniej powszechna). Sinice wchodza zwykle wchodza w struktury rosliny np.
aparaty szparkowe lisci, nie tworzac struktur tego typu jak brodawki u Rhizobium czy Frankia.

Wodna ro$lina Azolla filiculoides zawiera wewnatrz tkanek lisci kolonie nitkowatej sinicy
Anabaena azollae. Jest to zalezno$¢ symbiotyczna: Azolla — umozliwia bytowanie sinicom na
nastonecznionej powierzchni wody a sinice asymiluja azot dzigki posiadaniu heterocyst.

Wiazanie azotu przez sinice jest efektywne — wolnozyjaca Anabaena moze zwiaza¢ ok.80 kg N/ha.
Uktad symbiotyczny Azolla-Anabaena charakterystyczny dla pol ryzowych wiaze trzykrotnie
wigcej azotu niz wolnozyjaca Anabaena i wigcej niz uktad Rhizobium-ro$lina motylkowa.

W symbiozie z Azolla, sinica wytwarza znacznie wigcej heterocyst.

W Chinach i Wietnamie system wiazacy azot Azolla z Anabaena — jest wykorzystywany w celu
uzyskiwania tzw. nawozu zielonego stanowiacego karme dla zwierzat.



Typ Alnus — to symbioza nitkowatych mikroorganizméw Frankia (pokrewne promieniowcom) z
ro$linami niemotylkowymi (w tym z okoto 300 gatunkami egzotycznych drzew i krzewow).

Jest powszechna zarowno w strefie umiarkowanej, jak 1 w rejonach polarnych tropiku i1 subtropiku,
strzgpki bakterii z rodzaju Frankia wchodza do korzeni i stymuluja podziat komorek kory
pierwotnej korzenia; powstaja narosle korzeniowe, bakterie syntetyzuja nitrogenaze i wiaza azot.
Frankia tworzy uklady symbiotyczne z 178 gatunkami roslin dwuli$ciennych nalezacych do 20
rodzajéw wchodzacych do 8 rodzin.

Frankia to prokariotyczne bakterie $cisle spokrewnione z promieniowcami. Sg one
mikroaerofilami, mezofilami, heterotrofami.

Frankia podobnie jak wiele promieniowcoéw wytwarza nitkowate mycelia, ktore wyrdznicowuja
sporangia i pgcherzyki, w ktérych wiazanie N jest silniejsze.

Wydaje sig, ze zdolnosci kazdego szczepu Frankia sa ograniczone do kilku rodzajéw roslin.
Wyrdznia si¢ 4 specyficzne grupy Frankia:

1. szczepy infekujace Alnus (olchg) i Myrica (woskownice)

2. szczepy infekujace Casaurinaceae (kazauryna);

3. szczepy infekujace gatunki Myrica 1 Gymnostoma (gymnostoma)

4. szczepy infekujace tylko gatunki z rodziny Elaeagnaceae (oliwkowate).

Szczepy Frankia grupy 1 1 2 infekuja rosliny poprzez wlosniki korzeniowe roslin, podczas gdy 3 14
penetruja poprzez przestrzenie migdzykomorkowe.

Nitrogenaza

biologiczne wiazanie azotu to redukcja azotu atmosferycznego do amonu przy udziale wrazliwej na
tlen nitrogenazy zgodnie z reakcja:

Nz + 3H2 — 2NH3

Sita redukcyjna pochodzi z uktadu NADPH/ferrodoksyna via centrum nitrogenazy Fe/Mo.



