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HERBASPIRILLUM SEROPEDICAE — EFEKTYWNY DIAZOTROF KLIMATU
UMIARKOWANEGO?

ROLA AZOTU W GLEBIE

Azot jest jednym z najpowszechniej wystę-
pujących pierwiastków na kuli ziemskiej. Naj-
większe jego zasoby związane są w litosferze w
skałach magmowych, osadowych i metamor-
ficznych, a drugim pod względem wielkości
jego rezerwuarem jest atmosfera. Chociaż w
glebie znajdują się stosunkowo niewielkie ilo-
ści azotu, to decydują one o wzroście i rozwoju
roślin, a pośrednio o życiu na Ziemi. Zawartość
azotu w glebie uzależniona jest w dużej mierze
od rodzaju gleby i kształtuje się na średnim po-
ziomie 0,06–0,3%, z czego zdecydowaną więk-
szość stanowią związki organiczne (95–99%), a
tylko 1–5% stanowią połączenia mineralne
NH4

+ i NO3
–. Niektóre gleby, t.j. czarnoziemy,

czarne ziemie, czy gleby torfowe mogą zawie-
rać nawet 3,5% N, jednak zdecydowaną więk-
szość naszych gleb stanowią gleby piaskowe

zawierające nie więcej niż 0,1% N (FOTYMA i
współaut. 1998).

Przemiany związków azotowych w glebie,
t.j., mineralizacja i immobilizacja, utlenianie i
redukcja, wywierają istotny wpływ na obieg
azotu w przyrodzie. Równowaga tych prze-
mian określa warunki żywienia roślin azotem i
decyduje o stopniu wykorzystania przez nie na-
wozów azotowych (SCHRADER i współaut.
1981, PEARSON i współaut. 1984).

Ze wszystkich poznanych dotychczas pier-
wiastków odżywczych rośliny najsilniej re-
agują na niedobory azotu, co objawia się słab-
szym ich krzewieniem, wątłością, sztywnością
i strzelistością. Liście są źle wykształcone, a plo-
nowanie roślin oraz wartość biologiczna otrzy-
manego produktu obniżone.

WIĄZANIE AZOTU ATMOSFERYCZNEGO PRZEZ BAKTERIE

Bioróżnorodność, krążenie pierwiastków
oraz przepływ energii są podstawowymi czę-
ściami składowymi umożliwiającymi funkcjo-
nowanie wszystkich systemów w przyrodzie.
Jednym ze sposobów zapewniających uzu-
pełnianie zasobów podstawowych pierwiast-
ków w glebie, takich jak azot, jest stosowanie
nawozów chemicznych. Jest to jednak zabieg
bardzo kosztowny, energochłonny, jednocze-

śnie wpływający na zanieczyszczenie środowi-
ska, a przemysłowe wiązanie azotu z powietrza
wymaga bardzo wysokich temperatur i ciśnień
oraz użycia katalizatorów. Powodem tego jest
obecność trzech kowalencyjnych wiązań w
cząsteczce azotu, na zerwanie których potrzeb-
na jest duża ilość energii, ok. 225 kcal/mol. Na-
tomiast bakterie przeprowadzają ten proces w
warunkach normalnych ciśnień i temperatur,
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dzięki wykorzystaniu bardzo efektywnych bio-
katalizatorów i wytwarzaniu enzymu nitroge-
nazy (CZERWIŃSKI 1994, VANCE 1996).

Ocenia się, że ilości azotu związanego bio-
logicznie przez drobnoustroje na kuli ziem-
skiej zamykają się w granicach 100–265 milio-
nów ton rocznie, z czego 150 milionów ton
przypada ma mikroorganizmy glebowe
(SAWICKA 1983).

Dlatego też znaczącą rolę przypisuje się
biologicznemu wiązaniu azotu w rolnictwie,
szczególnie pod uprawami zbóż, kukurydzy i
ryżu (KAMMEN 1997).

Liczne badania wskazują, że zdolność
wiązania azotu atmosferycznego jest przypisa-
na tylko niektórym mikroorganizmom proka-
riotycznym, takim jak bakterie, sinice i promie-
niowce, zwanymi powszechnie diazotrofami.
Wszystkie te organizmy zawierają informację
genetyczną umożliwiającą syntezę enzymu —
nitrogenazy, który katalizuje redukcję N2 do
NH3. Zdolność do przeprowadzenia takiego
procesu kontrolowana jest przez 17-genowy
operon nif, odpowiedzialny za prawidłową
syntezę odpowiednich produktów białko-
wych. Ponadto, w kontroli procesu wiązania
N2 oprócz genów nif uczestniczą geny nod
oraz szereg genów rośliny gospodarza
(LORKIEWICZ i SKORUPKA 1982, BARABASZ
1992, MĄDRZAK i GOLIŃSKA 1999).

Wiele czynników wpływa na duże zaintere-
sowanie wiązaniem azotu przez bakterie sym-
biotyczne. Rośliny, z jakimi bakterie te
wchodzą w symbiozę są dokładnie taksono-
micznie określone, procesy brodawkowania
roślin i wiązania azotu są skorelowane, badania
prowadzone na brodawkach roślin motylko-
watych prowadzą nadal do pasjonujących od-
kryć, a ich praktyczna rola doceniona była już

w starożytności. Proces symbiotycznego wiąza-
nia azotu jest również obecnie powszechnie
wykorzystywany w rolnictwie, ze względu na
znaczne ilości związywanego azotu przez drob-
noustroje symbiotyczne, które kształtują się na
poziomie od 50 do 500 kg N/ha/rok. Jednak
szereg prowadzonych w ostatnich latach ba-
dań, wskazuje na możliwości wykorzystania w
praktyce rolniczej zdolności wiązania tego
pierwiastka również przez liczne drobnoustro-
je niesymbiotyczne, zwane endofitami (DART i
współaut. 1975, SAWICKA i SWĘDRZYŃSKA
1997) które, tak jak np. Azotobacter paspali,

wchodząc w asocjacyjny układ z trawą Paspa-

lum notatum, wiążą nawet do 100 kg N/ha/rok
(DART i współaut. 1975). Inspiracją badań nad
tą grupą drobnoustrojów jest z pewnością nie
do końca poznany ich system aktywności ni-
trogenazy; a rośliny, z którymi te drobnoustro-
je wchodzą w asocjacje należą do różnorod-
nych grup. Dlatego też obecnie głównym ce-
lem badawczym są asocjacje endofitów zdol-
nych do wiązania azotu atmosferycznego pod
powszechnie uprawianymi zbożami oraz pozo-
stałymi roślinami niestrączkowymi o dużym
znaczeniu gospodarczym.

Światową reakcją na ten problem są podej-
mowane próby utworzenia Akcji Międzynaro-
dowego Porozumienia Programowego Badań
nad Nowymi Technologiami Bionawożenia.
Głównym celem programowym tej organizacji
byłoby wykorzystanie możliwości inokulacji
zbóż i pozostałych roślin niestrączkowych róż-
nymi diazotrofami, a także prowadzenie szcze-
gółowych badań nad ich zasiedlaniem i zdolno-
ścią wiązania azotu jako czynnikami
wpływającymi na wzrost i rozwój roślin
(DÖBEREINER 1989).

ENDOFITY BAKTERYJNE JAKO ALTERNATYWNE NAWOZY AZOTOWE

W odniesieniu do „endofityczych bakterii
diazotroficznych” termin ten obejmuje wszyst-
kie diazotrofy zdolne do zasiedlania głównie
strefy korzeniowej roślin, przeżywających
dość trudno w glebie i mających zdolność
wiązania azotu w asocjacjach z roślinami.

W zamian za zaopatrywanie rośliny–gospo-
darza bezpośrednio w azot endofity czerpią ko-
rzyści, takie jak zmniejszona konkurencja o po-
karm, jaka istnieje w części przykorzeniowej
gleby, tzw. ryzosferze, większe zaopatrzenie w
substraty, a także ochrona przed nadmierną

koncentracją tlenu, jako czynnika mogącego
działać destrukcyjnie na nitrogenazę (STRZEL-
CZYK 2001).

Liczne badania prowadzone na organi-
zmach endofitycznych w przeciągu ostatnich
lat nie wyjaśniły jednak dotychczas wielu za-
gadnień związanych z ich występowaniem w
środowisku. Ważnym elementem stało się lep-
sze poznanie i zrozumienie interakcji między
mikroorganizmami diazotroficznymi a roślina-
mi (FRANCO 1998, MEHNAZ i współaut. 1998).
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HERBASPIRILLUM SEROPEDICEAE — BAKTERIE WYŁĄCZNIE TROPIKALNE?

Bakterie Herbaspirillum seropediceae są
Gram-ujemnymi przecinkowcami o średnicy
0,5–0,7 �m i długości 1,4–1,8 �m, czasem przy-
bierającymi kształty spiralne. Posiadają jedną
do trzech, a najczęściej dwie unipolarne rzęski,
dzięki którym charakteryzują się dość dużą ru-
chliwością. Są bakteriami chemoorganotro-
ficznymi, swobodnieżyjącymi, zdolnymi do
wiązania azotu atmosferycznego w warunkach
tlenowych lub przy ograniczonym dostępie tle-
nu (PEDROSA i współaut. 1998). Izolaty Herba-

spirillum seropediceae wykazują aktywność
enzymów katalazy, oksydazy i ureazy; nato-
miast nie mają zdolności hydrolizowania żela-
tyny. Redukują jony NO3

– do NO2
–, jednak nie

wszystkie szczepy Herbaspirillum przeprowa-
dzają denitryfikacje całkowitą do N2.

Herbaspirillum seropediceae wzrasta w po-
staci wilgotnych, białawych kolonii z niebie-
skawym środkiem pojawiającym się po 7–10
dniach hodowli. Najlepiej rozwija się w środo-
wisku o pH 5,0–8,0. Wykazano wrażliwość bak-
terii na obecność jonów amonowych i tlenu,
który hamuje ekspresję genu odpowiadającego
za wiązanie azotu (RUDNICK i współaut. 1997),
choć późniejsze doniesienia wskazują, iż NH4

+

tylko częściowo hamuje aktywność nitrogena-
zy (FU i BURRIS 1989).

Bakterie Herbaspirillum seropediceae po
raz pierwszy zostały wyizolowane z korzeni i
strefy ryzosferowej pod uprawami pszenicy w
Brazylii (BALDANI i współaut. 1986). Jednak
często stwierdzano, że ich liczebność w glebie,
nawet w części ryzosferowej, jest niewielka, a
identyfikowane stąd szczepy bakterii pocho-
dziły, zdaniem niektórych badaczy, z włośni-
ków lub niewielkich cząstek korzeni, które
przedostały się do analizowanych próbek gle-
by (OLIVARES i współaut. 1995). Autorzy ci
wskazują jednocześnie, że w glebie inokulowa-
nej Herbaspirillum seropediceae nie stwier-
dzono obecności tych bakterii już po 30 dniach
od inokulacji, za wyjątkiem gleby, na której po-
sadzono sorgo, w którego ryzosferze korzeni
namnożyły się bakterie. Stąd też, często określa
się ten gatunek bakterii jako niezdolny do prze-
życia poza tkankami roślin.

Doświadczenia, których celem jest określe-
nie miejsc kolonizacji rośliny przez Herbaspi-

rillum seropediceae wskazują na duże zróżni-
cowanie zasiedlenia roślin w zależności od ich
gatunku.

Kolejne badania potwierdziły występowa-
nie omawianego szczepu również pod uprawa-
mi ryżu (Oryza sativa), gdzie zasiedlał tkanki
korzeni, łodyg, liści i nasion, kukurydzy (Zea

mays) i sorgo (Sorghum bicolor). Na tym po-
ziomie badań bakterie funkcjonowały tylko
pod jedną nazwą gatunkową — Herbaspirillum

seropediceae. Później wyodrębniono nowy
szczep, będący łagodnym patogenem trzciny
cukrowej, nazywany początkowo Pseudomo-

nas rubrisubalbicans przekwalifikowany w
1996 roku na Herbaspirillum rubrisubalbi-

cans (BALDANI i współaut. 1996). Oba gatunki
zasiedlały korzenie oraz łodygi trzciny cukro-
wej, sorgo i ryżu, wykazując jednocześnie zdol-
ność do wiązania azotu atmosferycznego pod
ich uprawami (PIMENTEL i współaut. 1991,
URETA i współaut 1995).

Diazotrof ten wyizolowany został też z Pen-

nisetum purpureum, trzciny cukrowej, ró-
żnych gatunków traw zachwaszczających
uprawy, a nawet z roślin strączkowych,
rosnących na polach kukurydzy. Badania pro-
wadzone przez BALDANIEGO i współaut. (1997)
dowodzą, że zasiedlanie przez bakterie strefy
korzeniowej tych roślin charakterystyczne jest
głównie dla korzeni bocznych, gdzie przedos-
tając się przez przestwory międzykomórkowe
kolonizują tkanki ksylemu. Liczne badania po-
twierdzają występowanie Herbaspirillum se-

ropediceae również w różnych gatunkach
palm, bananowcach, ananasowcach oraz in-
nych roślinach dwuliściennych (DÖBEREINER i
współaut. 1995, DÖBEREINER 1997).

Stwierdzono, iż w przeciwieństwie do in-
nych endofitów, bakterie Herbaspirillum sero-

pediceae mogą rozwijać się w roślinach dzięki
przedostawaniu się do nich przez zainfekowa-
ne nasiona.

Badania przeprowadzone przez SABRY’EGO
i SALEA (2002) wskazują, że łączna inokulacja
Herbaspirillum seropedicae i Azospirillum lub
Azorhizobium pokrywa 50% zapotrzebowan-
ia nawożenia azotowego pod uprawą pszenicy.
WIELAND i FEEDRIK (1998) wskazują, że inokul-
acja powyższymi bakteriami wpływa nie tylko
na wspomaganie pokarmowe roślin, ale też jest
powodem wzrostu populacji bakterii. Herbas-

pirillum seropedicae wchodzi również w ko-
rzystne interakcje z innym endofitycznym ga-
tunkiem bakterii wiążącej azot atmosferyczny
Acetobacter diazotrophicus. HEMERLY i
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współaut. (1998) wykazali, że inokulacja trzci-
ny cukrowej mieszaniną tych dwóch szczepów
daje lepsze wiązanie azotu pod uprawami,
aniżeli szczepienie wyłącznie jednym gatunk-
iem bakterii. DÖBEREINER i BALDANI (1998) in-
okulując trzcinę cukrową badanymi szczepami
przedstawili hipotezę potwierdzającą stymul-
ujący, wzajemny wpływ obu gatunków bakter-
ii. Zdaniem badaczy, Acetobacter diazot-
rophicus, wykorzystując zawartą w roślinach
sacharozę, produkuje kwasy organiczne, wy-
korzystywane przez Herbaspirillum seropedic-

eae. Dzięki temu pH środowiska utrzymuje się
na stałym poziomie 5,5, który jest optymalny
dla rozwoju obu endofitów.

Obiecujące wyniki ilości związanego azotu
przez Herbaspirillum seropedicae w warunk-
ach laboratoryjnych (całkowita akumulacja
azotu wynosząca 0,44 mg/5 ml–1) oraz odnot-
owanie korzystnych efektów inokulacji badan-
ym szczepem wielu upraw w krajach tropik-
alnych skłoniło autorkę do podjęcia prób wy-
korzystania cennej właściwości Herbaspiri-

llum pod uprawami roślin odgrywających
znaczącą rolę w polskim rolnictwie. Inokulacja

wybranych traw (stokłosa spłaszczona, życica
wielokwiatowa i festulolium) omawianym ga-
tunkiem bakterii dała pozytywne rezultaty. Po-
ziom związanego azotu pod uprawami traw
szczepionymi Herbaspirillum różnił się istotn-
ie (P < 0,001) w porównaniu do prób kontrol-
nych nieszczepionych bakteriami i wynosił śr-
ednio 8,22 nanomole C2H4 x h–1 x roślina–1, co
w przeliczeniu na azot związany stanowiłoby
ok. 0,7 kg/m2/sezon wegetacyjny.

Analiza podstawowych grup drobnoustro-
jów glebowych w glebie szczepionej Herbaspi-

rillum seropedicae nie wykazała wpływu en-
dofitycznej bakterii na zmiany stanu mikrobio-
logicznego badanego środowiska. Fakt ten wy-
daje się potwierdzać wcześniejsze badania pro-
wadzone w różnych ośrodkach naukowych na
świecie, wykluczające patogeniczność tego ga-
tunku w stosunku do towarzyszących drobno-
ustrojów oraz organizmów wyższych.

Czy nie warto więc zastanowić się nad roz-
winięciem badań, które mogłyby pozwolić na
wykorzystanie Herbaspirillum seropedicae

jako skutecznej szczepionki pod uprawy w no-
woczesnym polskim rolnictwie?

HERBASPIRILLUM SEROPEDICAE — EFFECTIVE DIAZOTROPHIC BACTERIUM OF TEMPORATE
CLIMATE?

S u m m a r y

The only procaryotic organisms, which are capa-
ble of fixing atmospheric nitrogen, are those that can
synthetize nitrogenase. This is an enzyme that plays a
key role in the process of biological dinitrogen fixa-
tion. A widespread and well-known phenomenon is
the fixation of this element by bacteria living in symbi-
osis with leguminous plants. However, also some
free-living bacteria, frequently entering into associa-
tions with various plants, reveal capabilities of fixing
molecular nitrogen. Such endophytes include bacteria

like Herbaspirillum seropediceae and Acetobacter

diazotrophicus were first discovered in countries of
the tropical climate.

The influence of inoculation with Herbaspirillum

seropediceae on dinitrogen fixation was studied in dif-
ferent grasses in temporate climate. A beneficial effect
of inoculation the grasses seeds with Herbaspirillum

seropedicae was noted and the quantity of fixed nitro-
gen was larger in comparsion with control.
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