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Streszczenie: Bakterie z rodzaju Azotobacter s3 przedmiotem wielu badan prowadzonych zaréwno w Polsce jak i za granicg. Zainteresowa-
nie ta grupa bakterii w duzej mierze zwiazane jest z ich wtagciwosciami, ktére moga by¢ wykorzystywane w rolnictwie. Najnowsze badania
opieraja si¢ na zaawansowanych metodach molekularnych i bazujg na poznanej sekwencji genoméw dwoch gatunkow: Azotobacter vine-
landii i Azotobacter chroococcum. W 2009 roku Setubal i in. opublikowali petna sekwencje genomu Azotobacter vinelandii DJ, z kolei pelna
sekwencje genomu Azotobacter chroococcum 8003 opublikowali Robson i in. w pracy z 2015 roku. Obie bakterie maja pojedynczy, kolisty
chromosom o wielko$ci odpowiednio 5,365,318 pz. i 5,192,291 pz. Poznanie i poréwnanie sekwencji genoméw Azotobacter vinelandii D]
i Azotobacter chroococcum 8003 pozwolilo odpowiedzie¢ na wiele pytan dotyczacych ewolucji, réznorodnosci i miejsca tych bakterii
w $rodowisku. Zsekwencjonowanie wigkszej liczby genomoéw innych szczepdéw A. chroococcum i A. vinelandii przyniostoby wiele korzysci
i pozwoliloby uporzadkowa¢ dotychczasowa wiedze na ich temat.

1. Wstep. 2. Pozycja taksonomiczna Azotobacter spp. 2.1. Bliskie pokrewienstwo bakterii z rodzajéw Azotobacter i Pseudomonas. 2.2. Metody
molekularne poréwnywania i grupowania bakterii w obrebie rodzaju/gatunkéw Azotobacter. 3. Analizy genomiczne przedstawicieli Azoto-
bacter spp. — szczepéw Azotobacter vinelandii D] i Azotobacter chroococcum 8003. 3.1. Poréwnanie genomow szczepow Azotobacter vine-
landii D] i Azotobacter chroococcum 8003. 3.2. Ruchome elementy genetyczne szczepéw Azotobacter vinelandii D] i Azotobacter chroococ-
cum 8003. 3.3. Charakterystyka wybranych gendw szczepéw Azotobacter vinelandii D] i Azotobacter chroococcum 8003. 4. Podsumowanie
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Abstract: Bacteria belonging to the genus Azotobacter are the subject of many studies conducted both in Poland and around the world.
The interest in this group of bacteria is largely related to their properties being very useful for agriculture. Recent studies are based on
advanced molecular methods and genomic sequence of the two species: Azotobacter vinelandii and Azotobacter chroococcum. In 2009,
Setubal et al. published the complete genome sequence of Azotobacter vinelandii D], while the full sequence of Azotobacter chroococcum
8003 genome was published by Robson et al. in publication from 2015. Both bacteria have a single, circular chromosome of 5,355,318 bp
and 5,192,291 bp respectively. Understanding and comparing the genome sequence of Azotobacter vinelandii D] and Azotobacter chroococ-
cum 8003 answered many questions about the evolution, diversity and location of these bacteria in the environment. The sequencing of
a larger number of genomes of other A. chroococcum and A. vinelandii strains would bring many benefits and would help to organize the
existing knowledge about them.

1. Introduction. 2. Taxonomic position of Azotobacter spp. 2.1. The close relationship of bacteria of the genera Azotobacter and Pseudo-
monas. 2.2. Molecular methods for comparison and grouping of bacteria in the genus/species Azotobacter. 3. Genomic analysis of rep-
resentatives of Azotobacter spp. — Azotobacter vinelandii D] and Azotobacter chroococcum 8003 strains. 3.1. Comparison of genomes of
Azotobacter vinelandii D] and Azotobacter chroococcum 8003 strains. 3.2. Mobile genetic elements of Azotobacter vinelandii D] and Azoto-
bacter chroococcum 8003 strains. 3.3. Characteristics of selected genes of Azotobacter vinelandii D] and Azotobacter chroococcum 8003
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1. Wstep

Azotobacter spp. to wolno-zyjace, §cisle aerobowe,
heterotroficzne bakterie Gram-ujemne. Naleza one
do rodziny Pseudomonadaceae, zaliczanej do klasy
y-Proteobacteria. W 1901 roku Martinus Beijerinck
wyizolowal, oznaczyl i opisal pierwszy gatunek nale-
zacy do tego rodzaju taksonomicznego - Azotobacter
chroococcum [82]. Obecnie rodzaj ten grupuje facznie

osiem gatunkow. Thompson i Skerman [84] przepro-
wadzili pierwsze szczegdtowe badania taksonomiczne
i ekologiczne Azotobacter spp., obejmujace réwniez
analize wielu wlasciwosci morfologicznych, fizjologicz-
nych i biochemicznych tych bakterii. Azotobacter spp.
charakteryzuje wiele ciekawych cech, takich jak zdol-
no$¢ do wigzania azotu atmosferycznego [56], wytwa-
rzanie odpornych na wysychanie cyst [82], produkcja
licznych zwiazkéw stymulujgcych wzrost i rozwdj roélin
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(np. auksyn, cytokin, giberelin, witamin, czy siderofo-
réw) [1, 3, 5, 23,47, 70], a takze produkcja polihydrok-
symaslanu [22, 57, 61, 71, 79] i zewnatrzkomorkowych
polisacharydow (tj. alginiandw, celulozy).

Bakterie Azotobacter sp. byly wielokrotnie wykorzy-
stywane jako organizmy modelowe w badaniach nie-
ktoérych podstawowych proceséw zyciowych, np. pro-
cesOw wykorzystywania réznych zrodet wegla i energii
(weglowodany, kwasy organiczne, alkohole), proceséw
oddychania komérkowego (cykl kwasow trikarboksy-
lowych, fancuch transportu elektronéw), biosyntezy
nitrogenezy i regulacji wigzania azotu atmosferycznego,
proceséw wytwarzania cyst, produkcji pigmentéw czy
zdolno$ci poruszania si¢ [53, 68]. Badania prowa-
dzone z udzialem Azotobacter vinelandii i A. chroococ-
cum pozwolily na lepsze zrozumienie fizjologicznych,
biochemicznych i genetycznych podstaw wigzania N,
i metabolizmu H, [8, 32, 34].

Przedstawiciele Azotobacter spp. zasiedlaja wiele $ro-
dowisk, takich jak: gleba, woda, osady $ciekowe, ryzo-
sfera i fyllosfera roslin. Bakterie te wystepuja w roz-
nych strefach klimatycznych, liczne szczepy izolowane
s3 nawet z rejondéw tropikalnych i polarnych [4, 6, 18,
27]. Preferuja one gleby o odczynie neutralnym i lekko
zasadowym, natomiast rzadko wystepuja w glebach
kwasnych o pH ponizej 6 [49, 51]. Zaobserwowano, ze
wystepowanie i liczebnos¢ populacji tej grupy bakterii
jest czesto skorelowana z innymi czynnikami $rodo-
wiskowymi, tj. wlasciwos$ciami gleby (np. zawarto$cig
materii organicznej, wilgotnoscia, Zyznoscia, stosun-
kiem C/N, pH) i warunkami klimatycznymi [83].

Zainteresowanie badaczy od dawna budzi ekolo-
giczna rola Azotobacter spp. oraz mozliwos¢ praktycz-
nego wykorzystania tych bakterii w wytwarzaniu bio-
preparatow stosowanych jako nawozy. Wyniki badan
potwierdzaja, ze inokulacja nasion bakteriami Azo-
tobacter spp. zwigksza wydajnos¢ plonowania roslin
uprawnych, w tym: kukurydzy [25], pszenicy [9, 38]
i ryzu [33]. Prowadzone sg réwniez badania moleku-
larne Azotobacter spp., w ktorych planowaniu pomocne
s3 poznane sekwencje genomow szczepow A. vinelandii
i A. chroococcum [68, 73]. Aspekty zwigzane z genomika
bakterii z rodzaju Azotobacter zostaly dos¢ szczegétowo
opisane w literaturze [35, 64, 68, 73, 74].

Niniejsza praca systematyzuje aktualne doniesie-
nia z zakresu taksonomii i genomiki Azotobacter spp.,
a takze przedstawia, w syntetycznej formie, aktualny
stan wiedzy w tym zakresie.

2. Pozycja taksonomiczna Azotobacter spp.
Rodzaj Azotobacter pierwotnie zaliczono do rodziny

Azotobacteraceae [76], jednak po przeprowadzeniu
szczegolowych analiz filogenetycznych zostal on prze-
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klasyfikowany do rodziny Pseudomonadaceae [36].
W obrebie rodzaju Azotobacter wyrdzniono 8 gatun-
koéw i 4 podgatunki:

o Azotobacter armeniacus [84],

o Azotobacter beijerinckii [44],

o Azotobacter bryophylli [45],

o Azotobacter chroococcum [10] (subsp. chroococ-

cum [29] i subsp. isscasi [29]),
o Azotobacter nigricans [39] (subsp. achromogenes
[84] i subsp. nigricans [24]),

o Azotobacter paspali [17],

o Azotobacter salinestris [56],

o Azotobacter vinelandii [43].

Sposréd wyzej wymienionych gatunkéw, Azoto-
bacter chroococcum jest najbardziej rozpowszechniony
w glebach calego swiata i dominuje on réwniez w gle-
bach Polski [19, 41, 48]. Kolonie tych bakterii majg nie-
regularny ksztalt, wzniesienie wypukle, s3 sluzowate,
dos¢ duze, a po kilkudniowej hodowli na podiozu
stalym zmieniaja barwe na ciemng, co zwigzane jest
z produkeja ciemnobrunatnego pigmentu melanino-
wego. Komorki bakterii A. chroococcum sa ruchliwe
dzieki obecnosci peritrichalnych rzesek 3, 82]. Innymi
gatunkami bakterii rodzaju Azotobacter wystepujacymi
tylko w glebach sa Azotobacter beijerinkii, A. nigricans
oraz A. salinestris, z czego dwa pierwsze sg nieruchliwe.
Komorki Azotobacter beijerinkii tworza gladkie kolonie,
wigksze od kolonii A. chroococcum, Ponadto, wytwa-
rzajg nieprzenikajacy do podfoza pigment o barwie od
z6ttej do jasnobrazowej [82]. Azotobacter nigricans row-
niez tworzy gladkie kolonie i wytwarza pigment o bar-
wie od bragzowo-czarnej do czerwono-fioletowej [82].
Zkolei gatunek A. salinestris wytwarza ciemnobrunatny
pigment niedyfundujacy do podloza [56]. Bakterie tego
gatunku rosng w postaci duzych, owalnych kolonii
o nieregularnych brzegach. Poruszaja si¢ za pomoca
peritrichalnie utozonych rzesek. Podczas aktywnego
wzrostu komdrki moga wystepowacé w parach, czasami
tworzg roznej dlugosci tancuchy. Gatunek ten wyizolo-
wany zostat z lekko kwasnych gleb zachodniej Kanady.

Bakterie klasyfikowane w obrebie rodzaju Azotobac-
ter spotykane sa rowniez w wodach. Gatunkami wyste-
pujacymi zaréwno w glebie, jak i w wodzie sg A. arme-
niacus i A.vinelandii. Oba gatunki poruszaja sie za
pomocg peritrichalnie ulozonych rzesek. A. armeniacus
ros$nie w postaci duzych, gladkich, wypuklych, btysz-
czacych i §luzowatych kolonii. Gatunek ten wytwarza
brazowo-czarny barwnik niedyfundujacy do podloza
[3, 82]. Z kolei kolonie wytwarzane przez A. vinelandii
sg okragle, stabo §luzowate, mniejsze w poréwnaniu
z komoérkami A. chroococcum. Gatunek ten wytwarza
z6lto-zielony fluoryzujacy pigment dyfundujacy do
podloza [3, 82].

Nietypowym srodowiskiem wystepowania bakterii
Azotobacter jest ryzosfera trawy gatunku Paspalum
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notatum |3, 82]. Wystepuje tam gatunek Azotobacter
paspali poruszajacy sie za pomocg peritrichalnych rze-
sek. Na podlozach statych tworzy kolonie szorstkie,
matowe z pofalowanymi brzegami. Bakterie nalezace
do tego gatunku sg zdolne do produkcji brgzowo-czar-
nego pigmentu i wystepuja jedynie w ryzosferze trawy
Najpozniej poznany gatunek rodzaju Azotobacter
to A. bryophylli, ktdry zostal opisany przez Liu i wsp.
w 2019 roku [45]. Szczep typowy dla tego gatunku to
A. bryophylli L4617, wyizolowano w Chinach z lisci
roéliny zyworddki pierzastej (Bryophyllum pinnatum).
W przeciwienstwie do wiekszosci przedstawicieli
rodzaju Azotobacter, A. bryophylli L461" nie produ-
kuje zadnego pigmentu. Szczep ten wykorzystuje jako
zrédlo wegla i energii m.in.: L-arabinoze, ester mety-
lowy kwasu pirogronowego, kwas a-ketoglutarowy,
mleczan, kwas bursztynowy i kwas bromoburszty-
nowy, a ponadto wykazuje opornos¢ na spektynomy-
cyne, streptomycyne, chloramfenikol, tetracykline,
cefotaksym i karbenicyling. Zawartos¢ par zasad G+ C
w sekwencji nukleotydowej genomu szczepu L4617
wynosi 64,9 mol%, co mieéci si¢ w zakresie charaktery-
stycznym dla rodzaju Azotobacter (63-67,5 mol%) [84].
Ostatnie lata pokazuja, iz bakterie Azotobacter spp.
sa nadal waznym przedmiotem wieloaspektowych ba-
dan, a charakterystyka nowo wyizolowanego gatunku,
A. bryophylli poszerza wiedze na temat tych bakterii.

2.1. Bliskie pokrewienstwo bakterii z rodzajow
Azotobacter i Pseudomonas

Bakterie z rodzajow Azotobacter i Pseudomonas cha-
rakteryzuje duza plastycznos¢ struktury genomoéw oraz
zdolno$¢ adaptacji do réznych warunkéw bytowania.
Bakterie te nie tylko zasiedlaja podobne $rodowiska,
lecz réwniez majg wiele wspolnych cech, czego przykla-
dem jest zdolno$¢ do wigzania azotu atmosferycznego
i produkgji alginianu [12, 88]. Pierwotnie uwazano, ze
bakterie nalezace do rodzaju Pseudomonas nie wiaza
azotu [58], jednak w toku badan wykazano, ze nie-
ktére szczepy maja te zdolnos¢, a geny odpowiedzialne
za ten proces sg bardzo podobne do gendéw wystepu-
jacych u A. vinelandii [88, 90]. Alginiany wytwarzane
sg zarowno przez bakterie Azotobacter spp., jak i przez
kilka gatunkéw z rodzaju Pseudomonas, a przyklad
stanowi Pseudomonas aeruginosa, u ktérego alginiany
s3 produktem ubocznym metabolizmu i odkladane sa
w plucach ludzi chorych na mukowiscydoze [26]. Do
cech odrdzniajacych te dwa rodzaje mozna zaliczy¢
morfologie i ruchliwos¢ komorek [58]. Pewne réznice
w fenotypach tych bakterii wynikaja prawdopodobnie
ze specyficznych wtasciwosci adaptacyjnych, na co
wskazuje obecnos¢ w genomach pokrewnych zestawow
genéw metabolizmu podstawowego oraz gendéw kon-
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Tabela I
Cechy charakterystyczne dla genoméw Azotobacter vinelandii D]
i Pseudomonas stutzeri A1501

Cecha Azotobacter Pseudomonas

charakterystyczna vinelandii D] stutzeri A1501
Wielkos$¢ genomu (pz) 5365318 4567418
%GC 65,7 63,9
Liczba operonéw rRNA 6 4
tRNA 64 61
16S rRNA 6 4

Na podstawie [57, 77, 78].

serwatywnych, zachowanych w obu grupach bakterii
w toku ewolucji [90].

Liczne badania, oparte m.in. na analizach sekwencji
genow metabolizmu podstawowego i genu 16S rRNA
bakterii potwierdzaja bliskie pokrewienstwo rodzajow
Azotobacter i Pseudomonas. Rediers i wsp. [64] badali
zaleznosci filogenetyczne pomiedzy A. vinelandii a bak-
teriami z rodzaju Pseudomonas, opierajac si¢ na wyni-
kach sekwencjonowania fragmentu genu 16S rRNA
tych bakterii. Na podstawie uzyskanych danych stwier-
dzono, ze szczep A. vinelandii OP nalezy do tej samej
grupy genetycznej co Pseudomonas aeruginosa PAOL,
a poziom identycznosci sekwencji badanego fragmentu
genu 16S rRNA obu szczepéw wynosit 96%. Anzai
i wsp. [2] na podstawie wynikéw uzyskanych z podob-
nych analiz réwniez odnotowali bliskie pokrewienstwo
bakterii Azotobacter spp. i Pseudomonas spp. Young
i Park [90] analizujac sekwencje gendéw 16S rRNA tych
bakterii zauwazyli, ze badane gatunki Azotobacter
(A. beijerinckii, A.chroococcum, A.paspali i A.vine-
landii) sa najblizej spokrewnione z P, aeruginosa i P. resi-
novoran. Co wiecej, analiza sekwencji genow atpD, carA
i recA wykazala, ze szczepy nalezace do rodzaju Azo-
tobacter stanowia pojedyncza, niejednorodna grupe na
drzewie filogenetycznym, bardzo blisko spokrewniong
z ww. gatunkami. Do podobnych wnioskéw doszli Ozen
i Ussery [55], ktorzy przeprowadzili szczegélowe ana-
lizy poréwnawcze stopnia genetycznego podobienstwa
pomiedzy A. vinelandii, a szczepami bakterii z rodzaju
Pseudomonas. Wyniki tych analiz potwierdzily, ze
wysoki poziom podobienstwa pomiedzy szczepami
moze $wiadczy¢ o przynaleznosci tego gatunku do
rodzaju Pseudomonas. Setubal i wsp. [73] opierajac si¢
na wynikach analiz filogenetycznych i poznanej sekwen-
cji genomu A. vinelandii D] wykazali, Ze gatunek ten jest
najblizej spokrewniony z bakteriami z rodziny Pseudo-
monadaceae, a najblizszym krewnym okazat si¢ gatu-
nek wiazacy azot atmosferyczny — Pseudomonas stutzeri
A1501. W 2015 roku Setubal i Almeida [74], wyko-
rzystujac zdeponowane w bazie GenBank sekwencje
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genomowe wybranych szczepow bakterii z rodzaju Azo-
tobacter 1 Pseudomonas, uzyskali drzewa filogenetyczne
obrazujgce genetyczne podobienstwo pomiedzy bada-
nymi szczepami. Analiza uzyskanych dendrogramow
wyraznie pokazala, ze bakterie z rodzaju Azotobacter
tworzg odrebng grupe genetyczng. Bliskie pokrewien-
stwo bakterii nalezacych do rodzajéw Azotobacter oraz
Pseudomonas potwierdzila réwniez niedawno wyko-
nana analiza poréwnawcza sekwencji genu 16S rRNA
szczepu Azotobacter bryophylli 1L461". Wykazano jej
najwyzsze podobienstwo (97,82%) do homologicznej
sekwencji A. beijerinckii JCM 20725", a takze A. chroo-
coccum ATCC 9043" (97,34%), Pseudomonas gugua-
nensis CC-G9A" (96,84%), Pseudomonas panipatensis
Esp-1T (96,77%), A. paspali ATCC 23833 (96,16%)
i A. nigricans subsp. nigricans IAM 15005 (95,98%).
Wyniki przeprowadzonych analiz wskazuja, ze szczep
A. bryophylli L461" usytuowany jest na oddzielnej galezi
drzewa filogenetycznego rodzaju Azotobacter, w blis-
kim sasiedztwie A. beijerinckii JCM 20725 i A. chroo-
coccum ATCC 9043" [45]. Wyniki te wskazuja takze na
bliskie pokrewienstwo bakterii z rodzajow Azotobacter
i Pseudomonas, ktore klasyfikowane sg wspdlnie w ro-
dzinie Pseudomonadaceae.

2.2. Metody molekularne poréwnywania i grupo-
wania bakterii w obrebie rodzaju/gatunkow
Azotobacter

Szybki rozwdj metod biologii molekularnej przyczy-
nit si¢ do usprawnienia procesu identyfikacji mikroor-
ganizmoéw, w tym takze bakterii z rodzaju Azotobacter.
Autorzy publikacji naukowych, wykorzystujac rézne
metody molekularne, podejmuja proby identyfikacji
i oceny zréznicowania genetycznego szczepow bakterii
Azotobacter spp. izolowanych z probek srodowiskowych.

W roku 2012 Lenart [41] zbadala zréznicowanie
genetyczne 43 szczepdw bakterii, wstepnie zaklasyfiko-
wanych do gatunku Azotobacter chroococcum, wyizolo-
wanych ze 100 prébek glebowych pobranych na tere-
nie wojewddztwa malopolskiego i $lgskiego. W celu
potwierdzenia pozycji taksonomicznej tych izolatow
przeprowadzono analize restrykcyjna bakteryjnego
regionu ITS (internal transcribed spacer) potozonego
miedzy genami 16S i 23S rRNA. Wykorzystano technike
ITS-RFLP (ITS Restriction Fragment Length Polymor-
phism). Analiza restrykcyjna amplifikowanych fragmen-
tow 16S-23S rDNA badanych szczepéw nie wykazata
jednak zréznicowania izolatow, zatem, wykorzystano
dwie inne metody genetycznego odcisku palca (fin-
gerprinting) - PCR MP (PCR Melting Profile) i RAPD
(Random Amplified Polymorphic DNA). Metody te
bardzo czesto stosowane sg w ocenie zmienno$ci mikro-
organizmow, a do ich zalet mozna zaliczy¢: wysoka site
dyskryminacji, powtarzalnos¢ i fatwos¢ interpretacji
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wynikow. Wyniki uzyskane tymi metodami okazaly sie
poréwnywalne i wykazaly wysoki stopien zréznicowania
bakterii A. chroococcum. Poréwnujac technike ITS-RFLP
z metodami typowania genetycznego - MP PCR oraz
RAPD stwierdzono, ze dwie ostatnie metody sg bardziej
uzyteczne w przypadku réznicowania wewnatrzgatun-
kowego A. chroococcum, natomiast pierwsza z wymie-
nionych moze by¢ stosowana do szybkiej identyfikacji
tych bakterii na poziomie gatunku.

W 2014 roku Lenart-Boron i wsp. [42] okreslili przy-
naleznos¢ gatunkowa szczepow Azotobacter spp. wyizo-
lowanych z gleb przemystowych i rolniczych pobranych
z terenéw Nowej Huty w Krakowie. Identyfikacja takso-
nomiczna izolatéw wykazata obecnos¢ w pobranych
probkach glebowych trzech gatunkéw — A. chroococcum,
A. salinestris i A. vinelandii. Réznorodnos¢ bakterii nale-
zacych do wyzej wymienionych gatunkéw okreslono
przy uzyciu metod — RAPD i Rep-PCR (BOX). Prze-
prowadzone badania wykazaly wysokie zréznicowanie
wewnatrzgatunkowe bakterii. Metode RAPD wykorzy-
stali rowniez w swoich badaniach Marwa i wsp. [50],
w celu oceny stopnia zréznicowania szczepow A. chroo-
coccum wyizolowanych w Egipcie. Zastosowanie tej
metody pozwolilo na okreslenie stopnia genetycznego
podobienstwa pomiedzy wyizolowanymi szczepami
A. chroococcum, a takze szczepem referencyjnym uzy-
tym w doswiadczeniu. Z kolei metode Rep-PCR wyko-
rzystali Rubio i wsp. [69]. Potwierdzili, iZ Rep-PCR jest
odpowiednig metoda do klasyfikacji taksonomicznej
izolatow Azotobacter spp. i oceny réznorodnosci gene-
tycznej pomiedzy gatunkami A. chroococcum, A. saline-
stris i A. armeniacus.

Kolejng metoda stuzaca do okreslenia zréznicowa-
nia szczepow Azotobacter spp. jest technika ARDRA
(Amplified Ribosomal DNA Restriction Analysis)
zastosowana w 2014 roku przez Mazinani i Asgharza-
deh [51]. Materiatem do badan byla gleba ryzosferowa
pobrana na terenach srodkowego Iranu. Na podstawie
uzyskanych wynikéw, naukowcy stwierdzili, ze metoda
ARDRA, charakteryzujaca si¢ odpowiednio wysoka sila
dyskryminacji, jest uzyteczna do identyfikacji bakterii
z rodzaju Azotobacter, a takze do oceny poziomu podo-
bienstwa pomiedzy wyodrebnionymi grupami genetycz-
nymi. Wykorzystujac te metode réwniez Aquilanti i wsp.
[3] okreslili przynaleznos¢ gatunkowa 196 szczepéw bak-
terii wyizolowanych z 35 prébek glebowych pobranych
we Wloszech. Zastosowanie dwdch enzymdw restryk-
cyjnych, Rsal i Hhal, pozwolito na wyrazne zréznicowa-
nie wszystkich badanych szczepow bakterii na podstawie
pordéwnania profili genetycznych charakterystycznych
dla poszczegolnych gatunkéw. Otrzymane wyniki po-
zwolily stwierdzi¢, ze wérdd wyizolowanych bakterii
przewazal gatunek A.chroococcum. Te samg metode
zastosowali ponownie Aquilanti i wsp. [4] do oceny
zmiennosci 76 szczepow srodowiskowych. W obrebie
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analizowanych bakterii znalazlo si¢ 28 szczepow refe-
rencyjnych z rodzajow: Azotobacter, Azomonas, Azospi-
rillum, Beijerinckia, Agrobacterium, Rhizobium, Sinorhi-
zobium i Pseudomonas, a takze 48 izolatow pozyskanych
z gleb srodkowych Wloch. Analizujac dendrogram
wykre$lony na podstawie wynikéw uzyskanych z wyko-
rzystaniem metody ARDRA, naukowcy zaobserwowali
wyrazne podobienstwo miedzy rodzajami: Azotobac-
ter, Azomonas, Azospirillum i Beijerinckia. Gatunkami
najbardziej podobnymi w obrebie rodzaju Azotobacter
okazaly sie: A. vinelandii i A. paspali. Jiménez i wsp. [28]
réwniez wykorzystali technike ARDRA do identyfika-
cjiioceny zroznicowania genetycznego szczepow bak-
terii nalezacych do rodzaju Azotobacter wyizolowanych
z gleb spod upraw warzyw w Kolumbii.

W roku 2020 ukazala sie praca Khosravi i Dolata-
bad [37], w ktdrej poréwnano kilka metod moleku-
larnych oznaczania réznorodnosci bakterii. Analizie
poddano 12 izolatéw Azotobacter spp. zaliczonych na
podstawie cech morfologicznych i fizjologicznych, do
gatunku A. chroococcum. Badania wykonano z uzyciem
technik: Rep-PCR, ERIC-PCR, BOX-PCR, a takze
ARDRA, z zastosowaniem 3 enzymow restrykcyjnych
Hpall, Rsal i Alul. Na podstawie przeprowadzonych
analiz stwierdzono, ze tylko 4 z 12 izolatéw naleza do
gatunku A. chroococcum, a pozostate zidentyfikowano
jako A. salinestris. Wykazano, ze trawienie regionu 16S
rDNA enzymem restrykcyjnym Hpall pozwala na roz-
roznienie tych gatunkéw. Ponadto metody Rep-PCR
i BOX-PCR skutecznie réznily A. chroococcum i A. sali-
nestris. Markery BOX i REP pozwolily takze zréznico-
wac izolaty nalezace do tego samego gatunku, dlatego
zalecane s3 do okre$lania zmienno$ci wewnatrzgatun-
kowej A. chroococcum i A. salinestris.

Jeszcze jedng, czesto stosowang metoda stuzacg do
identyfikacji i sprawdzania stopnia genetyczne podo-
biestwa miedzy szczepami Azotobacter spp., jest
sekwencjonowanie genu 16S rRNA. Obele i wsp. [54]
wyizolowali i zidentyfikowali przy uzyciu standardo-
wych metod mikrobiologicznych 8 szczepéw z rodzaju
Azotobacter. Analiza sekwencji genu 16S rRNA jednego
z nich wykazata 96% stopien podobienstwo genetycz-
nego w stosunku do szczepu referencyjnego A. chroococ-
cum zdeponowanego w bazie RDP Gen Bank. Z kolei,
Liu i wsp. [45] bazujac na wynikach sekwencjonowania
genow 168 rRNA znanych gatunkéw bakterii nalezacych
do rodzaju Azotobacter i Pseudomonas okreslili poziom
podobienstwa genetycznego pomiedzy tymi bakteriami,
a nowo wyizolowanym gatunkiem A. bryophylli.

Dynamiczny rozwdj technik biologii molekularnej
przyczynia si¢ do ciaglego rozwoju i udoskonalania
metod typowania molekularnego. Wéréd opisywanych
w literaturze metod roznicowania bakterii Azotobac-
ter spp. trudno jest znalez¢ metode idealng. Z badan
wynika, ze najlepsze rezultaty mozna otrzymac sto-
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sujac jednocze$nie dwie lub trzy metody molekular-
nego odcisku palca. Do najwazniejszych parametrow,
ktérymi powinny charakteryzowa¢ si¢ metody geno-
typowania nalez3: duza moc dyskryminacyjna, jedno-
znaczno$¢ otrzymanych wynikow, prostota wykonania,
szybko$¢ wykonania oraz powtarzalno$¢ wynikow [40].

3. Analizy genomiczne przedstawicieli Azotobacter
spp. — szczepOw Azotobacter vinelandii D] i Azoto-
bacter chroococcum 8003

Pelnag sekwencje genomu bakterii nalezacych do
rodzaju Azotobacter poznano jedynie dla dwdch gatun-
kow - A. chroococcum, szczep NCIMB 8003 i A. vine-
landii, szczep DJ. Dokladne poznanie i poréwnanie
sekwencji genomow tych szczepdéw dostarczylo wielu
ciekawych informacji na temat ewolucji i zréznicowa-
nia tej grupy bakterii.

3.1. Poréwnanie genomow szczepow Azotobacter
vinelandii DJ i Azotobacter chroococcum 8003

Gatunek A. vinelandii od wielu lat jest przedmiotem
badan i mozna go uznac¢ za modelowy mikroorganizm
w badaniach nad biochemig wigzania N, strukturg
przestrzenng i funkcjonowaniem nitrogenazy oraz
genetyczng regulacja biologicznego wigzania azotu
atmosferycznego [53, 59]. Aktualnie prowadzone bada-
nia bazujace na metodach molekularnych opieraja sie
na poznanej w roku 2009 pelnej sekwencji genomu
A.vinelandii D] [73, 74]. Szczep ten ma pojedynczy,
kolisty chromosom o wielkosci 5365 318 pz. Chromo-
som A. vinelandii D] zawiera 6 kompletnych operonéow
rRNA, a takze 64 gendw tRNA. Zawartos$¢ par zasad
G+C w sekwencji nukleotydowej chromosomu wynosi
65,7%. Badania genomu A. vinelandii D] pozwolily
jak dotad zidentyfikowa¢ 5051 gendéw kodujgcych
bialka sposrdd ktérych 46% wykazuje podobienstwo
do genéw Pseudomonas stutzeri A1501 [73, 74].

Z kolei przedstawiciel gatunku Azotobacter chroo-
coccum, szczep A. chroococcum NCIMB 8003, zostal
wyizolowany w USA w 1934 roku [77]. Pierwsze
badania, w ktorych wykorzystano ten szczep, doty-
czyly zapotrzebowania bakterii z rodzaju Azotobacter
na pierwiastki sladowe [78]. Szczep ten zostal szcze-
golowo opisany przez Thomsona i Skermana [84] i jest
prawdopodobnie najlepiej dotad scharakteryzowa-
nym szczepem gatunku A. chroococcum. Wykorzystany
zostal w badaniach nad budowg i funkcjonowaniem
nitrogenazy zawierajacej jako kofaktor molibden [30,
31, 89] i wanad [66, 67], poznaniem fizjologicznych
mechanizméw chronigcych nitrogenaze przed szkodli-
wym wpltywem O, in vivo [14, 15, 20, 62, 65], syntezg
poli-B-hydroksymaslanu [80] oraz synteza alginanu
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Tabela II
Poréwnanie genomdw Azotobacter chroococcum 8003 i Azotobacter vinelandii D]
Szczep Azotobacter Wielkos¢ Ge kocc;lflljzlce kocc;liljz’ce kocc;liljl:ce —clj)?irilng Pseudo- fur;l;(lgilllal
(p2) % biatka | rRNA tRNA RNA geny Genes

Ac-8003

Chromosom 4591803 66,3 3959 18 66 44 72 4087
Plazmid pAcX50f 311724 62,7 292 0 0 4 13 296
Plazmid pAcX50e 132372 61,9 111 0 0 4 10 115
Plazmid pAcX50d 69317 59,2 55 0 0 3 7 58
Plazmid pAcX50c 62783 56,7 49 0 0 1 50
Plazmid pAcX50b 13852 55,3 10 0 0 2 12
Plazmid pAcX50a 10435 58,1 9 0 0 1 10
Ac-8003 (catkowity genom) 5192291 65,7 4485 18 66 59 104 4628
Av-DJ

Chromosom | 5365318 | 657 | 4660 18 64 47 64 4789

Na podstawie [72].

[60]. W 2015 roku Robson i wsp. [68] opublikowali
pelna sekwencje genomu A. chroococcum NCMIB 8003
(ATTC 4412). Genom tej bakterii skfada si¢ z 7 kolis-
tych replikonéw o sumarycznej wielkosci 5192 291 pz
obejmujacych: kolisty chromosom (4 591 803 pz) oraz
sze$¢ plazmidéw oznaczonych symbolami pAcX50
a-f o wielko$ci w zakresie od 10 kb do 311,7 kb. Chro-
mosom A. chroococcum NCIMB 8003 zawiera 6 kom-
pletnych operonéw rRNA, podobnie jak chromosom
A. vinelandii D], a takze 66 genow tRNA, zatem o dwa
wigcej niz omawiany szczep A. vinelandii (jeden z tych
gendw znajduje si¢ w obrebie profaga). Zawartos¢ par
zasad G+C w sekwencji nukleotydowej chromosomu
wynosi 66,27%, natomiast w przypadku plazmidow
zawiera sie w zakresie od 58,12% do 62,67%. Wyrdz-
niono 4 628 gendéw kodujgcych biatka sposrod ktérych
568 (12,2%) to geny plazmidowe. Okoto 65% genomu
(3 048 gendw kodujacych biatka) wykazuje wysoki sto-
pien identyczno$ci sekwencji (85%) z sekwencja genow
A.vinelandii D], a okolo 23% genomu (1071 genéw
kodujacych biatka) wykazuje podobienstwa z genami
roznych gatunkéw z rodzaju Pseudomonas, 43 geny
z gatunkami z rodzaju Burkholderia i mniejsza liczba
genéw z przedstawicielami rodzajéow: Halomonas,
Escherichia, Azoarcus, Singulospharea, Aromatoleum,
Ralstonia, Cuprividus, Polaromas i Acidovorax [68].
W wyniku analizy poréwnawczej dwdch dostep-
nych sekwencji genomowych stwierdzono, ze genom
rdzeniowy, wspolny dla obu Azotobacter spp., obej-
muje okolo 3000 genéw. W genomie A. vinelandii D]
znajduje si¢ okolo 2000 genéw unikatowych dla tego
szczepu, ktore nie wystepuja w NCIMB 8003, a w geno-
mie A. chroococcurn NCIMB 8003 takich specyficznych
dla szczepu gendw jest nieco mniej — 1700. Genom
rdzeniowy obejmuje geny niezbedne dla przebiegu

wielu szlakow metabolicznych, zawiera rowniez geny
odpowiadajace za charakterystyczne cechy fenotypowe
Azotobacter spp., np. determinujace zakres wykorzy-
stanych przez te bakterie zrodel wegla i energii, a takze
wysoce konserwatywne i dobrze przebadane grupy
genow nif i vnf kodujace nitrogenaze, odpowiednio,
typu I i II. Geny te usytuowane sg w kilku regionach
genomoOw tych bakterii. A. vinelandii posiada réwniez
geny anf, specyficzne dla nitrogenazy III, zawierajacej
jako kofaktor tylko jony zelaza [68].

3.2. Ruchome elementy genetyczne szczepow
Azotobacter vinelandii D] i Azotobacter
chroococcum 8003

Szczep Azotobacter vinelandii D] nie zawiera plaz-
midéw. Nie nalezy jednak wykluczy¢, iz gatunek
pozbawiony jest catkowicie plazmidomu, poniewaz
w roku 1988 badacze Maia i wsp. [46] z wykorzystaniem
32 szczepow A. vinelandii wykazali, ze w 6 z nich wyste-
powaly plazmidy, o wielko$ci w zakresie od 13 kb do
78 kb. Z kolei, w genomie A. chroococcum NCIMB 8003
wystepuje duza liczba réznorodnych plazmidow oraz
elementéw transpozycyjnych - sekwencji inercyj-
nych (IS) i transpozondéw (Tn). Badajac fragmenty IS
w ponad 100 genomach bakteryjnych Touchon i Rocha
[87] doszli do wniosku, ze wielko$¢ genomu i warunki
$rodowiskowe, byly gtéwnymi czynnikami, ktdre pozy-
tywnie korelowaly z liczba IS w genomach bakteryj-
nych. Potwierdzito to fakt, ze rodziny IS nie s3 na ogot
specyficzne dla danego taksonu bakterii i s3 czgsto
nabywane oraz tracone w toku ewolucji. Elementy te
moga odgrywac istotng role w determinowaniu zmien-
nosci i ewolucji genomu poprzez promowanie rearan-
zacji i mutacji, np. typu delecji i duplikacji [75]. Inne
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badania wykazaly, iz w obrebie ruchomych elementow
genetycznych Azotobacter moga wystepowac takie,
ktorych aktywnos¢ prowadzi do powstania bialek lub
zwigzkow, wydalanych przez bakterie do srodowiska.
Moze to mie¢ korzystny lub szkodliwy wplyw na inne
wspotwystepujace organizmy [63]. Na przyktad wyste-
powanie na plazmidzie pAcX50f szczepu NCIMB 8003
genow kompletnego szlaku syntezy pierscienia kory-
nowego moze by¢ korzystne nie tylko dla komoérek
gospodarza, lecz takze, dla organizméw, ktére musza
pozyskiwaé witamine B12 ze $rodowiska. El-Essawy
iwsp. [21] opisali naturalny szczep A. chroococcum nad-
produkujacy witamine B12. Warto réwniez zauwazyc¢,
ze obecnos¢ zaleznej od witaminy B12 reduktazy rybo-
nukleotydowej, zaréwno w genomie A. chroococcum
NCIMB 8003, jak i A. vinelandii DJ, a takze w genomach
3 z 8 gatunkow bakterii z rodzaju Pseudomonas [91],
mogloby umozliwi¢ synteze¢ deoksyrybonukleotyddw,
zwlaszcza w warunkach tlenowych [86], co dodatkowo
potwierdza, ze bakterie nalezace do rodzaju Azotobacter
s typowymi aerobami [73].

Analiza plazmidomu szczepu A. chroococcum
NCIMB 8003 wykazala, ze w wigkszosci przypadkow
geny plazmidowe koduja biatka podobne do tych, spo-
tykanych u bakterii z rodzaju Pseudomonas. Jedynie
plazmid pAcX50c wykazal cechy charakterystyczne dla
plazmidéw spotykanych u bakterii Burkholderia. Wiel-
kosci plazmidow wahaja si¢ od najwiekszego pAcX50f,
311 724 pz, zawierajacego 292 geny kodujace bialka, do
najmniejszego pAcX50a, 10 435 pz, na ktérym zlokali-
zowano 9 genéw kodujacych bialka.

3.3. Charakterystyka wybranych genéw szczepéw
Azotobacter vinelandii DJ i Azotobacter chroo-
coccum 8003

Najszerzej scharakteryzowang grupa genéw wyste-
pujacych u przedstawicieli rodzaju Azotobacter s3 geny
zwigzane z mechanizmem wigzania azotu atmosferycz-
nego [13, 16, 52, 68, 85]. Enzymem majacym decydu-
jace znaczenie w tym procesie jest nitrogenaza. A. vine-
landii moze wytwarza¢ az trzy rodzaje nitrogenazy,
w zalezno$ci od warunkow $rodowiskowych:

o nitrogenaze I (geny nifD, nifK, nifH), zawierajaca
koenzym Fe-Mo-Co (jest wytwarzana, gdy w $ro-
dowisku wystepuja jony molibdenu),

o nitrogenaze II (geny vufD, vnfK, vnfH), zawiera-
jaca jako kofaktor Fe-V-Co (powstaje w warun-
kach deficytu molibdenu, gdzie pierwiastek ten
zastepowany jest czasteczka wanadu),

« nitrogenaze III (geny anfD, anfK, anfH), w ktorej
kofaktorem jest jedynie jony zelaza [7].

W wyniku poréwnania pelnej sekwencji genoméow

szczepow A. chroococcm NCIMB 8003 i A. vinelandii
DJ stwierdzono, iz geny anf sa specyficzne jedynie dla
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szczepu DJ. Z kolei geny nif A. chroococcum 8003 wyka-
zujg wysoki stopien identyczno$ci sekwencji z sekwen-
cja gendw A. vinelandii D], a jedna z roznic jest obecnos¢
w genomie szczepu 8003 genu kodujacego ferrodoksyne
4Fe-4S. Poza strukturalnymi genami kodujgcymi reduk-
taze dinitrogenazy (nifH) i dinitrogenaze (nifD, nifK),
do istotnych gendéw nif naleza geny regulatorowe nifL
i nifA oraz geny biorace udzial w transporcie molibdenu
i biosyntezie kofaktora nitrogenazy (nifB, nifQ) [68].
Wsrod gendw zwigzanych z aktywnoscia nitrogenazy
znalazly sie rowniez geny alg kodujace alginiany. Algi-
niany odgrywaja istotng role w ochronie nitrogenazy
przed szkodliwym wplywem tlenu oraz w procesie two-
rzenia cyst [11, 71, 72]. W genomach obu szczepow
potwierdzono obecnos¢ 12 gendéw alg uczestniczacych
w syntezie alginianu, liniowego kopolimeru kwasu
B-D-mannuronowego i kwasu a-L-guluronowego.
W przypadku A. vinelandii D], siedem sposrod tych gendw
koduje epimerazy mannuronanowe C-5 (algE1, algE2,
algE3, algE4, algE5, algE6 i algE7), ktore modyfikuja
polimer poza komoérkami bakterii. Z kolei pig¢ innych
genow koduje regulatory syntezy alginianu (algR, algB,
algP, algQ i amrZ). W genomie A. chroococcum NCIMB
8003 wykryto jedynie cztery geny algE (algEl, algE2,
algE3 i algE4). Do innych regulatoréw syntezy alginianu
nalezg: operon algU-mucABCD, geny proteazy algW,
mucP i prc oraz gen cyklazy diguanylanowej mucR [73].
Geny mucABCD sg takie same u obu szczepow, nato-
miast w genie algU A. vinelandii D] wykryto sekwencje
insercyjna o dtugosci okoto 1 kb zlokalizowang blisko
regionu kodujacego N-terminalny region biatka [68].
Inng wazna grupa gendéw wystepujacych u omawia-
nych szczepdw bakterii, sa geny zaangazowane w pro-
dukcje sideroforéw bioracych udzial w wychwytywa-
niu zelaza. Pozyskiwanie Fe ze Srodowiska jest waznym
czynnikiem wplywajacym na wzrost i rozwéj drobno-
ustrojow, w tym takze tych z rodzaju Azotobacter [52].
A. vinelandii w warunkach niedoboru zelaza w §rodo-
wisku wydziela zéttozielone fluorescencyjne siderofory
(azotobaktyne), nalezace do rodziny piowerdyn [16].
Szczepy A. vinelandii D] sg rdwniez znane z produkcji
réznych sideroforéw katecholowych [13, 85]. Z kolei
w genomie A. chroococcumn NCIMB 8003 nie wykryto
gendow odpowiadajacych genom ent A. vinelandii DJ,
co $wiadczy o tym, ze szczep ten nie wytwarza sidero-
foru typu katecholowego. Warto jednak zauwazy¢, ze
w genomach obu szczepdw obecny jest wysoce kon-
serwatywny zespol pieciu gendw, wykazujacych wysoki
stopient homologii do genéw operonu pvsABCDE odpo-
wiedzialnych za synteze sideroforu polihydroksykar-
boksylanu, zwanego u Vibrio parahaemolyticu vibrio-
feryna [81]. Synteza azotobaktyny jest determinowana
przez grupe 12 genéw pvd o sumarycznej dltugosci
ok. 60kb. W tej grupie genéw wystepuja geny kodu-
jace: cztery nierybosomalne syntetazy peptydowe,
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6-monoxygenaze ornityny, tioesteraze, transaminaze
diaminomaslano-2-oksoglutaranows, receptor sidero-
forowy TonB, regulator transkrypcji z rodziny TauD/
TfdA i czynnik glodu zelazowego PvdS [68].

Szczep A. chroococcum NCIMB 8003 nie wytwarza
fluorescencyjnych sideroforéw. Genom NCIMB 8003
zawiera jednak kilka zespoléw gendéw potencjalnie
zaangazowanych w produkcje sideroforow. Najwiekszy
z nich (41 kb) obejmuje 19 genéw chromosomalnych,
kodujacych biatka, ktore prawdopodobnie biorg udziat
w tworzeniu sideroforu podobnego do piowerdyny.
Klaster ten zawiera geny dla: czterech nierybosomal-
nych syntetaz peptydowych, syntazy poliketydowej,
tioesterazy, dwoch transporteréw wyplywu, L-orni-
tyno-5-monooksygenazy, dwoch zaleznych od zelaza
receptorow sideroforowych TonB i czynnika Sigma 70.
Genom tej bakterii zawiera takze dwa inne loci, ktore
moga by¢ zaangazowane w synteze sideroforéw pep-
tydowych. Jedna grupa 8 genéw znajduje sie na pla-
zmidzie pAcX50f, a druga (10 genéw) na chromoso-
mie i koduje stosunkowo niewielka nierybosomalna
syntetaze peptydowa oraz kilka pomp wyrzutu (efflux
pump), ktérych komponenty wykazuja najwyzszy
stopien identycznosci sekwencji z pompami bakterii
z gatunku Pseudogulbenkia (klasa f-Proteobacteria).
Dwa geny, z ktérych jeden koduje receptor siderofo-
rowy podobny do TonB, wykazujg najwyzszy stopien
identycznosci sekwencji z genami A. vinelandii DJ [68].

4. Podsumowanie

Bakterie z rodzaju Azotobacter s przedmiotem wielu
badan prowadzonych zaréwno w Polsce jak i za gra-
nicy. Zainteresowanie tymi bakteriami w duzej mierze
zwigzane jest z ich wlasciwos$ciami, pozwalajacymi na
wykorzystywanie tych drobnoustrojéow w rolnictwie.
Dzigki zdolno$ci do wigzania azotu atmosferycznego
i udostepniania go roslinom wyzszym w formie przy-
swajalnej, produkeji substancji stymulujacych wzrost
i rozwdj roslin, a takze zdolnosci do produkcji zwigzkow
hamujacych rozwdj patogendw, sa one wykorzystywane
w produkeji doglebowych szczepionek bakteryjnych.

Ponadto, bakterie te s3 doskonatym wskaznikiem
zyznosci gleby, dlatego czgsto wykorzystywane sg jako
mikroorganizmy modelowe w wielu badaniach. Przez
wiele lat identyfikacja tych bakterii opierata si¢ na
metodach hodowlanych. Rozwoéj technik molekular-
nych umozliwil precyzyjne klasyfikowanie i wlasciwe
identyfikowanie omawianych drobnoustrojow. Obec-
nie taksonomia Azotobacter spp. opiera sie na bada-
niach wielokierunkowych, ktére bazuja na danych
uzyskanych z analizy cech fenotypowych, genomowych,
a takze z analiz filogenetycznych. Poznanie i poréwna-
nie sekwencji genomoéw A. chroococcum NCIMB 8003
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i A. vinelandii D] przynosi wiele warto$ciowych infor-
macji, jednoczes$nie nasuwa wiele pytan, na ktére odpo-
wiedzi pozwolityby zrozumie¢ ewolucje, réznorodnos¢
i miejsce tych bakterii w Srodowisku. Poznanie sekwen-
¢ji genomowych innych szczepdéw A. chroococcum
i A. vinelandii z pewnoscig przyniostoby wiele korzysci
i pozwolitoby pelniej okresli¢ strukture i wlasciwosci
genomow tych bakterii. Niezbedne jest rowniez pozna-
nie sekwencji innych gatunkow tego rodzaju, a zwlasz-
cza A. paspali (bakterii o wlasciwosciach halofilnych).
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