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Az Azotltobacter chroococcum 53-as ltorzs
és a talajban €16 sugargombak kélesonhatasa
laboratoriuami viszonyok koézott

SZEGI JOZSEF .
MTA Talajtani és Agrokémiai Kulatd Intézet, Budapest

Mind a sugdrgombélk, mind az Azotobacter chroococcum igen jelentds mennyiséghen
megtaldlhatok a kilonhézd talajokban és nagyon fontos szerepiik van a talajban lejat-
5z6d6 bioldgiai folyamatokndl. A sugdrgombék részt vesznek a talajok nehezen bomld
szerves anyagainak mineralizaldsdban. Kozottik nagy szdzalékban talilhaték antagonis-
tdk, amelyek antibiotikus anyagokat vilasztanak ki. Az antibiotikumoknak, mint
Krassilnikov [10] és mds kutaték megdllapitottik, fontos szerepiik van az
egyes mikrobacsoportoknak a létért folytatott kiizdelmében is. Az Azolobacter killon-
hozé fajai, mint kézismert, jelentékeny mennyiségii nitrogént képesek megkttni az
atmosziérdbdl s a talajt ezdltal N-ben jelentfs mdértékben gazdagitjdk. Bir mindkét
mikrobacsoport az egyes talajokban a mikroba-populdcidnak igen magas szdzalékdt
alkotja, a kozdttitk fenndlld kolesonds viszony mind ez ideig kevéshé tanulmdnyozott,
Bacsinszkaja és Petroszjan [3] még 1937-ben megillapitottdk, hogy az
Azotobacter-nek néhdny sugirgomba-torzzsel torténd egyiittes tenycsztése folyamdn
mindkét mikrobacsoportndl megvaltoztak bizonyos fizioldgiai és morfoldgiai sajdtos-
sagok. A szerz6k adatai szerint az Azofobacter ltal megkotitt N mennyisége az egyiittes
tenydsztés hatdsa alatt kétszer-hdromszor volt kevesebb, mint a kontrol esetében.
Ivuskin [8)] szerint az Arotobacter altal megkitbtt nitrogén mennyisége egyes
antagonista sugdrgombédkkal végzett egyftittes tenyésztés hatdsdra 20—409%,-kal
csokkent a kontrolhoz viszonyitva., Ruschmann [14], Nickel és Burk-
holder [11] Babak [2] és Szegi [15] ugyancsak megfigyelték, hogy egyes
sugdrgomba-térzsek erds antagonistai az Azotobacter-nek. Ezzel ellentéthen mds kutatdk:
Krassilnikov é Korenjako [9] Akshaibar é Achari [1]
olyan sugdrgomba-térzseket figyeltek meg, amelyek serkentik az Azotobacter
elszaporoddsdt és fokozzdk az Altala megkotott nitrogén mennyiségét. Kordbbi
vizsgalataim alkalmdval sikeriilt megfigyelnem, hogy az ,, Actinomyces floridae (Act.
floridae W. et al var purpurews Burk. et al.) 19517 fajhoz tartozé sugirgombdval
oltott a garblokk-korong koril az Azotobacter jollehet erételjesebben szaporodott [16],
viszont a N-kotés aktivitdsa kimutathatéan nem emelkedett.

Kisérleti rész

Munkédm els6 részében azt vizsgéltam, hogy a sugdrgombikkal végzett egyiittes
tenyésztés hogyan befolydsolja az Azotobacter iltal megkdtott nitrogén mennyiséget.
Kisérleteimhez G5 sugirgomba-torzset haszniltam fel. Ezek koziil 64 torzset T. K.
Iljina-tdl, a Szovjetunié Tudoményos Akadémidja tudomdnyos munkatdrsitél kaptam.
Ezeket a torzseket a Moszkvai Timirjazev Mezdgazdasigi Akadémia Kisérleti Telepének



202 SZEGX : Azotobacter és sugargombak koélesonhatdsa

gyepes podzol talajdbél izoldltdk. Fey téraset a Magyar Tudomdnyos Akadémia,
soproni Talajbiolégiai Laboratériuménak tudeménycs munkatarsa, Szabd Istvan
bocsiatott rendelkezésemre. A SZOVjetuniéban igen elterjedt Azotobacter chroococcum
63-as torzset a Moszkvai Timirjazev Mez6grazdasdgi Akadémia gylijteményéhél M, V.
Fjodorov akadémikus adta 4t.

Az Azotobacter és a sugirgemlik €gyvittes tenyésztésére a Fjodorov dltal
mddositott nitrogénmentes téaptalajt hasznaltam fel [5]. A fenti tdptalajbhol bemértem
30—30 ml-t 150 ml-es Erlenmeyer-lombikokka. Mivel a szénforrds glukéz volt, a tdp-
talajt a karamellizalddds elkeriilése végett £61 atmoszféra nyomdson sterilizdltam 35
percen at. Sterilizdcié utdn a lembikokat beoltottam az Azctobacter egynapos tenyésze-
tének sejtszuszpenzidjdval, valamint a 65 sugdrgomkba-tirzs egyhetes kultdrdinak
sporaszuszpenzidival. Kentrolkint szolgdltak a csak Azotchacter-rol beoltott lombikok.
Az Azotobacter-rel be nem oltott steril taptalajt tartalmazé lombikokat a vegyszerekben
levé nitrogénszennyezédés, valamint az inlcubdcié folyamdn a levegéhél elnyelt nitro-
gén-tartalmi gdzok meghatdrozdsdra haszndltam fel.

A kisérlet kezdetén Thema-kamritan kézvetleniil mikreszkdp alatti sejtszdm-
ldldssal meghatiroztam a lombikokba hevitt Azotobacter-sejtek szdmdt, '

A lombikokat 32 C°-0s thermesztéthban inkubaltam, Megfigyeltem, hogy az Azoto-
bacter a tdptalajban igen gyorsan elszaporodik és a tiptalaj feliletén a sejtek hértydt
képeznck. Az Azotobacter-rel egyidejiileg bevitt sugdrgombdk azonban kéthetes inku-
bédcid utdn is csak igen lassan vagy egy4ltaldban nem is fejlédtek. Ennek magyardzatit
abban ldtom, hogy kezdetben a sugdrgcmbak azért nem tudtak fejlédni, mivel a tap-
talaj nem tartalmazott fejlédésiikhéz szitksé ges kitott nitrogént. A késébbiek folyamén
az igen gyorsan szaporcdd Azelcbacter vélasztott ki ugyan a tdptalajba nitrogén-
tartalmi vegyiileteket, azcnban vgyanakkor elhasznilta a tdptalajbdl az energia-
forrast és igy a lassabban fejlédé sugdrgom hdk szdmdra mdr nem maradt szénforrds.
A glukéz felhaszndldsét a tiptalajhél Bertrand-mddszerrel hatdroztam meg. Abhél a
célbol, hogy a sugdrgombidk szémira megfelels életfeltételeket biztositsak, steril
pipettdk segitségével a tdptalajba ismételten vittem be steril glukéz oldatot. A bevitt
glukdéz mennyisége a lombikokban levé taptalajnak két szézaléka volt.

- A glukéz mdsodszori bevitele utdn a tdptalaj felszinén az Azotchacter sejtek bl
képz6dott hartydn megjelentek a sugdrgcmh4lk telepei, elészor apré pontok forméjaban,
majd az Azotobacter sejtjeinek hdrtyajit felvaltotta a sugdrgombdk miceliumainak
hirtyija. A szines pigmentanyagokat termel$ torzsek megfestették az egész taptalajt.
Mikroszkop alatt megfigyeltem az Azctobacter-sejtek lizdlédasat a sugargombidk mice-
liumainak hatdsdra. Miutin Fehling-oldat segitségével megdllapitottam, hogy a kul-
tardk a mdsecdizben bevitt glukdzt is felhasznaltdk, a lombikok vattadugdit alkoholos
leégetéssel sterilizdlt gumidugékkal cseréltem fel, majd a lombikokat egy drdn 4t
rdzégépben rézattam. Utdna az egyes lombikokkdl 0,5 ml-¢ kémesdhe vittem 4t,
majd 9,5 ml vizet pipettiztam hozzé. Ilyen formén a kulttrdbél kivett 0,5 mk
szuszpenziét 20-szorosdra higitottam fel, majd 5 percig rdzattam. Ezutédn mikroszkdp
alatt Thoma-kamrdban meghatdroztam az Azotobacter-sejtek szdmat. Az Azotobacter
sejtjeinek szdma sugdrgombdkkal végzett egyiittes tenyésztésnél 5—6-szor kevesebb
volt, mint azokban a lombikokban, melyekbe csak Azotobacter-t vittem be.

Az Azotobacter 4]tal megkotstt nitrogén mennyiségét Kjeldahl médszer segitségével
hatdroztam meg. A kisérlet eredményeit az 1. tibldzat mutatja. Amint a tdhldzathol
kittinik, mig az Azolobacter tiszta tenyészethben 13, 42 mg nitrogént két meg, addig
sugdrgombdkkal egyiittes tenyésztéshen az esetek tébbségéhen csak 8—10 mg-ot
1 g felhaszndlt glukézra szdmitva.
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Az Azotobacier chroococeum 53-as ibrzs egyiittes tenyészidse néhiny talajban él§ sugdrgomba-

tirzzsel
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‘EE; & . Megkdtott nitrogén meg-okban S 1§4lzéma
o5 gmfaen |
2 i téptalajban | IKOzépérték P
iz szdmitva elején i véuén
2 | 1x tores g:g; 7,11 7,93 2.6 5 -288
3 | 3y-es torzs oy 9,55 10,71 2,6 332
2l a e Tl 7,41 8,31 2,6 254
“57 9 iab. A, toros 1?;:2?5 9,86 11,06 2,6 334
6 | 4ypes torzs }&Sg 10,89 12,78 2,6 208
7 | 23-as torzs 1?;23 10,62 11,91 2,6 360
8 | 9 izh. A. tores E:gg 7,67 8,63 2,6 253
9 | 10,-es tores e 9,61 10,84 - 2,6 240
10 | 43 izb. A. torzs 32?; 8,09 10,30 2,6 208
ik e g:gg 8,33 0.31 2,6 284
12 | Liz, tors o 7,43 8,32 2,6 227
13 | 4d-es torss fzg‘; 7,93 8,99 2,6 238
14 | 65-5s torzs g 9,31 2,6 289
15 | Act. coelicolor lgﬁ 10,02 o 11,18 2,6 372
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1. idbldzat ( folytatdsa)

(3)

‘é Megkitétt nitrogén mg-okban (4)

& (2) Sejtek szima
T.4|  Azotobacterrel egyiitt i 1 ml tiptalajban-
V-E tenyészbett sugargomba- 30 ml 3 ; lg ; millickban, a kizérlet

4 torzsek megnevezése Eipialisban Kozépérték f&ﬁﬂl‘{%ﬂ;}n;t

oA szamitva elején g végén

4 8,20
16 | 10,-as tirzs $.20 8,20 9,19 2,6 208
T BT A 8,20
17 | 84 izb. A. torzs Wio 8,54 9,63 2,6 380
11268 45 il 8,1 :
18 ses torzs .86 513 9,11 2,6 211
i 10,11
19 | 38-as torzs 8:51 9131 10,41 2,6 338
20 | 208 t8 bl 7,28 2
o-€s torzs 741 i 8,26 2,6 202
5 8 8,50 e 3
21 1-es torzs 881 ,65 9,70 2.6 238
" 7,94
22 711'95 torzs 33 8,13 9312 2,6 260
k]
7. 7,94
23 | Ty-es torzs 8120 8,07 9,05 2,6 314
)8
24 | 10-es torzs S 10,36 11,62 2,6 314
56
25 | 53-as térzs o 10,23 11,50 2,6 301
A 9,65 .
26 | 22-es torzs 10118 9,91 11,11 2,6 332
i 8,50
27 | 50-es torzs iR 9,05 10,15 2.6 260
9,80 : )
: N 8,08
28 | 12 izh. A. térzs S 8,98 10,06 2,6 358
0,84
29 | 9-es tdrzs 1 e 10,68 11,97 2,6 320
10,53 )
- . 9,27
30 | 78-a8 torzs 851 8,59 9,88 2,6 224
31| 9%an: toess e 8,66 9,71 2.6 280
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1. tabldzat (folytatdsa)

g 5 | Megkotott nit(r?gén mg-okban Sejtel(f:zﬁma
Eg e hes iwn > b miilioxbn,  kisérlet

S iR tiptalajoan | EOzéperték | ginkeua

& sElivs elején végén
32, s e e Baa |y 9ag j 2,6 204
) - 8,35 9,35 2,6 248
N v 7,57 8,46 2,6 242
;5_ d-es tirzs 23; 8,33 9,36 2,6 209
g 66-0s torzs ig”gi 10,54 11,82 2,6 322
37 43 izb.-A. 'tﬁrés- ;33 7,55 8,48 2.6 347
3—8— 15-68 torzs gﬁg 12,26 13,75 2.6 490
g 43-as torzs ;:gg 7,49 8,40 2.6 239
0| 0, A toras o 821 |- 9,28 2,6 296
s ac o e 6,85 7,81 2,6 280
o : i 8,85 9,92 2,6 240
g Act. floridae Ig:z,} 9,99 11,02 2,6 450
; 02-e5 t6rzs g:gg 8,56 0,57 2,6 208
s i 8,31 9,32 2,6 211
0 Bier s i 7,62 8,54 2,6 253
;7_ 3,,-cs torzs : g:gg 8,27 9,27 2,6 353
o 10,-¢8 t8rzs g:ii 7,02 7,87 2,6 280
4; 40-e5 torzs i;ig 11,62 13,03 2,6 695
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‘3 & Megkotott nitrozén mg-okban 3 ;45)2&
R O e | il

»é torzsek megnevezése ¢ ﬁma];fj'imn Koupériék f(;l]:lalf;;‘ilt L

= szdmitva elején végén
50 | 18-as torzs o 10,68 11,97 2,6 428
5 11,-¢s torzs o 10,84 12,14 2,6 684
5: 75:05 torzs o 9,35 10,43 2,6 281
o i e 7,97 5,09 26 264
54 | 11,-es torzs ;’;}3 7,10 7,96 2,6 190
55 | 31-es torzs b 7,34 8,30 26 254
o [ térzs o 8,51 9,65 2,6 211
57 | 11 as tores g:gi 9,51 10,66 2,6 372
58 | 2l.es torzs o 9,74 10,92 2,6 260
59 | 20-as torzs o 7,64 8,56 2,6 172
60 | 1l-es torzs %gi 7,09 7,95 26 220
61 | 8, izb. A. torzs Zﬁ; 7,33 8,11 2,6 384 -
62 | 5lx tores Hie 11,30 12,67 2,6 V 912
63 | 62-es torzs N 10,44 11,71 é,ﬁ 368
64 | 26-08 torzs e 9,29 10,30 2,6 281
85 | TT-es tores o 8,30 9,92 2,6 345
66 | 9, izb, A. torzs 31§3 T 8,33 9,42 2,6 275
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Munkdm mésodik részében azt tanulminyoztam, hozy az Azotobacter dltal a
taptalajba kivilasztott nitrogintartalmi veygyiileteket hogyan tudjak hasznositani
a sugdrgombak. Mir sok szerzfi, fgyNovogrudszkij [12], Horner és munka-
tdarsai [7], Blinkov [4], Rabotnova é Radionova [13], valamint
Fjodorov [6] megfigyeltétk, hogy az Azolobacter az atmosaférdbél megkotots
nitrogén egy részét kivdlasztja a tiptalajba s az {gy kivalasztott nitrogén kisebb vagy
nagyobb mértékben felvehetSvé vdlik mis mikrobacsoportok, illetéleg a magasabb-
rendii novények szimira.

A kisérletbe a kordbban emlitett 65 sugirgomba-toras kozil 5 torzset, valamint
az Azotobacter chroococcum 53-as torzset vontam be. .

' 250 ml-es Erlenmeyer-lombikha hemértem 100-—100 ml-t a Fjodorov dltal médositott
nitrogénmentes tdptalajbol. Sterilizilds utin a lombikokat beoltottam az Azofobacter
seﬁszuszpenzmmval majd 32 C°-o03 thermosztithan inkuhaltam. A kisérlet bedllitisa,
utédni hatodik naptol kezdve Bertrand-moédszerrel mindennap ellendriztem a tiptalaj
glukéz tartalmat. A heallitds utédni tizedik napon megdllapitottam, hogy az Azotobucter
néhiny lombik kivételével teljesen felhasznilta a glukdzt a taptalajbél. Ebben az
id8hen az Azotobacter szaporoddsa és nitrogénkstése mar befejezddott, mivel a tdptalaj
mdr nem tartalmazott energiaforrdst, azonban a sejtek autolizise mikroszkép
alatt még nem volt megfigyelhetd. Tehdt a tiptalajban taldlhaté nitrogén nem a sejtek
lehomlasa kovetkeztoben képzddott nitrogéntartalmi bomlistermék, hanem els6sorban
az 616 Azotobacter-sejtek altal a tdptalajba kivdlasztobt nitrogéntartalma vegyiletek.

Az Azotobacter-sejteket centrifugdlissal elvdlasztottam a taptalajtol. A sejtek
elvalasztdsa 1 dran at 3000/sec. fordulatszam mellett tortént. A sejteltdl ilyenformin
elvalasztott kultirfolyadékba ismételten 2 %, glukézt, valamint 0,59, CaCO,-ot vittem
be. A szerves savak kozombositésére szolgdld CaCO, bevitele azért valt szitkségessé,
mivel az eredetileg bevitt CaCO, centrifugdlds kozhen az Azofobacter-sejtekkel egyitt
killonvalasztodott a tdptalajbol. Az igy el8lkészitett kulturfolyadékot bemdértem 250
ml-es Erlenmeyer-lombikokba. Minden lombik 100 ml taptalajt tartalmazott. A lombi-
kokat 35 percen 4t 0,5 atmoszféra nyomds mellett sterilizdltam, majd beoltottam
azokat az 5 sugdrgomba-torzs egyhetes tenydszetének sporaszuszpenzidjaval. A kultu-
rékat 32 C°-os thermosztédtban 30 napon 4t inkubdltam. A thermosztéathan csak nitrogén-
mentes tdptalajon fejlédé Azotobacter kulttrdk voltak, nehogy a felszabaduld nitrogén-
tartalmi gdzokat a tiptalaj elnyelje s ezéltal hamis kisérleti adatokat kapjalk. :

Az inkubdcié befejezése utdn a tdiptalaj felszinén fejlédott sugirgomba-
miceliumot ismert hamutartalmd standard szlirGpapir segitsidgével elkiilénitettem a
taptalajtol. '

- A miceliumtol elvalasztott kultarfolyadékot 100 ml-es mérdlombikokba ok vittem

4t & az inkubdci6 ideje alatt elparolgott vizet desatillilt vizzel pétoltam. A tdptalajban

Bertrand mikromédszerével meghatdroztam a sugirgombdk dltal fel nem hasznilt -
glulkéz mennyiségét. Kontrolként szolgdltak a sugdrgomba spérikkal be nem oltott.
kulttrfolyadékokat tartalmazé lombikol.

Kjeldahl médszerével meghatiroztam a sugargombak ltal felvett, valamint g
kultarfolyadélkhan visszamaradt nitrogén mennyiségét, Ugyanezzel a mddszerrel meg-
hatdroztam a tdptalaj vegyiileteinek nitrogén szennyez6déssét. Erre a célra Azotobacter-.
rel be nem oltott nitrogénmentes steril taptala] szolgalt; melyet a kisérlet bedllitasakor
helyeztiink a thermosztdtba. A kisérlet eredményeit a 2. tiblizat mutatja.

A t4bldzatbél kitiinik, hogy az Azotobacter chroococcum 53-as torzs, amely 1g:
glukézra vonatkoztatva 13 mg nitrogént kot meg a levegdbdl, a taptalajba csak 1,77
mg nitrogént valaszt ki. Ez a nitrogén mennyiség 14%,-4b teszi ki az Azotobacter Altal
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2. 1aBlgzat

Az Azotobacier dllal a tdptalajha kivdlasztott nitrogén hatisa néhiny talajban éI6 sugirgomba

Iejlod €sére
(2) ®
A glukéz mennyisége - .
g-okban A nitrogén mennyisége mg-okban @
| sugir- ™
a 1g | oombak
(1 sugir- h?;; {lilr.al
Toérzsek megnevezése gom- = | felhasz-
: bik Kultd N Gssze. | mALL |
a taptalajban dgetla] fo?ya&]ékbgn a miceliumban ozsz k% ;.:m nl}lé:ct)-
% p gén
Z- t- <
Sl s | %bon
mitva
Kulttrfolyadék  sugir-
gombdkkal valé be- | 1,76 3.00
oltds nélkiil, kontrol- | 1,76 | 1,76 — 3,29 | 3,15 — . s 1,79 i
ként felhaszndlva .
41 izh, A. 1,60 2,39 0,94
sugargombatirzs | L48 | 1,54 | 0,22 | 2,20 2,29 | 0,88 | 0,01 3,20 | 1,82 35
7 A 1,57 2,43 0,79
20-as sugdrgombatorzs 1,53 | 1,55 | 0,21 | 2,17 2,30 | 0,82 | 0,81 3,11 | 1,76 38
5 : 1,43 2,43 - 0,69
B demngdioamnntaras Bl sl 027 | 2,22 | 2,32 | 0,88 | 078 | 3,11 | 176 | 38
X . 1,60 1,88 0,71
Aciinemyces jloridae L7 | 1,59 | 0,18 | 2,20 | 2,04 | 0,94 | 082 | 2,87 | 163 | 35
1,60 2,27 1,04

1308 sughrgombatdres || 7pp | o 0,20 | 2,20 | 2,24 | 1,04 | 1,04 | 3,98 | 1,86 | 31.

megk$tdtt nitrogénnek. A tdblizat adataibél megéllapithatd tovabbé, hogy a kisérlethe

vont sugdrgombdk a viszonylag hossza, egy hdnapos inkubécid ellenére is esak 30— 40
Yo-at képesek felhaszndlni az Azotobacter dltal a tédptalajba kivilasztott nitrogénnek.

Eredmények megheszélése

Amint a kisérlet adataibél lithatd, az Azctobacter-sejtek szdma igen erésen cstklken
sugdrgombikkal végzett egyiittes tenyésztésben, a tiszta Azotobacter tenyeészet sejt-
szdmahoz viszonyitva. Ennek oka véleményem szerint elsésorban abhan keresendd,
“hogy a kisérletbe vont sugdrgombdk enzimrendszeriik segitségével lizdljdk az Azofo-
bacter-sejteket. A kisérlet bedllitdsa utédn az Azotobacter vastag sejthartyat képezett a
téptalaj felszinén. Miutdn masodizben vittem glukézt atdptalajba, az Azotobacter sejt-
hdrtyijin megjelentek a sugdrgomhik telepei. Elészér csak kiilonalls, aprd, pontszer(i,
feliileti telepeket képeztek, majd néhdny nap mulva dsszefiiged miceliumhdrtyival
borftottdk be a tdptalaj felszinét, lizdlva a kordbban ott léve Azotobacter sejthdrtyat,
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Kitinik tovdbbd a kisérlet adataibdl, hogy az Azotobacter chroococcwm 63-as
torzs sugdirgomba torzsekkel kozos tenyészetben az esetek tobbségében kevesebb
nitrogént kot meg a leveg8h6l, mint tiszta kultirdban. Mig a kontrolndl a megkotott
nitrogén mennyisége 13,42 mg volt 1 g glukézra dtszamitva, addig sugdrgombikkal
kizos tenyészetben majdnem minden esetben csalkk 8—10 mg nitrogén megkotését
lehetett megallapitani. Véleményem szerint a nitrogénkités cstkkenése elsésorban nem
abban keresendd, hogy a sugdrgombdk 4ltal képzett anyageseretermékek és anti-
biotikus anyagok elnyomjik az Azotobacter fejlédését. Ennek ellentmodanak az agar-
blokk-teszt mddszerrel végzett vizsgdlatok eredményei is. Ezzel a modszerrel vizsgdlva
csak két sugdrgomba-torzs mutatkozott antagonistdnak az Azotobacter-rel szemben.
A tobbi 63 kozombos volt, s6t egy torzs serkentette az Azotobacter elszaporoddsit.
Ebben az esetben elsésorban a tipldlékért folyd versengés eredményezte a vegyes
kulttrdkban észlelhetd nitrogénkstés effektivitisinak csokkenését. A glukézt ngyanis.
nemcsak az Azotobacter hasznilta fel, hanem a sugdrgombdk is, melyek nem képesek
nitrogént meglkodtni az atmoszférdbdl. Ennek eredményeképpen a téptalajbhdl felhasz-
nélt 1 g glukézra kevesebb megkotiitt nitrogén esik.

A kisérlethe vont Azatobacter chroococcum 53-as torzs 4ltal megkdtott nitrogénnek
csak mintegy 14%-a vélasztodik ki a tdptalajba az é18 sejtekbél. A sugdrgombak a
téptalajba kivdlasztott nitrogénnek 30—409%, -4t képesek felvenni. A tobbi nitrogén
az egyhdnapos inkubdcid ellenére sem hasznélédott fel, jéllehet kozismert, hogy a sugdr-
gombik a legellenallébb szerves vegyiileteket is képesek lebontani. A két mikroba-
esoport kozos tenyészeténél a tdptalaj felszinén keletkezd sugdrgomba-micelium hértya
elsésorban szintén nem az Azofobacter altal a téptalajba kivalasztott nitrogéntartalmu
vegyiiletek értékesitésének révén képzédott, hanem az Azotobacter sejtek lizdldsa
folyamdn szabaddd vAlt nitrogén-tartalmu vegyileteket vettCk fel. Ennek alapjan
fel lehet tételezni, hogy a magasabbrend{i ndvények téplalkozdsakor nem az él6 sejtek
altal a talajban kivdlasztott nitrogén-vegyiileteknek van elsérend( szerepik, hanem a
sejtek elbomlisidnak eredményeképpen felszabaduldé nitrogén vegyiileteknek.

Végezetiill hilimat fejezem ki M. V. Fjodorov professzornak, a Szovjetunié Mez6-
gazdasdgi Tudomdnyos Akadémidja levelezd tagjinak, akinek irdnyitisa mellett a
Moszkvai Timirjazev Mezdgazdasigi Akadémia Mikrobiologiai Tanszékén a fenti
kisérleteket végeztem.

ﬁssz'eioglalé,s

65 killonbozé sugdrgomba-torzs és Azotobacter chroococcum 53-aus térzs egylttes
tenyészeténél az Azofobacter sejtjeinek szama és az atmoszférdbol megkotott nitrogén
mennyisége 1 g glukézra dtszamitva szdmottevdéen csokken a kontrolhoz viszonyitva.

Az Azotobacter chroococcum 53-as térzs az altala megkotott nitrogénnek mintegy
14 9%, -4t vdlasztja kia tdptalajba. A kisérletbe vont sugirgombék a téptalajba kivalasz-
tott nitrogénnek csak 30—409%,-4t képesek felvenni.

Erkezett: 1959. janudr 20.
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B3AMMOOTHOUWEHMWS MEKIY A30TOBAKTEPOM W TMOYBEHHBIMU
AKTHHOMHUUETAMU B JIABOPATOPHBIX YC/IOBUSX

H. Cern

Hayuao Heenegosarenans<ui Hucruryr IloysBoBagedns y Arpoxumun AH Betirpun, Bypganmemr
Pesiwume

B nmepBoil nogoBuie mauel paGoThl G0 H3YUBHO, XAK BJIMALT HA (DHKCALHIO MoJe-

KYJaspHOrOo asoTa a30To0aKTepoM, COBMECTHOe BhlpamuBauue Azotobacter chroococcum
duramma 53 ¢ JYYUCTBIMH rpubGaM,

‘AsorobaxTtep u 65 mTamMMOB JAYMHCTHIX IPHOKOB KYJLTHBHPOBAIHCE Ha GezasoTHOMH
cpeae no Mmofudukauun M. B, Pegoposa. Koraa raiokosa 6euma HCTIOJIb30BAHA H3 cyGeTpaTa,.
NpH TNOMOULH CTePHJbHBIX MHIIETOK OHA CHOBA .’lf)ﬁaBJ}ﬂﬂacb B Cpeay B CI)O])ME CTEPHJIBHOTO
pactBopa. CoslepKanHe IVIOKO3B B MHTATEdbHOM cy6erpate cocrasasno 2%, o tesanocs
NOTOMY, 4TO JYUYHCTHIE TPUOKH HA NHTATENBHOI Cpene, He colepKalmeil CBI3aHHOrO asora,
He MOTYT DPasBHBATHECA. XOTH B janbHeilllen 230ToBaKTep, PAIBUBAIOULHIC OYeHD 6eicTpo,
‘DHKCHDPOBAJ 3HAUNTEJNbHOE KOJHUECTBO 230T4, HO B TO iKe BPEMA HCNOJB30BAJ I/I0KO3Y
M3 CPejbl, MO3TOMY 6bLIO Heo GXOAUMO JI06ABHTL B MHTaTeNbHBIH cybeTpar JIONOTHUTeNbHOE
KOJTHYECTBO TJIOKO3HL.

IMon BIHAHHEM ITIOKO3H MYUHCTHE rpHOKH GLICTDPO HAYANH PA3BHBATBLCS H o6pasoBanu
TOJICTYIO NAEHKY MHUENHST HA TOBEPXHOCTH MHTATEJbHO] cpensl. Korpa riiokosa ucnosb-
30Bajach BTOPOIl Pas B cpefie ONpesea U YHCAO KJIEToK 430T06aKTePa, N0 METOAY MPAMOTO
fioacdera noJX MHKDockomom B xamepe Toma. KosnyeeTso cessannoro a30Ta H3 aTMocC-
eprl Gsl0 onpeleneno no Metody Kbeabiams.
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BhlJIo YCTAHOBJIEHO, MTO TPH COBMECTHOM KYJAbTHBAIHN a30To(GaKTepa C MOYBEHHBIMHM
AKTHHOMHIETAMH KOJHYECTBO KJIETOK asoTobakrtepa B 5—6 pas menblue uem B KouabGax,
CoJlep KANITX TOJTLKO OJMH A30TOBaKTep. ITo OOHCUALTCS TeM, YTO JIYYHCTbIE IPHOKM JH3H-
pyloT K/JeTKH asoTofakTtepa. Ha nienxe kJIeToK asorofaxTepa, pacnoJgaraiomeiica na
MOBEPXHOCTH NHUTATEJNLHOTO cyGCTpaTa, NOSBJSAIOTCA KOJOHMH JIYUHCTBIX TPUOKOB M OHH
B TeyeHHEe KOPOTKOrO BpeMenH 00pasyloT TOJCTYIO TLJEHKY Ha MecTe asoTtobakTepa.

KoanuecTBo (PMKCHPOBAHHOTO a3oTa B Ko.16ax, coiepmamux 00a MHKPOOPTaHH3MA,
6BLJ10 3HAYKUTE]bHO MEHBILE YeM B KOHTpPOJe. B ADYToM Ombire GBIJIO YCTAHOBIEHO, UTO CPedH
65 WTaMMOB JYyYHCTHX rpubxos 63 mTaMma He fABJISIOTCH aHTAaTOHHCTAMH asoTobakTepa,
AazKe OlMH BMJ 110 MeTOLY arapoporo 6/04YKa CTHMYJIHPYeT ero paspirue. DTo HAGJIOLeH He
HCKII0YAET BO3MOIKHOCTE TOTO, YTO CHHIKEHHE KOJHYeCTBA (QHKCHPOBAHHOIO a30Ta a30T0-
GaKTePOM MPOUCXOLHT B pe3yabTaTe GAaKTEPHIHAHOTO JeHCTBHS BBIJENEHHHX AHTHOHOTH-
yeCKHX BEIIeCTB JYTHCTBIMH rpubamu, Mbpl cunTaeM, 4To cHHiKeHHE KOJHYeCTBA DHKCHpO-
BAHHOI'O 430TA B MEPBYI OUYEpPelb MOKHO OOBACHHTL TEM, YTO M3 IHTATEABHOTO CydcTpaTa
He TOAbKO a30TOGAKTEeD MCIOJbL3YeT FAIOKO3Y HO TaKKe M akTHHOMHNeTH. CpeiH 3THX
MWKDPOOPranu3Mos PUKCHPOBAThL aTMOC(EDHBIH A30T B 3HAUMTENbHBIX KOJHHUECTBAX MOXKET
TOJIBKO A30TOOAKTEpP H MO3TOMY CHHKAeTcs (PHKCHPOBAHHBIA a30T HA JOJI0 | I. INIIOKO3HL.

Bo BTOpOii nosoBHHe Halled padoTsl Gbla usyuen 3(deKT HCMOML3OBAHHA a30Ta, BHIAE-
JIEHHOTO a30TOBAKTEPOM B MHTATEJIBHYIO CPejdy, HEKOTODBIMH JYYHCTHIMH TpHOAMI.

B 10-gueBHoll KYVabType asoTofakrepa IMPH MNOMOILH HeHTPHPYrHpoBanHs KIeTKH
OB OTHENeHB OT MHTATeAbHOro cyberparta. B KyabTypanbuyio KHIKOCTHE CHOBa Ohliaa
AoGasjena [J10K03a W MeT, H [ocae 3T0TO, XKHIKOCTh CTepH/IH30BAJIACH B ABTOK/IaBe, TPH
0,5 atmocdepsl, B Tedenue 35 muuyT. [locse cTepran3anun KonGol GblaH 3apiKeHbl CyCneH-
3uell HedeJbHOTO BO3PACTa MSITH DAa3HBIX MITAMMOB AKTHHOMHIETOB, NMOTOM KOJGB ObLLIH
NOCTABACHELI B TepMocTaT HA Mecdl. [lo HCTeueHHE CPOKA OTpeledsJloch KOTHYECTBO I I0KO3 B
HEeHCNoJIL30BAHHOR H3 cyOcTpaTa, a TaKiKe cojepiKAHHE a30Ta B KHIKOCIH H MHURIHH
JyuHCTHIX TpuOKEB, Onpefenedne TMIOKO3bl NPOBOAHIOCH o MeTody Deprpana, a ompene-
JeHHe a30Ta no MHKpoMeToay Kweanzals.

Brio ycranosaexo, 4To Azotobacter chroococcum mramm Ne 53 BhUlensieT B cpefy
okogo 149% ¢uxchposaunoro asota Ha | r noTpebaennoii raokossl. HecmoTpa na mpojos-
WHTENBHYI0 HHKVOAIHIO, H3YUaeMble JYUHCThle TPHOKH MOTYT ycsauBaTh ToJabKo 30—40%
230Ta BHIEJICHHOrO a3oToOaKTepoM B CyOGCTPAT, XOTS H3BECTHO, YTO OHH HMEIOT OYeHh
BHICOKY10 (epMeHTATHBHYIO AaKTHBHOCTb M MOTYT pasjarath HauGosiee CToiiKHe OpTaHH-
yecKpe BelecTsa. [IOBHAMMOMY, TOJCTAf TJAEHKA MHLEJHA JTYYHCTHX FPpHOKOB B Mpejbl-
AyuieM onbiTe 06pasoBajach 3a cUeT YCBOGHHS 430Ta, 0CBOGOIKAEHHOTO B pe3y/abTaTe pas-
JoXKeHHs 0eJKOBBIX BEUECTB KJAeToK asoTobaxrepa.

Ha ocHoBanuu 3Toro Hab/I0ZeHHSI Mbl CUHTAEM, UTO TPH &30THCTOM MNHTAHHH BBICITHX
pacTeHHii B TmePBYR ouepeib HMeeT 3HAUEHHE HCIOJb30BAHHE a30Ta OTMEPIIHX KJIETOK
asoroGakTepa. Mcrmodb3oBapHe BLIIRJIEHHOTO a430TA B [MHTaTeJbHB CyGCTPAT KHBHIMH
KJEeTKaMH, TIOBH/IHMOMY, HIPAeT TOJIbKO BTOPOCTEMEHHYHO POJIb.

Tatauya 1: CosMecTHoe BHpawmupasue Azotobacter crnococcum c nexoTOPBIMI IITAM-
MaMH TOUBeHHBIX akTHnomuueTor, (1) Homep kyasTyp. (2) Hazsanue aK THHOMHIETOBR, KYJib-
THBHPOBABUIMX MTPH COBMECTHOIH KyJbType ¢ asotobakrepom. (3) KoJsuuectBo QuKCHpOBaH-
HOTO a3oTa B MP. 30 Ma nuTaTtedbHOro cyGcTpaTa, CpefHee KOoJMHYeCTBO NePecuHTAHO Ha
1 r ucnosb3oBaunnoit rawokossl. (4) KoduvectBo kietox B | MJa muTaTenbHOro cyderpaTa
B mauaje K KOHIE OnbiTa.

Tabauya 2.: Bawsnwne a3ora, BRAGIEHHOTO a30T0GaKTepOM B TMHT4aTeabHblit cy6CcTpaT,
HAa Pa3BHTHE HEKOTOPHIX TOYBEHHHIX akTHHOMHueToB. (1) Hasmamme wrammos. (2) Koam-
YeCTBO TJIOKO3bl B T. B IHTATENBHON Cpejle U HCMOJIh30BAHHOE aKTHHOMHueTaMHu. (3) Komau-
YeCTBO A30TA B MI B KYJATYPAIbHOH MHIKOCTH, B MHUEJ/HH, BooGule, mepeuncieyo Ha 1 r
Henmoab3oBanuoil rawko3sl. (4) KoawiuecTBo HCOOJb3OBAHHOLO a30Ta JYYHCTHIMH TPUG-
KaMH.
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Interactions between Azotobacter Chroococenm Strain 53
and Soil-Inhabiting Actinomy-cetes in Mixed Cultures

J. SZEGIT

Research Institute of Soil Science and Agricultural Chemistry of the Hungarian Academy
of Sciences, Budapest

Summary

In the first phase of our studies the influence of -Actinomyceles in mixed cultures on the amount
of atmospheric nitrogen fixed by Azotobacler chroscoccum strain 53, was determined.
The mixed cultures of Azotobacter and 65 employed strains of Actinomyceles were grown on the

of the solution. After the second dose of glucose has also been consumed, cell numbers of Adzotobacter
were counted in Thoma-chamber under the microscope and N-content of the nutrients were deter-
mined by the Kjeldahl procedure.

Cell number of Azotobacler has heen found to be Five to six times lower than that in the control
vessels. This has been explained by the lysis of Azolobacter cells in the mixed cultures by Actinomy-
celes. It has been observed, namely, that the surface membrane of Azotobacter cells was rapidly
overgrown by the mycelium of Actinomycetes after the supplementation of the nutrient with glucose, .

The fixed N content of the vessels containing the mixed cultures was found to be substantially
lower that of the pure cultures of Azolobacter. It has been shown in a former publication, that 63 of
the 65 strains of Actinomycetes employed in these studies are by no means antagonists of Azolobacter
and one of them even stimulates the proliferation of the latter as demonstrated by the agar-block
method, This finding excludes the possibility of the production of bactericidal substances by dcti-
nomycetes resulting in a reduced N-fixation by Azofobacter. It is suggested, that the reduced N-fixa-
tion of mixed cultures might be explained by the competitive glucose-consumption by Actinomyeetes.
Since only 4dzolobacter is able to fix atmospheric nitrogen, at least to a considerabls degree, the
amount of fixed N per g of glucose consumed is reduced in mixed cultures.

In the second phase of the investigations the utilization by individual strains of Actynomycetes
of the nitrogen fixed by Azofobacter has been studied. i

zolobacter cells were separated by centrifugation at 3000 rpm from the solution in which
they were cultured for 10 days. Glucose and calcium were added to the supernatant and sterilized
in autoclave at 0,5 atm. for 35 minutes. The sterilized solutions were inoculated with spore suspensions
from one week old cultures of five different strains of Actinomycetes, and incubated in thermostats
at 30° C for a month, By the end of the incubation period the residual glucose and nitrogen content
of the media and the amount of N in the mycelia have been determined. Glucose was determined
by the methad of Bertrand, nitrogen has been estimated by the micro-Kjeldahl procedure.

Only 14 per cent of the nitrogen fixed by Azofobacter chroococcum strain 53 has been found in the
culture media. The Aectinomyceles employed in these studies were able to utilize only 30—40 per
cent of this nitrogen during the month of their culture, in spite of their wellknown high enzymic
activity and ability to degrade even the most stable organic substances. It is possible, that the thick -
mycelium-pellets of Acfinomycetes observed in the mixed cultures are due to the utilization of
nitrogen liberated from lysed Adzotobacter cells. It is suggested, therefore, that similarly, in the
nutrition of higher plants, the released N-content of the perished Azolobacter cells plays a greater

role, than the fixed-N execreted by living cells,

Captions

Table 1. Mixed cultivation of Adzotobacter chreococcum sirain 53 and some strains of soil-inha-
biting Aetinomyceles. (1) Serial number of the cultures, (2) The strain of Aectinomycetes employed.
(3) The amount of fixed nitrogen per 30 ml of the nutrient, and per 1 g of glucose utilized (mg).
(4) Percentage amount of nitrogen utilized by Actinomycetes. ) :

Table 2. The effect of the nitrogen excreted by Azotobacler into the culture medium on the
growth of some soil-inhabiting Actinomycetes. (1) The strain of Actinomycetes. (2) Amount of glucose

‘in the medium, and the amount utilized by the Actinomycetes (g). (3) Amount of nitrogen (mg) in
the culture medium, in the mycelia, and the total amount of N per 1 g of glucose utilized (mg) (4)
Percentage amount of nitrogen utilized by Actinomycetes. i



