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Azotobacter spp. to wolno-zyjace, $cisle aerobowe, heterotroficzne
bakterie Gram-ujemne. Nalezg one do rodziny Pseudomonadaceae,
zaliczanej do Kklasy y-Proteobacteria. Przedstawiciele tego rodzaju
bakterii zasiedlajg wiele $srodowisk, takich jak: gleba, woda, osady
Scickowe, ryzosfera i fyllosfera roslin.

> Ocena zroznicowania genomowego (ITS-PCR/RFLP)
wyodrebnionych izolatéw Azotobacter spp.

W obrebie rodzaju Azotobacter wyrézniono 8 gatunkéw, a > Okreslenie przynaleznosci gatunkowej —szczep6w
bakterii z rodzaju Azotobacter w oparciu o amplifikacje

Azotobacter cr]ropcoc_cum - je§t najparqmg rozpowszechn_lony w B s S T e e
glebach calego $wiata i dominuje on roéwniez w glebach Polski. ; | ‘,\
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U Material do badan stanowily 56 szczepy bakterii z rodzaju Azotobacter wyizolowane z réznych gleb z obszaréw calej Polski.
U Z plynnych hodowli bakterii wyizolowano DNA (MasterPureTM Complete DNA & RNA purification Kit).

U Do oceny zréoznicowania genetycznego badanych izolatéw Azotobacter spp. zastosowano technike ITS-PCR z analiza restrykcyjna produktu amplifikacji
fragmentu 16S-23S rDNA.

U Do identyfikacji gatunkowej wybranych izolatow wybrano metode oparta na amplifikacji i sekwencjonowaniu genu 16S rRNA.

Kt) A143'2A384_2 a2 A725 T84 AB19-1 6850 A2634 A MOWQMM Aasag-? 4604%4733_';4803 o Tabela 1. Stopien podobiefistwa sekwencji genu 16S rRNA (%) wybranych szczepow Azotobacter spp. z sekwencja
1000 — ———— — — — — — — — St St genu 16S rRNA szczepu Azotobacter chroococcum znajdujacego si¢ w bazie NCBI
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Zdjecie 1. Obraz elektroforetyczny produktow amplifikacji regionu ITS (wielkos¢ produktu 1000 pz) A727-1, A3112 100%

badanych szczepow Azotobacter i szczepow referencyjnych z rodzaju Azotobacter i Azomonas (DSM);

M — marker wielkosci DNA Perfect Plus™ 2 kb (2000-50 bp); K(-) — kontrola negatywna A143-1, A284-2, A340-1, A374-1, A384-2,

B — A415, A484-1, A597-1, Abé3, A725, A819-1, 99%
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Zdjecie 2. Profile elektroforetyczne RFLP ITS badanych szczepow Azotobacter i szczepow
referencyjnych z rodzaju Azotobacter i Azomonas (DSM), uzyskane w wyniku trawienia regionu

ITS enzymem restrykcyjnym Haelll; > W wyniku amplifikacji fragmentu 16S-23S rDNA dla 56 badanych szczepow oraz
M — marker wielkosci DNA M (1000-100 bp); K(-) — kontrola negatywna 7 szczepow referencyjnych rodzaju Azotobacter i Azomonas otrzymano 1 produkt PCR
M  A1431  A3841  A415 A6002  A727-1  A727-3  A8191  A8193 0 dhugosci okoto 1000 pz. Kolejnym krokiem byto wykonanie analizy restrykcyjnej
1000 — ALI3:2 i Bad V2N SCO0 L 22 AT7:2 S0 RS iR uzyskanego produktu PCR przy uzyciu dwoch endonukleaz Haelll i Mspl.
proge - 0 BB 2 i ki DR » Laczna analiza profili elektroforetycznych otrzymanych metoda ITS-PCR/RFLP pozwolita
— — — T T na wyr6znienie W obrebie badanych izolatow Azotobacter spp. cztery profile genetyczne.
100 TR e ——— —— — - — > Najwigcej analizowanych izolatow Azotobacter spp. (30) nalezato do genotypu IV — BB,

15 szczepow reprezentowato genotyp | — AA, 6 izolatow genotyp Il1 — AC i 5 pozostatych
A B- B izolatow tworzyto genotyp Il — AB.
» Sposrod 56 badanych szczepéw 36 charakteryzowalo si¢ takim samym genotypem
Zdjecie 3. Profile elektroforetyczne RFLP ITS badanych szczepow Azotobacter i szezepéw w analizach ITS-PCR/RFLP jak szczepy referencyjne A. chroococcum DSM 281 i DSM
referencyjnych z rodzaju Azotobacter i Azomonas (DSM), uzyskane w wyniku trawienia regionu 2286, co wyraznie wskazywalo na ich przynaleznosci do gatunku Azotobacter

ITS enzymem restrykcyjnym Mspl;

M. marker wiclkosei DNA (1000-100 bp): K(-) - kontrola negatywna chroococcum i byty to profile AC i BB. Pozostate izolaty o wzorach restrykcyjnych AA

i AB nie wykazywaty podobienstwa do zadnego z uzytych szczepéw wzorcowych.
K(-)  A284-2 A384-1 A484-1 A484-2 AG600-2 A727-2 A1820-1 A4604 A4803 _M > Do dalszych analiz filogenetycznych opartych na sekwencjonowaniu genu kodujacego
1500 —» : T BN e S e T R ——— 16S rRNA wybrano 20 izolatow grupy o wzorach AC i BB oraz 10 izolatow z pozostatych
; dwoch grup.
> Na podstawie sekwencjonowania genu 16S rRNA badane izolaty zidentyfikowane zostaty
do gatunku Azotobacter chroococcum.
»> Stopien podobienstwa sekwencji genu 16S rRNA badanych izolatow do sekwencji genu
szczepu Azotobacter chroococcum, znajdujacego si¢ w bazie NCBI, wynosit od 98% do
s " e e 100%
fgggc;)t,y%?;i:;eszgggy Zzzr:t/oﬁgoc(:g:\ ;(;g;amp“ﬂkac“ e T > Najwst_z_y stopienn podobienstwa sekwencji genu 16S rRNA (100%) w stosun_ku do
M — marker wielkosci DNA Perfect Plus™ 2 kb (2000-50 bp): K(-) — kontrola negatywna sekwencji genu 16S rRNA szczepu Azotobacter chroococcum (NCBI) wykazaly izolaty
A727-1 i A3112.




