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A borsé és bikkény gydokérgumoibol izolalt
nagy nitrogénkoté képességgel rendelkezd
rhizobium~térzsek fiziologiai sajatossagai

L. NITA
Kézponti Baltériumtrdgya Allomds, Bulkarest

Az el6z6 dolgozatunkbél ismert [6], hogy a borsé és biikkény rhizobium-
torzsei kiilonbozd teljesitéképességgel rendelkeznek. Hasonlé eredményekrsl
szdmolnak be LorpAaTINA [5], LAZAREVA [4], BERJOZOVA és REMPE [1], F70DOROV
¢s Hravadrova [2], Fsoporov és Liszro [3], THorNTON [8], NUTMAN [7] é5
miésok. Jollehet a rhizobium-térzsek teljesitéképessége minden valdsziniiség
szerint szoros kapcsolatban van azok fiziolégial sajitossdgaival, azonban a
killonbdzé torzsek részletesebb fiziologiai jellemzésével kapesolatban ninesenek
adatok. Ebhél kiindulva, célul tiiztiik 1nagunk elé a borsd ¢és biikkkény guméibol
kivélasztott rhizobium-tirzsek fiziologial sajatossigainak tanulmanyozasit.

Kisérleti rész

A kiilénboz6 aktivitassal rendelkezd rhizobium-térzsek kozitt fennalld
fiziolégiai eltérések kimutatisa céljabol mesterséges taptalajon meghataroztuk a
sejtanyag szintézisének gyorsasagat, valamint a légzés folyamatiban résztvevd
enzimek aktivitdsat. A sejtanyag szintézis gyorsasdgival kapesolatos kisérleteket
kilonbozé szén és nitrogénforrasokat tartalmazoé tdptalajokon végeztiik. A C: N
ardnyt 20 :1 aranyban allitottuk be. Szénforrasként egyes szénhidratokat,
alkoholokal és szerves savakat hasznaltunk fel. Ezeket 0,4 M koncentraciéban
vittilk be a taptalajba. Nitrogénforras céljdra ndtrium nitrdtot és ammonium
kloridot alkalmaztunk. A tdptalaj pH-janak allanddsdgat Sorensen-léle [oszfat
pufferrel biztositottuk. Az inkubdciét 500 ml taptalajt tartalmazé lombikokban
végeztiik, melyeket a vizsgalt torzsek egvenld mennyiségi sejtet tartalmazé 2 ml
sejt szuszpenzidjaval oltottunk be. A beoltotl lombikokat 80 napon at 28° C-os
termosztatban inkubdaltuk. A kisérlet befejezése utin a baktérium sejteket
3500—4000 fordulatszami centrifuga segitségével valasztottuk el a taptalajtél,
majd Kjeldahl médszerével meghatdroztuk a fehérje és nem fehérje nitrogén
mennyiségét. A visszamaradé cukrot Bertrand modszerével mutattuk ki. A kisér-
let eredményel az 1. tabldzatban lathaték.

A tablazatbol kielemezhetd, hogy a kiilénbsz8 szén- és nitrogénlorrasokon
tenyésztettrhizobium-torzsck kilénbéz6 mennyiségbenszintetizdlnak sejtanyagot.
Az aktiv nitrogénkatSk laboratériumi viszonyok kézitt is intenziven fejlédnek,
tébb nitrogént tartalmaznak mint a kevésbé aktivak és a fehérje nitrogénnek az
gssznitrogénhez viszonyitott ardnya is jobb ajo teljesitéképességii torzsekénél.
A fenti megfigyelésck alapjdn feltételezhetd, hogy az aktiv nitrogénkétd rhizo-
bium-térzseknél az energiaforras oxidacidjiban résztvevd enzimrendszerek
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1. tabldzat

A borsé és biikkony rhizobium-térzsei altal szintetizalt sejlanyag mennyisége
kiilonboz6 C s N forrasokon

m (2) : (3
Nitrogénforrds NaNO, Nitrogénforras NH,Cl
) | (5) €3] (5)
| A fehérje és nem fehérje N A fehiérje és nem fehérje N
Yoot A buktérin- | mgflg baktérinmsily Py maflg baktériumsily
o mok szaraz- mok szaraz-
anyagsilya a fehérje N | anvagsilya a fehérje N
mg/l g szén- fehifrle nem fehérie | arinya a | mg/l g szén- fehérje nem fehérje | ardnya =»
forris N X nem fehérje forras N N nem fehérie
N-hez N-hez
Szaharéz
248 12,8 1 14,43 2,12 6,80 12,1 13,38 2,34 5,74
13 14,5 15,25 1,97 7.77 13,5 14,84 2,16 6,85
32 15,6 13,39 1,81 7.40 12,9 13,81 2,11 6,86
33 13,7 11,67 1,74 6,72 11,5 12,88 228 5,67
134 14.5 13,18 1,82 7,24 11,1 13,37 2,16 6,20
Glukdbz
248 12,6 1 13,14 1,96 6,72 11,6 12,48 2,14 5,80
13 14,1 13,99 1,89 7.44 13,0 13,32 2,00 6.67
32 14,6 11,80 1,70 6,97 12,3 12,35 1,85 6,70
33 11,8 11,12 1,68 6,62 10,7 11,76 1,96 6,00
134 13,5 11,33 1,67 6,30 11,8 12,08 1,92 6,30
Maltoéz
248 11,2 I 8,88 1,34 6,63 10,7 8,52 1,68 5,00
13 12,8 | 10,07 1,43 7,02 11,6 9,63 1,67 5,77
32 12,3 | 10,55 1,65 6,30 11.8 8,77 1,63 5,76
33 10,6 7,42 1,44 585 | 10,2 7,62 1,58 4,84
134 11,0 8,70 1,40 624 | 13 836 1,64 5,10
Galaktdz
248 11,7 11,61 1,69 6,80 ‘ 10,8 10,74 1,93 5,67
13 13,6 12,20 182 7.20 12,3 | 1227 1,94 6,32
32 12.8 11,54 1,66 6,94 128 | 11.82 2,93 6,14
33 11,3 10,78 1,72 6,28 | 10,5 | 10,38 2,00 5,20
134 11,7 11,01 1,69 ‘ 6,52 | 44,4 | 1111 1,99 5,60
i

miikidése gyorsabb és nagyobb hatdsfokkal tudjak felhasznalni az eloxidalandé
energiaforrasokat, mint a kevéshé aktivak.

Az eredmények azt mutatjak, hogy a szén-és nitrogénforrdsok jelentds
mértékben befolyisoljak a baktériumok testének dsszetételét, de fontos szerepe
van az él6 szervezet természetének is, mivel az dénté mértékben hatarozza meg
egyik, vagy mésik nitrogén, vagy szénforrds értékesitését, amely az egyes tor-
zseknél kiilsnboz6 gyorsasdggal megy végbe. Ide kell szamitani tovabbd, hogy a
j6 teljesitGképességli térzseknél a sejtek protoplazméja sokkal aktivabb allapot-
ban van, mint a gyenge nitrogénkit§ organizmusok esetében, mivel az elébbiek-
nél a sejt anyagainak dsszetételében nagyobb mennyiségben vesznek részt a fe-
hérje anyagok. Ilyen esetben, mivel a protoplazma az Gsszes szitkséges enzim-
rendszereket tartalmazza, megvan a lehetéség nemesak az életfolyamatok
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intenziv folydsara, hanem arra is, hogy a szervezet gazdasigosabban haszndlja
fel az energiaforrdst az oxidaciés folyamatok sordn. Az energiaforrds nagyobb
hatasfokkal torténg felhasznaldsa viszont azt eredményezi, hogy a szervezet tébb
nitrogént igényel, ami pedig a nitrogénkités folyamatat fokozza.

Mivel az energiaforras eloxidaldsa a légzés folyamataban torténik, vizsga-
latunk tovébbi részében tanulményoztuk a borsé és biikkény guméibél izolalt
rhizobiumok dehidrdz és oxiddz rendszerének aktivitdsat.

A dehidraz rendszer aktivitisinak tanulményozisa céljabol a baktériumo-
kat glukéz tartalmi szintetikus tdptala; n szaporitottuk el. A kétnapos tenyésze-
tet steril vizzel mostuk le kémesévek-

ben lev6 ferde agarrél és meghataro- 2. tdbldzat
zott €] tszamot (E,” mlllllal'(’:-l/ ml) tartal- A borsé és biikkény rhizobium baktériumtér-
mazo szuszpenziot készitettiink, A zsek dehidriaz aktivitasa
dehidraz aktivitds meghatdrozdsira (A metilénkék elszintelenedési ideje érikban
szolgdlé Tunberg-csévekbe 20 ml 0,1 M van kifejezve)
koncentraciéja hidrogén donéatort tar- T
. . izobium-térzsek
talmazé oldatot, 2 ml pH 6,9-es S6- I donitor :
rensen-féle foszfatpuffert és1 ml sejt- 2 | s far | ba ] 2
szusizpen‘zmt Vlttu’nk. Az .a]iitiv’alt hid- Glukésr v o] 3|18 4| 25
rogén akceptoraként metilénkéket al-  zpy, 00000 il sl &l
kalmaztunk. A csévekbél kiszivattytiz-  TLaktéz .......... 41 3|2 413
tuk a levegdt és a dehidrdz rendszer Mannit .......... 6| 45| 8] 6
aktivitdsit a metilénkék elszintelene- Galaktéz ........ 716151 917
dési soabdl allapitotiuk Glcerin ......... 9| 6|6 |10 8
esl gyorsasagabol allapifotiuk meg.  Teeay ..o 11 8| 7 (149
A kisérlet credményeibdl lit-  Citromsav ......, 25 | 20 [16 | 24 |19

hatd, hogy a dehidrdz aktivitds az  Borostyénkésav .. | 12 | 8| 7 | 12 110
egyes rhizobium-torzseknél lényegesen Almasav......... 8| 616 |10 8
kilonbdzik mastél (2. tablazat Borkésav ........ 12| 8| 6 | 14 |10

ilonbozik egy masto ’( ; td._ 4za )- Ecetsav ......... 14 | 10 [10 | 16 |12
Az aktiv torzsek jelent8sen rgvidebb

id6 alatt képesek a metilénkéket tar-

talmazd oldatot elszinteleniteni, mint

a kevésbé aktivak, mivel az eldbbieknél az elszintelenedés joval elsbb meg-
kezdédik, tehat a j6 teljesitdképességli térzsek sokkal aktivabb dehidraz
rendszerrel rendelkeznek, mint a gyengébbek. Ugyanakkor érdemes megem-
liteni, hogy a kiilonbozs enesgia forrdsok gyakorlatilag egyforma ered-
ményeket adtak. A nitrogénkoté képesség, valamint a dehidraz aktivitas
kozottl parhuzamossignak igen fontos gyakorlati jelentsége van, mivel lehe-
t6vé teszi a kiilonbéz6 rhizobium-térzsek elzetes értékelését. Ugyanis az aktiv
térzsek kivalasztdsdnal a hosszt és koriilményes tenyészedénykisérleteket bizo-
nyos fokig helyettesitheti a dehidrdz aktivitds meghatdrozasa.

A dehidriz rendszer aktivitasédnak és a sejtanyag szintézisének parhuzamos-
saga rendkiviil érdekes és minden valdsziniiség szerint azzal van kapesolatban,
hogy az oxiddlandé anyagbél a dehidrdz rendszer altal aktivalt hidrogén nem-
csak a sejtanyag szintézise céljdra szolgal energiaként, hanem a nitrogénkatés
elsgdleges termékeinek aminosavakig és fehérjevegyiletekig torténd redukeidja-
hoz is biztositja az energiit.

Munkénk tovabbi részében azt tanulmanyoztuk, hogy milyen intenzitassal
képesek a kiilonbozd rhizobium-térzsek a molekuldris oxigént felhasznalni.
A vizsgalat céljara a baktériumokat natrium-nitrat nitrogénforrdst tartalmazé
szintetikus taptalajon szaporitottuk el. A kétnapos tenyészetek sejtjeibél siird
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szuszpenziot készitettiink, melynek | ml-e 5 millidrd sejtet tartalmazott. A sejt-
légzést Warburg manometrikus médszerével hatdroztuk meg. Az egyes Warburg-
edényekbe 2 ml sejiszuszpenziot és 3 ml 0,1 M glukéz oldatot pipettdztunk. Az

3. tdbldzat
A molekuliris oxigén elnyelésének aktivitdsa
a rhizobium baktériumoknal

oxigén fogyasztast 4 6rdn at mértiik a
Warburg késziilék 30° C-os h8mérsék-
letre felallitott vizfiirdgjében,

A kisérlet adatai (3. téblazat)

e @ azt mutattdk, hogy a kilénbézé tor-
Aromvel 0:4 0 z3ek légzési aktivitasa tavolrél sem

egyforma. Azok a térzsek, melyek a

Torasek etves were  pillangdsviragn novényekkel szimbié-

e e ol zishan lega}itivabbak, nagyobb meny-

| ben %bat - pyiségd oxigént nyelnek el, mint a ke-

vésbé aktivak. Ebbél a szempontbél az

a) A borso .13 87,81 88,6 12470 oxidaz enzimek a dehidraz rendszerhez
rhizobinm thrzsei 23 E;;)Z 35.5 1000 Pasonléan viselkednek. Valdszini, hogy
o 38,6 e a jo teljesit6képességli torzseknél az

egész enzimrendszer aktivabb allapot-

b) A bikkény 321953/ 9761750  ban van és a sejtek élettevékenysége
shizohinm trasei - ??!3 w5 766  c2eknél magasabb szinvonalon megy

- ,;37 e végbe. Abbdl, hogy ezek gazdasago-

134 | 54,0| 55,5|100,0  sabban hasznaljak fel a szénforrdasokat

57,0 a sejtanyag szintézise céljabol, mint a

kevésbé aktiv szervezetek, az [eltételcz-

heté, hogy az elébbick magasabb nitro-
génkol§ képessége kapesolatban van azokkal az enzimekkel, melyek részt vesz-
nek a sejtekben végbemené energetikai folyamatokban.

A fenti adatokbél 1dthats, hogy azok a thizobium-térzsek, melyek a gumak-
ban aktivan kétik meg a 1égkori nitrogént nemesak abban kiilonbéznek a kevéshé
aktiv torzsektdl, hogy gazdasigosabban hasznéljak fel a szénforrdst a scjtanyag
szintézisénél, hanem a légzés folyamataban résztvevé dehidriz és oxidaz rend.
szer 1s jéval aktivabb az elébbinél.

A lemti vizsgalatokat a moszkvai Timirjazev MezGgazdasigi Akadémia Mikrobioldgiai
Tanszékén M. V. Fjodorov akadémikus iranvitasa alatt végeztiik.

Osszefoglalas

A borso és bitkkény kilsnbozs nitrogénksts képességgel rendelkezé rhizo-
bium baktériumai egyes laboratériumi korilmények kézott altalunk meghatdro-
zott fiziolégiai sajatossdgokban kiilonbéznek egymastol.

A kiilonbéz6 szén- és nitrogénforrdsokat tartalmazé szintetikus taptalajokra
oltott rhizobium-térzsek nem egyforman szaporodnak. A jo teljesitSképességt
torzsek kiilonbbznek a kevésbé aktivakiél az altaluk szintetizalt sejtanyag
tomegében, valamint annak dsszetételében, illetve a [ehérje és nem fehérje nit-
rogén ardnydban. A magasabb fehérjetartalommal rendelkezé torzsek sejtjeinek
protoplazmdja aktivabb, gyorsabban oxidaljak az energiaforrast és gazdasagosab-
ban haszndljdk fel az oxidaciés lolvamatokban felszabadulé energidt.

A légkiri nitrogén gumoékban térténd megkitésének intenzitisa, vala-
mint a dehidrdz és oxidaz rendszer aktivitdsa kozott piarhuzamossagot sikeriilt
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kimutatni. Ez a megfigyelés, valamint a baktérinmok sejtanyaginak szintézisével
kapcsolatos megallapitasunk lehetdvé teszi, hogy elzetes szelekciot végezziink a
kiilonb6zd teljesité képességli rhizobium-térzsek kozott, tenyészedény kisérlet
bedllitdsa nélkil. Azonban végleges értékelést csak olyan tenyészedénykisérletek
adhatnak, melyeknél meghatérozzuk a kiilsnbozé torzsek altal megkotott nit-
rogén mennyiségét.

Erkezett : 1963. jilius 12.
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®usnonoruyeckHe 0cofEHHOCTH Pa3HBIX IUTAMMOB KIYyOGeHBKOBRIX OaxTepuit
ropoxa 4 BHKH, 001ajal0IHMH pe3KOH a30TOQHKCHPYHILEH AKTHBHOCTHIO

J. HHI[D

Llenrpannas cranuda no GakTepHanbHeiM ynoGpenusm, Byxapecrt
(PyMbinHsa)

Pezwome

1. Irammbl knyGeHbKOBRIX OakTepuit ropoxa 1 BHKM, 061ajanmMe PasaHYHON as30To-
(HKCHPYIOIEH AKTHBHOCTBIO B KIYyOeHbKAX 3THX pacTeHMH, OTJHYAITCH APYT OT APYra psjoMm
(usHomOrHYeckHx oco0eHHOCTell, onpenenseMblx B J1a00paToOpPHBIX VCIOBHSX.

2. I'lpH pasBHTHH Pa3HbiX LUTAMMOR KJ1yOCHBKOBBIX OawTepHil HA CHHTETHYecKOH mHTa-
TeJBHOH cpeje, B COCTAB KOTOPOH BXOAST pasnHuHble HCTOUHHKH A30TA U YIJIEPOAA, CHILHEIE
A30TOPHKCUPYIOILME WTAMME] 0aKTepPHI OTIHYAIOTCS OT CnalulX 0 NPOAYKUHH CHHTE3HPYEMBIX
HMMH KJICTOYHBIX BEIIECTB, H B COCTABE €ro coaep kUTCs Oonbiue Oenka. Takue KJIETKH, B KOTO-
pHIX cojepxcaHie Oenxa Oonbwie, oraHualorTest Oosiee aKTHBHON mpoTtonnasmoit, M cogepyka-
mHecst B Hell QepmenThl ObICTPEE OKMCHSIOT IHEPIETHYECKOE BEINECTBO H TMOJHEe HCIONb3YIT
B IIpOLECCaX CHHTE3A OMOJIOrHYECKH MOJE3HYI0 SHCPTHIO, 0CBOG0MIAAIOIYIOCS B OKHCIHTCIbHBIX
1T poneccax.

3. TlonyuenHble AaHHbLIC MO3BOJSAIOT OTACAMTL 00Jee AKTHBHBLIC LITAMMBI OT MeHee
AKTHBHLIX M T4AKUM 00pasoM, MOJYYNTE NPEABAPHTENLHBIC PE3YILTATHI B OMPEASCHHH HX
430TOQHKCHPYIOLIECH aKTHBHOCTH, YCTAHORICHHAS NAPAIEAbHOCTE MEHY AKTHBHOCTBIO (HK-
calMH MONEKYJSPHOrO asoTa B KNy0eHbKAX M AKTHBHOCTBI OKCHAAZ H ACTHAPA3 B KJETKaxX
KNy0OeHbKOBLIX OAKTepHH ropoxa d BHKH, a Tak »e€ H NPOAYKTHBHOCTH CHHTE3a KIETOYHOrO
BELIECTBA, JAET BO3MMKHOCTb [AJS1 NMPEeABAPHTENLHOM OLeHKH MX a30ToQMUKCHpYIolel aKTHB-
HOCTH, & BETETALHOHHBIE OMNbITH, B KOTOPEIX ONMPERENAIOTCSI KOMHYECTBA (PHKCHPOBAHHOIO HMI
a30Ta, J0JKHB JIaTh OKOHYATCJIbHYIO OLEHKY.
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T'afa. 7. I1poAyKTHBHOCTL CHHTE3A KJIETOUHOTO BEILECTBA ¥ KIYOCHBKOBLIX GakTepHil
ropoxa M BUKH [PH HX POCTE HA PA3NHUHLIX MCTOUHHKAX yriiepoaa u asora. (1) Irammel. (2)
HMcrounui azora NaNQ?3. (3) HMcrounuk a3o1a Ny,e;. (4) Cyxasi Macca faxrepnii B mr. Ha 1 Tp.
HCIIOJIb30BAHHOI0 UCTOUHHKA Yriepoaa. (5) Benkopbil M HebenKoBLI a30T B Mr. HA 1 rp 0ak-
TePHANBHOH Macchl M OTHOLIEHHE 0ENKOBOTO a30Ta K He(eJKOBOMY.

Taba. 2. AKTHBHOCTb JAETHAPA3 y KnyGeHbKOBHIX GaKTepHil ropoxa H BUKH. (mIpOMe-
JKYTOK BPEMEHH [10 KOHLA BOCCTAHOB/IEHHST METHJIEHOBOH CHHBIO B yacax).

Taba. 3. AKTMBHOCTE TIOIVIOLLEHHST MOJEKYJISPHOTO KHCMODOAA PASHGBIMH INTAMMAMH
KknydeHbKOBLIX Gakrepuil. (1) [ramme: a) Oaxrepuu ropoxa. B) faxTepuH BHKH. (2) Tlorpeb-
JleHHe MOJIEKYJISIPHOTO KHCJIOPOZA 3a 4 yaca omeita B MM3. (3) B ornensHLx cocyzax. (4) B cpe-
gHeM. (5) B 9 OoT MCXOAHBIX ITAMMOB.

Propriétés physiologiques des races de Rhizobium
a grand pouvoir fixateur d’azote isolée des nodosités du pois et de la vesce

L. NITA

Station Centrale pour les Engrais de Bactéries, Bucarest (Roumanie)
Résumé

Les racey de Rhizobium du pois et de la vesce & pouvoir de fixer I'szote différent se distin-
guent les unes des autres par des propriétés physiologiques déterminées par nous dans certaines
conditions de laboratoire.

Les races de Ithizobium inoculées sur les milieux nutritifs synthétiques contenant diverses
sources de carbone et d’azote ne se propagent pas uniformément. Les races 4 bon rendement
différent de celles, moins actives, par la quantité de la maticre cellulaire synthétisée par elles et
par sa constitution, c’est-a-dire par le rapport de ’azote protéinique et non protéinique. Le proto-
plasme des cellules des races 4 plus haute teneur en protéines est plus actif, oxyde plus rapidement
la source d’énergie et utilise plus ¢conomiquement 1'énergie libérée par les processus d’oxydation.

Nous avons réussi & démontrer une corrélation entre l'intensité de la fixation de l'azote
atmosphérique dans les nodosités et activité du systéme oxydases-déshydrases. Cette obser-
vation ainsi que notre constatation concernant la synthése de la matiére cellulaire des bactéries.
rendant possible de procéder & une sélection préalable entre les races de rhizobium a différents
rendements, sans étre obligés & recourir & des expériences en pots. Mais une évaluation définitive
ne peut étre obtenue que par des expériences en pots dans lesquelles nous avons déterminé la
quantité d’azote fixée par les diverses races.

Nous avons exécuté ces recherches a Ja Chaire de Microbiologie de I'Académie Agronomique
Timirjazev & Moscou sous la direction de I’Académicien M. V. Fjodorov.

Tableau 1. Quantité de la matiére cellulaire synthétisée par les races de Rhizobium du pois
et de la vesce sur diverses sources de G et N. (1) No-s des races. (2) Source d’azote NaNOy,. (3)
Source d'azote NH,CL (4) Poids sec des bactéries en mg rapporté a 1 g de la source de carbone.
(5) Azote protéinique et non protéinique mg/lg de bactérie et le rapport entre eux.

Tableauw 2. Activité de déshydrogénation des bactéries du pois et du vesce (temps de la
décoloration du bleu de methyléne en heures).

Tableau 3. Activité de I’adsorption de I'oxygéne moléculaire par les bactéries de Rhizobium.
(1) Races: a) Races du Rhizobium du pois, b) races du Rhizobium de la vesce. (2) Oxygéne adsorhé
en quatre heures mm?, (3) Dans les divers pots. (4) Moyenne. (5) En pour-cent des races originales.



