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Temat: Wigzanie azotu i wspolpraca z ro§linami

Wigzanie azotu czgsteczkowego

— produkowany przez nitrogenaz¢ amon nie hamuje jej aktywnos$ci, poniewaz szybko jest
wlaczany do organicznych form i wykorzystywany w procesach biosyntez komérkowych.

— Bezwzgledne tlenowce z rodzaju Azotobacteraceae w czasie wigzania azotu zuzywaja
bardzo duze ilo$ci tlenu celem obnizenia ci$nienia parcjalnego w komorce, co wydaje si¢

by¢ dobrym zabezpieczeniem wrazliwej na tlen nitrogenazy.

— Pewne sztuczne substraty, jak acetylen 1 cyjanid moga by¢ rowniez wykorzystywane jako
akceptory elektronow przez nitrogenazg. Redukcja acetylenu do etylenu jest powszechnie

uzywanym testem do okreslenia aktywnosci wiazania N, przez nitrogenazg.

Schemat wigzania azotu czgsteczkowego
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N, + 6e + 6H"+ 18-24 ATP — 2NH;+18-24 ADP + 18-24 Pi

1. Bezposrednim donorem elektronow do redukcji N jest ferrodoksyna (biatko FeS).

Elektrony i ATP pochodza w zalezno$ci od metabolizmu danej bakterii z:

- procesOw oddechowych
- fermentacji
- fotosyntezy

2. Reduktaza nitrogenazy (biatko Fe, biatko zelazowe) dostarcza elektronow o duzym

potencjale redukcyjnym.



3. Nitrogenaza (biatko FeMo) wykorzystuje elektrony do redukcji N> do NHs. Enzym jest
jednak niedoskonaty i1 w tej reakcji dodatkowe 2 elektrony zostaja przeniesione na dwa
protony, ktore zostaja zredukowane do wodoru (dlatego rdézne reakcje sumaryczne).
Potrojne wiazanie w N jest niezwykle stabilne.

Redukcja wymaga wigc duzego wydatku ATP.

Wiazanie azotu zostaje zahamowane jesli dostgpne jest inne jego zrodto.

Wydajnos$¢ wzrostu w warunkach gdzie komodrka zmuszana jest do wiazania azotu jest
znacznie nizsza niz w obecnosci NH4".

Nk

Efektywnos$¢ wiazania N,

N, +8H"+ 8¢ — 2 NH4"

System wiazania azotu Wiazanie azotu w kg N/ha
Rhizobium 200-300
Anabaena-Azolla 100-120

Cyanobacteria 30-40

Asocjacje w ryzosferze 2-25

wolnozyjace 1-2

Endofity to mikroorganizmy wystgpujace wewnatrz organizméw roslinnych, nie wywotujace
objawow chorobowych, a cze¢sto wpltywajace korzystnie na wzrost 1 rozwo6j roslin.

Bakterie sa znajdowane w tkankach korzeni todyg i liSci nastgpujacych roslin:

cytryna, sorgo, $wierk, lucerna, kawa, trawa kamerunska, kukurydza, sosna, ziemniaki, koniczyna
czerwona, ryz, burak cukrowy, trzcina cukrowa, bawetna, ogorki, winorosl, trawa kallar.

Zasiedlanie roslin
Baterie wnikaja przez:
— miejsca zranienia,
— szparki i pory w epidermie,
— przestrzenie migdzykomorkowe,
—  kwiaty,
— zasiedlaja nasiona
Przyciaganie na drodze chemotaksji (flawonoidy), elektrotaksji, lub przypadkowo znajduja si¢ w
danym miejscu.

Endofity bakteryjne

(bardzo dtuga lista majaca uzasadni¢, ze znajda si¢ endofity na kazda literg alfabetu. Wymieniam
tylko te na czerwono):

Acetobacter, Actinomyces, Azorhizobium, Bacillus, Escherichia, Flavobacterium, Klebsiella,
Lactobacillus, Pseudomonas, Rhizobium, Serratia, Yersinia.

Liczebnos$¢ komorek endofitow
— korzenie koniczyny czerwonej w 1g zawieraja czesto ponad 107 cfu, liczba bakterii jest
kontrolowana przez ro$ling .
— Kolonizacja bakterii dotyczy gtéwnie przestrzeni migdzykomorkowej korzeni oraz tkanek
przewodzacych 1 kory pierwotnej
— Uwaga! Kolonizacja wewnatrzkomorkowa przez bakterie jest stosunkowo rzadka.



Bakterie diazotroficzne — wiazace azot czasteczkowy
— bakterie diazotroficzne kolonizuja najczesciej gteboko potozone tkanki korzenia oraz
komorki systemow przewodzacych roslin, poniewaz panuje tam srodowisko ubogie w tlen.

Do diazotroficznych bakterii endofitycznych naleza m.in. bakterie z rodzaju Azospirillum,
Azotobacter, Acetobacter, Herbaspirillum.
Szokujace fakty:

eksperymenty z 15N wykazywatly, ze 50-80% azotu w trzcinie cukrowej pochodzi z

atmosfery,
dla poréwnania szybko$¢ wiazania azotu w ryzosferze jest dwukrotnie nizsza niz ta

stwierdzona w trzcinie cukrowe;.

W roku 1988 Cavalcante I Dobereiner wewnatrz korzeni i todyg trzciny cukrowej stwierdzili
obecnos¢ zdolnych do wigzania azotu atm. bakterii. Azotobacter diazotrophicus.

Jest to bakteria gram-, mikroaerofilna, produkujaca kwas octowy, toleruje wysokie st¢zenia
sacharozy (10-30%), moze rosnac i wiaza¢ azot przy pH 2.2 (optimum 5.5). obecnos¢ azotu
azotanowego nie inhibuje wiazania azotu. Jest ono hamowane cz¢§ciowo przez amoniak i

aminokwasy.
Azotobacter diazotrophicus — kolonizacja trzciny cukrowe;j
skolonizowana bakteriami trzcina cukrowa zawiera 104-106 cfu/g korzenia, todygi, lisci.

Sa one obligatoryjnymi endofitami. Infekcja rosliny odbywa si¢ przez wtosniki. Trzcina moze
wchodzi¢ w interakcje z grzybami mikoryzowymi a nawet owadami! (olaboga!)

Tabelka z diazotrofami i ich gospodarzami

Gospodarz roslinny

Bakteria endofityczna

Panicum miliaceum (proso wyczajne),
Sorghum sp. (sorgo),
Triticum aestvum 1[)‘1?[“(1 wy (IJJI].II.

Zea mays (kukurydza zwyczajna) .

Azospirillum brasilense

0 o 7 Panicum miliaceum (proso zwyczajne).
wt aestivim (pszenica Zwyczajna),

Azospirillum lipoferum i
Zea mays (kukurydza zwyczajna),
Pennisetum americanum ( p!l)$0 per fowe)

Triticum aesiivum (pszenica [\\}t’l.ljll.l)

Azospirillum amazonense |
e irlllae G / ) V Vfiscanthus (miskant)

Azospirillum doeberainerae
’ ; Triticum aestivim (pszenica zwyczajna),
Ilt)rb{“‘pirﬂh”" seru/)e'(//('ue Zea mays (kukurydza zwyczajna),
Saccharum sp. (trzcina),

Oryza sativa (ryz siewny),

Gramineae (trawy),

Palmae (palmy)

. Pz ; 7~ Saccharum sp. (trzcina), Onza safiva (YyZ siewny)
Herbaspirillum rubrisubalbicans
” ‘ol et Pi"lll)(’/“lﬂ[‘l{fﬂhf(ﬂ”l 1[)"184) plllp\lll!\\rl,

2 12€115€ i
Herbaspirillum frising S et faiienl)

Herbaspirillum sp. szczep B5012fpl Onyza officinalis (ryi)
- ; i i Saccharum sp. (trzcina),

g “terdiazothropicus
Glleonace iscary - 4 Ipomoea batatus (wilec ziemniaczany = batar),

(Acetobacter diazotrophicus) Pennisetum purpurewm (Proso purpurowe),
Triticum aestivum (pszenica zwyczajna),
Zea mays (kukurvdza zwyczajna)

-l'oroba(h'rpa?pali Paspalum notatum (trawa paspalum)

trzcina cukrowa w pewnych obszarach Brazylii ro$nie od 100 lat bez nawozenia azotowego,




Zwiazki wytwarzane 1 dostarczane przez bakterie endofityczne:

— antybiotyki i substancje antynowotworowe,

— enzymy

— biosyntetyki

— siderofory

— ro$linne hormony wzrostu
wytwarzaja wtoérne metabolity majace wlasciwosci antybiotykow, lub bedacych substancjami:
antynowotworowymi, antywirusowymi, antygrzybowymi, insektycydami, immunosupresantami, a
takze wiele enzymow 1 substancji zapasowych.

|
; a7 AN . ancii | Literatura
Gospodarz Wy warzats Dzialanie substancji |1
> arz J
: : | , fo A letvivia i iiaiciia
Mikroorganizm roslinny [ substancjaaktywn: e S ik
- { et | | - wep. (2000)
*/_’lw.-—/—/’—r," An{ynowotworowa | Caruso 1WsE
// . e
Taxus sp. | axo R —_
Streptomyces SpP- [ (cis) . v \filler § wep.(1999)
e e e Antybakteryjna T 1 WS
. X Gramineae Ekomycyny Bic : il —
e s ~~“n“”4*"“)*/ ''''''' = | ey mxjjnm .;ﬂ’r)/“’_l__
—_— | Kandelia candel Kwasy p —amin acetofenonowe | ey
| Streptomyces griseus \funumbicyny Antybiotyk Castillo i wsp. (2002)
unumbic wRE R | astill V'S -
Streptomyces NRRL 30362 Kennedia nigriscans [ \I“,;,., " ”v,“JV[) Antymalaryczna Rty | I
| ey - upumbicmaD ] 7 ‘
— I e s kii»ﬂj Antyvbiotyk Castillo 1 wsp. (<
| ' ’ difo Kakadumycyny ) ) i AT ras® |
| Streptomsces NRRL 30566 Grevillea pleridifolia | SR AT R | B e =
T rmm Antymalaryczna, Ezraiwsp. (2004)
i s Monstera sp. Koronamycyna Antygrzybowa R st fones 0% |
Stepromyces 5p- (filodendron) e el Rl et el |
| 58 Antyvgrzybowa Strobel 1 wsp. (2004)
Serratia marcescens Rhyncholacis penicillata | i ) b gt | =
e e | eI =
Triticum sp. Beck 1 wsp
(pszenica)

|

Pinus sp. (sosna),
Phaseolus sp. :
(fasola), 1 Fusaricydyny A-D

Arabidopsis thaliana,

Antygrzybowa
Paenibacillus polymyxa

Brassica napus | | Beatty 1Jensen (2002)
(kapusta rzepak)

[
|
|
|
|

Gtonaema sp. J‘ Q"(";:‘;’)’p‘ Kwasy cytonikowe A i D g Antywirusowa |  Guoiwsp. (2000)

Taksol — substancja antynowotworowa, produkowana m. in. przez Streptomyces spp., wyizolowany
zostal z Taxus sp. 1 wykazano, ze powoduje zahamowanie polimeryzacji mikrotubul w dzielacych
si¢ komdrkach nowotworowych. Ma takze wlasciwosci antygrzybowe.

Enzymy hydrolityczne — wytwarza je wiele gatunkow endofitow, wykorzystywane sa do
degradacji Scian komorkowych podczas procesu wnikania do wnetrza rosliny, lub tez do degradacji
$cian komorkowych patogenow tych roélin. Sa to m.in. celulazy, hemicelulazy, chitynazy, amylzy
czy glukonazy.

Biosyntetyki — w najwigkszych ilosciach produkowany jest PHB (dla ciekawskich: poli-beta-
hydroksymaslan) i PHA (poli-beta-hydroksyalkanian).

Herbaspirillum seropedicae — diazotroficzny endofit zdolny do kolonizacji wielu roslin wyzszych,
moze akumulowa¢ duzo PHB. (PHA i PHB sa wykorzystywane do produkcji plastikow).

Siderofory — zwiazki produkowane przez endofity bakteryjne, charakteryzujace si¢ wyzszym



powinowactwem do Zelaza niz substancje wytwarzane przez chorobotwoércze mikroorganizmy
dziatajace szkodliwie na rosliny.

Znaczenie: ograniczenie dostgpnosci zelaza patogenom roslinnym powoduje zahamowanie ich
rozwoju, co wptywa korzystnie na stymulacj¢ wzrostu roslin.

Roslinne hormony wzrostu (auksyny, gibereliny, cytokininy, etylen) — produkowane sa przez
Azotobacter, Azospirillum, Pseudomonas, Enterobacter, Staphylococcus, Streptomyces.

Znaczenie zaleznosci endofitycznych
korzysci dla mikroorganizmow:
— zmniejszenie zewngtrznych streséw srodowiskowych
— uzyskiwanie pokarmu i wody
korzysci dla roslin:
— dostep azotu
— biologiczna kontrola patogendéw roslin i rozktad pestycydow
— intensyfikacja pobierania substratow pokarmowych i wody

Endofity jako czynniki kontroli biologicznej roslin:

— Wytwarzaja siderofory 1 antybiotyki,

— produkuja enzymy degradujace $ciany komorkowe patogenow,

— wytwarzaja kwas cyjanowodorowy hamujacy rozwdj patogendow grzybowych,

— namnazaja si¢ w miejscach wnikania patogenéw — konkurencja o sktadniki pokarmowe i
wode,

— wytwarzaja ochronne biopolimery — lignifikacja komorek roslinnych a wigc ochrona przed
patogenami,

— wytwarzaja alkaloidy chroniace przed nicieniami i insektami

— zwigkszaja infekcjg roslin grzybami mikoryzowymi.

Bakterie endofityczne a proces fitoremediacji

Bakterie endofityczne wspomagaja proces fitoremediacji dzigki zdolno$ci do degradacji lub
akumulacji zanieczyszczen w swoich komorkach.

Bakterie endofityczne wytwarzaja enzymy biorace udzial np. w procesie rozktadu ksenobiotykow
moga wigc degradowac zanieczyszczenia, ktore rosliny akumuluja w swoich tkankach lub ktore
kraza w systemie tkanek przewodzacych, a zatem rosliny prowadza sprawniej proces fitoremediacji,

moga przez caty czas pobiera¢ z gleby i akumulowaé w swoich tkankach nowe poktady
zanieczyszczen, ktore nastepnie degradowane sa przez endofity bakteryjne!! (tu naprawdg byty dwa

wykrzykniki).
Geny odpowiedzialne za degradacjg zanieczyszczen przenoszone przez horyzontalny transfer
genow (HGT)

Tabelka — zanieczyszczenia 1 bakterie endofityczne zdolne do ich rozktadu
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Zastosowanie bakterii endofitycznych i substancji przez nie produkowanych

Rolnictwo:
— wytwarzanie srodkow ochrony roslin (np. antybiotykdéw) — rosliny odporne na choroby i
pasozyty
— endofity wiazace azot czasteczkowy — zboza nie wymagajace nawozenia azotem.
Przemyst:
— produkcja bioplastikow z wykorzystaniem PHB
— produkcja opryskéw — endofity wytwarzaja liczne fungicydy i pestycydy
Przemyst farmaceutyczny 1 medycyna:
Leki antybakteryjne, antygrzybowe, antywirusowe, antymalaryczne, antynowotworowe.

Podsumowanie
— bardzo wiele gatunkow jest kolonizowanych przez endofity nalezace do r6znych grup
systematycznych Prokariota.
— pewne endofity bakteryjne stymuluja wzrost roslin przez wiazanie azotu, biokontrole
patogenow, lub wzmozony pobor substratdéw pokarmowych
— endofityczne bakterie sa bardziej aktywne niz kolonizujace wewngtrzne tkanki korzeni.



