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WPLYW WEGLA I AZOTU NA NAMNAZANIE RHIZOBIUM
W PLYNNYCH HODOWLACH

Zaklad Mikrobiologii Instytutu Uprawy, Nawozenia i Gleboznawstwa w Putawach
WSTEP

Jednym 2z czynnikow decydujacych o efektywnosci szczepienia ro-
$lin motylkowatych jest wysokie miano komoérek Rhizobium w szcze-
pionkach. Jest ono szczegdlnie wazne w przypadku gdy szczepiona ro-
Slina jest uprawiana na glebie zawierajgcej specyficzne dla niej, auto-
chtoniczne szczepy Rhizobium. Szczepy autochtoniczne charakteryzujg
sie na ogdét slabg aktywnoscig wigzania N, ale jako lepiej przystoso-
wane do bytowania w danej glebie niz szczepy wprowadzane w szcze-
pionkach stanowig dla nich silng konkurencje w zakazaniu roslin [21].
Wysoka liczebno$¢é komoérek Rhizobium w szczepionce zwieksza konku-
rencyjno$é wprowadzanego w niej szczepu w stosunku do szczepéw
autochtonicznych [20, 21].

Miano komdrek Rhizobium w szczepionce zalezy od intensywnosci
namnazania tych bakterii w plynnych hodowlach matek bakteryjnych
oraz od ich przezywalnosci po wprowadzeniu hodowli na no$nik szcze-
pionki, ktérym w polskiej nitraginie jest pyl z wegla brunatnego [20].

Na intensywno$¢ wzrostu hodowli matek bakteryjnych wplywa sklad
pozywki hodowlanej, zwlaszcza zas rodzaj i ilosé skiadnikéw pokarmo-
wych bedgcych zrédiem C i N.

Zdolno$¢ wykorzystania przez szczepy Rhizobium réinych rodzajow
cukréow jako zrédla C zalezy od gatunku tych bakterii, a w obrebie
gatunku od wlasciwosci szczepu [4, 12, 26, 27]. Gatunki wolno rosnace
sg na ogo6l znacznie bardziej wyspecjalizowane w wykorzystywaniu réz-
nych zrédel C niz gatunki szybko rosngce [27]. Rodzaj znajdujgcego
sie w podlozu zrédla C moze wplywaé na aktywnos¢ nitrogenazy [14]
i tym samym oddzialywaé na efektywnos$¢ szczepionek [5, 6].

Najlepiej wykorzystywanym przez Rhizobium zrddlem azotu sg ami-
nokwasy, a niektoére z nich, np. cysteina i metionina, sa konieczne do



68 A. Strzelec

zapoczgtkowania wzrostu tych bakterii [9, 11]. W pozywkach hodowla-
nych stosowanym najczeSciej zrodtem N jest ekstrakt drozdzowy lub
woda drozdzowa, zawierajgca w 100 ml od 50 do 60 mg N aminokwa-
sowego [26]. Na wzrost Rhizobium, oprécz rodzaju zrédla N, wplywa
réowniez jego koncentracja w podiozu. Stwierdzono, ze zbyt duza kon-
centracja zwigzkow azotowych w podiozu moze oddzialywaé niekorzyst-
nie na namnazanie tych bakterii i powodowaé¢ zmiany w budowie ich
komorek [19, 22], natomiast zbyt maila ilos¢ N w podlozu moze ograni-
czaé¢ intensywnosé wzrostu Rhizobium.

Celem pracy byl'o okresienie sktadu podloza optymalnego dla inten-
sywnego namnazania sie w nim szczepéw Rhizobium sluzacych jako
szczepy mateczne do produkeji nitraginy.

MATERIAL I METODY BADAN

Przedmiotem bLadan byly szczepy reprezentujace rézne gatunki Rhi-
zobium, pochodzace z Kolekcji Zakladu Mikrobiologii IUNG w Putawach,
ktére byly lub sg uzywane jako szczepy mateczne do produkeji nitra-
giny (tab. 1). Szczepy te przechowywane sg w temperaturze -+5°C.

Badania wplywu skladu podloza na intensywnoi¢ namnazania ba-
danych szczepéw RRizobium prowadzono w plynnych hodowlach na
zmodyfikowanej pozywce Thorntona, zawierajacej jako zrédio C rdzne
rodzaje i ilosci cukréw, a jako zrodlo N rézne ilosci ekstraktu drozdzo-
wego. Niektére serie pozywek wzbogacano dodatkowo glutaminianem
sodu (tab. 1).

Oznaczenia sktadu pozywek:

— cukier (g/1): A — 10, B — 20, C — 30;

— ekstrakt drozdzowy — Ed (g/1): 1 -— 0,4, 2 — 0,8, 3 — 1,2, 4 —
2,0, 5 — 4,0;

— glutaminian sodu — GlINa (g/1): ¢ — 1,0, b — 2,0.

Hodowle pélmatek bakteryjnych badanych szczepow przygotowy-
wano szczepige odpowiednie serie pozywek piynnych (tab. 1) 3 - 5-dnio-
wym ich wzrostem na skosach agarowych z pozywka Al z mannitolem.
Po 3-5 dniach inkubacji w termostacie ze stalym wytrzgsaniem ozna-
czano zmetnienie hodowli na spektrofotometrze przy diugosci fali 480 um.

Hodowle matek bakteryjnych prowadzono w 100 ml kolbach Erlen-
majera zawierajacych 25 ml pozywki ptynnej (tab. 1). Do kazdej kolby
jako inokulum wprowadzano 2 ml hodowli péimatki bakteryjnej. Ho-
dowle inkubowano przez 14 dni w temperaturze 28°C wytrzasajac je
4 godziny dziennie. Bezposrednio po zaszczepieniu pozywek oraz po 1,
3, 7 i 14 dniach inkubacji hodowli oznaczano -ich zmetnienie i czy-
stose.

Kazda seria doswiadczalna zalozona byla w trzech powtérzeniach
(rys. 1-9).



Wplyw wegla i azotu na namnazanie Rhizobium 69

Tabela 1
Schemat do$wiadczeri — Scheme of experiments
‘ Hodowla poimatki
Nr bakteryjnej Hodowla 'ma‘tkl
Swi seria pozywki bakteryjnej
doswiad- O T] rodzaj cukru
czenia Szczepy Rhizobium ekstynkcja hodowli R
Experi- Rhizobium strains Culture of bacteria seria pozywKl
ment half-mother Culture of bacteria mother
No. nulrient medium series E— sugar kind i
culture extinction nutrient medium series

T 2 3 | 4
! : Al z glukoza — glukoza — glucose
Al with glucose o
I Rh. trifilii C—37 T 0320 Al, Bl, B2, B4, BS, C5
Rh. leguminosarum P 0,320
T | Blz glukoza — glukoza — glucose
Bl with glucose T
11 Rh. trifolii C—37 H 0240 BI, Bla, BIb, Clb, B2,
Rh. leguminosarum P 0,260 B2a, B4, B4a, BS, C5
Rh. meliloti Thp 0,260
Al z glukoza — o
Al with glucose
I Rh. trifolii C—37 0,120
Cc-717 0,280
X 0,240
Rh. meliloti 108 0,260 glukoza — glucose
LC 310 0,160
Thp 0,140 Al, Ala, Bl, Bla, B2, B3,
Rh. leguminosarum Qg 0,330 B4
P 0,105
Fa—65 0,065
308 0,170
312 0,210
Rh. lupini Cz 0,120
271 0,120
T1 0,150
Rh. japonicum 94p 0,080
31b/138 0,350

WYNIKI BADAN

W ustalaniu skiadu podloza optymalnego dla namnazania szczepdw
Rhizobium uzywanych do produkeji nitraginy, szczeg6lng uwage zwro-
cono na okreslenie optymalnej koncentracji w podiozu ekstraktu droz-
dzowego oraz na mozliwo$¢ wykorzystywania przez te bakterie gluta-
minianu sodu jako dodatkowego zrédta N. Badano ponadto wplyw na
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cd. tabeli 1
(Continued(
1| 2 | 3 4
Bl-glukoza — Bl-sacharoza
Bl-glucose — Bl-saccharose
v Rh. trifolii X 0,290 0,300
c—37 0,230 0,150 glukoza — glucose !
Rh. meliloti Thp 0,190 0,220
LC-310 0,190 0,220 Bl, Bla, B2, B3
' Rh. leguminosarum P 0,250 0,250
! Og 0,380 0,380
Fa—65 0,180 0,240 sacharoza — saccharose
308 0,200 0,180
312 0,270 0,200 Bl, Bla, B2, B3
312p 0,230 0,170
D—-141 0,360 0,320
Rh. phaseoli F—11 0,220 0,160
F—66 0,120 0,170
Bl Bl Bl Bl
v | glukoza larabinoza igalaktoza [sacharoza | glukoza, arabi-
: noza,
glucose |arabinose [galactose |saccharose & 8alaktoza, sa-
I charoza
Ris. lupini 271 0,540 | 0305 | 0,530 0,170 | Blucose, arabi-
nose,
. galactose, sac-
charose

Rh. japonicum 94p 0,520 0,310 ° 0,470 0,160 Bl, B2, B3 i

Objasnienia symboli — Explanation of symbols

Cukier — Sugar (g/1): 4A—10, B—20, C--30

Ekstrakt drozdzowy — Yeast extract (g/l): / — 0,4,2 — 0,8, 3 — 1,2, 4 — 2,0,5 — 4,0
Glutaminian sodu — Sodium glutamine (g/l): @ — 1,0, b — 2,0

ich namnazanie réznych rodzajéw i roéznych ilosci cukréow stuzgcych
jako zrodlo C i energii (tab. 1).

Doswiadczenie I (rys. 1)

Hodujgc szczepy Rh. trifolii C 37 i Rh. leguminosarum P w piyn-
nej pozywce Thorntona, zawierajgcej rozne ilcéci glukozy i ekstraktu
drozdzowego, stwierdzono, ze zwiekszenie ilo$ci cukru z 10 do 20 g na
litr pozywki (serie Al i i31) oraz z 20 do 30 g na litr (serie B5 i C5)
wplywalo w stosunkowo niewielkim stopniu na intensywnos$¢ wzrostu
obu szczepéw. Znacznie wiekszy wplyw na namnazanie badanych szcze-
pow miala ilo§¢ w pozywce ekstraktu drozdzowego. W hodowlach na
pozywce z 0,4 i 0,8 g Ed na litr zapotrzebowanie Rhizobium na azot po-
kryte bylo jedynie w pierwszych dniach inkubacji, natomjast w drugim
tygodniu hodowli intensywno$¢ namnazania byla w tych seriach znacz-
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Rys. 1. Wplyw roéznych ilosci w pozywce glukozy (A, B, C) i ekstraktu drozdzo-
wego (I, 2, 4, 5) na intensywno$¢ namnazania szczep6éw Rhizobium (doswiad-
czenie I). Wyniki podano jako $rednie wartosci ekstynkcji hodowli matek bakte-
ryjnych. Objasnienia: ilo$¢ cukru (g/l): A — 10, B — 20, C — 30; ilo$¢ ekstraktu
drozdzowego — Ed (g/1): 1 — 0,4. 2 — 08,3 — 12, 4 — 20, 5 — 40
Fig. 1. Effect of different amounts of glucose (4, B, C) and the yeast extract
(1, 2, 4, 5) in the nuirient medium on the Rhizobium strains proliferation intensity
(Experiment I). Results are presented as mean values of the culture extinction
of bacteria mothers. Explanations: sugar content (g/1): A — 10, B — 20, C — 30;
yeast extract amount — Ed (g/l): 1 — 04, 2 — 08, 3 — 1.2, 4 — 2.0, 5 — 4.0

nie mniejsza niz w seriach B4 i B5 z 2,0 i 4,0 g Ed. Po dwé6ch tygodniach
inkubacji najwiekszg wartosé ekstynkcji miata hodowla na pozywcez 2,0 g
Ed (seria B4) i tylko nieznacznie mniejszg w seriach z 4,0 g Ed (B5, C5).
W hodowlach na pozywkach zawierajacych duze ilosci Ed stwierdzono
w pierwszych trzech dniach inkubacji wyrazne zahamowanie tempa
wzrostu badanych szczepéw w poréwnaniu z ich wzrostem na pozywce
z 0,4 i 0,8 g Ed. Dodatek do badanych serii pozywek 10 g/l glutami-
nianu sodu powodowal catkowite zahamowanie w nich rozwoju Rhizo-
bium.

W czasie inkubacji badanych szczepéw stwierdzono znaczne zmiany
odczynu hodowli. Wielkos¢ i rodzaj tych zmian zalezaly od rodzaju
szczepu i skladu pozywki. W hodowlach szczepu Rh. leguminosarum P,
niezaleznie od skladu podloza, obserwowano wyrazny spadek pH, przy
czym po 14 dniach inkubacji nie stwierdzono istotnych réznic pomie-
dzy poszczegdlnymi seriami. Natomiast w hodowlach szczepu Rh. trifolii
C 37 na pozywkach Al, Bl, B2 i B4 nastepowalo silne zakwaszenie pod-
toza, a w seriach B5 i C5 jego alkalizacja.

Doswiadczenie II (rys. 2)
Uzyskane wyniki potwierdzily, ze Ed w koncentracji nizszej niz
2,0 g/l pozywki nie pokrywat zapotrzebowania badanych w tym do-
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Rys. 2. Wplyw réznych iloSci w pozywce glukozy (B, C), ekstraktu drozdzowego
(1, 2, 4, 5) i glutaminianu sodu — GINa (g/l): a — 1,0, b — 2,0 na namnazanie
szczepOdw Rhizebium. Do$wiadczenie II. Objasnienia jak na rys. 1
Fig. 2. Effect of different amounts of glucose (B, C), yeast extract (I, 2, 4, 5) and
sodium glutamate — GINa (g/l): a — 1.0, b — 2.0 in the nutrient medium on the
Rhizobium strains proliferation (Experiment II). Explanations see Fig. 1

$wiadezeniu szczepdéw Rhizobhium na azot. Optymalne warunki rozwoju
znalazly one w pozywce z serii B4, zawierajgcej 2,0 g Ed na litr. Podwo-
jenie koncentracji Ed w pozywce (seria B5) powodowalo zmniejszenie
intensywnosci namnazania tych szczepdw, szczegdlnie w pierwszych
dniach inkubacji. Najwyrazniej bylo to widoczne w hodowli szczepu
Thp, ktéry najsilniej reagowal! na zwigkszanie koncentracji Ed w pod-
lozu. Zwiekszenie ilosci glukozy z 20 do 30 g na litr w pozywce zawie-
rajagcej 4,0 g Ed zwiekszalo, poczagwszy od pierwszych dni inkubacji,
wartos¢ ekstynkcji hodowli. Badane szczepy wykorzystywaly glutami-
nian sodu jako dodatkowe Zrédlo N. Dodatek 1 g GlNa do poiywki za-
wierajgcej 0,41 0,8 g Ed na 1 litr wyraznie zwiekszal warto$¢ ekstynkeji
hodowli tych szczep6éw. Jednak podwojenie koncentracji GINa (2,0 g/l)
w pozywce zawierajgcej 0,4 g Ed powodwalo, niezaleznie od koncen-
tracji w niej cukru, zmniejszenie wartosci ekstynkcji hodowli szczepu
C 371 P i to zar6wno w stosunku do serii Bl i Bla, jak tez do pozo-
stalych serii.

W czasie inkubacji badanych szczepow we wszystkich kombinacjach
stwierdzono zakwaszenie podloza.
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Rys. 3a. Wplyw réinych ilosci w pozywce glu-
kozy (A, B), ekstraktu drozdzowego (I, 2, 3, 4)
i glutaminianu sodu (¢) na namnazanie szybko
rosngcych gatunkéw Rhizobium (doswiadczenie
III). Objasnienia jak ra rys. 1
Fig. 3a. Effect of different amounts of glu-
cose (A, B), yeast extract (1, 2, 3, 4) and sodium
glutamate (@) in the nutrient medium on pro-
liferation of quickly growing Rhizobium strains
(Experiment III). Explanations see Fig. 1

Rys. 3b. Wplyw rdznych ilosci w pozywce glu-
kozy (A, B), ekstraktu drozdzowego 1, 2, 3, 9
i glutaminianu sodu (¢) na namnazanie wolno
rosnijcych gatunkéw Rhizobium (do$wiadcze-
nie III). Objasnienia jak na rys. 1
Fig. 3b. Effect of different amounts of glucose
(A, B), yeast extract (I, 2, 3, 4) and sodium
glutamate (a¢) in the nutrient medium on pro-
liferation of slowly growing Rhizobium strains
(Experiment III). Explanations see Fig. 1
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Doswiadczenie III (rys. 2a i 3b)

W hodowlach na pozywkach zawierajgcych roézne ilo$ci glukozy
i ekstraktu drozdzowego, wzbogaconych dedatkowo glutaminianem sodu,
badano intensywno$¢ wzrostu 16 szczepdw reprezentujgcych rodzne ga-
tunki Rhizobium. Szczepy te réznily sie znacznie intensywnoscia wzro-
stu hodowli pétmatek bakteryjnych (pozywka Al), tabela 1. Nie stwier-
dzono jednak zaleznosci pomiedzy intensywnoscia namnazania poszcze-
g6lnych szczepow w hodowlach poéilmatki a matki kakteryjnej. W ho-
dowlach matek bakteryjnych, wraz ze zwiekszeniem ilosci w pozywce
ekstraktu drozdzowego, nastepowal wzrost wartosci ekstynkeji. Nato-
miast na intensywnos$¢ wzrostu bardzo maly wplyw mialo zwiekszenie
w pozywce ilosci glukozy. Wszystkie szczepy wykorzystywaly glutami-
nian sodu jako dodatkowe zrédio N, przy czym efektywnosé¢ ich wzrostu
w obecnosci glutaminianu byla wlasciwoscig szczepows.

Doswiadczenie IV (rys. 4a i 4b)

Poréwnujge wykorzystanie glukozy i sacharozy przez 18 szczepdw
z r6znych gatunkow Rhizobium, stwierdzono, ze szczepy reprezentujgce
gatunki szybko rosngce wykazujg znacznie mniejsze réznice w wyko-
rzystywaniu obu cukrow jako Zrédla C i energii niz gatunki wolno ro-
sngce — Rh. lupini i Rh. japonicum, dla ktérych sacharoza byla zdecy-
dowanie gorszym zrodiem C niz glukoza. Wsréd szczepéw szybko rosna-
cych stwierdzono znacznie mniejsze réznice w wykorzystaniu obu cu-
krow, lecz na og6t sacharoza byla nieco lepiej wykorzystywana niz glu-
koza, co szczegblnie wyraznie obserwowano w hodowlach szczepow Rh.
phaseoli. W hodowlach badanych szczepéw zaré6wno na pozywkach z glu-
kozg, jak i sacharozg, wartos¢ ekstynkcji na ogét zwieckszala sie wraz
ze wzrostem w podiozu ilosei ekstraktu drozdzowego. Wyjatek stanowily
szczepy Rh. phaseoli, ktérych najintensywniejszy wzrost stwierdzono
w seriach B2.

Wprowadzenie 1 g glutaminianu sodu na 1 1 pozywki zawierajgcej
0,4 g Ed wyraznie zwiekszalo intensywnosé¢ wzrostu badanych szczepéw.
Wyjatek stanowily szczepy Rh. phaseoli, ktorych ekstynkcja hodowli na
pozywce Bla byla nizsza niz na pozywce Bl.

Doswiadczenie V (rys. 5)
Duze réznice w wykorzystaniu glukozy i sacharozy przez szczepy
wolno rosnace skloniiy nas do poréwnania intensywnosci ich wzrostu

——— s

Ryc. 4b. Wplyw glukozy (B) oraz réznych ilosci ekstraktu drozdzowego (1, z, 3) i glu-
taminianu sodu (a) na namnazanie wolno rosngcych gatunkow Rhizobium (do$wiad-

czenie IV). Objasnienia jak na rys. 1

Fig. 4b. Effect of glucose (B) and saccharose (B) and of different yeast extract (I, 2, 3)
and sodium glutamate amounts (a) on proliferation of slowly growing Rhizobium

sirains (Experiment IV) Expluanations sce Fig. 1
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Rys. 4a. Wplyw glukozy (B) i sacharozy (B) oraz ré:inych ilosci ekstraktu drozdzowego
(1, 2, 3) i glutaminianu sodu (4) na namnazanie szybko rosngcych gatunkéw Rhizobium
(do$wiadczenie IV). Objasnienia jak na rys. 1
Fig. 4a. Effect of glucose (B) and saccharose (B) and of different yeast extract (I
2, 3) and sodium glutamate amounts (a) on proliferation of quickly growing Rhizo-
bium strains (Experiment IV). Explanations see Fig. 1
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na pozywkach z czterema cukrami. Uzyskane wyniki potwierdzily, ze
glukoza jest dla tych bakterii bardzo dobrym zrédtem C. Rownie dobrze
rosty one na galaktozie, natomiast zdecydowanie najgorszym zrédiem C
byla dla nich sacharoza. Wartos¢ ekstynkecji w hodowlach na pozywce
z sacharozg byta 3 -4-krotnie nizsza od wartosci z hodowli z glukozg
lub galaktozg. W hodowlach badanych szczepdéw na pozywce z arabinozg
i galaktozg stwierdzono zakwaszanie podloza, natomiast na pozywkach
z sacharozg — alkalizowanie podtoza. W hodowlach na pozywkach z glu-
kozg nie odnotowano zmian odezynu. Intensywno$¢ wzrostu badanych
szczepdw wyraznie zwiekszala sie, niezaleznie od wykorzystywanego przez
nie zrédla C, wraz ze wzrostem koncentracji w podlozu ekstraktu droz-
dzowego. Wraz ze wzrostem ilosci Ed, w podiozu z sacharozg zwiekszatl
sie zasadowy odczyn hodowli badanych szczepéw, a w hodowlach na po-
zywce z galaktozg zmniejszalo sie zakwaszenie podtoza.

DYSKUSJA WYNIKOW

Wyniki przeprowadzonych doswiadczen wykazaly zaleznos¢ pomie-
dzy rodzajem i iloscig w podiozu zrédet C i N a intensywnos$ciag namna-
zania badanych szczepéw Rhizobium.

Gatunki szybko rosngce wykorzystywaly zaréwno glukoze, jak i sa-
charoze, przy czym sacharoza byla przez nie lepiej wykorzystywana niz
glukoza, co szczegdlnie wyraznie stwierdzono w hodowlach Rh. phaseoli.
Znacznie wieksze roznice w wykorzystywaniu réznych cukréw wykazaty
gatunki wolno rosngce, dla ktérych sacharoza byla najgorszym zrédiem C.
Bylo to zgodne z wynikami badan Martinez de Dretsa i in. [15], ktorzy
wykazali, ze wolno rosngce Rhizobium nie maja enzyméw inwertazy
i fosforylazy sacharozy i tym samym nie mogg wykorzystywaé dwucu-
krow jako zrédia C, natomiast gatunki szybko rosngce indukujg inwer-
taze rozczepiajgca sacharoze.

Wykazany w naszych badaniach (rys. 5) intensywny wzrost szczepu
Rh. lupini i Rh. jeponicum na pozywce z galaktoza nie potwierdza wy-
nikow uzyskanych przez Neala i Walkera [16], ktorzy stwierdzili, ze
szczepy Rh. juponicum wykorzystywaly arabinoze, natomiast nie rosty
na pozywce z galaktozg. Przypuszczainie zdolnos¢ wykorzystania cu-
krow jest wlasciwoscig nie tylko gatunkowa, ale i szczepows.

Metabolizm weglowodandw w komoérkach Rhizobium nie jest catko-
wicie poznany [2]. Wystepuje w nim wiele zjawisk dotychczas nie wy-
jasnionych, np. zjawisko katabolicznej represji obserwowane u szczepow
Rh. trifolii [18] lub odnotowany w hodowlach Rh. meliloti wzrost diauk-
syczny [23].

Wood i Cooper [25] wykazali, ze na metabolizm weglowodanéw w
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Rys. 5. Por6wnanie wplywu réznych cukréw (B) i réznych ilosci ekstraktu drozdzo-
wego (I, 2, 3) na namnazanie wolno rosngcych gatunkoéw Rhizobium (dos$wiad-
czenie V). Objasnienia jak na rys. 1
TFig. 5. Comparison of the effect of different amounts of sugar (B) and yeast extract
(1, 2, 3) on proliferation of slowly growing Rhizobium strains (Experiment V).
Explanations see Fig. 1

komorkach Rhizobium wplywa odczyn pozywki hodowlanej. Badajac
namnazanie Rh. trifolii w pozywce arabinozo-galaktozo-glutaminianowej
stwierdzili pH-zalezny, diauksyczny wzrost tych bakterii, bedgcy reakcjg
wynikajgeg z metabolizmu glutaminianu. 83 réwniez dane, ze meta-
bolizowany modgl by¢ takze cukier {25]. Wiadomo, ze w hodowlach Rhi-
zobium — w wyniku nagromadzania wytwarzanych w procesach meta-
bolicznych kwaséw lub zasad — moga wraz ze wzrostem gestosci ho-
dowli nastepowa¢ zmiany wartosci pH. Zmiany te z kolei powoduja
zmiany w metabolizmie komoérek. Rowniez w hodowlach badanych przez
nas szczepow stwierdziliSmy znaczne zmiany odczynu, ktére zalezaly od
sktadu pozywki i wlasciwosci szczepu.

Gwaltowne zmiany pH hodowli Rhizobium obserwuje sie niekiedy
mimo stosowania w pozywkach glutaminianu sodu jako buforu pH. Ttu-
maczone to jest mozliwoscia wykorzystywania przez te bakterie gluta-
minianu sodu jako zrédia N, C i energii. W miare wykorzystywania
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glutaminianu przez komérki Rhizebium nastepuje redukcja buforowych
wlaéciwosci pH pozywki i tym samym zwieksza sie w podlozu ilosé
kwasow i zasad. Z chwilg, gdy gestos¢ komodrek osigga wartosé 106 - 107
przekroczona zostaje buforowa pojemnos¢ podioza i warto$é jego pH
gwaltownie zmienia sie [24]. Podobne zjawisko obserwowalismy réwniez
w hodowlach na pozywce z glutaminianem scdu niektérych badanych
przez nas szczepow. Istniejag ponadto dowody mozliwosei wykorzysty-
wania glutaminianu jako Zrédia N, C i energii przez brodawki roslin
motylkowatych. Optimum pH dla tych reakeji wynosi 6,0 -7,0 [17].

Zdolncs¢ wykorzystywania glutaminianu jako zrédia N potwierdzilty
wyniki badan Lehningera [13]. Stwierdzil on, ze oksydatywna deamina-
cja glutaminianu przez dehydrogenaze glutaminianowg prowadzi do po-
wstania alfa-ketoglutaranu i amoniaku, ktéry moze by¢ wykorzystywa-
ny jako zrédio N.

W naszych badaniach Rhizobium hodowano w pozywkach z ekstrak-
tem drozdzowym jako podstawowym zrdédiem witamin i azotu. Ekstrakt
ten jest najczesciej stosowanym zrdédiem N dla bakterii brodawkowych
i uwaza sie go, okok kazeiny, za najdostepniejsze dla nich zrédio tego
pierwiastka, gdyz zawiera potrzebne do ich rozwoju aminokwasy [9,
11, 16].

Intensywnos$¢ wzrostu badanych przez nas szczepow zalezala w bar-
dzo duzym stopniu od ilosci ekstraktu drozdzowego znajdujgcej sie w po-
zywce hodowlanej. Powszechnie zalecana do hodowli Rhizobium pozyw-
ka Thorntona, zawierajgca 0,4 g Ed na litr, nie zaspokaja w pelni zapo-
trzebowania na N badanych szczepow, co szczegblnie wyraznie widoczne
bylo podczas diuzszej ich hodowli. Na ogél wartosé¢ ekstynkeji badanych
hodowli zwiekszala sie wraz ze wzrostem koncentracji ekstraktu droz-
dzowego. Optymalna dla ich wzrostu okazala sie dawka 2,0 g Ed na litr
pozywki. Podwojenie tej dawki wyraznie hamowalo rozwéj Rhizobium
w pierwszych dniach inkubacji, po czym nastepowal intensywny ich
wzrost. Po 14 dniach inkubacji wartos¢ ekstynkeji tych hodowli byla
znacznie wyzsza niz w seriach z 0,4 i 0,8 g Ed na litr i tylko nieznacznie
nizsza w hodowlach na pozywce z 2,0 g Ed na litr.

Badane przez nas szczepy wykorzystywaly glutaminian sodu jako
dodatkowe zr6dio azotu. Dodatek 1,0 g GINa na litr pozywki zawiera-
jagcej 0,4 i 0,8 g/l ekstraktu drozdzowego wyraznie zwiekszal intensyw-
nos$é namnazania tych szczepdéw. Wyjatek stanowily szczepy Rh. phaseoli,
ktérych najintensywniejszy wzrost obserwowano w pozywce z 0,8 g eks-
traktu, a wprowadzenie 1 g glutaminianu do pozywki z 0,4 g ekstraktu
hamowalo ich namnazanie.

Na og6l uwaza sie, ze zbyt wysoka koncentracja N w podioziu moze
wywolaé zmiany w metabolizmie Rhizobium i w budowie ich komoérek
oraz powodowaé obnizenie zywotnosci szczepéw, co w efekcie prowadzi
do utraty zdolnosci wigzania przez nie wolnego azotu we wspdizyciu
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z roSlinnym gospodarzem [10, 19]. Zalecana dla tych bakterii koncen-
tracja azotu wynosi 140 pg/ml pozywki [8]. Rhizobium, po rozpoczeciu
wzrostu w obecnosci aminokwaséw, moze wykorzystywaé jako zrodio
azotu réwniez inne formy N, w tym N mineralny, np. N amonowy [7,
8, 25, 26] lub azotanowy [7, 16]. Rodzaj zrédia N jest czynnikiem warun-
kujgcym tempo ich namnazania [13].

W niniejszej pracy uzyskano odpowiedz co do skladu plynnej pozyw-

ki zapewniajgcej intensywne namnazanie badanych szczepéw Rhizo-
bium.
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A. CTHIEJEL

BIIVNSHUE YIJIEPOOA U A30TA HA PASMHOXEHHWE RHIZOBIUM B XUOKUX
KVJIBTYPAX
Ortpen Mukpobuosoruu VMHCTUTYTA ArpoTCXHUKM, ymoOpeHus v noueosencHus B Ilymabax

Pe3ome

ViccneqoBanu BAMSIHUE COCTaBA MUTATEIbHOH Cpedbl HA HHTEHCHBHOCTh PA3MHOMKEHHS LITaM-
MOB Rhizobium cnonb3yeMbIX IS NPOU3BOACTBA IIPUBUBOK I 6000oubIXx pacTenuit. UlTtammer,
Pa3HbIX BUOOB RAizobium BLIPALMBANM HA MOOU(UIMPOBAHIOM XHIKOH nuTaTenbHoM cpene Top-
HTOHA, comepXkaulei B kayectse ucrouyduka C pa3Hble BUJAbI U KOIMYCCTBA CaXapoB, & B KAYECTBE
HCTOYHMKA N — pa3Hble KOJIMYCCTBA /IPOAIKEBOrO 3KCTPaK1a, @ B HEKOTOPBIX CEPUAX AOMOIHUTENb-
HO TJIIOTAMAT HATPHA.

Y CTAaHOBJIECH2 YCTKAA 3aBUCHMOCTb MEKAY BUIOOM M KonuyectsoM ucrtouHnkoB C u N B nuta-
TEJIbHOI cpene M MHTEHCUBHOCThIO PA3MHONKEHHUSI KJICTOK HUCCJICAyeMLIX LWITAMMOB.

bbiCTpo pactywue BuAbl Riizobium icnonbL30Bany Kak uctouduk C paBHbIM 06pa3oM caxa-
pO3y U IJII0KO3Yy, MPUYEM CAXAp03a HCIUO/b30BLIBAIACH JIyUile OCOOCHHO B KyAbTYpPax LUTAMMOB
Rh. phaseoli. bonee 3HAUYUTENLHBIE Pa3sHAULI B CIOCOOHOSTH MCIOJIL30BAHMS PA3HBIX CaxapoB
MOKAa3bIBUIM MENACHHO PACTYHE BAIH1 RNizobium, A KOTOOLIX cAxapo3a Gbliia 3aMETHO XYALUIUM
HCTOYHUKOM C, YyeM CiOKD3a M MUl IKTo3L 1 TAKXKE anudui ).



Wplyw wegla i azotu na namnazanie Rhizobium 81

VcranoBneHa 4YeTkas 3aBHCAMOCTD MCXKAY HHTEHCHBHOCTBIO Pa3MHOXEHASA HCCIEOyeMBIX
1IOTAMMOB B XKHAOKOM NUTATENLHOM cpenie TOPHTOHA M CONEPXKAHAEM B Hell IPOXOKEBOro 3KCTPaKTa.,
HopMabsHoe KOIHYECTBO OPOxKkeBOro akcrpakra (0,4 r/i) He MOKpBIBAIIO NOTPEOHOCTE!H Hccenye-
MBIX IITaMMOB B a30Te, OCOOEHAO B CiIy4ae WX IUIMTEIbHOI KyNbTYpbl. I'yc10Ta XYNBTYPHI B 06-
LOEM HOBBIIIAJIACH HO MEPE HOBBIMEHN M KOHUEHTPALWK OPOXOKEBOTO 3KCTPAaKTa B OMTATENLHOMN
cpene mo 2,0 r/m.

UccnenyeMsle TaMMBbI HCIIOIb30BAIN TIIOTAMAT HATPHA KaK JOMOJHHUTENbHBIN HCTOYHUK N.
IIpnbaBka riororamara B Koryectse 1 r/i naTaTensHo# cpempl conepxatuei 0,4 1 0,8 /i opoxike-
BOTO 3KCTPaKTa OOBIYHO 3aMETHO MOBBILIAJIA MHTEHCHBHOCTh Pa3MHOKEHHS UCCICHYEMBIX ILTaM-
MOB.

A. STRZELEC

CARBON AND NITROGEN EFFECTS
ON PROLIFERATION OF RHIZOBIUM IN LIQUID CULTURES

Department of Microbiology, Institute of Soil Science and Plant Cultivation
at Putawy

Summary

The effect of the nutrient medium composition on the proliferation of Rhi-
zobium strains used for production of inoculants for leguminous plants was
investigated. Various Rhizobium strains were cultivated on a modified Thornton’s
liquid nutrient medium containing as the C source different kinds and amounts
of sugars, while as the N source — different amounts of yeast extract and in
some series additionally of sodium glutamate were applied.

A distinct relationship between the kind and amount of C and N sources in
the nutrient medium and the intensity of the strains proliferation has been
found.

The quickly growing Rhizobium strains used as the C sources both saccharose
and glucose; the saccharose being better utilized, particularly in the cultures of
Rhizobium phaseoli strains. Much greater differences in the ability of utilizing
various sugars showed the slowly growing Rhizobium strains, for which saccharose
constituted a distinctly worse source of C than glucose and galactose as well as
arabinose.

A distinct relationship between the proliferation intensity of the strains
tested on the Thornton’s liquid nutrient medium and the amount of yeast extract
in it has been proved. A normal yeast extract amount in the medium (0.4 g/l)
did not cover the N demand of the strains tested, particularly during their longer
incubation. In general the culture density increased along with increasing yeast
extract concentration in the medium up to 2.0 g/l. Sodium glutamate was utilized
by the sirains tested as an additional N source. An addition of sodium glutamate
in the amount of 1 g/l of the nutrient medium containing 0.4 and 0.8 g/l of the
yeast extract increased usually distinctly the proliferation intensity of the strains
tested.
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