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Accumbuoruueckoe caAdbiBakiMe a3ota Rhizobium trifolii T37 B npucyTeTBIM
2-cpeiinnaTanona

Asymbiotic Nitrogen Fixation by Rhizobium trifolii T37 in the Presence
of 2-phenylethanol

W opublikowanych do tej pory pracach na temat asymbiotycznego
Wigzania azotu przez hodowle Rhizobium opisywano wplyw réznych czyn-
nikéw na efektywnosé¢ tego procesu. Sposrod najwazniejszych mozna wy-
mieni¢: stezenie tlenu, skiad pozywki, pH, temperature, dynamike wzro-
stu hodowli, zrédlo azotu zwiazanego, zrodlo wegla i inne skiadniki nie-
zbedne w metabolizmie Rhizobium (1, 5, 6, 10).

Badano rowniez procesy zachodzgce w brodawkach roslin motylkowych
Przy przejsciu wegetatywnych form Rhizobium w aktywnie wigzace azot
bakteroidy; wsréd nich stwierdzono zmiany w kompleksie Sciana komor-
kowa—membrana cytoplazmatyczna (9, 13).

_ .We wcezesniejszych badaniach (7) wykazano, ze szczep Rhizobium tri-
Jolii T37 zakazajacy koniczyne wigze azot w pozywce syntetycznej w wa-
ruqkach in vitro. Probowano wyjasni¢, czy zmiany morfologiczne i fizjo-
10'glczne komérek Rhizobium, wywotane dzialaniem niektorych czynni-
l'(o.w, bedy mialy wplyw na proces asymbiotycznego wigzania azotu. Spo-
SI‘OQ wielu czynnikow wplywajacych na morfologie i wiasciwosei fizjo-
logiczne bakterii wybrano 2-fenyloetanol (PEA) 1 zbadano jego dzialanie
na hodowle Rhizobium trifolii wigzaca azot in vitro. Czynnik ten wywie-
ra dzialanie na rézne procesy komorkowe, ale mechanizm wywotywanych
Przez niego efektow nie jest jeszcze dokladnie wyjasniony. Wiadomo, ze



26 T. Urbanik, J. Koltun, Z. Lorkiewicz

PEA wywoluje zmiany zaré6wno w membranie cytoplazmatycznej, jak
1 w zewnetrzne] membranie zawierajgcej lipopolisacharyd. W stezeniach
nietoksycznych PEA powoduje: zahamowanie inicjacji biosyntezy DNA
(przy rownoczesnej nie zmienionej syntezie RNA i bialek), zmiany w po-
tencjale jonowym membrany cytoplazmatycznej powodujgce wyciek pew-
nych substancji z cytoplazmy. Fenyloetanol i fenoksyetanol wywieraja
na Escherichia coli efekt letalny, hamujg syntezy makromolekularne
(DNA, RNA, biatka) i powodujy wyciekanie skladnikow wewnatrzkomor-
kowych (2, 3, 12).

W niniejszej pracy badano wplyw fenyloetanolu na wzrost R. trifolii
T37 w plynnej pozywce syntetycznej i aktywnos¢ redukcji acetylenu.

MATERIALY [ METODY

Szczep bakteryjny: Rhizobium trifolii T37 (7):

Podtloza: 1) stale Thorntona (Th), 2) ptynne (11) z dodatkiem 56 mM D-arabi-
nozy.

Do 5 ml pozywki ptynnej (11) wprowadzano uszko ezy szczepu R. trifolii T37
ze statego podiloza Th i hodowano z wytrzgsaniem w temp. 28°C przez 18 godz.
Nastepnie przenoszono hodowle do swiezej pozywki w stosunku 1:10 (hodowla
kontrolna) oraz do pozywki zawierajacej 2-fenyloetanol w stezeniu koncowym
0,25% v/v i inkubowano bez wytrzasania w temp. 28°C. Po czasie: 0, 3, 5, 12, 24
i 48 godz. inkubacji w obu hodowlach oznaczano: gestos¢ optyczng (ODgs), liczbe
zywych bakterii (metodg posiewow), calkowita zawartos¢ biatka i aktywnosé¢ ni-
trogenazy. W czesci doswiadczen wyzej wymienione oznaczenia przeprowadzono
rowniez w supernatantach badanych hodowli otrzymanych po odwirowaniu bakterii
przy 10 tys. obrotéw/min. przez 15 min.

Calkowita ilos¢é biatka oznaczano metoda Lowry (8). Zawartosé biatka
w supernatantach mierzono wobec kontroli z pozywkg (bez i z dodatkiem 0,25% v/v
fenyloetanolu).

Oznaczanie aktywnosci nitrogenazy. Probki zawierajyce 5 ml
badanych hodowli Rhizobium w 20 ml probéwkach zamykano korkami gumowymi,
usuwano powietrze i wprowadzano azot (zanieczyszczenie azotu tlenem usuwano
przy uzyciu pluczki z zasadowym roztworem pirogallolu) z acetylenem 10% v/v.
Tak przygotowane prébki inkubowano bez wytrzasania w 28°C przez 2 godz. Po
tym czasie oznaczano zawartosé acetylenu i etylenu na chromatografie gazowym
GCHF 18.3-4 z detekcjg plomieniowo-jonizacyjna na kolumnach (4 mmX2 m)
wypelnionych Porapakiem T (4). Aktywnos¢ nitrogenazy obliczano na pod-
stawie procentu konwersji acetylenu do etylenu i wyrazano w nM powstajacego
etylenu w przeliczeniu na mg biatka na godzine (nM C;H/mg biatka/godz.). Jako
kontrole stosowano prébki z sama pozywka oraz hodowle bez acetylenu.
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WYNIKI I DYSKUSJA

Przebadano wplyw fenyloetanolu w stezeniu 0,25% v/v na wzrost
szczepu R. trifolii T37 w pozywce syntetycznej (11). Wyniki pomiarow
liczby zywych bakterii, gestosci hodowli (OD) przy 555 nm oraz zawar-
tosci biatka w hodowli kontrolnej i z PEA przedstawia ryc. 1. Z krzy-
wych gestosci optycznej i liczby zywych bakterii wynika, ze do ok.
18 godziny (od momentu odmlodzenia) stopniowo wzrasta liczba bakterii
w hodowli kontrolnej, a po tym czasie utrzymuje sie prawie na stalym
poziomie. Przebieg krzywej obrazujycej wyniki pomiaréw catkowitej ilos-
¢i biatka po okreslonych czasach inkubacji jest podobny. Natomiast obec-
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Ryc. 1. Kinetyka wzrostu R. trifolii T37 w pozywce syntetycznej (11) bez i z do-

datkiem 0,25% 2-fenyloetanolu; 1 — liczba zywych bakterii w hodowli kontrolnej,
2 — z PEA, 3 — gestos¢ optyczna (ODy55) hodowli kontrolnej, 4 — z PEA, 5 —
1 zawartos¢ biatka w hodowli kontrolnej, 6 — z PEA
The kinetics of growth of R. trifolii T37 on synthetic medium (11) in absence
and presence of 0.25% 2-phenylethanol; 1 — number of living cells in control
(-ultux.'e, 2 — in presence of PEA, 3 — optical density (ODg;5) in control culture,
4 — in presence of PEA, 5 — protein content in control culture, 6 — in presence
of PEA
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nose 0,25% PEA wywoluje spadek liczby bakterii, z wyjatkiem 3 godziny,
kiedy zauwazono lekki wzrost liczby zywych komérek. Ten matly szczyt
stwierdzano zawsze w 6 niezaleznych potworzeniach. W poréwnaniu z ho-
dowlg kontrolng liczba zywych bakterii w pozywce z fenyloetanolem jest
dwukrotnie nizsza (po 3 godz.) i dwudziestokrotnie nizsza po 24 godz.
inkubacji.

Z poréwnania przebiegu krzywej wzrostu bakterii w pozywce z fe-
nyloetanolem z catkowita zawartoscig bialka mierzong po okreslonych
czasach inkubacji (ryc. 1) wynika, ze ilos¢ biatka utrzymuje sie na sta-
lym poziomie mimo wyraznego spadku liczby zywych bakterii w mia-
re przedluzania czasu inkubacji (tab. 1). Wzrost wspoiczynnika zawar-
tosci biatka do liczby zywych bakterii w hodowli z PEA (tab. 1) byl
skorelowany ze spadkiem ilosci zywych komorek (ryc. 1, tab. 2). Mimo
wyraznego obnizenia liczby zywych bakterii w hodowli z PEA nie zaob-
serwowano towarzyszicego temu zjawisku obnizenia zawartosci biatka;
pomiary wykazaly, ze zawartos¢ biatka utrzymuje sie na statym poziomie.

Obserwacje w mikroskopie kontrastowo-fazowym wykazaly, ze wie-
kszos¢ bakterii hodowanych w obecnosci fenyloetanolu ma ksztalt wy-
dluzony i pojawiajg sie formy pleomorficzne z rozdeciami w czesciach
biegunowych. Z dostepnych danych literaturowych (12) wiadomo, ze
u Escherichia coli (ktéora jest bardziej oporna na dzialanie PEA) 0,25%
fenyloetanol powoduje 8-krotne wydluzenie czasu generacji, a w steze-
niu 0,28—0,32% catkowity zanik podzialéw komoérkowych, bez zmiany
przezywalnosci przez 4 godz. po dodaniu do hodowli. Przy 0,25% stezeniu
PEA zahamowana byta tylko synteza DNA, a synteza RNA i biatek nie
ulegala zmianie. W oparciu o dostepne dane literaturowe oraz obserwa-
cje wlasne mozna przypuszcza¢, ze uzyte stezenie PEA dziala letalnie

Tab. 1. Wspoélczynnik okreslajycy stosunek ilo$ci bialka do liczby zywych bakterii:

catkowita ilo$¢ biatka (ug)
- X10-8

liczba zywych bakterii

The coefficient determining the ratio of the protein content to the number of living
cells:

total protein content (u
p (ug) a0

number of living ceils

Czas inkubacji

Hodowla z PEA

(godz.) Hodowla kontrolna .
Time of incubation Control culture Culure in presence
(hours) of PEA
3! 7,8 ¥
5 7,0 26
24 6,9 52
48 6,9 56
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Tab. 2. Wplyw fenyloetanolu (0,25%) na aktywnos¢ redukcji acetylenu przez R. tri-

folii T37*
The effect of 2-phenylethanol (0.25%) on acetylenc reduction activity of R. tri-
folii T37 *
Catkowita
Czas Gestose Liczba ilosé Aktywnos¢
L inkubacji  optyczna zywych biatka nitroge-
Probka (godz.) ODyys bakterii (ng) nazy **
Sample Time of Optical Number Total Nitro-
incubation density of living protein genase
(hrs.) ODygs; cells content activity **
(ng)
Hodowla kontrolna 0 0,020 0,7 X10°
Control culture & 0,025 | g (o) 47 85
(without PEA) 5 0,034 1,9 X108 67 33
24 0,100 44 X108 153 4,0
48 0,133 4,7 X108 164 3,0
Hodowla z PEA 0 0,020 6,3 X107
Culture grown 3 0,022 53 X107 40 0,3
1In presence of PEA 5 0,026 3,4 X107 44 64,4
24 0,033 2,0 X107 51 101,8
48 0,031 1,9 X107 54 43,3
Supernatant hodowli 3 0,0030 0,28 X107 84 0,5
kontrolnej 5 0,0035 1,5 X107 100 3,3
The supernatant 24 0,0120 3,9 X107 122 2,8
of the control culture
Supernatant hodowl 3 0,003 0,3 X107 144 3,0
z PEA 5 0,002 0,27 X107 136 4,5
The supernatant 24 0,006 1,5 X107 128 4,2

of culture grown
In presence of PEA

* Wyniki s3 srednia z 6 powtorzen.

Wyrazona w nMC,H,/mg bialka/godz.
Mean values of 6 experiments.
As: nMC,H,/mg protein/h.

(1]
.

s

na Rhizobia, wywolujac lize czescit bakterir 1 uwalnianie biatka. Jednak
nie mozna wykluczy¢ mozliwosci, ze przynajmniej przez pewien czas in-
kuba?jl PEA wplywa hamujgco na podzialy komoérek, czym mozna by
WYyjasni¢ zmniejszanie liczby zywych baktern w hodowli bez rownoczes-
Nego spadku zawartosci biatka w catej hodowli.

Aktywnose nitrogenazy ubu hodowli oznaczano metody redukcji ace-
tylenu do etylenu po okreslonych czasach inkubacji. Wyniki pomiarow ze-
spawnono W tab. 2. Zdolnosé¢ do redukeji acetylenu przez hodowle z dodat-
klem PEA pojawia sie pozniej w porownaniu z hodowlg kontrolng i jest
WYyzsza w przeliczeniu na staly ilos¢ biatka. Niestety, na podstawie otrzy-
manych wynikow i dostepnych informacji o mechanizmie dzialania PEA
(2, 3, 12) nie mozemy wyjasni¢ tego zjawiska. Poniewaz przypuszczano, ze
obecnose fenyloetanolu, oprocz zauwazonych mikroskopowo zmian w mor-
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fologi Rhizobium, wywoluje uwalnianie pewnych skladnikow cytoplaz-
matycznych, przeprowadzono wirowanie badanych hodowli. W uzyska-
nych supernatantach stwierdzono obecnos¢ zywych bakterii, ktorych ilos¢
zalezala od gestosci hodowli. W przypadku hodowli kontrolnej w super-
natantach pozostawato 12—40 razy, a w hodowlach z PEA 2—17 razy
mniej bakterii w stosunku do catych hodowli. Stwierdzono réwniez obec-
nos¢ biatka w badanych supernatantach: w hodowli kontrolnej ilos¢ biat-
ka byta proporcjonalna do pozostalych bakterii, natomiast w hodowli z fe-
nyloetanolem wiecej bylo biatka mimo mniejszej ilosci pozostatych bak-
terii (tab. 2). Czesciowo potwierdzaloby to przypuszczenie, ze prawdopo-
dobnie dochodzi do uwalniania biatka z komoérek w obecnosci PEA.
Pomiary zdolnosci redukcji acetylenu przez supernatanty wykazaly, ze
ich aktywnosc¢ jest nieznaczna i prawdopodobnie zwigzana z obecnosScig
zywych bakterii w supernatantach (tab. 2).

Na podstawie otrzymanych wynikow mozna stwierdzi¢, ze obecnosc¢
0,25% fenyloetanolu w hodowli R. trifolii T37, wigzycej asymbiotycznie
azot, wywiera posrednio wplyw na efektywnosc tego procesu. Dzialanie
badanego czynnika jest wielokierunkowe i dotyczy zarowno zmian mor-
fologicznych, jak i1 proceséw fizjologicznych. Opierajgc sie o przeprowa-
dzone obserwacje i dane z piSmiennictwa, mozemy przypuszczac, ze uzy-
skane wyniki sg efektem oddzialywania tego zwigzku na syntezy makro-
molekularne lub na kompleks Sciana komoérkowa—membrana cytoplazma-
tyczna.
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PE3IOME

LUramm Rhizobium trifolii T37 o06uapyuBaa Croco6HOCTb CBA3bIBAHUA aTMO-
¢epIoro a3ora NpyM COOTBETCTRYIOIUMX YCJAOBMAX B CUNTETUHECKON NMTATeNbHOM
cpene. Mayueino Bausuue 0,25% cpeunasranona (PEA) ua aKTUBIIOCTb CBA3bIBAIIMA
a30Ta. YCTalloBJelo, 1TO 3TOT (PAaKTOp OKa3blBAaeT TOPMO3sAlllee BiAMALIME Ha Jejlenue
Knerok. JlobaBka PEA ne BauAja 1a KOJMUEGCTBO Npou3BoauMOro 6Genka. OTiOCHM-
TEJIbIIAA aKTUBHOCTL DPEAYKUMM alLeTHJiella Mo cpaBHEIMI0O C comepxanuem O6enka
B KyJabTypax Rhizobium, paamnoxenunix B npucytctBuu PEA, 6bina Bbiwe, 4e€M
B KOHTPOJIbIILIX KyJAbTypax.

SUMMARY

The strain Rhizobium trifolii T37 was able under appropriate conditions to
fix atmospheric nitrogen in synthetic medium. The effect of 0.25% 2-phenylethanol
(PEA) on dinitrogen fixation activity was studied. It has been shown that this
factor has an inhibitory effect on cell division. The level of protein produced
remained unaltered in the presence of PEA. The activity of acetylene reduction,
In ratio to the protein content of rhizobial cultures, grown in the presence of
PEA, was higher than that in the control culture.
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