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PROFILE KWASOW TLUSZCZOWYCH DZIKIEGO
I MODYFIKOWANEGO GENETYCZNIE SZCZEPU
PSEUDOMONAS VESICULARIS

W CZASIE ROZKLADU FENOLU W GLEBIE

Streszczenie. Celem pracy byla analiza metylowych estrow kwasoéw tluszczowych (FAMEs)
dzikiego szczepu Pseudomonas vesicularis 1 modyfikowanego genetycznie P. vesicularis
(pBR322) w czasie rozktadu fenolu w glebie. Na podstawie badan biodegradacyjnych stwierdzo-
no, ze oba szczepy rozktadaly fenol w dawce 1,7 mg/g gleby w ciagu 20 dni. Jednoczesnie nie
obserwowano roznic miedzy aktywnoscia degradacyjna komorek obu szczepow oraz przezywal-
noscia inokulantéw w glebie. Analiza FAMEs w czasie rozktadu fenolu przez introdukowane do
gleby szczepy wykazala stopniowy wzrost w niej zawarto$ci kwasow nasyconych. Ich najwigkszy
udzial oznaczono w dniu, w ktorym ubytek fenolu w glebie wynosit 76-91% wprowadzonej daw-
ki. Na szczeg6lna uwage zastuguje kwas 19:0cy @8¢, ktdry moze by¢é markerem stopnia rozktadu
fenolu w glebie.

Stowa kluczowe: Pseudomonas vesicularis, Pseudomonas vesicularis (pBR322), gleba, fenol,
degradacja, przezywalnos$¢, kwasy thuszczowe

Wstep

Do monitorowania przezywalnosci wprowadzanych do gleby mikroorganizmow
oraz oceny zmian zachodzacych w ich komorkach w czasie degradacji zwigzkow aro-
matycznych wykorzystuje si¢ liczne techniki biologii molekularnej oraz metody kla-
syczne. Do metod molekularnych, opartych na analizie DNA lub RNA, naleza: in situ
FISH, PCR-DGGE, ARDRA, T-RFLP i RISA (WIECKIEWICZ 2009). Z kolei analizy
metylowych estrow kwasoéw ttuszczowych (FAMEs) oraz fosfolipidowych kwasow
tluszczowych (PFLAs) sg przydatne do badania stanu fizjologicznego komodrek oraz
$ledzenia zmian w zespotach mikroorganizméw glebowych w warunkach stresu srodo-
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wiskowego (PIOTROWSKA-SEGET i MROZIK 2003, URUNG-DEMIRTAS i IN. 2006).
Z danych literaturowych wynika, ze zwigzki o strukturze aromatycznej wplywaja na
sktad i chemiczne modyfikacje kwasow ttuszczowych w btonach komoérkowych bakte-
rii. W odpowiedzi na pojawienie si¢ tych zwigzkéw w srodowisku bakterie uruchamiaja
szereg mechanizmoéw, ktore majg na celu utrzymanie plynnosci i przepuszczalnosci
btony na stalym poziomie (DIEFENBACH i IN. 1992, HEIPIEPER i IN. 1992, GUTIERREZ
1IN. 1999, MROZIK i IN. 2002).

Celem pracy byla analiza FAMEs dzikiego i modyfikowanego genetycznie szczepu
Pseudomonas vesicularis w czasie rozktadu fenolu w glebie.

Materialy i metody

W badaniach wykorzystano dziki szczep P. vesicularis oraz modyfikowany gene-
tycznie P. vesicularis (pBR322) (MROZIK i SWEDZIOL 2010). Gleba do badan pochodzi-
fa z podmoktej taki w Sosnowcu i byla wolna od zanieczyszczen fenolowych. W swie-
zej glebie oznaczono wilgotnos$¢ (22,11% w 1 g s.m. gleby) i zawarto§¢ materii orga-
nicznej (23,55%). Gleba miata odczyn kwasny (pH 5,70), a liczebnos¢ bytujacych
w niej mikroorganizméw wynosita 6,20 x 10" w 1 g gleby. Swieza glebe suszono
w temperaturze pokojowej, przesiewano, ktore porcjowano po 150 g do szklanych na-
czyn, sterylizowano czterokrotnie w odstgpach 24-godzinnych, a nastgpnie wprowadza-
no do nich fenol w dawce 1,7 mg/g gleby (170 mg na 100 g gleby). Do sterylnej gleby
dodawano pojedynczo szczepy o wyjsciowej liczbie komoérek 4,45 x 10" na 1 g gleby
i 4,93 x 10" na 1 g gleby odpowiednio dla P. vesicularis i P. vesicularis (pBR322).
Taka liczbg komorek uzyskiwano w 6. godzinie hodowli szczepow w bulionie odzyw-
czym. Kontrole w badaniach stanowily gleby bez dodatku fenolu zawierajace bakterie
(kontrole przezywalnosci szczepow) oraz gleba skazona fenolem niezawierajaca bakte-
rii (kontrola stezenia fenolu). Wszystkie gleby inkubowano w temperaturze pokojowe;j,
bez dostepu $wiatta, utrzymujac stala wilgotno$¢ na poziomie 50% ich pojemnosci
wodnej. Stezenie fenolu wyekstrahowanego z gleb metanolem oznaczano koloryme-
tryczng metoda z p-nitroaniling w 1., 4., 12. 1 20. dniu inkubacji (LURE i RYBNIKOVA
1968). W tych samych odstgpach czasu oznaczano przezywalno$¢ bakterii metoda phyt-
kowa na agarze odzywczym (MROZIK i SWEDZIOL 2010). Wszystkie oznaczenia labora-
toryjne wykonywano w trzech powtorzeniach. Izolacje kwasow ttuszczowych z komo-
rek bakterii hodowanych w bulionie odzywczym przed introdukcja do gleb prowadzono
zgodnie z procedurg opracowang przez SASSERA (1990), a z gleby — metoda zmodyfi-
kowang przez KOzZDROJA (2000). Otrzymane FAMEs rozdzielano z uzyciem chromato-
grafu gazowego Hewlett-Packard 6890 i identyfikowano z wykorzystywaniem opro-
gramowania Sherlock firmy MIDI Inc. (wersja 3.9). Uzyskane wyniki poddano analizie
statystycznej z wykorzystaniem testu nieparametrycznego Wilcoxona (Statistica 8,0
firmy StatSoft Inc.).
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Wyniki

Z danych literaturowych wynika, ze dziki szczep P. vesicularis ma zdolno$¢ rozkta-
du szeregu réznych zwiazkow aromatycznych w glebie, np. fenolu, p-krezolu, naftalenu
oraz fluorantrenu (MROZIK i LABUZEK 2002, CHERIAA i IN. 2008). Nie prowadzono
dotad badan nad rozkladem zwigzkow aromatycznych przez ten szczep zawierajacy
plazmid pBR322. W celu zbadania, jak przebiega rozktad fenolu przez preadaptowane
do rozktadu tego zwigzku szczepy P. vesicularis i P. vesicularis (pBR322), introduko-
wano je pojedynczo do sterylnej gleby skazonej dawka fenolu 1,7 mg/g. Na podstawie
obserwacji dynamiki rozktadu fenolu stwierdzono, ze oba szczepy degradowaly go
w ciggu 20 dni. Najwigkszy ubytek fenolu, wynoszacy 77% wyjsciowej dawki, ozna-
czono w 4. dniu inkubacji. W glebie kontrolnej niezawierajacej bakterii ubytek fenolu
w tym czasie wynosit 42%. Rownolegle badano przezywalnos¢ obu szczepow w glebie
nieskazonej i skazonej fenolem. W 4. dniu inkubacji w glebie z dodatkiem fenolu ozna-
czono o 6% wigcej komorek P. vesicularis i o 5% wigcej P. vesicularis (pBR322) niz do
niej wprowadzono. W tym czasie w glebie bez dodatku fenolu liczba komorek obu szcze-
pow wzrosta odpowiednio o 11% i 7%. W ostatnim, 20. dniu dokonywanych oznaczen
stwierdzono, ze liczba komorek obu szczepow w glebie skazonej fenolem znacznie si¢
zmniejszyla i stanowita 79% wprowadzonej liczby komoérek P. vesicularis i 84% P. vesi-
cularis (pBR322). Z kolei w glebach kontrolnych od 4. do 20. dnia liczba komodrek obu
szczepOw utrzymywata si¢ na podobnym poziomie. Dynamike rozktadu fenolu w dawce
1,7 mg/g gleby oraz przezywalno$¢ szczepdw P. vesicularis 1 P. vesicularis (pBR322)
w glebach skazonych tym zwiazkiem oraz w glebie kontrolne;j ilustruja rysunki 1 i 2.
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Rys. 1. Dynamika rozktadu fenolu w dawce 1,7 mg/g gleby przez szczepy Pseu-
domonas vesicularis 1 P. vesicularis (pBR322) oraz zmiany st¢zenia fenolu w gle-
bie kontrolnej

Fig. 1. Dynamics of phenol degradation in soil at the concentration of 1.7 mg/g of
soil by Pseudomonas vesicularis and P. vesicularis (pBR322) strains and changes
of phenol concentration in control soil
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Rys. 2. Przezywalno$¢ szczepdw Pseudomonas vesicularis i P. vesicularis (pBR322)
w glebie skazonej fenolem w dawce 1,7 mg/g gleby oraz w glebie kontrolnej

Fig. 2. The survival of Pseudomonas vesicularis and P. vesicularis (pBR322)
strains in soil contaminated with phenol at the concentration of 1.7 mg/g of soil
and in control soil

Przeprowadzone analizy FAMEs wykazaty, ze udziat kwasow nasyconych i niena-
syconych w glebach stanowigcych kontrole przezywalno$ci szczepow P. vesicularis
i P. vesicularis (pBR322) byl zblizony do tego, jaki oznaczono w profilu tych bakterii
hodowanych w bulionie odzywczym przed introdukcja do gleby. Z kolei w ekstraktach
FAMEs uzyskanych w czasie rozktadu fenolu z gleby skazonej tym zwigzkiem z intro-
dukowanymi pojedynczo szczepami stwierdzono wzrost zawarto$ci kwasow nasyco-
nych, glownie cyklopropanowych i rozgatezionych. Najwicksza zawarto$¢ kwasow
nasyconych, wynoszaca 92,11%, oznaczono w glebie zawierajacej szczep P. vesicularis
w 4. dniu inkubacji. W kolejnych dniach udziat kwaséw nasyconych malat i w 20. dniu
wynosit w tej glebie 84,51% wszystkich izolowanych FAMEs. Z kolei w komorkach
P. vesicularis (pBR322) wprowadzonych do gleby skazonej fenolem nastepowat wzrost
udziatu tych kwaséw z 73,62% w 4. dniu do 83,03% w 12. dniu. Wérdd kwaséw nasy-
conych najwickszy udziat miaty kwasy prostotancuchowe. Najwigksza ich zawartos¢,
wynoszacg 50,67% 1 43,02%, stwierdzono w profilach FAMEs uzyskanych z gleby
z introdukowanymi szczepami P. vesicularis i P. vesicularis (pBR322) w 20. dniu inku-
bacji. Zawarto§¢ kwasow cyklopropanowych w ekstraktach FAMEs pochodzacych
z gleby skazonej fenolem z introdukowanym dzikim szczepem byla najwigksza
—20,98% — w 4. dniu, a z introdukowanym szczepem modyfikowanym genetycznie —
20,58% — w 12. dniu. Po tym czasie zawarto$¢ kwasow z pierscieniem cyklopropano-
wym malata i w 20. dniu eksperymentu wynosita w komoérkach tych szczepéw — odpo-
wiednio — 12,26% 1 17,98%. Na szczegolna uwage wsrdd kwasow z pierScieniem cy-
klopropanowym zastuguje kwas 19:0cy ©8c. Udziat tego kwasu byt najwickszy w ko-
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morkach P. vesicularis w glebie skazonej fenolem w 4. dniu (12,64%), a w komoérkach
P. vesicularis (pBR322) w tej samej glebie w 12. dniu (14,44%). Inng zmiang w profi-
lach kwasow tluszczowych badanych szczepéw w czasie rozktadu fenolu w glebie byt
wzrost zawarto$ci kwasow rozgalezionych mniej wigcej o 8% do 12. dnia. W ostatnim,
20. dniu ich udzial byt mniejszy i wynosil odpowiednio w komorkach P. vesicularis
i P. vesicularis (pBR322) 18,29% 1 19,44% ogdlnej zawartosci wszystkich izolowanych
FAMEs. Zawarto$¢ wyodrebnionych grup kwasow ttuszczowych izolowanych z komorek
szczepu dzikiego i modyfikowanego genetycznie z gleby skazonej fenolem i zaszczepio-
nej tymi bakteriami oraz z kontroli przezywalnosci obu szczepow ilustruje rysunek 3.
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Rys. 3. Zawarto$¢ wyodrebnionych grup kwasow thuszczowych izolowanych z bak-
terii Pseudomonas vesicularis (A) i P. vesicularis (pBR322) (B) przed introdukcja do
gleby (Ba, Bg), izolowanych z gleby skazonej fenolem i zawierajacej wprowadzone
szczepy (Fa, Fp) oraz z gleb kontrolnych (K,, Kp)

Fig. 3. The proportions of selected fatty acid groups isolated from Pseudomonas
vesicularis (A) and P. vesicularis (pBR322) (B) before introduction into soil (B,
Bg), isolated from soil contaminated with phenol and containing both strains (F4, Fg)
and from control soil (K4, Kg)
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Dyskusja

Z przeprowadzonych badan wynika, ze szczep dziki P. vesicularis i modyfikowany
genetycznie P. vesicularis (pBR322) nie r6znily si¢ dynamika rozktadu w glebie zasto-
sowanej dawki fenolu. Stwierdzono takze, ze przezywalnos$¢ obu szczepow w obecnosci
fenolu byta podobna. Lepsza ich przezywalno$¢ w glebach niezawierajacych substratu
fenolowego wskazuje na znaczng toksycznos¢ zastosowanej dawki tego zwigzku. Row-
niez mniejszg przezywalnos¢ bakterii P. stutzeri po ich wprowadzeniu do dwodch roz-
nych gleb, prochniczej i gliniastej, skazonych fenolem w ilosci 1,7 mg/g gleby obser-
wowaly w swoich badaniach MROZIK i IN. (2008). Stwierdzity, ze liczba introdukowa-
nych do tych gleb bakterii w ciggu pierwszych czterech dni eksperymentu zmniejszyta
si¢ pod wptywem fenolu o 20-36% w stosunku do kontroli. Kolejny spadek liczby bak-
terii, 0 36% i 6% odpowiednio w glebie prochniczej i gliniastej, zaobserwowaty w dniu,
w ktorym stwierdzity catkowity rozktad wprowadzonej dawki fenolu.

Przeprowadzone analizy FAMEs wykazaly, ze w glebie nieskazonej fenolem z in-
trodukowanymi pojedynczo szczepami w kolejnych dniach oznaczen zawarto$¢ kwasow
nasyconych i nienasyconych byta zblizona. Na tej podstawie mozna stwierdzi€, ze
udziat poszczegodlnych grup kwasoéw thuszczowych w kolejnych dniach inkubacji
w nieskazonej fenolem glebie byt typowy i charakterystyczny dla badanych szczepow.
Z kolei w og6lnym profilu FAMEs uzyskanych z gleb skazonych fenolem z dodatkiem
inokulantow wraz z postgpujagcym rozkltadem tego zwigzku w glebie zwigkszat sie
udziatl kwasow rozgalezionych i cyklopropanowych. Wzrost zawartosci kwasow rozga-
f¢zionych moze wskazywac na ich istotny udzial w mechanizmach adaptacji bakterii do
obecnosci zwigzkow fenolowych. Takg zaleznos¢ wykazali m.in. TSITKO 1 IN. (1999)
w czasie badan nad wptywem benzenu, fenolu i toluenu na sktad i modyfikacje che-
miczne komoérkowych kwaséw tluszczowych u bakterii Rhodococcus opacus. Grupa
kwasow cyklopropanowych w ekstraktach FAMEs pochodzacych ze skazonej fenolem
gleby i zawierajacej badane szczepy byla reprezentowana przez dwa rodzaje kwasow:
17:0cy 1 19:0cy @8c. Pierwszy z nich wystgpowat w wyjsciowym profilu obu szczepow
przed introdukcja do gleby oraz w profilu FAMEs uzyskanych z gleb kontrolnych prze-
zywalno$ci obu szczepow, drugi natomiast byl nowym kwasem cyklopropanowym,
ktéry izolowano od 1. dnia wylgcznie z gleb z dodatkiem fenolu, zawierajacych oba
szczepy. Jednoczesnie stwierdzono, ze wraz ze wzrostem zawartosci kwasu 19:0cy ©8¢
w ogolnym profilu kwaséw malata zawarto$¢ nienasyconego kwasu 18:1 o7¢, co moze
wskazywac¢ na jego postsyntetyczna modyfikacje do kwasu cyklopropanowego. Z da-
nych literaturowych wynika, ze kwasy cyklopropanowe powstaja w btonie komdrkowej
na skutek reakcji cyklizacji podwdjnego wigzania w jednonienasyconych tancuchach
acylowych fosfolipidow, ktéra przeprowadza enzym syntaza cyklopropanowa. Pierscien
cyklopropanowy powstaje w celu zabezpieczenia wigzania podwojnego przed utlenie-
niem, przez co stabilizuje lipidy (GROGAN i CRONAN 1997, MROZIK i IN. 2002). Na
podkreslenie zastuguje takze to, ze kwas 19:0cy o8¢ zostat uznany przez MROZIK i IN.
(2008) za markerowy w ocenie stopnia skazenia gleb fenolem. Na podstawie analizy
statystycznej z uzyciem testu Wilcoxona stwierdzono brak istotnych statystycznie roz-
nic miedzy profilami obu szczepow w czasie rozktadu fenolu w glebie.
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Whioski

1. Na podstawie badan biodegradacyjnych stwierdzono, ze oba szczepy P. vesicula-
ris 1 P. vesicularis (pBR322) rozkladaly zastosowana dawke fenolu 1,7 mg/g gleby
w ciggu 20 dni i ich przezywalno$¢ w skazonych glebach byta zblizona.

2. Modyfikacja genetyczna polegajaca na wprowadzeniu do komorek P. vesicularis
plazmidu pBR322 nie miata wptywu na aktywnos$¢ degradacyjng bakterii.

3. Analiza profili FAMEs umozliwita monitorowanie procesu degradacji fenolu za-
chodzacego z udziatem tych bakterii w glebie.

4. Wykorzystane w badaniach szczepy moga by¢ przydatne w usuwaniu fenolu ze
srodowiska glebowego.
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FATTY ACID PROFILES OF WIDE AND GENETICALLY MODIFIED STRAIN
PSEUDOMONAS VESICULARIS DURING PHENOL DEGRADATION IN SOIL

Summary. The aim of this study was to analyze FAMEs profiles of wild Pseudomonas vesicu-
laris strain and genetically modified P. vesicularis (pBR322) strain during phenol degradation in
soil. It was found that the complete degradation of phenol at the concentration of 1.7 mg/g in soil
inoculated with single strains P. vesicularis and P. vesicularis (pBR322) proceeded within 20
days. Simultaneously, no difference between their degradative activity and survival of inoculants
in soil was observed. Under phenol exposure significant alterations in FAMEs profiles of both
strains inoculated into contaminated soil were connected with the content of saturated fatty acids.
Their percentages increased significantly when 76-91% of the initial dose of phenol was removed.
Other noticeable change included the increase of cyclopropane fatty acid 19:0cy w8c content
during phenol elimination from soil.

Key words: Pseudomonas vesicularis, Pseudomonas vesicularis (pBR322), soil, phenol, degra-
dation, survival, fatty acids
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