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WYKORZYSTANIE BENZENU JAKO JEDYNEGO ZRODEA WEGLA
W WIAZANIU WOLNEGO AZOTU PRZEZ BAKTERIE Z RODZAJU
AZOSPIRILLUM I PSEUDOMONAS STUTZERI

Utilisation of benzene as the sole carbon source in fixation of free nitrogen by Azospirillum spp.
and Pseudomonas stutzeri strains of bacteria

ABSTRAKT: Szczepy bakterii Azospirillum spp. i Pseudomonas stutzeri byty izolowane wczesniej z
endoryzosfery jeczmienia (Hordeum sativum), kukurydzy (Zea mays), uprawianych na réznych glebach
i z wydmuchrzycy piaskowej (Elymus arenarius) rosnacej na piaskach wybrzeza Battyku (Sobieszewo
i Swinoujscie). Szczepy te byly zdolne do degradacji benzenu. Wiazanie azotu przez szczepy Azospi-
rillum spp. i Pseudomonas stutzeri (glodzone), wyrazone redukcja acetylenu, byto badane w pozywce
bezazotowej z benzenem jako jedynym Zrédtem wegla w czasie 168 godzin. Najwyzsza aktywnos¢ ni-
trogenazy Azospirillum spp. stwierdzono od 24 hdo 48 h, gdy wahata si¢ od 108,19 nM do 109,71 nM
C,H,h'-cm? fazy gazowej. Najwyzsza aktywnoS$¢ nitrogenazy Pseudomonas stutzeri stwierdzono po
168 h, wynosita ona okoto 83,8 nM C2H4~h"-cm’3.
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WSTEP

W Srodowisku glebowym benzen wystepuje w bardzo matych ilosciach. Przede
wszystkim znajduje si¢ on w ropie naftowej (do 0,4 g-1000 cm™) i benzynie. Ak-
tywnoS$¢ wulkaniczna i pozary laséw przyczyniaja si¢ do pojawienia si¢ benzenu w
Srodowisku.

Stwierdzono zdolnos¢ szczepu Pseudomonas sp. JS150 do biodegradacji samego
benzenu z mieszanki wielosktadnikowej zwiazkow aromatycznych z fenolem, tolu-
enem, naftalenem, chlorobenzenem i trichloroetylenem (11). Szczep ten syntetyzowat
niespecyficzng 1,2-dioksygenaze toluenowa podobna do tej, ktdora zidentyfikowano
w szczepie Pseudomonas putida, umozliwiajaca tlenowa degradacj¢ benzenu i fenoli.
Znana jest rowniez tlenowa biodegradacja metylobenzenu (toluenu) do form orto-,
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meta- i para-ksylenu przez monooksygenazy szczepow OX1, M1 i R1 Pseudomonas
stutzeri (4). Umowny schemat cyklu utleniania benzoesanéw wedlug Geschera i
in. (9) mozna przedstawi¢ dla bakterii via ortho-katechol i dla grzybow via B-ketoady-
pinian. Natomiast u proteobakterii Azoarcus evansii nie stwierdzono cyklu utleniania
benzoesandw ani via ortho-katechol, ani via protokatecholany (44). Azoarcus toluvo-
rans i Azoarcus toluclasticus, a z bakterii brodawkowych Burkholderia kururiensis
oraz rodzaje Bradyrhizobium i Mezorhizobium moga rozktada¢ rézne zwiazki ben-
zenowe tylko w warunkach denitryfikacji (1, 35, 41, 42, 44). Znacznie wigksze zna-
czenie niz benzen maja jego homologi oraz ich pochodne, np. nitrobenzen i wiele
innych, stuzace do produkcji farb, lakieréw, rozpuszczalnikow, lekarstw, tworzyw
sztucznych itp. Nitrobenzen jest jedng z toksycznych pochodnych benzenu, jego
emisja do Srodowiska moze by¢ wysoka, szczegdlnie w fabrycznych osadach scieko-
wych, poniewaz jest on uzywany przy produkcji poliuretanéw, jako rozpuszczalnik
w przemysle rafineryjnym i przy produkcji celulozy, przy wytwarzaniu réznych zwiaz-
kéw organicznychiinnych. Fletcher i McFarlane (8, 31-33) stwierdzili, ze
w glebie skazonej nitrobenzenem system korzeniowy soi (Glycine max) pobiera go
w ilosci 0,02-100 pg -cm™ i akumuluje az do 80% tego zwiazku.

W strefie korzeniowe;j roslin obserwuje si¢ zwigkszone tempo bioremediacji orga-
nicznych zanieczyszczen w poréwnaniu z gleba nieryzosferowa. Wiaze si¢ to przede
wszystkim z aktywnoScia metaboliczng mikro ory licznie zasiedlajacej ryzosferg.
Okazuje sig, ze istotne znaczenie maja tez mikroorganizmy bezposrednio zwigzane
z roslina, zyjace wewnatrz tkanek korzenia, todygi i lisci (5). Do takich bakterii mig-
dzy innymi naleza ryzobakterie z rodzaju Azospirillum i endofit Pseudomonas stutzeri,
wigzace wolny azot. Bald ani iin. (2) zaliczaja Azospirillum sp. do fakultatywnych
endofitéw zdolnych do kolonizacji zardwno zewngtrznej powierzchni korzenia, jak
i wewngtrznych przestrzeni migdzykomoérkowych, korzystnie oddziatujacych na
wzrost i rozwoj roslin.

We wczesniejszych badaniach stwierdziliSmy, ze szczepy bakterii Azospirillum
spp. i Pseudomonas stutzeri, wyizolowane z endoryzosfery jeczmienia jarego, kuku-
rydzy i wydmuchrzycy piaskowej, wiazaly wolny azot przy wykorzystaniu naftale-
nu, antracenu, fenantrenu, pirenu i chryzenu jako jedynego Zrédta wegla (19-23, 28,
45).

Celem niniejszej pracy byty dalsze badania nad aktywnoscia nitrogenazy szcze-
péw bakterii Azospirillum spp. i Pseudomonas stutzeri hodowanych w pozywkach
bezazotowych z benzenem jako jedynym Zrédtem wegla.

MATERIAL I METODY

W badaniach wykorzystano 7 szczepdéw bakterii Azospirillum spp. i 7 szczepow
Pseudomonas stutzeri wyizolowanych wczesniej, a pochodzacych z endoryzosfery
jeczmienia jarego (Hordeum sativum), kukurydzy (Zea mays) i wydmuchrzycy pia-
skowej (Elymus arenarius) zasiedlajacej wydmy nadbaltyckie (14-17, 25).
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Szczepy bakterii Azospirillum spp. i Pseudomonas stutzeri badano okreslajac
wykorzystywanie przez nie benzenu jako jedynego Zrédta wegla i energii podczas
wzrostu i wigzania azotu w ciagu 168 godzin w bezazotowej pozywce mineralnej (6,
7). Bakterie po zmyciu solg fizjologiczng ze skoséw z podtoza ziemniaczanego byty
glodzone przez 15 godzin inkubacji na pozywce bez Zrédta wegla (w celu wykorzy-
stania endogennych zapasow). Nastgpnie przenoszono je na pétptynne podtoze z
badanym weglowodorem i oznaczano aktywnos$¢ nitrogenazy. Hodowle prowadzono
w dwdch powtérzeniach w temperaturze 30°C.

Liczebno$¢ bakterii (przezywalno$¢) po glodzeniu okre§lano w odpowiednich
rozcienczeniach na agarze odzywczym i ziemniaczanym. Podobnie okreslano liczeb-
no$¢ komoérek po 7 dniach hodowli w podtozu bezazotowym zawierajacym benzen
jako jedyne zZrédto wegla. Jako kontrolg przyjmowano wyjsciowa liczebnos¢ bakterii
w rozcienczeniach na tych samych podiozach. Hodowlg¢ na ptytkach prowadzono
w czterech powtdrzeniach.

Aktywno$¢ nitrogenazy szczepow bakterii oznaczano metoda redukcji acetylenu
z wykorzystaniem chromatografu gazowego PAY UNICAM - 204 (Detektor ptomie-
niowo-jonizacyjny FID. Kolumna szklana, dtugosci 2,1 m, wypetnienie Poropak Q
80-120 mesh. Temperatury: dozownik 135°C, detektor 125°C, kolumna 60°C. Jako
gaz noSny stosowano odtleniony azot, zawarto$¢ O, ponizej 2 mg-kg™'). Bakterie
hodowano w kalibrowanych buteleczkach zawierajacych 6 cm? bezazotowego, pét-
plynnego podioza z benzenem w dawce 0,1% (okoto 2 kropli na buteleczke, po ste-
rylizacji pozywki) i inkubowano od 2 do 168 godzin w atmosferze 10% acetylenu w
temp. 30°C (pojemnos¢ fazy gazowej 7 cm?®). Pomiary redukcji acetylenu do etylenu
wykonywano po 2, 24, 48, 72, 86, 120, 144 i 168 godzinach inkubacji. Jako kontro-
lg stosowano podtoza nie szczepione z wegglowodorem i bez niego.

WYNIKI

Wolno zyjace bakterie z rodzaju Azospirillum pochodzity z endoryzosfery jeczmie-
nia (szczep 12/6) uprawianego na czarnej ziemi, a takze z endoryzosfery kukurydzy
(szczepy: 4B, 35Bb, 77Bbl, 83 B1) uprawianej na madzie Sredniej i z endoryzosfe-
ry wydmuchrzycy piaskowej (szczepy: 298, 42S) z wydm piaskowych w Sobiesze-
wie. Szczepy bakterii Pseudomonas stutzeri pochodzity z endoryzosfery jeczmienia
(szczep 102) i z endoryzosfery wydmuchrzycy piaskowej z Sobieszewa (szczepy:
40T1, 4072, 40T4) i Swinoujécia (szczepy: 52, 53, 54).

Aktywno$¢ nitrogenazy szczepOw bakterii Azospirillum spp. i Pseudomonas stut-
zeri, hodowanych w pozywce bezazotowej z benzenem jako jedynym Zrédtem wegla
i energii, przedstawiono na rysunkach 1-4. Benzen byt wykorzystywany jako jedyne
zrédlo wegla przy wigzaniu N, w hodowlach bezazotowych bakterii przez wszystkie
szczepy Azospirillum spp. i Pseudomonas stutzeri.

Redukcja acetylenu przez szczepy wyizolowane z endoryzosfery jgczmienia,
kukurydzy i wydmuchrzycy piaskowej nie byta wysoka. Srednio najintensywniej za-
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Rys. 1. Redukcja acetylenu przez szczepy Azospirillum spp., wyizolowane z endoryzosfery
jeczmienia (12/6) i wydmuchrzycy piaskowej w pozywce bezazotowej z benzenem jako jedynym

Zrédtem wegla

The nitrogenase activity of Azospirillum spp., isolated from the endorhizosphere of barley (12/6)
and Elymus arenarius, grown in N-free medium with benzene as the sole carbon source
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Rys. 2. Redukcja acetylenu przez szczepy Azospirillum spp., wyizolowane z endoryzosfery

kukurydzy w pozywce bezazotowej z benzenem jako jedynym Zrédtem wegla

The nitrogenase activity of Azospirillum spp., isolated from the endorhizosphere of maize,

grown in N-free medium with benzene as the sole carbon source
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chodzita w poczatkowej fazie hodowli komdrek, migdzy 24 a 48 godzing. Aktywnosé
nitrogenazy najszybciej wzrastala u szczepu 12/6 wyizolowanego z endoryzosfery
jeczmienia — po 24 h przekroczyta 100 nM C H -h'-cm™ fazy gazowej, ale w ciagu
nastepnych 12 godzin spadta ponizej 60 nM C,H,-h""-cm™. Szczep 42S wyizolowa-
ny ze strefy korzeniowej wydmuchrzycy piaskowej najdtuzej, od 24 do 96 godziny,
utrzymywat aktywnos$¢ nitrogenazy powyzej 80 nM C,H, -h™'-cm™ fazy gazowej (rys.
D).

Aktywnos¢ nitrogenazy szczepOw bakterii wyizolowanych z endoryzosfery kuku-
rydzy byta nizsza w stosunku do poprzednio wymienionych, ale w pierwszych dwéch
dniach badan, miedzy 24 a 48 godzina, utrzymywata si¢ powyzej 60 nM C,H,-h"'cm™
fazy gazowej dla szczepéw 77Bb1 1 4B (rys. 2). Dwa pozostate szczepy 35Bb i 83B1
miaty duzo nizsza aktywnos¢ nitrogenazy, ktéra obnizata si¢ wraz z wydluzaniem
okresu inkubacji z benzenem.

Na podstawie uzyskanych wynikéw przezywalnosci komoérek bakterii réznych
szczepow Azospirillum spp. po 7-dniowej hodowli w pozywce bezazotowej z ben-
zenem jako jedynym Zrédiem wegla mozemy wnioskowac, ze liczebnos¢ komoérek
wszystkich szczepéw bakterii zdecydowanie wzrosta (tab. 1). Wiekszy przyrost bak-
terii weale jednak nie sugeruje wyzszego wigzania N, poniewaz u szczepu 4B z bar-
dzo wysoka aktywnoscig nitrogenazy stwierdzono nizsza liczebno$¢ komoérek na aga-
rze odzywczym i ziemniaczanym w stosunku do kontroli.

W przeciwienstwie do szczepdéw Azospirillum spp., u ktérych aktywnos$¢ nitroge-
nazy byta najwyzsza migdzy 24 a 48 godzing hodowli, najwyzsza aktywnos¢ nitroge-
nazy (powyzej 50 nM C,H,-h' -cm™ fazy gazowej) u niektérych szczepéw P. stutzeri

Tabela 1

Liczebnos$¢ bakterii Azospirillum spp. na agarze odzywczym i ziemniaczanym po hodowli w pozywce
bezazotowej z benzenem jako jedynym Zrédlem wegla; liczebno$¢ bakterii w 1 ecm? (x 10°)
The number of bacteria Azospirillum spp. in nutrient agar and potato agar medium after 7 days’ culture
in N-free medium with benzene as the sole carbon source; the number of bacteria in 1 cm?® (x 10°)

S Liczebno$¢ bakterii wyjsciowa Liczebno$¢ bakterii po 7 dniach
zezepy Initial number of bacteria Number of bacteria after 7 days
bakterii - &
. . PDA z jabtczanem . PDA z jablczanem
Strains agar odzywczy agar odzywczy
. . potato agar . potato agar
of bacteria nutrient agar . nutrient agar .
with malate with malate
12/6 275 220 70 400 43 600
4B 252 103 8 400 9 600
35B 1488 1360 160 000 85 600
48B 256 226 15 200 10 400
77Bbl 1984 1216 82 000 52 800
83B1 512 444 19 600 10 800
298 664 508 29 200 44 000
428 166 172 34 000 28 400
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Rys. 3. Redukcja acetylenu przez szczepy Pseudomonas stutzeri, wyizolowane z endoryzosfery jecz-
mienia i wydmuchrzycy piaskowej, w pozywce bezazotowej z benzenem jako jedynym Zrédtem we-

gla (Swinoujscie)

The nitrogenase activity of Pseudomonas stutzeri, isolated from the endorhizosphere of barley
and Elymus arenarius, grown in N-free medium with benzene as the sole carbon source (Swinoujscie)

2
270
o
S 60
L
o
= 50
3
S 40
o0
& 30
&
T 20
o
= 10
T,
&) 0
=
=

|

24 48 72 96 120 144 168

—&— szczep; strain 40T1  —Mb— szczep; strain 40T2 —&— szczep; strain 40T4

Rys. 4. Redukcja acetylenu przez szczepy Pseudomonas stutzeri, wyizolowane z endoryzosfery wy-
dmuchrzycy piaskowej, w pozywce bezazotowej z benzenem jako jedynym Zrédtem wegla
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The nitrogenase activity of Pseudomonas stutzeri, isolated from the endorhizosphere of Elymus
arenarius, grown in N-free medium with benzene as the sole carbon source (Sobieszewo)



(102 1 40T1) stwierdzono dopiero po 7 dniach (rys. 3 i 4). Wyjatkowo mato aktyw-
ny byt jeden szczep — 54, wyizolowany z endoryzosfery wydmuchrzycy piaskowej
ze Swinoujscia. Szczegblnie wysoka aktywno$é nitrogenazy (83,8 nM CH,h'-cm?
fazy gazowej) stwierdzono u szczepu 102 wyizolowanego z endoryzosfery jeczmienia
iu szczepu 40T1, wyizolowanego z endoryzosfery wydmuchrzycy piaskowej z So-
bieszewa (58,6 nM C H,-h"'-cm” fazy gazowej).

Na podstawie uzyskanych wynikéw dotyczacych przezywalnosci komérek bakte-
rii szczepow P. stutzeri po 7-dniowej hodowli w pozywce bezazotowej z benzenem
jako jedynym Zrédlem wegla wnioskujemy, ze liczebnos$¢ komoérek szczepow bakte-

Tabela 2

Liczebnos$¢ bakterii P. stutzeri na agarze odzywczym i ziemniaczanym po hodowli w pozywce beza-
zotowej z benzenem jako jedynym zrédltem wegla; liczebnosé bakterii w 1 cm? (x 10°)
The number of bacteria P. stutzeri in nutrient agar and potato agar medium after 7 days’ culture
in N-free medium with benzene as the sole carbon source;
the number of bacteria in 1 cm? (x 10°)

S Liczebno$¢ bakterii wyjSciowa Liczebnos$¢ bakterii po 7 dniach
zezepy Initial number of bacteria Number of bacteria after 7 days
bakterii - &
. . PDA z jabtczanem . PDA z jablczanem
Strains agar odzywczy agar odzywczy
. . potato agar . potato agar
of bacteria nutrient agar . nutrient agar .
with malate with malate
102 720 500 1000 1 000
52 3200 2 600 1000 1 000
53 920 1 540 1 000 1 000
54 300 710 1000 1000
40T1 74 90 2 000 3000
40T2 480 700 1000 1000
40T4 230 160 4000 3500
Tabela 3

Zestawienie Srednich warto$ci (dane zlogarytmowane) aktywnosci nitrogenazy szczepow bakterii
Azospirillum spp.
Mean value of nitrogenase activity of the strains of bacterium Azospirillum spp.
(nM C,H,h' -cm? fazy gazowej; of gas phase)

Symbol szczepu
Symbol of strain

Aktywno$¢ nitrogenazy*
Nitrogenase activity

12/6 327f
4B 2,78 d
35Bb 2,13b
77Bbl 3,00 e
83B1 2,40 ¢
29S 2,04 a
428 396 ¢
Srednio; Mean 2,79

* warto$ci oznaczone réznymi literami r6znig si¢ istotnie
values marked with different letter are significantly different
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Tabela 4

Srednich wartosci (dane logarytmowane) aktywnosci nitrogenazy szczepéw bakterii
Azospirillum spp. w czasie 168 godzin inkubacji
Mean value (log) of nitrogenase activity of the strains of bacterium Azospirillum spp.
during 168 hours (nM C,H h' -cm” fazy gazowej; of gas phase)

Czas w godzinach AktywnoS$¢ nitrogenazy*
Time (hours) Nitrogenase activity
2 1,60 a

24 3,99h
48 386¢g
72 347f¢
96 291e
120 2,66 d
144 2,11c¢
168 1,78 b
NIR; LSD 0,01

* warto$ci oznaczone réznymi literami réznig si¢ istotnie
values marked with different letters are significantly different

Tabela 5

Zestawienie Srednich wartosci aktywnosci nitrogenazy szczepéw bakterii P. stutzeri
Mean value of nitrogenase activity of the strains of bacterium P. stutzeri
(nM CH,-h"-cm? fazy gazowej; of gas phase)

Symbol szczepu Aktywno$¢ nitrogenazy*
Symbol of strain Nitrogenase activity
102 38,00 g
52 7,70 a
53 15,75d
54 12,30 b
40T1 2691 f
40T2 1643 e
40T4 15,44 ¢
Srednio; Mean 18,93

* wartoSci oznaczone réznymi literami réznig si¢ istotnie
values marked with different letters are significantly different

rii zdecydowanie wzrosta, poza dwoma szczepami wyizolowanymi z endoryzosfery
jeéczmienia — 52 i 53 (tab. 2). Najwigkszy przyrost (wielokrotny) liczebnosci bakte-
rii zanotowano w przypadku szczepow 40T1 i 40T4.

Obliczenia statystyczne potwierdzity istotnos$¢ zréznicowania Srednich wartosci ak-
tywnosSci nitrogenazy szczepow bakterii Azospirillum spp. (tab. 3, 4) i P. stutzeri (tab.
5, 6) w czasie 168 godzin inkubacji, podczas hodowli w pozywkach bezazotowych
z benzenem jako jedynym Zrédlem wegla.
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Tabela 6

Zestawienie Srednich wartosci aktywnosci nitrogenazy szczepow bakterii P. stutzeri w czasie
168 godzin inkubacji
Mean value of nitrogenase activity of the strains of the bacterium P. stutzeri during 168 hours
(nM C,H,-h"-cm? fazy gazowej; of gas phase)

Czas w godzinach Aktywno$¢ nitrogenazy
Time in hours Nitrogenase activity
2 0,00 a
24 0,00 a
48 3,11b
72 11,50 ¢
96 22,33d
120 32,83 ¢
144 36,67 f
168 45,08 g

NIR; LSD 0,01

* wartosci oznaczone réznymi literami réznia sie istotnie

values marked with different letters are significantly different

DYSKUSJA

W dostepne;j literaturze jest bardzo mato publikacji na temat rozktadu weglowo-
doréw aromatycznych przez bakterie wolno zyjace, wiazace azot czasteczkowy.
Barkovskii i in. (3) donosza o rozktadzie fenolu i benzoesandw przez Azospirillum
spp., a Marchenko i in. (30) o wyizolowaniu z gleby zanieczyszczonej smotg i olejem
napedowym Azospirillum brasilense szczep ZM-87. Nieliczne prace dotycza prote-
obakterii z rodzju Azoarcus, bakterii symbiotycznych Bradyrhizobium, Mezorhizobium
i Rhizobium, ktére moga rozktada¢ rézne zwiazki benzenowe jedynie beztlenowo
(1, 35, 38, 41, 42, 44). Z rodzaju Pseudomonas znane sa przede wszystkim bakterie
ryzosferowe: P. fluorescens, P. putida, P. saccharofila oraz endofit P. stutzeri, wiaza-
cy wolny azot z réznymi innymi Zrédtami wegla i inne (4, 10, 12, 13, 18-24, 28, 29,
36, 37, 40, 43).

Wigkszos¢ wynikéw prac dotyczacych mineralizacji WWA jest opatentowana
(podane sa tylko streszczenia) i nie sa ujawniane szczegétowe dane umozliwiajace
dyskusje.

W badaniach nad wykorzystaniem benzenu jako jedynego Zrédta wegla w wigza-
niu wolnego azotu przez bakterie z rodzaju Azospirillum stwierdzono, ze aktywnos¢é
ich nitrogenazy byta wyzsza, szczego6lnie u dwoéch szczepdéw wyizolowanych z endo-
ryzosfery wydmuchrzycy piaskowej, w poréwnaniu ze szczepami z gatunku P. stut-
zeri. Nasze wczesniejsze badania nad tymi samymi szczepami wykazaty, ze réwniez
w hodowlach bezazotowych z innymi aromatycznymi wgglowodorami — naftalenem,
antracenem, fenantrenem — bakterie z rodzaju Azospirillum aktywniej wiazaty wolny
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azot (19, 20, 21, 28, 45). Szczepy bakterii 12/6, 42S, 77Bb1 i 4B aktywne w hodow-
lach z benzenem jako jedynym Zréditem wegla byty réwniez bardzo aktywne przy
wykorzystaniu pirenu i chryzenu w wigzaniu wolnego azotu.

Zdolnos¢ do wykorzystywania przez mikroorganizmy weglowodoréw jako 7ré-
dta wegla i energii jest warunkowana informacja genetyczna umozliwiajaca syntezg
enzymdw uczestniczacych w ich przemianach do acetylo-CoA. Najczgsciej jest ona
zlokalizowana w elementach pozagenomowych — plazmidach. Dioksygenaza katecho-
lowa jest gtéwnym enzymem odpowiedzialnym za przeksztatcanie weglowodoréw
aromatycznych, katalizuje ona pierwszy etap ich oksydacji. Wiadomo, ze informa-
cja ta zlokalizowana jest na plazmidzie, np. NAH7 w szczepie np. P. putida PpG7,
P. putida PaW7361 P. putida NCIB9816-4, a w szczepie P. fluorescens SR na plazmi-
dzie pKA1 (34,40,43). Sanseverino iin. (40) wykazali ze plazmid NAH7 P.
putida, ktéry koduje geny (nahRQD) odpowiedzialne za syntez¢ enzyméw w degra-
dacji naftalenu, moze takze posredniczy¢ w mineralizacji fenantrenu i antracenu, co
udowodnili§my we wczesniejszych badaniach ze szczepami P. stutzeri (20, 21, 28,
45). W badaniach genetycznych okreslono wcze$niej, dla tych samych szczepow
Azospirillum sp. i P. stutzeri, niektére determinanty enzymow umozliwiajace wyko-
rzystywanie WWA jako substratu pierwotnego podczas wigzania N, przez te bakte-
rie (26, 27). Poszukiwano genéw dla: dioksygenazy 2,3-katecholowej (C2,3-DO) i
dioksygenazy naftalenowej (NDO). W tych badaniach w szczepach P. stutzeri 40T1,
40T2 oraz 40T5 nie stwierdzono amplifikacji fragmentu genu dla C2,3-DO, pomi-
mo ze zaobserwowano hybrydyzacj¢ DNA tych szczepow z sonda dla C2,3-DO. Dla
catej serii szczepéw znaczonej 40Tl, 2 i 5 nie otrzymano produktu amplifikacji, co
moze sugerowac bardzo mata liczbg kopii tego genu w ich genomie.

Dioksygenaza naftalenowa (NDO) katalizuje pierwszy etap reakcji w tlenowe;j
mineralizacji naftalenu przez szczep Pseudomonas sp. NCIB 9816 (43) oraz jak wy-
kazali w swoich badaniachLee i Gibson (29) réwniez utlenia etylobenzen do
R-1-fenylo-1,2-etanediolu w reakcjach dihydroksylacji. W reakcji tej jednym z meta-
bolitéw jest styren i 2-hydroksyacetofenon. Modelowym przyktadem operonu zwia-
zanego z bakteryjnym metabolizmem naftalenu do salicylanu jest nah, zlokalizowany
na plazmidzie NAH7 u szczepu Pseudomonas putida PpG7 (34, 40). W szczepach
P, stutzeri 57, 40T5 i 102 nie otrzymano produktu amplifikacji genu dla NDO. Jed-
nak brak amplifikacji genu NDO za pomoca pojedynczego zestawu primerow nie
zdegenerowanych nie moze jednoznacznie przesadzac o braku podioza genetyczne-
go dla biosyntezy enzyméw degradujacych zwiazki typu WWA (12).

Powyzsze rozwazania ttumacza wyniki wczesniejszych badan, w ktérych wyka-
zano, ze redukcja acetylenu przez szczepy 40TI, 40T2, 40T4 i 40T5 P. stutzeri z wy-
mienionymi wyzej weglowodorami byta mniej intensywna w poréwnaniu z innymi
szczepami tego gatunku i szczepami bakterii Azospirillum spp., pomimo stwierdzenia
u nich obecnosci genu dla dioksygenazy katecholowej odpowiedzialnego za degrada-
cje tych weglowodoréw (19, 20, 21, 28, 39, 45).
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Natomiast w szczepach bakterii Azospirillum spp. 77Bbl i 12/6 stwierdzono
obecno$¢ dioksygenazy 2,3-katecholowej (C2,3-DO) i dioksygenazy naftalenowej
(NDO), (26, 28, 45). Obecnosé tych dwoch enzymdw bioracych bez watpienia udziat
w degradacji WWA, (jakkolwiek w wykorzystywaniu benzenu podczas wigzania N,
mobgt uczestniczy¢ tylko jeden z nich), wyjasnia wigksza intensywnos¢ redukcji ace-
tylenu przez szczepy Azospirillum spp.

WNIOSKI

Szczepy Azospirillum spp. i P. stutzeri bytujace w strefie korzeniowej i wngtrzu ko-
rzeni ro$lin moga by¢ prawdopodobnie czynnikiem sprzyjajacym fitoremediacji gleb
zanieczyszczonych zwigzkami ropopochodnymi. Zdolno$¢ wigzania azotu czasteczko-
wego przy wykorzystywaniu benzenu jako jedynego Zrédta wegla i energii sugeruje,
ze szczepy te moglyby uczestniczy¢ w procesach bioremediacji gleb zanieczyszczo-
nych zwiagzkami WWA bez konieczno$ci uzupetniania puli azotu w Srodowisku.
W strefie korzeniowej roslin szczepy te moglyby zapewnic ciagtos¢ wigzania N, —
w poczatkowym etapie Azospirillum, a w nastgpnym P. stutzeri.
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UTILISATION OF BENZENE AS THE SOLE CARBON SOURCE IN FIXATION
OF FREE NITROGEN BY AZOSPIRILLUM SPP. AND PSEUDOMONAS STUTZERI STRAINS
OF BACTERIA

Summary

Azospirillum spp. and Pseudomonas stutzeri strains of bacteria were isolated from the endorhizosphere
of barley (Hordeum sativum) and maize (Zea mays), cultivated on different soils and of Elymus arenarius
grown on sands of the Baltic seaside (Sobieszewo and Swinoujscie). These strains were able to degrade
benzene. Nitrogen fixation of Azospirillum spp. and Pseudomonas stutzeri strains (starved), expressed
as reduction of C,H,, was determined in free-N medium with benzene as the sole carbon source, lasting
for 168 hours. The highest nitrogenase activity of Azospirillum spp. was found after 24 h to 48 h. It
ranged from 108,19 nM to 109,71 nM C,H,-h"-cm” of gas phase. The highest nitrogenase activity of
Pseudomonas stutzeri was found after 168 h and was about 83,8 nM C,H,-h"-cm™ of gas phase.
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