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WYKORZYSTANIE KWASOW FENOLOWYCH
JAKO JEDYNEGO ZRODEA WEGLA

PRZEZ BAKTERIE Z RODZAJU AZOSPIRILLUM
WIAZACE AZOT

Streszczenie. W badaniach wykorzystano 12 szczepdw bakterii Azospirillum spp., wyizolowa-
nych z endoryzosfery jeczmienia jarego (Hordeum sativum), kukurydzy (Zea mays), wydmu-
chrzycy piaskowej (Elymus arenarius). We wczesniejszych badaniach potwierdzono zdolno$é
tychze szczepow do rozktadu WWA. Szczepy te nalezaty do trzech odrebnych grup systematycz-
nych oznaczonych na podstawie sekwencjonowania genu 16S rDNA. U szczepow bakterii Azo-
spirillum spp. badano wykorzystywanie kwasu kawowego i syryngowego jako jedynych zrodet
wegla i energii podczas wzrostu i wigzania azotu w ciggu 168 h. Pomiary redukcji acetylenu do
etylenu oznaczano po 2, 24, 48, 72, 86, 120, 144 i 168 h inkubacji. Stwierdzono, iz badane szcze-
py charakteryzuja si¢ duza aktywnoscia nitrogenazy podczas wzrostu w podtozach bezazotowych
zawierajacych kwas kawowy i syryngowy jako jedyne zrodta wegla i energii. Najwigksze $rednie
warto$ci aktywnosci nitrogenazy szczepOow bakterii Azospirillum spp. uzyskano w czasie 24 1 48 h
inkubacji na podtozu z kwasem kawowym oraz w czasie 48 h w przypadku kwasu syryngowego.
Najwigksza $rednig aktywno$¢ nitrogenazy stwierdzono w przypadku szczepow wyizolowanych z
endoryzosfery jeczmienia: 1/7 (364,87 nM C,H, na 1 h-cm™ fazy gazowej) i 12/6 (245,14 nM
C,H, na 1 h-cm™) oraz szczepu pochodzacego z endoryzosfery kukurydzy — 4B (248,46 nM C,H,
na 1 h-em™). Z kolei najmniejsza $rednia aktywno$¢ nitrogenazy zaobserwowano u szczepow
wyizolowanych z endoryzosfery wydmuchrzycy piaskowej (29S i 36S) hodowanych w pozywce
z kwasem kawowym (kolejno 68,78 1 77,63 nM C,H, na 1 h-em™) i syryngowym (1,13 i 27,92
nM C,H, na 1 h-em™). Zdolno$é¢ degradacji zwiazkow fenolowych przez szczepy bakterii Azospi-
rillum spp. wyizolowane z wnetrza korzeni roslin zwigksza prawdopodobienstwo nabycia przez
ro$ling odpornosci na infekcj¢ patogenami zboz.

Stowa kluczowe: kwasy fenolowe, Azospirillum spp., redukcja acetylenu
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Wstep

Zwiazki fenolowe stanowia szeroko rozpowszechniong w $wiecie roslin grupe me-
tabolitow wtornych. Na szczego6lng uwage zashuguja ich funkcje biologiczne, wyrazaja-
ce si¢ aktywnoscig antyoksydacyjng i antyrodnikowa, dlatego tez wraz z karotenoidami,
tokoferolami i witaming C s3 one zaliczane do naturalnych substancji o charakterze
przeciwutleniaczy (PETERSON i IN. 2001). Witasciwosci antyoksydacyjne tych zwigzkow
polegaja na eliminowaniu reaktywnych form tlenu, blokowaniu (zmiataniu) wolnych
rodnikow (najczgséciej nadtlenkowych, hydroksylowych i hydroksynadtlenkowych),
inhibicji enzymoéw z grupy oksydaz oraz chelatowaniu jonow metali (zelaza, miedzi)
(YAO i1IN. 2006, HUNG i MORITA 2008, JU i IN. 2009).

Kwasy fenolowe, takie jak: kawowy, ferulowy, p-kumarowy, o-kumarowy, p-hy-
droksybenzoesowy, syryngowy, wanilinowy, wystepuja powszechnie zaréwno w tkan-
kach roslin (pszenicy, jeczmienia, owsa, ryzu, sorgo i innych), jak i w glebie, w ktorej
sa one uprawiane (WOIJTASZEK 1993). Zdolnos¢ ich syntezy jest zwigzana z nabyciem
przez ro$ling odpornosci na infekcje (AGRIOS 1997). Wérdd czynnikow istotnie deter-
minujacych ten proces wymienia si¢ ograniczanie wzrostu drobnoustrojow przez wyka-
zujace silng aktywnos$¢ biologiczng zwiazki fenolowe, ktore wystepuja w tkankach
korzeni ro$lin i wchodza w sktad wydzielin korzeniowych. Obecno$é tych zwigzkow
zostata stwierdzona w zewngtrznej warstwie ziarniakow zbdz, ktora jest bogata
w zwigzki fenolowe, glownie w kwasy fenolowe, tj. kwas ferulowy, wanilinowy,
p-kumarowy i kawowy (KAHKONEN i IN. 1999, PETERSON i IN. 2001). Sposrod kwasow
fenolowych w najwigkszej ilosci wystepuje kwas ferulowy, potaczony za pomoca wia-
zania estrowego z reszta a-L-arabinozy tancucha arabinoksylanowego roslinnej $ciany
komoérkowej, a takze kwasy kawowy i syryngowy (ZUPFER i IN. 1998).

Obecnos¢ w strefie korzeniowej roslin odpowiednio wyselekcjonowanych bakterii
wplywa pozytywnie na: kietkowanie nasion, wydtuzanie si¢ siewek, rozwdj korzenia,
pobieranie wody i sktadnikow odzywczych z gleby, wzrost i zdrowie ro§lin, a w kon-
cowym etapie na wielkos¢ plonow (KUREK i KOBUS 1990, KOBAYASHI i IN. 1996).
Jednym z podstawowych czynnikéw decydujacych o skutecznosci biologicznej kontroli
rozwoju fitopatogendéw jest zdolno$¢ szczepow okre§lanych jako PGPR (ang. Plant
Growth Promotion Rhyzobacteria) do zasiedlania strefy korzeniowej roslin (KUREK
i KOBUS 1990, LAM i GAFFNEY 1993). Jednakze w celu pehniejszego zrozumienia me-
chanizmoéw funkcjonowania bakterii w ryzosferze nalezy takze rozpatrywaé oddzialy-
wanie ze strony ro$lin (BLOEMBERG i LUGTENBERG 2001). Przypuszcza si¢, ze pewne
genotypy bakterii s3 wysoce przystosowane do zasiedlenia ryzosfery wiasciwych dla
siebie roslin i ze jest to w duzej mierze uzaleznione od uwalniania przez korzenie biolo-
gicznie czynnych zwigzkéw fenolowych (KOBAYASHI i IN. 1996). Pojawianie si¢ ich
w srodowisku jest rozpoznawalne i wykorzystywane przez bakterie wolno zyjace rodza-
jow Rhizobium, Bradyrhizobium, Azorhizobium, Agrobacterium, Pseudomonas, a takze
Azospirillum jako chemiczne sygnaty odpowiedzialne za inicjacje oddziatywan ryzosfe-
rowych, wskazujace na obecnos¢ rosliny bedacej odpowiednim gospodarzem dla danej
grupy drobnoustrojow (WOIJTASZEK 1993, KOBAYASHI i IN. 1996, VEREECKE i IN. 1997).

Celem niniejszej pracy byly badania aktywnosci nitrogenazy szczepdéw bakterii
z rodzaju Azospirillum hodowanych w pozywkach bezazotowych z kwasami fenolo-
wymi jako jedynym zrodtem wegla.
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Material i metody

W badaniach wykorzystano 12 szczepow bakterii Azospirillum spp., wyizolowanych
z endoryzosfery jeczmienia jarego (Hordeum sativum): 12/6, 1/7 1 15/7, kukurydzy (Zea
mays): 4B, 23B, 35Bb, 48B, 77Bbl i 83B1 oraz wydmuchrzycy piaskowej (Elymus
arenarius): 29S, 36S 1 42S z wydm nadbaltyckich. We wczesniejszych badaniach
stwierdzono zdolnos¢ powyzszych szczepow do rozkladu wielopier§cieniowych we-
glowodoréw aromatycznych (WWA) (KROL 1997, KROL i KoBus 1997, KROL
i PERZYNSKI 2002). Szczepy te nalezaty do trzech odrgbnych grup systematycznych
oznaczonych na podstawie sekwencjonowania genu 16S rDNA. Pierwsza grupa to
szczepy: 35Bb, 83B1, 77Bbl i 4B, druga grupa to szczepy 1/7 i 12/6 i trzecia grupa
to szczep 36S. Na podstawie wczes$niejszych badan genetycznych, sekwencjonowania
fragmentu genu 16-23S rDNA, stwierdzono réwniez, ze istnieja roéznice pomiedzy
wszystkimi tymi szczepami, dla ktorych wczesniej w regionie 16S rDNA réznic nie
bylto widac.

U badanych szczepoéw bakterii Azospirillum spp. badano wykorzystywanie kwasow
kawowego 1 syryngowego jako jedynych zrodet wegla i energii podczas wzrostu i wig-
zania azotu w ciggu 168 h w bezazotowe] pozywce mineralnej (DOBEREINER i IN. 1979,
DOBEREINER 1988) z tymi kwasami w dawce 5 g na 1000 cm’ i z dodatkiem weglanu
wapnia (CaCO;) w dawce 3 g na 1000 cm’. Bakterie po zmyciu solg fizjologiczng ze
skosow ziemniaczanych byly gtodzone przez 15 h na pozywce bez zrodta wegla (w celu
wykorzystania zapasow endogennych), nastgpnie przenoszono je na poiptynne podtoze
z kwasem kawowym lub syryngowym i oznaczano aktywno$¢ nitrogenazy.

Aktywnos$¢ nitrogenazy szczepow Azospirillum spp. oznaczano metoda redukcji
acetylenu na chromatografie gazowym PAY UNICAM — 204 (detektor ptomieniowo-
-jonizacyjny FID, kolumna szklana o dtugosci 2,1 m, wypehienie: Poropak Q 80-120
mesh., temperatury: dozownik — 135°C, detektor — 125°C, kolumna — 60°C, jako gaz
no$ny stosowano odtleniony azot, zawarto$é¢ O,: ponizej 2 mg-kg™"). Bakterie hodowano
w kalibrowanych buteleczkach zawierajacych 6 cm® bezazotowego, potptynnego podto-
za z kwasem i inkubowano przez 168 h w atmosferze 10-procentowego acetylenu
w temperaturze 30°C (pojemnos$é¢ fazy gazowej: 7 cm’). Pomiary redukcji acetylenu do
etylenu oznaczano po 2, 24, 48, 72, 86, 120, 144 i 168 h inkubacji. Hodowle prowadzo-
no w trzech powtorzeniach w temperaturze 30°C. Jako kontrolg stosowano nieszczepio-
ne podfoza z kwasem i bez niego.

Do oceny istotnosci réznic migdzy szczepami wykorzystujagcymi kwasy fenolowe
jako jedyne zrodlo wegla przy wigzaniu wolnego azotu wykorzystano wielokrotny test
LSD. Réznice aktywnosci nitrogenazy bakterii podczas hodowli, w czasie 168 h inku-
bacji, oceniono tym samym testem.

Wyniki i dyskusja
Badania dotyczace wykorzystywania drobnoustrojow w rozktadzie zwigzkow feno-

lowych byly prowadzone w wielu o§rodkach badawczych na catym $wiecie. Jako mode-
lowe mikroorganizmy degradujace zwiazki fenolowe z wykorzystaniem ich jako jedy-



4

Gatazka A., Krol M., Perzynski A., 2010. Wykorzystanie kwasow fenolowych jako jedynego zrodta wegla przez
bakterie z rodzaju Azospirillum wigzace azot. Nauka Przyr. Technol. 4, 6, #78.

nego zrodta wegla i energii stosowano bakterie rodzajow: Pseudomonas sp. (EL-
-NAAS 1 IN. 2009), Alcaligenes sp. (VALENZUELA i IN. 1997), Azotobacter sp. (WIESER
1 IN. 1994), Rhodococcus sp. (OH i HAN 1997), Phanerochaete sp. (LU i IN. 2009) oraz
Cryptococcus sp. (MORSEN i REHM 1987). W dostepnej literaturze brak jednak danych
dotyczacych rozktadu zwigzkoéw fenolowych przez bakterie z rodzaju Azospirillum sp.

Bakterie z tego rodzaju wykorzystuja przy wigzaniu azotu roézne zrodta wegla: kwa-
sy organiczne i ich sole, r6zne cukry (GILLIS i REINHOLD-HUREK 1994), a takze wielo-
pierscieniowe weglowodory aromatyczne (KROL 1 PERZYNSKI 2002, 2004 b, c). Wiaza-
nie wolnego azotu w korzeniach roslin szczepionych Azospirillum spp. bylo badane
przez wielu autoréw w do§wiadczeniach polowych i in vitro, ale wyniki tych badan nie
byly poréwnywalne (DE POLLI i IN. 1982, BOTHE i IN. 1983, WATANABE i LIN 1984).
Wynika to m.in. z korzystania przez bakterie z réznych rodzajow wegla zawartego
w substratach wydzielin korzeniowych, ktore maja duzy wplyw na wigzanie azotu
w ryzosferze (KROTZKY 1 IN. 1986) i na aktywno$¢ nitrogenazy tych bakterii (BECK
i GILMOUR 1982).

Zbadano aktywnosc¢ nitrogenazy, mierzong redukcjg acetylenu, 12 szczepdéw bakterii
z rodzaju Azospirillum spp. w pozywce bezazotowej z kwasem kawowym i kwasem
syryngowym jako jedynym zrodlem wegla. W poczatkowej fazie wzrostu hodowli, na
podlozu zaréwno z kwasem kawowym, jak i syryngowym, stwierdzono najwigksza
redukcje acetylenu (tab. 1). Redukcja acetylenu niektorych szczepow w przypadku
kwasu kawowego byta bardzo duza i dla szczepdéw bakterii wyizolowanych z endory-
zosfery kukurydzy i jeczmienia jarego miescita si¢ w zakresie 609,52-377,90 nM C,Hy
na 1 h-cm™ fazy gazowej po 48 h inkubacji z kwasami i nawet po 6 dniach hodowli
komorek w tych kwasach redukcja acetylenu niektorych szczepow (1/7, 12/6 1 35Bb)
nie spadta ponizej 100 nM C,H, na 1 h-cm™ fazy gazowej (rys. 1).

Tabela 1. Aktywnos¢ nitrogenazy szczepdw bakterii z rodzaju Azospirillum rosnacych w pozyw-
kach potptynnych z kwasami fenolowymi (n = 3) (nM C,H, na 1 h-cm™ fazy gazowej)

Table 1. The nitrogenase activity of the bacteria strains of Azospirillum species grown in semi-
solid media with phenolic acids (n = 3) (nM C,H, per 1 h-cm™ of gas phase)

Symbol Po24h Po48h
szezepu kwas kawowy kwas syryngowy kwas kawowy kwas syryngowy
1 2 3 4 5
Jeczmien jary
12/6 463,23 682,607 3779 412,581
1/7 609,52 0 566,85 414,561
15/7 298,66 0 341,33 65,081
Kukurydza

4B 649,14 0 377,9 255,694
23B 0 0 0 0
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Tabela 1 —cd. / Table 1 — cont.

1 2 3 4 5
35Bb 365,71 0 396,19 101,55
48B 4358 0 457,14 0
77Bbl 0 0 0 0
83B1 338,28 198,72 402,28 134,43

Wydmuchrzyca piaskowa
29S8 128,14 0 152,38 0
36S 167,61 0 128,15 30,02
428 0 0 0 0
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Rys. 1. Aktywnos$¢ nitrogenazy bakterii Azospirillum spp. wy-
izolowanych z endoryzosfery jeczmienia hodowanych w po-
zywce bezazotowej z kwasem kawowym jako jedynym zrodlem
wegla

Fig. 1. The nitrogenase activity of bacteria of Azospirillum spp.
isolated from the endorhizosphere of barley grown in nitrogen-
-free medium with caffeic acid as the sole carbon source

Najwigkszg redukcje acetylenu z wykorzystaniem kwasu kawowego uzyskano
w przypadku szczepu 4B z endoryzosfery kukurydzy, gdzie juz po 24 h jego aktywnosc¢
wynosila 649,14 nM C,H, na 1 h-cm™ fazy gazowej i utrzymywala si¢ na wysokim
poziomie az do 120 h doswiadczenia, kiedy to wynosita az 102,47 nM C2H, na 1 h-cm™
fazy gazowej. Aktywnos$¢ pozostatych szczepdw: 48B, 35Bb i 83B1 izolowanych z tej
ros$liny z wykorzystywaniem kwasu kawowego byla na podobnym poziomie po 24 h
i wynosita odpowiednio: 435,8 nM, 365,71 nM i 338,28 nM C,H, na 1 h-cm™ fazy
gazowej (rys. 2). Po uplywie 120 h hodowli komoérek z kwasem kawowym aktywnosé¢
nitrogenazy spadta ponizej 100 nM w szczepach 83B1 i 48B, jedynie w przypadku
szczepu 35Bb poziom aktywnosci redukcji acetylenu wynosit 156,8 nM C,H, na
1 h-em™ fazy gazowej (rys. 2). Szczepy 23B oraz 77Bbl nie wykazywaly aktywnosci
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Rys. 2. Aktywno$¢ nitrogenazy bakterii Azospirillum spp. wy-
izolowanych z endoryzosfery kukurydzy hodowanych w po-
zywce bezazotowej z kwasem kawowym jako jedynym zro-
dlem wegla

Fig. 2. The nitrogenase activity of bacteria of Azospirillum
spp. isolated from the endorhizosphere of maize grown in ni-
trogen-free medium with caffeic acid as the sole carbon source

redukcji acetylenu z wykorzystywaniem kwasu kawowego jako jedynego zrodia wegla,
mimo ze aktywnie wigzaty azot z wykorzystaniem WWA jako jedynego zrodla wegla,
co udokumentowano we wczesniejszych pracach KROL i PERZYNSKIEGO (2002, 2004
b, c). W pracach tych najwigksza aktywno$¢ nitrogenazy z wykorzystywaniem m.in.
naftalenu, antracenu i pirenu stwierdzono u szczepéw 83B1 i 77Bbl miedzy 48- a 120-
-godzinnym okresem inkubacji. Wigzanie wolnego azotu, wyrazone aktywnoscig nitro-
genazy, szczepow bakterii hodowanych w pozywkach bezazotowych z fenantrenem
bylo takze bardzo duze, szczegélnie szczepu wyizolowanego z endoryzosfery kukury-
dzy 77Bbl, i przewyzszato dwukrotnie redukcje acetylenu przez pozostate szczepy.

Szczepy pochodzace z endoryzosfery jeczmienia jarego wigzaty aktywnie N, w ho-
dowlach bezazotowych z kwasem kawowym i kwasem syryngowym. W obecno$ci
kwasu kawowego aktywnos$¢ nitrogenezy szczepu 1/7 juz po 24 h byla bardzo duza
i wynosita 609,52 nM C,H, na 1 h-cm™ fazy gazowej i nie zmniejszyta sie ponizej 100
nM nawet po 168 h hodowli komoérek. Podobnie szczep 12/6 wigzat aktywnie azot, od
463,23 nM C,H, na 1 h-cm™ fazy gazowej po 24 h do 100,09 nM po 144 h hodowli
komorek. Najmniejsza aktywno§¢ wigzania azotu odnotowano w przypadku szczepu
15/7, ktérego zakres aktywnosci miescit si¢ w granicach od 298,66 nM C,H, na 1 h-cm™
fazy gazowej po 24 h do 93,42 nM C,H, na 1 h-cm™ po 120 h, a po 144 h jego aktyw-
no$é spadta do 20,19 nM C,H, na 1 h-cm™ fazy gazowej (rys. 1). Sposrod szczepow
wyizolowanych z endoryzosfery wydmuchrzycy piaskowej tylko szczep 42S nie redu-
kowatl acetylenu z wykorzystaniem zastosowanych kwasow. Pozostale szczepy (29S
i 36S) wykazywaly mniejsza aktywno$¢ wiazania wolnego azotu, ktdra wynosita
w przypadku wykorzystania kwasu kawowego: dla szczepu 29S — od 128 nM po 24 h
do 11,14 nM C,H, na 1 h-cm™ fazy gazowej po 168 h, dla szczepu 36S za$ od 167 nM
po 24 h do 13,42 nM po 168 h inkubacji (rys. 3).
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Rys. 3. Aktywno$¢ nitrogenazy bakterii Azospirillum spp. wy-
izolowanych z endoryzosfery wydmuchrzycy piaskowej ho-
dowanych w pozywce bezazotowej z kwasem kawowym jako
jedynym zrédtem wegla

Fig. 3. The nitrogenase activity of bacteria of Azospirillum spp.
isolated from the endorhizosphere of lyme grass grown in ni-
trogen-free medium with caffeic acid as the sole carbon source

Z kolei w przypadku wykorzystywania kwasu syryngowego przez szczepy Azospi-
rillum spp. uzyskano znacznie mniejsze wartosci aktywnosci nitrogenazy, szczeg6lnie
wsrod szeczepodw wyizolowanych z endoryzosfery kukurydzy i wydmuchrzycy piasko-
wej. Jedynie znaczng redukcj¢ acetylenu stwierdzono u dwoéch szczepow: 12/6 i 1/7,
wyizolowanych z endoryzosfery jeczmienia (rys. 4). W obecnosci kwasu syryngowego
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Rys. 4. Aktywno$¢ nitrogenazy bakterii Azospirillum spp. wy-
izolowanych z endoryzosfery jgczmienia hodowanych w po-
zywce bezazotowe] z kwasem syryngowym jako jedynym
zrodtem wegla

Fig. 4. The nitrogenase activity of bacteria of Azospirillum spp.
isolated from the endorhizosphere of barley grown in nitro-
gen-free medium with syringic acid as the sole carbon source
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stwierdzono duzg aktywnosc¢ nitrogenezy szczepu 12/6, ktora juz po uptywie 24 h inku-
bacji wynosita 682,607 nM C,H, na 1 h-cm™ fazy gazowej i utrzymywata sie na pozio-
mie 106,639 nM C,H, na 1 h-cm™ fazy gazowej jeszcze po uptywie 144 h. Rowniez
duza aktywnos$¢ nitrogenazy uzyskano w przypadku szczepu 1/7 po 48-godzinnym
okresie inkubacji komérek, w granicach od 414,561 do 73,425 nM C,H, na 1 h-cm™
fazy gazowej, ktora to aktywno$¢ utrzymywata si¢ jeszcze po 7 dniach (rys. 4). Duzo
mniejsza redukcje acetylenu, ponizej 100 nM, stwierdzono u trzeciego szczepu — 15/7,
izolowanego rowniez z endoryzosfery jeczmienia jarego.

W przypadku szczepdéw wyizolowanych z endoryzosfery kukurydzy i wydmuchrzy-
cy piaskowej hodowanych z kwasem syryngowym aktywnos$¢ nitrogenazy byla nawet
trzykrotnie mniejsza w stosunku do szczepoéw inkubowanych z kwasem kawowym.
Najwieksze wartosci aktywnosci nitrogenazy uzyskano w przypadku szczepu 4B dopie-
ro po 48-godzinnym okresie inkubacji bakterii. Warto$ci te miescily si¢ w granicach od
255,694 do 99,451 nM C,H, na 1 h-cm™ fazy gazowej po 96 h (rys. 5). Rowniez aktyw-
ny byl drugi szczep, 83B1, ktorego redukcja acetylenu po 24 h inkubacji z kwasem
syryngowym wynosita 198,72 nM C,H, na 1 h-cm™ fazy gazowej. Najmniejsza aktyw-
nos$¢ nitrogenezy stwierdzono w przypadku szczepu 35Bbl. Pozostate trzy szczepy:
48B, 23B i 77Bb1 charakteryzowatly si¢ rowniez matg aktywnosciag nitrogenezy, a sto-
pien redukcji acetylenu w tych przypadkach utrzymywat si¢ na poziomie 20 nM C,H,
na 1 h-cm™ fazy gazowej. Najmniejsza aktywno$¢ nitrogenazy w pozywce z kwasem
syryngowym stwierdzono u szczepéw pochodzacych z endoryzosfery wydmuchrzycy
piaskowej. W tym przypadku najwigksza redukcje acetylenu wykazywat jedynie szczep
368, a jej zakres miescit si¢ w granicach od 57,079 nM po 72 h do 18,695 nM C,H, na
1 h-cm™ fazy gazowej po 168 h hodowli komérek (rys. 6). Pozostate dwa szczepy: 29S
1 428 nie byly aktywne i u nich redukcja acetylenu wynosita ponizej 5,464 nM C,H, na
1 h-cm™ fazy gazowe;.
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Rys. 5. Aktywnos$¢ nitrogenazy bakterii Azospirillum spp. wy-
izolowanych z endoryzosfery kukurydzy hodowanych w po-
zywce bezazotowej z kwasem syryngowym jako jedynym zro-
dlem wegla

Fig. 5. The nitrogenase activity of bacteria of Azospirillum spp.
isolated from the endorhizosphere of maize grown in nitrogen-
-free medium with syringic acid as the sole carbon source
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Rys. 6. Aktywno$¢ nitrogenazy bakterii Azospirillum spp. wy-
izolowanych z endoryzosfery wydmuchrzycy piaskowej ho-
dowanych w pozywce bezazotowej z kwasem syryngowym
jako jedynym Zrodlem wegla

Fig. 6. The nitrogenase activity of bacteria of Azospirillum spp.
isolated from the endorhizosphere of lyme grass grown in nitro-
gen-free medium with syringic acid as the sole carbon source

Do oceny istotnosci rdéznic migdzy szczepami wykorzystujacymi kwasy kawowy
i syryngowy jako jedyne zrodlo wegla przy wigzaniu wolnego azotu wykorzystano
wielokrotny test LSD. Rdznice aktywnos$ci nitrogenazy bakterii podczas hodowli,
w czasie 168 h inkubacji, oceniono tym samym testem (tab. 2 i 3). Najwigksza $rednia
aktywnos$¢ nitrogenazy stwierdzono w przypadku szczepdw wyizolowanych z endory-
zosfery jeczmienia: 1/7 (364,87 nM C,H, na 1 h-cm™ fazy gazowej), 12/6 (245,14 nM
C,H, na 1 h-cm™) oraz szczepu pochodzacego z endoryzosfery kukurydzy — 4B (248,46
nM C,H, na 1 h-cm™). Z kolei najmniejsza $rednia aktywno$é nitrogenazy zaobserwo-
wano u szczepow wyizolowanych z endoryzosfery wydmuchrzycy piaskowej (29S
i 36S) hodowanych w pozywce z kwasem kawowym (kolejno 68,78 i 77,63 nM C,H, na
1 h-em™) i syryngowym (1,13 i 27,92 nM C,H, na 1 h-cm™) (tab. 2). Najwigksze $red-
nie wartoéci aktywnos$ci nitrogenazy szczepow bakterii Azospirillum spp., w czasie
168 h inkubacji, hodowanych w pozywkach bezazotowych z kwasami fenolowymi jako
jedynym zrodtem wegla uzyskano w czasie 24 i 48 h inkubacji w przypadku kwasu
kawowego oraz w czasie 48 h w przypadku kwasu syryngowego (tab. 3). We wczes-
niejszych naszych badaniach z tymi samymi szczepami rowniez aktywniej wigzaly
wolny azot bakterie z rodzaju Azospirillum wyizolowane z endoryzosfery jeczmienia
i kukurydzy w hodowlach bezazotowych z innymi aromatycznymi weglowodorami,
m.in. naftalenem, antracenem, fenantrenem, pirenem i chryzenem (KROL i PERZYNSKI
2002, 2004 a, b). Obliczenia statystyczne, testy LSD, potwierdzaja zréznicowanie $red-
nich warto$ci aktywno$ci nitrogenazy szczepow bakterii Azospirillum spp. (tab. 3)
otrzymanych w czasie 168 h inkubacji podczas hodowli w pozywkach bezazotowych
z kwasami fenolowymi jako jedynym zrodtem wegla.
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Tabela 2. Srednie wartoéci aktywnosci nitrogenazy szczepow bakterii Azospirillum spp. hodowa-
nych w pozywkach bezazotowych z kwasami fenolowymi jako jedynym zrédiem wegla (n = 24)
(nM C,H, na 1 h-cm™ fazy gazowej)

Table 2. Mean values of nitrogenase activity of the bacteria strains of Azospirillum spp. grown in
nitrogen-free media with phenolic acids as the sole carbon source (n = 24) (nM C,H, per 1 h-cm™

of gas phase)

Symbol szczepu Kwas kawowy Kwas syryngowy
12/6 245,14 b 248,37 a
1/7 364,87 a 150,61 ab
15/7 168,65 ¢ 3586 b
4B 248,46 b 88,35b
23B 0 0
35Bb 215,14 ab 43,50 b
48B 210,86 ab 8,75 be
77Bbl 0 10,55 ¢
83B1 160,01 ¢ 56,64 b
29S8 68,78 d 1,13d
36S 77,63 d 27,92 b
428 0 0
Srednia 146,63 55,97
NIR 139,311 48,78

Wartosci oznaczone réznymi literami rdznia si¢ istotnie statystycznie (o < 0,05).

Tabela 3. Srednie wartosci aktywnoéci nitrogenazy szczepow bakterii Azospirillum spp., w czasie
168 h inkubacji, hodowanych w pozywkach bezazotowych z kwasami fenolowymi jako jedynym
zrodtem wegla (n = 36) (nM C,H, na 1 h-cm™ fazy gazowej)

Table 3. Mean values of nitrogenase activity of the bacteria strains of Azospirillum spp., in the
time 168 h, grown in nitrogen-free media with phenolic acids as the sole carbon source (n = 36)

(nM C,H, per 1 h-cm™ of gas phase)

Godziny inkubacji Kwas kawowy Kwas syryngowy
2 0 0
24 383,99 a 73,44 a
48 355,89 a 117,82 a
72 253,34 ab 83,66 a
96 171,65 ab 61,96 a
120 106,23 b 48,68 b
144 56,83 ¢ 36,01 be
168 41,01 ¢ 26,20 be
Srednia 195,56 55,97
NIR 158,312 4723

Warto$ci oznaczone roznymi literami roznia si¢ istotnie statystycznie (o < 0,05).
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Whioski

1. Szczepy bakterii Azospirillum spp. wyizolowane z endoryzosfery jgczmienia jare-
go i1 kukurydzy charakteryzuja si¢ duza aktywnoS$cig nitrogenazy podczas wzrostu
w podlozach bezazotowych zawierajacych kwas kawowy i syryngowy jako jedyne
zrodta wegla 1 energii.

2. Zdolnos$¢ degradacji zwigzkow fenolowych przez szczepy bakterii Azospirillum
spp. zwigksza prawdopodobienstwo nabycia przez rosling odpornosci na infekcje.
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UTILISATION OF PHENOLIC ACIDS AS THE SOLE CARBON SOURCE
IN FIXATION OF NITROGEN-FREE BY AZOSPIRILLUM SPP.
STRAINS OF BACTERIA

Summary. Azospirillum spp. strains of bacteria were isolated from the endorhizosphere of spring
barley (Hordeum sativum) and maize (Zea mays), cultivated on different soils and lyme grass
(Elymus arenarius) grown on sands of the Baltic seaside (Sobieszewo and Swinoujécie). These
strains were able to degrade the coffeic and syringic acids. Nitrogen fixation of Azospirillum spp.
strains (starved) determined, as reduction of C,H,, was demonstrated in free-N medium with
phenolic acids as the sole carbon source, in the times of 168 h. The highest nitrogenase activity of
Azospirillum spp. was found after 24 h for 48 h. These ranged from 649.14 nM to 566.85 nM for
the coffeic acid and from 682.61 nM to 414.56 nM C,H, per 1 h-cm™ of gas phase for syringic
acid. The highest value of nitrogenase activity was indicated in strains isolated from barley and
maize, lowest values were observed in strains isolated from grass.

Key words: phenolic acids, Azospirillum spp., acetylene reduction
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