112 ALEKSZANJAN—NALBADJAN

Gyors moédszer a rhizobiumok aktivitasanak kimutatasara
laboratoriumi viszonyok kézott

A. P. ALEKSZANJAN és A. D. NALBADJAN

Ormény Tudomanyos Akadémia Mikrobiologiai Intézete, Jerevan (Szovjetunio)

A legkori nitrogén biologiai megkdtésének mezdgazdasagi jelentdsége igen
nagy, mivel a névények termésndvelésének egyik fontos eszkdze. Kiilondsen jelentds
szerepe van a pillangdés viragl novények és a gyokérgiimoikben ¢16 N-kotd
rhizobiumok szimbiozisanak, mivel a biologiai iton megk6tétt 1égkori nitrogénnek
mintegy felét az utobbiak fixaljak. A biologiai N-kotéshez a nitrat- és nitritreduktaz,
valamint a nitrogendz enzimek egyidejii jelenléte sziikséges a mikroorganizmusok
sejtjeiben. A 70-es évek végéig a fenti enzimeket kiilén-kiilén tanulmanyoztak, s csak
az utobbi években forditottak figyelmet Osszefiiggéseik megismerésére, miutan
kimutattik a kozos kofaktorokat a molibdéntartalmi enzimeknél (KETCHUM és
DownEv, 1975; MAK-KENNA et al., 1974; TATAROVA et al., 1976).

Az emlitett enzimek kolcsdnhatasival kapcsolatban fontos informaciokat
adnak a pillangés viragt ndvényekkel és N-kotd szimbiontaikkal folytatott
vizsgalatok. Egyes szerzok (ALEKSzANIAN 1980; CHENIAE és Evans, 1957; L'vovet al.,
1980; MANHART és WoNG, 1979; RomaNov et al., 1976) szerint a két enzim
aktivitasanak valtozasandl korrelacio figyelhetd meg, mig masok (FRANCO et al., 1979;
HATAM és HUME, 1976; RANDALL et al., 1978) azt talaltak, hogy a nitrat- és
nitritreduktdz, valamint a nitrogenaz maximalis aktivitasa a névények fejlddésének
eltéré szakaszaira esik. A fenti vizsgalatok soran azonban elsdsorban a szezonélis
dinamikét tanulmanyoztak a szimbidzis viszonyai kozott.

Napjainkban nagy jelentGsége van a rhizobium-aktivitas kritériumai kidol-
gozasanak, mert segitségiikkel gy orsan lehet értékelni az egyes rhizobium-tenyészetek
N-koté aktivitasat, s ez felhasznalhato a szelekcios munka soran. Kisérleteinkben
olyan gyors laboratoriumi modszer kidolgozasara torekedtiink, amely a nitrit- és
nitratreduktaz-aktivitas meghatarozasa alapjan alkalmas a rhizobiumok nitrogendz-
aktivitdsanak kimutatisara.

Anyag és modszer

A kisérleteket eredeti, valamint mutans, sz0jabdl izolalt rhizobium-torzsekkel
folytattuk le. A kultirakat babfézet-agarlemezen inkubaltuk 28 °C hémérsékleten. A
lemezeken kindtt telepeket replik Acids modszerrel (LEDERBERG és LEDERBERG, 1952)
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atvittik 2% KNO,-tartalma babf6zet-agarlemez feliiletére, majd ezen inkubaltuk a
baktériumok elszaporodasaig. Ezt kdvetden az 1. és 2. reagenst ontottiik az NO,-
tartalmi tapagar feliletére. A reagensek dsszetétele az alabbi:

1. reagens: szulfanilsav (8 g), 1:20 aranyban desztillalt vizzel higitott kénsav

(1000 ml).
2. reagens: alfa naftilamin (5 g), 1: 125 aranyban desztillalt vizzel higitott kén-
sav (1000 ml).

Amennyiben a nitratredukcio végbemegy, a 2. reagens hozzaadasat kdvetden a
rhizobium-telepek piros sziniire festddnek.

A redukalt nitrat és nitrit mennyiségét GALSZTIAN és SZAAKIAN (1970)
modszerével hataroztuk meg, amelyet a rhizobiumok vizsgalatadhoz modositottunk.

A nitratreduktaz enzim aktivitdsinak kimutatisa céljabol a kisérletbe vont
glimébaktériumokat 2% KNO,-at tartalmazé 7-es pH-jii babf6zetb6l késziilt ferde
agaron inkubdltuk 28 °C-os termosztatban. 3—S5 nap elteltével a kémesévekbe 5 ml
desztillalt vizet pipettaztunk, amelyben az agar felilletén kindtt tenyészetet szusz-
pendaltuk. A szuszpenziot szlrén at atlatszora sziirtiik, majd a sziirletet 50 ml-es
mérblombikba vittiik, és 50 ml-re egészitettiik ki. Ezt kovetSen 20 ml sziirletet
porceldn csészébe vittiink at, s 100 °C-on vizfiirddben szarazra paroltuk. A szaraz
maradékhoz 1 ml diszuifo-fenolsavat adtunk. 10 perc maltan 15 ml desztillalt vizet
ontottiink hozza, osszekevertiik a difenil-aminnal, és 10%-0s NaOH-dal az oldat
kémhatdsat semlegesre allitottuk be. Az igy nyert oldatot mérdlombikban 50 ml-re
egeszitettiik ki, és az elszinez8dést FEK-M tipust, szovjet gyartmanyu fotokolori-
méterrel mértiik 400—500 nm hullamhossz{i szinsziiré kozbeiktatasaval, 5 ml-es
kivettdkban. Az oldatban levd nitratot standardgérbe adataihoz viszonyitottuk,
amelynek kiindulasi mennyisége 16,32 g/l atkristalyositott nitrat volt. A nitratre-
duktaz-aktivitast 1 g biomasszara juté NO, mg-ben fejeztiik ki. Kontrollként 2%-os
KNO,-oldatot hasznaltunk.

A nitritreduktaz-aktivits vizsgilatanal a széja rhizobiumokat a fentiekkel
azonos modon szaporitottuk el, azonban a tapagarba 2% KNO,-et adtunk. 1 ml
szuszpenziosziirletet pipettaztunk 50 ml-es mérélombikba, és 5 ml desztillalt vizet,
valamint szulfanilsav (5%) és alfanaftil-amin (0,1%) 1:1 aranya keverékébél 4 mi-t
adtunk hozza. A mérélombikot jelig feltdltottiik desztillalt vizzel. Miutan a lombik
tartalmat Gsszeraztuk, 15 perc elteltével megmeértiik az elszinezddést fotokoloriméter-
rel, 500—600 nm hullamhosszi szinsziir6 felhasznalasaval.

A nitrit mennyiségi kimutatasat kalibricids gorbe segitségével végeztiik,
amelynek kiindulasi oldata 1,6 g/l KNO,-et tartalmazott. A nitritredukciods aktivitast
mg-ban fejeztiik ki, és | g biomasszara szamitottuk at. Kontrollként 2% KNO,-et
alkalmaztunk. A nitrat- és nitritredukcids aktivitas hibahatara +5% volt. Az
eredmények értékelését kéttényezos diszperzids analizissel végeztiik.

A nitrogenaz-aktivitast gazkromatografidas Gton mértitk az acetilénredukcios
aktivitas alapjan.
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Az eredmények megvitatasa

Az 1. tablazat adatai szerint a D-6, D-12 és UF-14 jeld rhizobium-torzsek
aktivan redukaljak a nitratot, mig a D-15-6s, UF-8-as és UF-18-as mutans tenyészetek
kozepes aktivitast tanusitanak.

Megallapitottuk tovabba, hogy a mutans rhizobium-kultirak nitrit- és
nitratreduktdz-, valamint nitrogenaz-aktivitasa kozott korrelacio figyelheté meg. A
korrelacios koefliciensek (r) értéke 0,89 és 0,70.

1. tablazat
Sz6jabol izolalt rhizobium-torzsek nitrit- és nitratreduktaz-, valamint nitrogeniz-
aktivitasa
) NO, | No, NH,
Torzsek mg pmol
a) Eredeti 16rzs N° 648 52(+1,04) 3,8(+0,56) 19,00 +1,74)
b) Muténs térzs
UF-8 9,5(+1,44) 5,6(+1,59) 5,5(+2,56)
D-15 10,8(+1,68) 6,3(+ 1,86) 22,2(+1,87)
UF-18 11,2(+1,19) 7,5(+ 1,08) 3,5(+ 1,43)
D-12 19,5(+ 1,30) 7,8(+0,53) 24.2(+2,60)
UF-14 26,3( 4 2,66) 13.6(+1,01) 25,0(+2,62)
D-6 26,7(+2,24) 9,5(+1,44) 40,0(+5.23)
¢) Korrelacids koefficiens (r) 0,89 0,70

A fentiekbdl Iathatd, hogy az altalunk kidolgozott gyors modszer lehetGséget
biztosit a rhizobium-térzsek elozetes szelekcidjahoz, és segitséget nyljt az aktiv N-
koto tenyészetek kivalasztasihoz laboratériumi feltételek kozott. A nitrat- és
nitritreduktaz-, valamint a nitrogenaz-aktivitas kézott fennallo Gsszefiiggés alapjan
az el6bbiek alkalmazhatok a rhizobiumok aktivitasanak eldzetes elbiralasara,

Osszefoglalias

A szerzOk gyors és egyszeri eljarast dolgoztak ki a rhizobiumok aktivitasanak
Iaboratdriumi elbirdldsdhoz a nitrat- és nitritreduktaz-aktivitas alapjan.

Korrelaciot allapitottak meg sz6jabol izolalt eredeti és mutans rhizobium-
torzsek nitratreduktdz- és nitrogenaz-aktivitasa kozott.
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