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Клубеньковые бактерии бобовых растений в Эстонской ССР. Э. В. П я р -

с и м. Изд.-во «Валгус», Таллин, 1969 г.

Симбиоз клубеньковых бактерий с бобовыми растениями имеет не только

большое практическое значение для народного хозяйства как способ повы-

шения урожайности сельскохозяйственных культур и азотное удобрение почв,
но и является одним из интереснейших загадочных явлений в биологии, основ-
ные теоретические аспекты которого остаются все же нерешенными, несмотря
на значительные усилия исследователей.

В настоящей монографии дается обобщение обширного литературного и
собственного экспериментального материала в области биологической фикса-
ции азота. Анализируется деятельность клубеньковых бактерий в симбиозе
с бобовыми растениями. Излагаемый материал имеет теоретическое и практи-
ческое значение в уточнении классификации клубеньковых бактерий, при инфи-
цировании бобовых растений и в использовании новых штаммов при изготов-
лении нитрагина.

Таблиц 29. Иллюстраций 31.
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SISSEJUHATUS

Suurte põllumajandussaakide saamine ei ole mõeldav ilma küllaldaste
mineraalväetiste koguste kasutamiseta. Seejuures on kõige suurem defit-

siit mineraalsetest lämmastikväetistest. Kuigi neid väetisi toodetakse
1970. aastal plaani järgi 6,191 miljonit tonni (arvestatult puhtale läm-

mastikule), seega üle 3,5 korra rohkem kui 1963. aastal, katab see kogus
siiski ainult poole teravilja ja tehniliste kultuuride vajadustest. Kui aga
arvestada, et osa toodetavast väetisest kasutatakse muudeks otstarveteks
(tööstuses, ekspordiks), kujuneb defitsiit veelgi suuremaks. Seejuures on

hoopiski arvesse võtmata põllumaa suurendamine selle aja vältel, rohu-
maade väetamise vajadus jm. (Mišustin ja Peterburgski, 1965).

Sellest tulenevalt jääb ka edaspidi päevakorda ülesanne leida võima-

lusi taimede poolt omastatava lämmastiku saamiseks teistest allikatest.
Nimetatud probleemi lahendamisel võivad suurt osa etendada õhuläm-

mastikku siduvad mikroorganismid. Paljud kirjanduse andmed näitavad,
et bioloogilise lämmastiku osatähtsus maaviljeluses on väga suur. Näiteks
Kõlari ja Greenland! (tsit. Mišustin, 1962) arvestused lämmastiku bilansi
kohta maailma põllumajanduses näitavad, et aastase produktsiooniga
viiakse mullast välja ligikaudu 100 miljonit tonni lämmastikku, millest

mineraalväetistega kompenseeritakse ainult 12 miljonit tonni. Autorite
arvates kaetakse vastav defitsiit lämmastiku arvel, mida koguvad õhuläm-
mastikku siduvad mikroorganismid.

Mišustini (1962) andmetel koguvad liblikõielised taimed sümbioosis

mügarbakteritega NSV Liidus igal aastal mulda umbes 3,5 miljonit tonni,
mullas vabalt elunevad lämmastikusidujad aga 1.5 miljonit tonni läm-

mastikku.

Nagu Lipmani ja Conybeare’i arvutused (1936, tsit. Pochon, de Barjac,
I960) näitavad, koguneb Ameerika Ühendriikides kultuuristatud mulda

igal aastal 16,45 miljonit tonni lämmastikku, kusjuures 9,83 miljonit tonni,
s. o. 60% langeb mikroorganismide arvele, sellest ainuüksi mügarbakterite
arvele 5,46 miljonit tonni.
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Et bioloogiline lämmastik omandaks põllumajanduses veelgi suurema

erikaalu, on vaja kõigepealt järjekindlalt ja põhjalikult läbi uurida selle

probleemi põhilised teoreetilised aspektid.
Imšenetski (1963) ja Mišustin (1965) peavad praegusel etapil eriti

oluliseks süvendada teoreetilisi uurimisi. Eeskätt on vaja uurida mügar-
bakterite süstemaatikat, lämmastiku sidumise mehhanismi ja taimede
vastuvõtlikkust mügarbakterite infektsioonile.

Paljude uurijate (Prjanišnikov, 1945; Fjodorov, 1952; Tjurin, 1954;
Pochon, de Barjac, 1960, jt.) andmetel seovad mügarbakterid sümbioosis

liblikõielistega aasta jooksul 65—400 kg õhulämmastikku 1 ha kohta.
Võrdluseks olgu öeldud, et mullas vabalt elunevad mikroorganismid seo-

vad õhulämmastikku 20 —150 kg 1 ha kohta (Kalininskaja, 1962).
Tuleb silmas pidada, et mügarbakterite ja liblikõieliste taimede vahe-

lise sümbioosi tagajärjel seotud lämmastik moodustab praegu enamiku

(60%) põllumajanduslikus produktsioonis olevast lämmastikust.

Mügarate ja mügarbakterite leviku käsitlemisel on piirdutud enamasti

kultuurtaimedega. Nende esinemisele ja iseloomule metsikute liblikõieliste

juures on väga vähe tähelepanu pööratud. Üsna põhjendatuks tuleb pidada
arvamust (E. ja O. Allen, 1961), et meie ei tunne veel kõiki mügarbakte-
rite vorme. Ülevaade sellest pakuks aga huvi. On võimalik, et metsikult
kasvavatelt taimedelt isoleeritud mügarbakterite tüvedest saab mõningaid
kasutada praktilises selektsioonitöös. Tuleb märkida, et põllumajanduses
ja tööstuses kasutatavate bakterite selektsiooni üks allikaid on just nende

looduslikud vormid (Petrosjan, 1959).
Nitragiini valmistamiseks tuleb selekteerida kõige efektiivsemad tüved.

Paljud uurijad on leidnud, et kohalikud tüved on mujalt pärinevatest efek-

tiivsemad. Nähtavasti on kohalike tüvede puhul tegemist värskelt eral-
datud bakteritega, mis on sageli efektiivsemad kui kaua aega laboratoo-
riumides kultiveeritud tüved. Ka võib siin tegemist olla bakterite parema

kohanemusega liblikõielistega.
Järelikult on väga oluline saada ülevaade, millistel liblikõielistel esi-

neb mügarbaktereid, ning anda viimaste bioloogiline, füsioloogiline ja
biokeemiline iseloomustus. Ühtlasi on vaja selgitada taimede vastuvõtlik-
kus mügarbakterite infektsioonile.

Lisaks eelöeldule tuleb märkida, et andmed mügarbakterite esinemise
kohta Eesti NSV-s kasvavatel liblikõielistel, mis seni ei ole pakkunud
agronoomilist huvi, puudusid kuni antud töö alustamiseni. Sama kehtib
ka mujal Nõukogude Liidus metsikult kasvavate liblikõieliste kohta.

Arvestades eelöeldut püstitati käesolevas töös järgmised põhiülesan-
ded:

1) uurida mügarate esinemist ja morfoloogiat Eestis kasvavatel lib-
likõielistel ning selgitada seosed mügarate morfoloogiliste tunnuste, lib-
likõieliste taimede ja mulla omaduste vahel;



2) uurida mügaratest eraldatud Rhizobium'i puhaskultuuride morfo

loogilisi, biokeemilisi ja kultuurilisi omadusi;
3) selgitada Rhizobium'i tuntud liikide ja esmakordselt väljaeralda

tud tüvede infektsioossust mitmesuguste liblikõieliste taimeliikidele.
Uurimistel peeti silmas Rhizobium'i süstemaatika aluseid, et võima

luse korral teha mõningaid täiendusi seni kehtivas klassifikatsioonis.
Töö on tehtud Eesti NSV TA Eksperimentaalbioloogia Instituudis aas

tail 1963—1965 bioloogiadoktor Paul Rahno juhendamisel.
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I. KIRJANDUSE ÜLEVAADE

1. LIBLIKÕIELISTE TAIMEDE JA NENDEL ESINEVATE

MÜGARATE ISELOOMUSTUS

Liblikõielised (Leguminosae) kui üks suuremaid taimede sugukondi
on liikide arvult teisel kohal korvõieliste (Compositae) ja majanduslikult
tähtsuselt teisel kohal kõrreliste (Gramineae) järel. Liblikõieliste sugu-
konna ulatus ei ole täpselt teada. Hinnangud kõiguvad 500—550 pere-
konnast ja 12 000—13 000 liigist kuni 700 perekonna ja 14 000 liigini. Selle

sugukonna suurepärane ülevaade on toodud Norrise (1956), Tutini (1958)
ning E. ja O. Alleni (1961) töödes. Nende autorite andmetel kuulub kau-
naliselaadsete (Leguminosales) seltsi ainult üks sugukond — Legumino-
sae, mis jaguneb neljaks alamsugukonnaks: Mimosoideae, Cesalpinioideae,
Swartzioideae ja Papilionoideae. Selline jaotus ei ole kooskõlas Eesti NSV
flooras (Talts, 1959) toodud andmetega, mille järgi selts Leguminosales
jaguneb kolmeks sugukonnaks; Mimosaceae, Cesalpiniaceae ja Papilio-
naceae. Käesoleva töö taksonoomilises osas järgime liblikõieliste jao-
tusskeemi, mille on andnud Tutin (1958), kuna kõik mügarbaktereid uuri-

nud mikrobioloogid on lähtunud just sellest taimede jaotusest.

Alamsugukond Mimosoideae

Alamsugukonda Mimosoideae kuulub 6 triibust 40 perelkonnaga, mis

sisaldavad umbes 1500 liiki. Mimosoideae liigid, enamasti puud, põõsad
ja liaanid, esinevad peamiselt troopilistel ja subtroopilistel aladel. Eriti
rikkalikult on neid troopika ürgmetsades, kus nende arv sageli ületab
teiste õistaimede liikide arvu. Erandi moodustab perekond Acacia 550

liigiga, millest üle 300 liigi on kohanenud Austraalia parasvööndi klii-

maga. Euroopa flooras alamsugukonna Mimosoideae esindajad puuduvad.
Tutin (1958) peab seda alamsugukonda kromosoomide arvult kõige

ühtlasemaks. Evolutsioonilise arengu seisukohalt aga peetakse Mimosoi-
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deae'd kõige primitiivsemaks ja morfoloogiliselt kõige vähem spetsiali-
seerunud alamsugukonnaks liblikõieliste hulgas.

Viis perekonda — Inga, Pithecolobium, Calliandra, Acacia ja Mimosa

— evivad igaüks üle 100 liigi. Ülejäänud perekondades on liblikõieliste

liikide arv väiksem.

Mimosoideae lehed on enamasti paarissulgjad. Esinevad abilehed.

Mõnel juhul on abilehed muundunud asteldeks. Õied on tavaliselt väike-

sed ja alati aktinomorfsed, välja arvatud perekonnad Parkla ja Pent ao

lethera. Arvukate tolmukate esinemist koos pikkade vabade tolmukaniiti-

dega peetakse õie kõige iseloomulikumaks tunnuseks. Kroonlehed on

harilikult kitsad ja mõnikord ühinenud all putkeks. Leiduvad ka kõlutol-

mukad (staminoodid). Sigimik on ülemine, ühepesaline, moodustunud

ühest, harva rohkemast viljalehest. Esinevad paisk- kuni mitteavanevad

viljad. Seemned on suured, vähese endospermiga või hoopis ilma endos-

permita.
Mügaraid on uuritud 146 liigil 21 perekonnast. Nendest leidus müga-

raid 127 liigil. 19 liiki 7 perekonnast, millel mügaraid ei leitud, jaotuvad
kõigi 6 triibuse vahel.

103 mügaraid moodustavat liiki kuuluvad triibustesse Ingeae ja Acaci-

eae. 86 liiki jaotuvad kahe perekonna — Albizzia (17) ja Acacia (69)
vahel. Ülejäänud nelja triibuse liike ei ole põhjalikult uuritud (E. ja O.

Allen, 1961).
Mügaraid moodustavaid liike on leitud perekondades Albizzia, Entada,

Enterolobium, Pithecolobium, Lysiloma, Leucaena, Samanea, Schrankia,
Desmanthus, Neptunia, Dichrostachys, Piptadenia, Parkia ja Wallaceo-

dendron. Kuid kahjuks on kõikide nende perekondade puhul, välja arvatud

Albizzia, uuritud ainult kuut või vähem liiki. Nii mügaraid moodustavaid
kui ka mügaraid mittemoodustavaid liike on leitud perekondadest Inga,
Calliandra, Acacia, Mimosa ja Prosopis. Kõige rohkem on uurijate tähe-

lepanu pälvinud perekond Acacia, kus ainult 4 liigil 73-st liigist ei esinenud

mügaraid. Martin (1948) leidis, et mügarad puuduvad Acacia greggi'X ja
A. suffrutescens'ii. Bonnier (1957) andmetel puuduvad mügarad Acacia'}

(sektsioon: pinnata) ja A. silvicola'i. *

Kahe perekonna — Adenanthera ja Pentaclethera liikidel mügarad
puuduvad. О. ja E. Allen (1947) ei leidnud mügaraid sadadel A. pavonina
taimedel, mida nad kasvatasid üle 15 aasta erinevatel pinnastel ja mida

nad püüdsid nakatada mitmesuguste Rhizobium'i kultuuridega. Bariados

ja Fernandez (1954) märgivad, et A. intermedia'}, mis kasvab Filipiini-
del, ei ole mügaraid. Ka endises Belgia Kongos kasvanud Pentaclethera

macrophylla'\ puudusid mügarad (Bonnier, 1957). Teiselt poolt aga lei-

dub nende sugulastaimedel samast Parkieae triibusest Parkia javonica'l,
P. africana'} ja P. biglandulosa'} rikkalikult mügaraid (O. ja E. Allen,
1947).
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Täiesti uurimata on 50 liiki perekondadest Affonsea, Archidendron,
Hansemannia ja Serianthus (triibus Ingeae), Xerocladia, Gagenbina,
Tetrapleura, Newtonia ja Styphnodendron ('triibus Adenanthereae) ning
Xylia, Platymenia ja Elephantorrhiza (triibus Piptadenieae) (E. ja O. Al-

len, 1961). Need liigid esinevad peamiselt raskesti ligipääsetavates Uus-

Meremaa, Amasoonase, Polüneesia ja Aafrika piirkondades.

Alamsugukond Caesalpinioideae

Käesoleval ajal sisaldab Caesalpinioideae alamsugukond 7 triibust
umbes 100 perekonna ja 1300 liigiga. Nimetatud alamsugukond on pere-
kondade arvult kaks korda suurem kui Mimosoideae alamsugukond, kuid

ainult kahel neist perekondadest — Cassia'\ ja Bauhinia'l — on rohkem
kui 100 liiki.

Triibust Kramerieae ei peeta viimasel ajal enam liblikõieliseks (Turner,
1958 — tsit. E. ja O. Allen, 1961) ning triibus Tounateae moodustab nel-

janda liblikõieliste alamsugukonna Swartzioideae (Corner, 1951 — tsit.

Tutin, 1958). Caesalpinioideae perekonnad on liikide arvult väga erine-

vad. Umbes 30 perekonda on monotüübilised, 20 perekonda sisaldavad
2—3 liiki, perekondades Cassia on aga 400 liiki, Batihinia 250 liiki, Chamae-
crista 100 liiki ja Caesalpinia 60 liiki. Enamik nende perekondade esinda-

jatest kasvavad niisketes troopilistes metsades. Ainult kolme triibuse —

Bauhinieae, Cassieae ja Eucaesalpinieae liblikõielised kasvavad parasklii-
mavööndis. Nad on kas puud, põõsad, liaanid või rohttaimed.

Lehed on enamikul liikidel lihtsulgjad, harva kahelisulgjad ja evivad
leherootsu kinnituskohas paksendi (Dormer, 1946). Õied on suured, sil-

mapaistvalt värvikad, sügomorfsed või nõrgalt liblikjad. Kroonlehti on

tavaliselt viis. Kroon- ja tupplehed on enamasti vabad. Tolmukate arv

ulatub kümneni. Tolmukaniidid on vastupidi Mimosoideae liikidele lühi-
kesed ja jäigad. Kaunad on suured ja puitunud ning avanevad nii mõhu-
õmbluse kui ka selle vastasküljel asetseva seljaõmbluse kohalt. Seemned
on suured, endospermiga või ilma endospermita ja on sageli varustatud

ebaseemnerüüga.
Mügarate esinemist on uuritud selles alamsugukonnas 40 perekonna

115 liigil. Mügaraid leiti ainult 26 liigil, millest 15 liiki kuuluvad nii pal-
judesse perekondadesse, et peaaegu kõik triibused on esindatud. Mügaraid
ei leitud 82 liigil 27 perekonnast. 7 liigi — Cassia didymobotrya, C. gran-
dis, C. hirsuta, C. marylandica, C. obtusifolia, C. occidentalis ja C. tora

kohta on vasturääkivad andmed (E. ja O. Allen, 1961).
10 perekonda on esindatud ainult ühe mügaraid eviva liigiga: Amhers-

tia nobilis, Colvillea racemosa, Copaifera officinalis, Dimorphandra mõra,

Erythrophloeum guineense, Hardwickia pinnata, Hymenaea coubaril, Tra-



10

chylobium verrucosum, Gossweilerodendron balsatniferum ja Gilbertioden-
dron dewevrei.

5 perekonda — Brownea, Cercis, Dialum, Cassia ja Chamaecrista —

sisaldavad nii mügaratega kui ka mügaraiteta liike. Cassia perekond on

sellise anomaalia parimaks näiteks. Nii on selle perekonna 5 liigil pide-
valt mügaraid, 30 liigil aga neid ei ole.

Mügarad puudusid järgmiste perekondade liikidel: Cynometra, Scoro-

äophloeus, Sindora, Brachystegia, Schotia, Tamarindus, Pahudia, Berlinia,
Bauhinia, Ceratonia, Gleditschia, Gymnocladus, Schizolobium, Parkinso-

nia, Haematoxylon, Delonix, Hoffmannseggia, Caesalpinia, Mezoneurum ja
Peltophorum.

Ülejäänud selle alamsugukonna 50 perekonnal on mügarate esinemine

või mitteesinemine teadmata. See seletub asjaoluga, et enamik nendest
on monotüübilised, mis kasvavad ligipääsmatutes isoleeritud piirkondades.

Alamsugukond Swartzioideae

Alamsugukonda Swartzioideae kuulub ainult üks triibus — Tounateae

4 perekonnaga. Liikide arvult (üle 100 liigi) on kõige suurem perekond
Swartzia. Alamsugukond Swartzioideae on peaaegu täielikult esindatud
ainult Lõuna-Ameerika troopilistel aladel.

Selle väikese alamsugukonna esindajatel on pungas jagunemata tupp,
mis lahkneb õies 3—5 tiibjaks tuppleheks, ja arvukalt tolmukaid. Ta on

paigutatud Caesalpinioideae ja Papilionoideae alamsugukonna
kuigi tema tolmukad sarnanevad teatud määral Mimosoideae alamsugu-
konna tolmukatega.

Mügarate esinemist ei ole uuritud ühelgi liigil.

Alamsugukond Papilionoideae

Liikide arvult on Papilionoideae alamsugukond kaunaliselaadsete selt-

sis suurim, haarates 10 triibust 400 —500 perekonna ja 8000—10 000 Pii-

giga. Vähemalt 20 perekonda sisaldavad üle 100 liigi, kusjuures suurim

perekond on Astragalus, millel on kaugelt üle 1000 liigi. Alamsugukonna
rohtjad esindajad on kohanenud peamiselt parasvööndi tingimustele.
Puud ja põõsad on levinud aga enamasti troopilistel ja subtroopilistel ala-

del. Perekonnad Astragalus, Hedysarum, Oxytropis ja Trifolium esinevad
nii arktilises kui ka alpiinsetes piirkondades.

See on ainuke alamsugukond, mille esindajaid leidub Eestis. Eesti

flooras on esindatud kuus triibust: Genisteae, Trifoliae, Loteae, Galegeae,
Hedysareae ja Vicieae. Ülejäänud triibuste — Sophoreae, Podalyrieae, Dal-

bergieae ja Phaseoleae esindajaid Eesti flooras ei leidu, kuid mõningaid
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neist kultiveeritakse meil dekoratiiv- või kõrge väärtusega köögiviljatai-
medena.

Evolutsioonilise kriteeriumi seisukohalt on Papilionoideae arenenuim

alamsugukond, kusjuures nendest kõige hiljem on tekkinud parasvööndi
rohttaimed. Kromosoomuurimiste põhjal on rohtjad esindajad tsütoloogi-
liselt kõige varieeruvamad. Üldiselt rtuleb aga Papilionoideae liblikõielisi
iseloomustada nii morfoloogiliselt kui ka biokeemiliselt energiliselt prog-
resseeruva alamsugukonnana.

Lehed on selle alamsugukonna esindajatel kaheli- või kolmelisulgjad,
harva lihtsad ja terved (näiteks perekond Genista), õied on liblikjad ja
alati ülemise kroonlehega, mis on külgmistest kroonlehtedest palju suu-

rem. Kroonlehed on alusel pinnukeseks ahenenud. Tolmukaid on kümme.
Tolmukaniidid on tavaliselt putkena kokku kasvanud. Erandi moodusta-
vad triibuste Sophoreae ja Podalyrieae esindajad, millel tolmukaniidid on

vabad või peaaegu vabad. Troopikas kasvavatel puudel ja põõsastel on

suured viljad suurte seemnetega, kuna paljudel parasvööndi liblikõielistel

on väikesed viljad suhteliselt suurte seemnetega. Kaunad avanevad ena-

masti kahe poolmena. Seemned on endospermita.
Alamsugukonna Papilionoideae esindajate laialdane levik, hea kätte-

saadavus ja majanduslik tähtsus on põhjustanud neil esinevate mügarate
põhjalikku uurimist.

Andmed mügarate esinemise kohta on antud 1024 liigil (E. ja O. Allen,
1961), mis moodustab 80% kõigist mügarate suhtes uuritud taimedest.
Nendest 959 liiki peetakse mügaraid moodustavateks vormideks, kusjuu-
res on esindatud kõik 10 triibust. 182 uuritud perekonnast on leitud müga-
raid moodustavaid liike 148. 56 mügaraid mittemoodustavat liiki kuuluvad
27 perekonda. Mügarateta 9 liiki kuuluvad järgmistesse perekondadesse:
Cladrastis, Adesmia, Benthamantha, Eysenhardisia, Dalhousia, Olneya ja

Tabel 1

Mügarate esinemine liblikõielistel taimedel

Perekonnad Liigid

Alamsugukonnad I
üldarv uuritud üldarv uuritud

Mimosoideae
Caesalpinioideae
Swartzioideae
Papilionoideae

40 21 1500 146 127 19
100 40 1300 115 26 8240 1300 115 26 82
7—Bo

400 182 10000 1024 959 65

Kokku 547 243 12880 1285 1112 166
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Maac&ia (Martin, 1948). Perekonnad Vicia, Astragalus, Desmodium, Cro-
talaria ja Trifolium sisaldavad igaüks üle 50 mügaratega liigi.

Eespool toodud ülevaade mügarate esinemise kohta liblikõielistel tai-

medel on kokkuvõtlikult toodud tabelis 1.

2. MÜGARBAKTERITE ISELOOMUSTUS

Mügarate esinemist liblikõieliste taimede juurtel registreeris esimesena
Malpighi 1687. aastal (Carroll, 1934). Ta pidas neid juurekasvudeks. XIX

sajandi esimesel poolel pidasid ka botaanikud mügaraid patoloogilisteks
nähtudeks. Kuid kõik põlluharijad olid ühisel seisukohal, et liblikõieliste
(ristik, hernes, lupiin) kasvatamisel mullaviljakus tõuseb ilma põldu
väetamata.

Esimese katse selle selgitamiseks korraldas prantslane Boussingault
1838. aastal. Ta kasvatas ristikut, hernest ja nisu mullaga täidetud nõudes
ning tegi kindlaks, et lämmastikusisaldus taimede rohelises massis ja
seemnetes vegetatsiooniperioodi lõpuks oli hernel ja ristikul palju suurem

kui nisul ning ületas mullast ja veest saadava lämmastiku hulga. Sellest
järeldas Boussingault, et liblikõielised taimed on võimelised kasutama õhu-
lämmastikku. Järelduse kontrollimiseks kordas ta katset, seekord kuumu-
tatud mullaga ja sai negatiivse tulemuse: liblikõielised ei sisaldanud läm-
mastikku rohkem kui nisu. Seepärast pidas ta esialgselt tehtud järeldust
katsevea tulemuseks.

1866. aastal uuris mügaraid vene teadlane Voronin. Tal õnnestus tões-

tada, et mügarad sisaldavad suurel hulgal mikroorganisme — baktereid.
Kuid ka Voronin pidas mügaraid haigusnähtudest tingitud ebanormaal-
seteks moodustisteks. Järgmised uurimused kuuluvad Frankile (1879), kes
leidis mügaraid kõigil tervetel, hästi arenenud liblikõielistel. Ta näitas, et
mulla steriliseerimisega võib mügarate moodustumist ära hoida. Lõplikult
näitasid Hellriegel ja Wilfarth 1888. aastal, et mügaraid põhjustab liblik-
õieliste juurtel mingi väline (kõrvaline) infektsioon. Nad kontrollisid
mügarate tähtsust liblikõieliste ja mitteliblikõieliste taimede kasvamisel
madala lämmastikusisaldusega steriliseeritud mullal kuni taimede kasvu
lakkamiseni. Seejärel lisasid nad mõned tilgad ekstrakti, mis oli valmis-
tatud steriliseerimata mullast ja millel olid kasvanud mügaratega liblik-
õielised. Nüüd moodustusid ka katsetatavatel liblikõielistel mügarad ja
nad hakkasid õitsema, mitteliblikõielised aga hävisid. Seega lahendasid
Hellriegel ja Wilfarth probleemi, millele palju tähelepanu pöörasid Bous-
singault, Laws ja Gilbert, ning kinnitasid juba Vana-Rooma põlluharijate
arvamust, et liblikõieliste kasvatamisega on võimalik suurendada muldade

viljakust. Lõpliku ja vaieldamatu kinnituse arvamusele, et juuremügaraid
moodustavad bakterid, andis hollandi bakterioloog Beijerinck. Ta eraldas
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1888. aastal vastavad bakterid puhaskultuurina ja saavutas mügarate
kunstliku moodustamise liblikõieliste taimede juurtel inokulatsiooni teel.

Selle omaduse tõttu nimetatakse baktereid mügarbakteriteks. 1890. ja 1892.

aastal tõestasid Schloesing ja Laurent, määrates rangelt kontrollitud tin-

gimustes kvantitatiivselt lämmastikusisalduse seemnetes, mullas ning
õhus, lämmastiku fikseerimise mügarbakterite poolt sümbioosis liblikõie-

listega.
Algul kanti mügarbakterid perekonda Bacillus radicicola (Beijerinck,

1888), hiljem perekonda Bacterium radicicola (Pražmovski, 1890) ja 1889.

aastal Franki poolt perekonda Rhizobium. Perekond Rhizobium kuulub

sugukonda Pseudomonadaceae, seltsi Eubacteriales ja klassi Eubacteriae

(Schizomycetes'). Nende bakterite väljaeraldamine puhaskultuurina müga-
ratest tegi võimalikuks uurida Rhizobium'i morfoloogilisi, füsioloogilisi ja
biokeemilisi omadusi.

Morfoloogilised tunnused

Mügarbakterid on peenikesed, pisut kõverdunud, ümmarguste otstega
pulgakesed, mille diameeter on 0,5—0,9 pm ja pikkus 1,2—3,0 pm (Ber-
gey, 1957). Berjozova, Dorossinski (1961) ja Fjodorov (1963) annavad

nende suuruseks vastavalt 0,5—1,0 pm ja 1,0—7,0 pm. Kõrvuti pulgakes-
tega esineb ka kokikujulisi ja hargnevaid (bakteroidid) vorme. Olenevalt

sellest, millises arengufaasis bakterid on, erineb nende kuju, suurus ja
rakusisene struktuur.

Bewley ja Hutchinson (1920) näitasid, et mügarbakterid teevad läbi

küllaltki keeruka arengutsükli. Noortes mügarates kujutavad need bakte-
rid peenikesi liikuvaid pulgakesi. Mügara edasisel arenemisel kaotavad

bakterid viburid, muutuvad liikumatuteks ja omandavad vöötatud pulga-
keste kuju, muundudes hiljem bakteroidideks.

Petrosjan ja Mirzabekjan (1939), kes uurisid esparseti mügarbakterite
morfoloogiat, tegid kindlaks, et peremeestaimede vegetatsiooniperioodi
algul asuvad noortes mügarates bakterid peenikeste terakestena. Öitse-

miseelses faasis moodustub mitmesuguse suurusega vöötatud kepikesi ja
suurel hulgal bakteroide. Sügiseks muutuvad bakterid normaalseteks pul-
gakesteks. Samasugust arengutsüklit on täheldanud Petrosjan (1959)
lutserni, ristiku ja aedoa mügarbakteritel.

Thornton (1930) andis Rhizobium'i liikide täieliku arengutsükli kirjel-
duse (joonis 1). Seda on täiendanud Bisset (1952). Ta eristab kahte rühma

mügarbaktereid: ühele rühmale on omane täielik arengutsükkel, teisele
ainult osaline. Need bakterid, mis teevad läbi täieliku arengutsükli, on

võimelised moodustama ka endospoore. Viimaste moodustumine on siiski
vaieldav. Uurijad on enamasti seisukohal, et mügarbakterid ei ole võime-

lised moodustama spoore (Graham jt., 1963).
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Bisset paigutab esimesse rühma täieliku arengutsükliga mügarbakterid,
mis on isoleeritud metsikult kasvavatelt liblikõielistelt taimedelt. Osalise

arengutsükli läbib aga enamik mügarbaktereid, mis on saadud põldudel
kultiveeritud liblikõielistel. Et osa mügarbakterite arengutsüklist ‘kulgeb
mügaras ja osa mullas, siis püüab Bisset’i arengutsükli skeem kajastada
neid mõlemaid astmeid (joonis 1).

Mügarbakterite kasvatamisel kunstlikel söötmetel kohtame kõige
sagedamini pulga- ja kerakujulisi vorme.

Üks huvitavamaid astmeid mügarbakterite arengutsüklis on bakteroi-
dide moodustumine, mida tunnustavad ja mida on kirjeldanud kõik uurijad.
Käesoleva ajani ei ole aga selge, milliseid funktsioone nad mügarates
täidavad. Nende funktsioonide kohta on kirjanduses väga erinevaid seisu-
kohti.

Ühtede autorite arvates on bakteroidid involutsioonilised, patoloogili-
sed, elujõuetud mügarbakteri vormid (Müller ja Stapp, 1925; Schaede

Jconis 1. Rhizobium'i arengutsükli täielik tüüp. N — arenemine mügaras: väikesed bak-
terid arenevad hargnevateks mitmerakulisteks bakteroidideks. S — arenemine mullas:
paljunemine võib toimuda endospooride tekkimise teel või vöötatud rakkude moodustu-
misega suurtest Bacillus' e-sarnastest pulgakestest. Vöötatud rakud muutuvad pulgakes-
teks, mis võivad tungida vastuvõtlike taimede juurekarvakestesse või kasvada suurte
batsillide uueks põlvkonnaks, kas otseselt või Bacterium'i-sarnase põlvkonna kaudu.
/ — Bacillius'e-sarnased emarakud; 2 — vöötatud rakkude moodustumine; 3 — taimi
infitseerivad rakud; 4 — bakteroidid; 5 ja 6 — Bacterium'i-sarna&ed liikuvad rakud;

7 ja 8 — spooride moodustumine. (Bisseti järgi, 1952.)
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1932; Krassilnikov, 1949), teiste järgi aga võtavad nad osa õhulämmastiku

sidumisest (Petrosjan, 1959; Jordan, 1962; Bergersen, 1966).
Uspenskaja (1953) on märganud seost herne mügarates leiduvate bak-

teroidide ja efektiivse lämmasitiku fikseerimise vahel. Virtaneni arva-

tes võib hernetaimedes leida bakteroidset kudet ainult efektiivsetes müga-
rates; mitteefektiivsetes mügarates võtavad bakterid limaga ümbritsetud

kepikeste kuju. Autori arvates takistab bakterite ümber olev lima normaal-
set lämmastiku fikseerimist.

Chen ja Thornton (1940), Jordan ja Garrard (1951) ning samuti Do-

rossinski, Lazareva, Samin, Sehonina (1961) väidavad, et bakteroidset

kudet leidub rohkesti ka mitteefektiivsetes mügarates. Kuid on ka andmeid

bakteroidide puudumise kohta kõrge efektiivsusega mügarates (Pfeiffer,
1928).

Pochon ja de Barjac (1960) seletavad selliseid vasturääkivaid andmeid

mügarbakterite pleomorfismiga.
Fjodorovi ja Laslo (1956) arvates võib bakteroidse koe mahtu pidada

küllaltki tõepäraseks efektiivsuse kriteeriumiks. Samasugusel seisukohal

on Chen ja Thornton (1940). Ristiku ja soja efektiivsetes mügarates oli

bakteroide sisaldava koe ruumala 3 —5 korda, taimede aktiivsuse perioodil
koguni 4—6 korda suurem kui mitteefektiivsetes mügarates. Chen ja
Thornton hakkasid rakendama mitmesuguse efektiivsusega mügarbakte-
rite massiühiku poolt seotud lämmastiku hulga arvestust ajaühiku jooksul.
Mainitud uurijate andmetel on fikseeritud lämmastiku hulk võrdeline

vd-ga (kus v on bakteroidse koe ruumala ja d — mügarate arv), mis on

korrutatud veel ajaga t, mille jooksul seda ruumala mõõdeti.

Autorid, kes toetavad seisukohta, et rohke bakteroidse koe esinemine

võib olla tüvede kõrge efektiivsuse kaudseks näitajaks (Chen ja Thorn-

ton, 1940; Smith, 1949; Jordan ja Garrard, 1951, Razumovskaja ja Vassil-

jeva, 1956; Nitse, 1958), märgivad samuti selle koe kestvamat funktsio-

neerimist nendes mügarates, mis moodustuvad efektiivsete tüvedega
inokuleerimisel.

Erilist huvi pakub Bergerseni uurimus (1966), kus eksperimentaalsete
faktide najal on antud skemaatiline mudel õhulämmastiku sidumise või-

maliku mehhanismi kohta mügaras (joonis 2). Autori arvates on läm-

mastiku fikseerimise ühikuteks membraaniga ümbritsetud bakteroidid, mis

saavad ATF-i peremeesraku perifeersetes osades rohkesti leiduvatest

aktiivsetest mitokondritest. Mügarates leiduv_ leghemoglobiin on alati

taandatud vormis (Fe++). Kuna arvatakse, et kõikidest mügara komponen-
tidest on ainult bakteroidid võimelised taandama leghemoglobiini, siis

peab see olema kontaktis bakteroididega. Seega on kaks teadaolevat läm-

mastiku fikseerimise nõuet rahuldatud: 1) taime arvel — ATF osas ning
2) bakteroidide arvel — taandamisenergia osas. Ka hüdrogenaas on fik-

seeriva süsteemi lahutamatu osa.



16

Fotosünteesi
produktid

stimuleerib

N,

Inhibeerltakse
kõrgel
0
г
rõhul

Aminoühendid

Joonis 2. õhulämmastiku sidumise skemaatiline mudel (Bergerseni järgi, 1966).

Viimaste aastate uurimustes näidatakse (Bergersen, 1966), et NH 3 on

esmaseks stabiilseks vabalt esinevaks produktiks õhulämmastiku sidumi-
sel. Teed N2-st kuni NH 3-ni vaadeldakse taandusliku protsessina nii

hemoglobiini kui ka hüdrogenaasi arvel, mis lülituvad taandusprotsessi
eri etappidel. Kuid veenvad andmed lämmastikku siduvate fermentide asu-

koha kohta puuduvad. Soja katsetamisel Nls isotoobiga paistab ferment-
süsteemi lokaliseerumine bakteroidis vähetõenäolisena: ta võib asetseda
kas bakteroidi pinnal, teda ümbritsevas membraanis või membraanist
seespool (Bergersen, 1966).

Kuigi viimastel aastatel on eespool nimetatud lämmastiku sidumise
teooria leidnud rohkesti poolehoidjaid, esineb veel teisigi kontseptsioone,
kus esmaseks produktiks lämmastiku sidumisel on hüdrasiinitüüpi ühend
(Fjodorov, 1952; Thimann, 1965). Et N 2 on fikseeritav materjal, peab pri-
maarne produkt sisaldama 2N. See seisukoht leiab kinnitust viimases
teoorias, muutes selle usutavaks ja tõenäolisemaks kui teised lämmastiku
sidumise teooriad. Tuleb ka märkida, et primaarse taandumisprotsessi käi-
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gus ei ole tegev ferment hüdrogenaas, vaid nitrogenaas, mis Mo tõttu või-

maldab efektiivsemat valentsivahetust.
Mullas vabalt elunevatel mügarbakteritel on vihuritega varustatud pul-

gakeste kuju. Peškovi (1955) arvates algavad viburid tsütoplasmaatilisest
membraanist. Ent viimaste aastate elektronmikroskoopilised uurimised

(Pehhov, 1962) on kinnitanud teist arvamust: viburid saavad alguse tsü-

toplasmast ja väljuvad läbi rakuseina. Viburite kinnituskohaks tsütoplas-
mas on ligikaudu 40 nm diameetriga nn. basaalsed graanulid (van Iter-

sen, 1953) (joonis 8).
Viburid sisaldavad 15,7—16,7% N, 0,05% P, 0,0001 —0,2% sahhariide,

0,8% lipiide, 0,0006—0,1% nukleiinhappeid ning aminohappeid peale trüp-
tofaani, histidiini, proliini ja oksüproliini (Weibull, 1960).

Viburid on väga õrnad bakteriraku komponendid ja murduvad kergesti
mitmesuguste välistegurite mõjul. Nimetatud asjaolu ongi üks olulisi

põhjusi, mis teeb bakterirakkude viburite uurimise raskeks.
Rhizobium'\ morfoloogia uurijad jaotavad mügarbakterid viburite arvu

ja asetuse järgi kaheks rühmaks: peritrihhid ja monotrihhid (Kellerman,
1912; Fred jt., 1918, Löhnis jt., 1921; Fred jt., 1932).

Mainitud autorid paigutasid esimesse rühma kõik kiiresti kasvavad

tüved, mis olid isoleeritud lutsernilt, ristikult, mesikalt, vikilt, hernelt ja
valgelt akaatsialt, aeglaselt kasvavatest mügarbakteritest aga ainult lupii-
nilt isoleeritud tüve. Teise rühma moodustasid kõik ülejäänud aeglaselt
kasvavad tüved, mis olid isoleeritud VigncTtt, Soja'it ja maapähklilt.

Bushnell jt. (1937) paigutasid teise rühma, s. o. monotrihhide hulka,
ka lupiinilt isoleeritud mügarbakteritüved.

Neisse viburite kohta käivatesse esimestesse uurimistesse tuleb suhtuda
teatava ettevaatusega uurimismeetodite puudulikkuse tõttu. Usaldavaid
tulemusi antud probleemi lahendamisel on võimaldanud saada alles vii-
mastel aastakümnetel elektronmikroskoobi abil teostatud uurimised.

Conn ja Elrod (1947) leidsid, et herne ja ristiku baktertüved kuuluvad
peritrihhide hulka, lutserni bakteritüved aga võivad olla nii peritrihhid kui
ka monotrihhid. Nad jõudsid seisukohale, et mügarbakterite viburite ise-
loom ja tüüp ei ole diagnostilised tunnused.

Melkumova (1957) nentis, et lutserni mügarbakteritel on üks subpo-
laarselt kinnitunud vibur, s. t. nad kuuluvad monotrihhide hulka.

Leifson ja Erdman (1958) kasutasid katses 19 liblikõielise perekonna
35 liigilt isoleeritud 38 Rhizobium'i tüve. Nende andmetel on kiiresti kas-
vavate tüvede (peritrihhid) viburite paine pikkus 1,3—1,6 pm. Aeglaselt
kasvavate tüvede (monotrihhide) viburite paine pikkus on 1,9—2,2 pm.
Leifsoni ja Erdmani arvates on korrelatsioon viburite iseloomu ning bak-
terite kasvukiiruse vahel silmatorkav ja peaaegu perfektne.

Ley ja de Rassel (1965) jõudsid üldjoontes väga sarnastele seisukoh-
tadele Leifsoni ja Erdmaniga (1958). Ka nende andmetel jagunevad

2 E. Pärsim
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Rhizobium'i tüved kiiresti kasvavateks — peritrihhideks ja aeglaselt kas-
vavateks — monotrihhideks. Peale nende kahe hästi diferentseeritava tun-

nuse leidsid nad veel kolmanda tunnuse, milleks on bakteriraku DNH-s

guaniini- ja tsütosiinisisaldus. Kõik kiiresti kasvavad tüved (peritrihhid)
sisaldavad guaniini Ц- tsütosiini 58,6—63,1%. Aeglaselt kasvavates
bakterirakkudes (monotrihhid) on aga guaniini -j- tsütosiini 62,8—65,5%.

Huertos jt. (1955) leidsid lupiinil ainult ühe subpolaarselt kinnitunud
viburi. Krassilnikov (1949) ja Bergey (1957) paigutavad lupiini bakteri-
tüved peritrihhide hulka.

Ziegler (1956) märgib, et Phaseolus vulgaris'e bakterirakkude viburite
läbimõõt on 10—15 nm ja neil on 2—5 painet, kusjuures keskmine paine
pikkus on 2 p,m.

Appleman jt. (1942) leidsid mügarbakteri viburite! valgusarnasest
ainest detaile, mida ei varajasemas ega ka hilisemas kirjanduses pole kir-

jeldatud. Küll aga kirjeldasid Mudd ja Lackman (1941) sarnaseid viburite
detaile füsobakteri tüvedel.

Nagu juba eespool mainisime, murduvad bakterite viburid väga ker-

gesti. See seletabki kirjanduses toodud erinevaid seisukohti viburite ise-

loomu kohta mügarbakteritel. Põhjus, miks lutsernilt isoleeritud bakteri-
tüvesid peetakse nii mono- kui ka peritrihhideks, võib olla just see, et osa

vibureid on murdunud. Seepärast tuleb nõustuda Leifsoni ja Erdmani
(1958) seisukohaga, kelle väidetel monotrihhideks võib pidada ainult neid

bakterirakke, mille ainuke vibur on kinnitunud subpolaarselt. Kui aga
vibur on kinnitunud bakteriraku teistesse kohtadesse, siis kuuluvad need
bakterid peritrihhide hulka vaatamata sellele, et vibureid on ainult üks.

Füsioloogilised tunnused

Kasv želatiinis. Mitmed uurijad, nagu Beijerinck (1888), Hiltner

(1900), Zipfel (1911), Wilson (1917), märgivad, et mügarbakterid ei ole
võimelised veeldama želatiini. Fremlini (1898 — tsit. Fred jt., 4932) and-
metel aga veeldavad lupiini mügarbakterid želatiini kiiresti.

Burrill ja Hansen (1917), kes uurisid põhjalikult suurt hulka mügar-
bakterikultuure, jõudsid järeldusele, et need organismid veeldavad žela-
tiini väga aeglaselt. Mõningal määral sarnaseid andmeid on saanud ka

Fred ja Davenport (1918).
Selle küsimuse üks põhjalikumaid uurimusi on Stappil (1924). Ta kasu-

tas väga suurt hulka mügarbakterite tüvesid, mis esindasid peaaegu
kõiki ristinokulatsioonirühmi, ja leidis, et nad eranditult kõik veeldavad

aeglaselt želatiini.
Ka Walker (1928) uuris paljude bakterkultuuride želatiini veeldamise
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võimet. Ta märkis, et želatiini veeldamiseks on tarvis pikka inkubatsiooni-

aega (3—4 kuud) ja neutraalset keskkonna reaktsiooni.
Müller ja Stapp (1925) märkisid, et želatiini olid võimelised veeldama

bakterikultuurid, mida isoleeriti Pisum'ilt, Vicia'h, Phaseolus'eit, Melilo-

/ws’elt, Medicago'U ja Trifolium’i\t. Soja'\t ja Lu pinus' eraldatud bakteri-
tüved veeldasid želatiini väga nõrgalt või üldse mitte.

Viimastel aastakümnetel on kirjanduses ilmunud väga vähe andmeid
želatiini veeldamise kohta ja needki vähesed tööd, mis on ilmunud sel alal,
puudutavad nimetatud küsimust pealiskaudselt. Nii märkis Petrosjan
(1959), et osa lutserni, ristiku, aedoa ja esparseti juuremügaratest eral-
datud baktereid veeldas želatiini, osa aga mitte.

Smith’i (1958) väitel ei ole ükski Rhizobium meliloti ja Rh. trifolii
tüvedest võimeline želatiini veeldama. Rhizobium leguminosarum\ Rh.

phaseoli, Rh. lapini ja Rh. japonicum'i tüvedest aga osa veeldab želatiini,
osa mitte.

Jensen (1958) märgib, et enamik kiiresti kasvavatest mügarbakterite
tüvedest veeldavad želatiini aeglaselt ja nõrgalt. Kuid ka nende hulgas
võib leida tüvesid, mis ei veelda želatiini, vaatamata sellele, et nad on

eraldatud ühelt ja samalt liblikõielise liigilt.
Kõik need tööd on põhiliselt konstateerinud mügarbakterite võimet veel-

dada või mitte veeldada želatiini kui lihtsat fakti, ilma et ükski autor

oleks selgitanud nende erinevuste põhjusi.
Võib arvata, et põhjuseks, miks mõnede autorite andmetel ühtedelt ja

samadelt peremeestaime liikidelt eraldatud tüved veeldasid želatiini, teiste

autorite andmetel aga mitte, tuleb pidada nende tüvede geograafilist
päritolu. Eriti ilmneb see Aafrikast ja Euroopast pärinevate ristikute liiki-
delt eraldatud mügarbakteritel, mis pole isegi võimelised üksteise pere-
meestaimi nakatama ja mügaraid moodustama. Järelikult peavad neil

bakteritüvedel olema ka teistsugused füsioloogilised ja biokeemilised tun-

nused. Teiselt poolt tuleb põhjusi otsida ka uurimismeetodite erinevuses,
sest küllaltki olulise tähtsusega on toitekeskkonna koostis, milles jälgiti
želatiini veeldamist.

Kasv lakmuspiimas. Andmed mügarbakterite kasvu iseloomu kohta lak-

muspiimas on peaaegu kõik pärit varajasematest töödest (Löhnis ja Han-

sen, 1921; Müller ja Stapp, 1925; Stevens, 1925; Hofer ja Baldwin, 1932;
Bushnell jt., 1937).

Löhnis ja Hansen (1921) näitasid, et mügarbakterid jagunevad kasvu
iseloomu järgi lakmuspiimas kaheks selgesti eristatavaks rühmaks. Esi-

messe rühma kuuluvad organismid lutsernilt, ristikult, mesikalt, hernelt
ja aedoalt moodustavad «seerum»-tsooni. Teise rühma paigutasid autorid

Vigna'\i, Genista'\t ja So/a’lt eraldatud tüved, mis lakmuspiimas «seerum»-

tsooni ei moodustanud.
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Müller ja Stapp (1925) paigutasid ka lupiini, seradella ja kirju sarik-
herne juuremügaratest isoleeritud bakterid teise rühma.

Stevens (1925) jaotas mügarbakterid nimetatud tunnuste põhjal kolme
rühma:

I. «Seerum»-tsoon ja happeline keskkonna reaktsioon (Medicago,
Meliloti mügarbakterid).

11. «Seerum»-tsoon ja aluseline keskkonna reaktsioon (Pisum'i, Pha-
seolus vulgaris'e, Vicia mügarbakterid).

111. «Seerum»-tsoon puudub, tugevalt aluseline keskkonna reaktsioon

(Vigna, Soja, Lupinus'e mügarbakterid).
Peaaegu analoogilistele tulemustele jõudsid ka Bushnell jt. (1937), kes

leidsid, et ainult Medicago sativa mügarbakterid annavad kestva happe-
lise reaktsiooni lakmuspiimas. Robinia andis ajutise happelisuse, mis kii-
resti muutus aluseliseks. Kõikide teiste perekondade tüved, vaatamata

nende kuuluvusele eri ristinokulatsioonirühmadesse, moodustasid tugeva
aluselise reaktsiooni kas koos «seerum»-tsooniga või ilma.

Hilisematest andmetest on teada vaid Megrabjani (1946, 1955) ja Pet-

rosjani (1959) uurimiste tulemused lakmuspiima reaktsiooni muutuste
kohta esparseti, viki ja ristiku mügarbakterite toimel. Saadud tulemuste

põhjal teevad nad järelduse, et kõik vikilt isoleeritud tüved, osa ristiku
ja osa esparseti tüvedest põhjustavad aluselise reaktsiooni. Teine osa

esparseti ja ristiku bakteritüvedest aga muudavad lakmuspiima reaktsiooni

happeliseks.
Esitatud materjal on kahtlemata liiga napp selleks, et saada küllaldast

ülevaadet lakmuspiima reaktsiooni muutuste ning «seerum»-tsooni moo-

dustamise kohta mügarbakterite poolt, seda enam, et osa tsiteeritud and-

meid on autorid esitanud ainult täiendava lisamaterjalina muude vaat-

luste ja tähelepanekute illustreerimiseks.

Biokeemilised tunnused

Sahhariidide fermenteerimine. Mügarbakterid võivad konstitutiivsete
ja adaptiivsete fermentide olemasolu tõttu kasutada energiaallikana väga
paljusid süsinikühendeid, sealhulgas ka mitmealuselisi alkohole. Sahha-
riidide fermenteerimist Rhizobium'\ tüvede poolt on uuritud 50 aasta jook-
sul (Zipfel, 1911; Müller ja Stapp, 1925; Baldwin ja Fred, 1927; Conklin,
1936; Georgi ja Ettinger, 1941; E. ja O. Allen, 1950; Manninger, 1962;
Norris, 1965).

Zipfel (1911) kirjeldas hapete moodustumist glükoosi, laktoosi, galak-
toosi ja manniidi fermenteerimisel mügarbakterite poolt.

Mülleri ja Stappi (1925) andmetel kasutab Rhizobium süsinikuallikana

peale monosahhariidide ka di-, tri- ja polüsahhariide.
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Baldwin ja Fred (1927) märkisid, et mügarbakterid võib sahhariidide
fermenteerimise põhjal jaotada kahte suurde rühma. Esimese rühma moo-

dustaksid lutserni, ristiku, herne ja aedoa bakterid, mis sahhariidide fer-

menteerimisel tekitavad happelise reaktsiooni. Teise rühma kuuluksid Soja
ja Vigna juuremügaratest isoleeritud aluselist reaktsiooni tekitavad orga-
nismid. Seejuures fermenteeris Rhizobium heksoose ja pentoose paremini
kui di- või trisahhariide. Smith (1958) uuris 20 eri süsivesiku fermenteeri-
mist 50 mügarbakteri tüve poolt, mis haarasid kõiki Rhizobiutrix liike.

Tema andmetel ei moodustanud ükski katses olnud tüvi ühegi sahhariidi

puhul aluselist reaktsiooni, kuigi paljudel juhtudel Rhizobium japonicutrii
ja Rh. lapini tüvede korral jäi reaktsioon muutumatuks, s. t. neutraalseks.
Con'klini (1936), Georgi jt. (1941) arvates on kõige suurem happe produt-
seerimise võime Rhizobium meliloti hulka kuuluvatel tüvedel, teiste uuri-

jate andmetel aga neil tüvedel, mille peremeestaimed kuuluvad Loteae või

Vicieae triibustesse (E. ja O. Allen, 1950; Norris, 1965).
Erinevaid andmeid on toodud selle kohta, kuidas Rhizobium'\ tüved

kasutavad arabinoosi ja dultsitooli. Manningeri (1962) teateil ei lõbusta-
nud neid ükski uuritud RhizobiunTi tüvi. Neal ja Walker (1935) ning
Conklin (1936) on saanud vastupidiseid tulemusi.

Üks huvipakkuvamaid sahhariidide fermentatsiooni käsitlevaid töid on

Norrise (1965) uurimus. Tema andmetel on sahhariidide fermenteerimine

Rhizobiutrii poolt seotud liblikõieliste taimede evolutsioonilise arenemi-

sega. Need mügarbakterite tüved, mille peremeestaimed kuuluvad evolut-
siooniliselt noorematesse triibustesse, on happemoodustajad, vastandina
neile tüvedele, mis sahhariidide fermenteerimisel moodustavad aluselise
reaktsiooni ja on isoleeritud .kõige primitiivsematelt ning morfoloogiliselt
kõige vähem spetsialiseerunud liblikõielistelt.

Georgi ja Wilsoni (1933) arvates muundavad Rhizobium trifolii, Rh.

leguminosarum ja Rh. meliloti glükoosi fermenteerimisel 60—80% glükoo-
sis sisalduvast süsinikust süsihappegaasiks, kuna ülejäänud süsinik läheb

rakuainete sünteesiks ja limaainete moodustamiseks.

Kokku võttes võib öelda, et kuigi tähendatud uurimiste tulemused on

mõneti vastuolulised, jääb domineerima seisukoht, et üks osa Rhizobiurrii
tüvedest on sahhariidide fermenteerimisel happemoodustajad, teine osa aga
aluselise reaktsiooni tekitajad. Tundub aga tõenäolisena, et moodustuv

aluseline reaktsioon on sekundaarse iseloomuga, s. t. võib olla põhjustatud
näiteks söötmes sisalduvate lämmastikühendite lagundamisest või surnud

rakumaterjali autolüüsist, mitte aga sahhariidide primaarsetest lagu-
produktidest.
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3. MÜGARBAKTERITE KLASSIFIKATSIOON

Rhizobium'! liigilise klassifikatsiooni kohta on viimase poole sajandi
jooksul ilmunud rohkesti töid (Simon, 1914; Garman ja Didlake, 1914;
Fred jt., 1932; Krassilnikov, 1949; Allen ja Baldwin, 1954; Jensen, 1958;
Smith, 1958; Manil, 1963; Graham, 1964).

Esimene ulatuslikum liblikõielistega sümbioosis elavate mikroorganis-
mide klassifikatsioon kuulub Simonile (1914), kes jaotas mügarbakterid
viide üsna piiritletud rühma. Autor viis läbi liblikõieliste seitsme pere-
konna 34 liigilt eraldatud tüvede ristinokulatsioonikatsed. Paljud tüved
infitseerisid ainult oma peremeestaimi.

Garman ja Didlake (1914) tegid analoogilisi inokulatsioonikatseid,
mille tulemusena nad said 6 rühma.

Burrill ja Hansen (1917) jaotasid mügarbakterid pärast liblikõieliste
9 perekonna 17 liigi põhjalikku uurimist 11 rühma, mille piirides pere-
meestaimed on vahetatavad. Erandi moodustas Vigna sinensis'e. rühm.

Walkeri (1928) klassifikatsioon on põhilises osas kõige lähedasem täna-

päeval kasutusel olevale Bergey (1957) klassifikatsioonile.
Oma klassikalises monograafias eristavad Fred, Baldwin, McCoy

(1932) Rhizobium'! 6 liiki: Rhizobium meliloti, Rh. trifolii, Rh. legumino-
sarum, Rh. phaseoli, Rh. lupini, Rh. japonicum. Peale nende Rhizobium'!
6 liigi peremeestaimede käsitlevad nad veel 54 liblikõielisi taime, kuid
neil leiduvate mügarbakterite liigilise kuuluvuse jätavad autorid lahtiseks.

Selle viimase klassifikatsiooni võttis omaks ka Bergey (1957). Ta on

iga mügarbakteri liigi kirjeldamisel püüdnud anda nende bakterite mõnin-

gaid morfoloogilisi, biokeemilisi ja kultuuritunnuseid. Vaatamata sellele
on tema klassifikatsiooni aluseks Rhizobium'! liikide määramisel ainult

ökoloogiline omadus (võime moodustada mügaraid teatud liblikõieliste
juurtel).

Bergey väitel jagunevad liblikõieliste mügarbakterid järgmisteks liiki-
deks:

{. Rhizobium leguminosarum — moodustab mügaraid Pisurn'!, Vicia,
Lens'! (Cicer), Lathyrus'e perekondadesse kuuluvatel liikidel.

2. Rhizobium trifolii — moodustab mügaraid kõikidel Trifolium'i liiki-
del ja Medicago sativa'!.

3. Rhizobium phaseoli — moodustab mügaraid Phaseolus vulgaris'e!,
Phaseolus coccineus'ei ja Phaseolus angustifolia'i.

4. Rhizobium meliloti — tekitab mügaraid Melilotus'e, Medicago ja
Trigonella perekondadesse kuuluvatel liikidel.

5. Rhizobium japonicum — moodustab mügaraid Soja'!.
6. Rhizobium lupini — moodustab mügaraid Lupinus'e ja Ornithopus'e

perekonna liikidel.
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Krassilnikovi (1949) määrajas on lisaks eelnimetatud 6 liigile toodud
veel 3 liiki:

Rhizobium simplex — moodustab mügaraid Onobrychis'e perekonna
liikidel.

Rhizobium pschati — moodustab mügaraid Elaeagnus argentea liigil.
Rhizobium ornithopi — moodustab mügaraid Ornithopus sativus'ei.

Nimetatud autor annab ka 2 alamliiki: Rhizobium acaciae (Rh. legumi-
nosarum'i alamiiik), mis moodustab mügaraid Acaciae perekonna liikidel,
ja Rhizobium curvuni (Rh. phaseoli alamiiik), mis moodustab mügaraid
Phaseolus panciflorus'ei.

Need kaks klassifikatsiooni on leidnud laialdast kasutamist, kusjuu-
res vastuvõetavamaks tuleb pidada Bergey (1957) poolt antud klassifi-
katsiooni. Seda näiteks kas või sellepärast, et Krassilnikovi määrajas
(1949) antud Rhizobium'i liik Rhizobium pschati on eraldatud mitteliblik-
õielise taime (Elaeagnus'z} juuremügaratest, kuigi traditsioon eeldab, et
Rhizobium'i nime korral peab tegu olema bakteritega, mis elavad sümbioo-
sis liblikõieliste taimedega.

Leifson ja Erdman (1958) jaotasid Rhizobium'i tüved morfoloogiliste
tunnuste ja üldise kasvukiiruse põhjal kaheks üsna homogeenseks rüh-
maks. Kumbagi rühma võib lugeda iseseisvaks Rhizobium'i liigiks. Seega
on perekonnal Rhizobium Leifsoni ja Erdmani väitel ainult kaks liiki,
kusjuures kummalgi nendest võib edasi leida alajaotusi.

Viimase 20 aasta uurimised mügarbakterite nakatusvõime kindlaks-
tegemiseks näitavad Rhizobium'i klassifitseerimisel kasutatavate liikide
arvu vähenemise tendentse.

Wilson (1944) märkis, et mügarbakterite puhul on tegemist ainult ühe
bakterite liigiga.

Smith (1958) uuris 50 erinevat mügarbakterite tüve, mis esindasid
kõiki kuut Rhizobium"\ liiki (Bergey andmetel), mitmesuguste meetodi-

tega: erinevate suhkrute (pentooside, heksooside, disahhariidide, rafinoosi,
alkoholide) kasutamine; tundlikkus pH suhtes; ureaasi produtseerimine;
želatiini veeldamine; H

2S produtseerimine; metüülsinise redutseerimine;
resistentsus 11 antibiootikumi suhtes. Autori arvates võib nende tunnuste
alusel jaotada uuritud tüved kolme rühma: 1. Rhizobium meliloti tüved;
2. Rhizobium trifolii, Rh. leguminosarum'i ja Rh. phaseoli tüved; 3. mit-

mesugused tüved, kaasa arvatud Rhizobium japonicum'i, Rh. lupini, Vigna
sinensis'e ja teiste troopilistele liikidele spetsiifilised tüved.

Manninger (1962) jaotas mügarbakterid, lähtudes nende võimest fer-
menteerida sahhariide, järgmisteks rühmadeks: Rhizobium leguminosa-
rutn A; Rh. leguminosarum B; Rh. leguminosarum C. Rühmad А, В ja C
on eristatavad näiteks galaktoosi lagundamise põhjal. Rhizobium legumi-
nosarum A ei lagunda galaktoosi, Rh. leguminosarum В moodustab hapet
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ja gaasi, Rh. leguminosarum C aga ainult hapet. Autor on aga jätnud
tähele panemata asjaolu, et sellist mügarbakterite tüvede käitumist võib

jälgida ainult vedelsöötmel, kuna tardsöötmel gaasi moodustamise indi-
kaator puudub.

Tešic ja Todorovitš (1963) jaotasid mügarbakterid viburite iseloomu
alusel kaheks rühmaks: Rhizobiomonas leguminosarum ja Rhizobacterium

leguminosarum. Esimene sisaldab 2 liiki (monotrihhid): Rhizobiomonas

leguminosarum f. sp. lupini ja Rhizobiomonas leguminosarum f. sp. japo-
nicum. Teine rühm sisaldab 4 liiki (peritrihhid): Rhizobacterium legumi-
nosarum f. sp. leguminosarum-, Rh. leguminosarum f. sp. meliloti-, Rh. legu-
minosarum f. sp. trifolii-, Rh. leguminosarum f. sp. phaseoli.

Ilmneb, et see jaotus on väga sarnane Bergey (1957) poolt antud

mügarbakterite klassifikatsiooniga.
Graham (1964) uuris 100 mitmesugust tunnust 83 tüvel perekonnast

Rhizobium ning 38 tüvel perekonnast Agrobacterium, Chromobacterium,
Beijerinckia ja Bacillus. Tema uurimistulemuste järgi on tegemist nelja
Rhizobium'i liigiga: 1. Rhizobium trifolii, Rh. leguminosarum, Rh. phaseoli-,
2. Rh. meliloti-, 3. Rh. radiobacter ja 4. Phytomyxa japonicum.

Ley jt. (1965) märgivad, et mügarbakterid jagunevad viburite ise-

loomu ja DNH aluste guaniini ja türosiini protsentuaalse sisalduse põhjal
kaheks suureks rühmaks, kusjuures esimene rühm jaguneb veel kaheks
alarühmaks: 1. Rhizobium leguminosarum ja 2. Rh. meliloti. Teise rühma
kuulub ainult üks liik — Rhizobium japonicum.

Wagenbreth (1961), uurinud mitmete mügarbakterite rakkude DNH-

sisaldust, eraldas samuti kaks mügarbakterite rühma: kiiresti kasvavad

(Rhizobium trifolii, Rh. leguminosarum, Rh. phaseoli ja Rh. meliloti} ning
aeglaselt kasvavad (Rhizobium lupini, Rh. japonicum ja Lotus uligino-
sws’elt eraldatud tüvi).

Viimastel aastakümnetel on püütud rakendada mügarbakterite liikide
eristamiseks ka seroloogilisi teste. Huvitavaid tulemusi sel alal on saa-

nud Kleczkowski ja Thornton (1944) ning Vincent (1954). Nende andmetel
on bakterite rühmitus seroloogiliste tunnuste põhjal palju püsivam kui

ühegi teise füsioloogilise omaduse järgi, sest bakterite seroloogilised tun-

nused ei muutu efektiivsuse või isegi mügardamisvõime kaotuse puhul.
«Rhizobiofaagi» kui taksonoomilise vahendi kasutamisel Rhizobium'i

perekonna liikide määramiseks leidsid Roslycky jt. (1961), et paljude
Rhizobium meliloti ja Rh. trifolii tüvede lüüsise kutsub esile ka üks Agro-
bacterium radiobacter'iit eraldatud faag.

Rhizobium'i ja Agrobacterium radiobacter'i vaheline tõenäoline sugulus
lubab oletada, et Agrobacterium radiobacter võis olla lähtevormiks, millest

juureinfektsioonivõime omandamise teel arenes Rhizobium. Kuid võib ka

arvata, et Agrobacterium radiobacter on Rhizobium, mis on kaotanud oma

infektsioonivõime ja on kohanenud mittesümbiootiliseks eksisteerimiseks.
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Meie poolt püstitatud hüpotees on väga lähedane Derxi (1953) oletu-

sele, et Rhizobium võib olla arenenud organismidest, mis esialgu olid

võimelised mittesümbiootiliseks lämmastiku sidumiseks ja mis võivad

eksisteerida veel praegugi. Ta juhtis tähelepanu Rhizobium'i morfoloogili-
sele ja kultuurilisele sarnasusele perekonna Beijerinckia'ga, mille leviku-

ala piirdub täielikult troopikaga. Autori arvates võib see piiratud levik
olla tingitud mõningast seosest Beijerinckia ja troopiliste liblikõieliste

vahel. Oletus, et Beijerinckia on andnud aluse Rhizobium'i arengule juure
infitseerimise võime omandamise ja in vitro lämmastikusidumise võime

kaotamise teel, jääb huvitavaks hüpoteesiks.
Võib-olla aitab bakterite geenide rekombinatsioonide uurimine lahen-

dada püstitatud oletused.

Van Niel (1946 — tsit. Jensen, 1958) on läinud isegi nii kaugele, et

tegi ettepaneku likvideerida kasutatav bakterite binaarne nomenklatuur

ja asendada see omaduste erinevustele rajatud numbrilise süsteemiga.
Kirjanduse andmetest selgub, et kuigi enamik eespool nimetatud auto-

ritest on andnud perekonnale Rhizobium väga lihtsa definitsiooni — bak-

terid, mis sümbiootiliselt asustavad liblikõieliste taimede juuremügarate
kudet, võimaldades neil siduda õhulämmastikku —, pole mügarbakterite
klassifitseerimise probleem hoopiski lahendatud. Kõigepealt ei piirdu Rhi-
zobium'i elu ainult mügaratega, vaid enamiku oma aktiivsest elust veeda-

vad nad teistes biotoopides: mullas ja taimede (mitte üksnes liblikõieliste)
risosfääris. Näiteks leidis Rovira (1955) ristiku mügarbaktereid mittelib-
likõielise Paspalum tuberosum'i risosfäärist.

Seepärast ei ole päris õige kasutada biotoopi taksonoomilise tunnu-

sena. Vastasel korral ei saaks mügaraid mittemoodustavaid bakteritüve-
sid arvata Rhizobium'i hulka, kuigi neil on kõik nende morfoloogilised,
biokeemilised ja füsioloogilised tunnused. Arvatakse isegi, et liblikõieliste

taimede asustamine Rhizobium'i poolt on mittespetsiifiline (Rippel-Baldes,
1952; Jakob, 1953). Asja teeb keeruliseks veel see, et mügarate moodus-

tamise võime on omadus, mida bakterid võivad kaotada (ja ka oman-

dada), kui neid kasvatada in vitro.

Samuti on teada, et mügarbakterite nakatusvõime võib oleneda pere-
meestaime geneetilistest omadustest. Nutman (1956) ja Aughtry (1948)
märkisid, et retsessiivsed geenid põhjustavad liblikõieliste peremeestai-
mede! võime avaldada vastupanu juureinfektsioonile. Meie arvates tuleb
selles otsida põhjust, miks paljudel liblikõielistel ei ole looduslikes tingi-
mustes kunagi mügaraid ja miks mõningaid liblikõieliste liike (näiteks
Medicago ladnata) on erakordselt raske infitseerida.

Ei saa jätta märkimata ka seda, et vaatlusi on teostatud liiga väheste
bakteritüvede juures ja et uurimismeetodid on olnud liiga erinevad. Põhi-
liselt jäetakse kõrvale Rhizobium'i nende tüvede uurimine, mis ei paku
agronoomilist huvi.
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Esitatust nähtub, et kaugeltki mitte kõik liblikõielised pole läbi uuritud

sümbioosi suhtes bakteritega. On reaalsed võimalused eraldada siin ja
seal mullast mügarbaktereid, mille võimalikud peremeestaimed on tund-
matud ja mida selletõttu ei saa sellistena liigitada.

Peame õigeks küsimust, mille püstitasid juba 1954. aastal O. Allen ja
Baldwin: «Kas nakatusvõime peab tõepoolest jääma põhitunnuseks Rhizo-
bium'\ liigitamisel ja kas selleks ei tuleks kasutada teisi meetodeid (eri-
nevate söötmete kasutamist, biokeemiliste omaduste uurimist, tundlikkust
antibiootikumide suhtes, faagide mõju, seroloogilisi teste jne.).

4. MÜGARBAKTERITE LEVIKUT MÕJUSTAVAD TEGURID

On hästi teada, et mullas valitsevad tingimused avaldavad väga suurt

mõju selles sisalduvatele mikroorganismide arvukusele ja nende liigilisele
koostisele. Seejuures sõltub mikroorganismide koosluste formeerumise ise-
loom mullas mitte üksikutest mulla omadustest eraldi võetuna, vaid üht-
sest keerukast faktorite kompleksist.

Uurimised on näidanud, et mitmesugused mulla omadused avaldavad
mikroorganismide arengule erineva tugevusega toimet: ühed neist mõjus-
tavad mikroorganismide arengut võrdlemisi tugevasti, teised aga suhteli-
selt nõrgalt. Seejuures võib ühe ja sama mulla omaduste toimes erineva
tele mikroorganismidele täheldada suuri erinevusi (Mišustin, 1956; Kras-
silnikov, 1958; Pochon ja de Barjac, 1960).

Mügarbakterite esinemine muldades

Mügarbakterite levikumäära muldades võib kindlaks teha eelkõige
vastavate liblikõieliste taimede esinemise järgi antud pinnasel. Vastavate
peremeestaimede puudumisel jäävad mügarbakterid ilma nendest soodsa-
test kasvutingimustest, mida võimaldab neile sümbioos liblikõielisega.

NSV Liidus on mügarbakterite levikut käsitlevaid uurimusi väga vähe.
Üks ulatuslikumaid uurimusi mügarbakterite leviku kohta ArmeenFa NSV
muldades on Petrosjanilt (1959). Läti NSV-s on mügarbakterite levikut
muldades uurinud Kalninš jt., (1962). Andmed mügarbakterite leviku
kohta Eesti NSV muldades aga puuduvad täielikult.

Kalninš (1959) märkis ristiku mügarbakterite arvukat esinemist kõigis
Läti NSV tugevasti kultuuristatud muldades ning osaliselt ka niidu- ja
jäätmaamuldades. Seejuures leidus kõige rohkem baktereid miljoneid
rakke 1 g mullas tüüpilistes ja leostunud kamar-karbonaatmuldades ning
kultuuristatud kamar-leetmuldades, kõige vähem aga (10 000 rakku 1 g
mullas) hapudes mittekultuuristatud tugevasti leetunud kamar-leetmul-
dades.
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Melkumova (1961) leidis mügarbaktereid niidu-hallmuldades, alluviaal-

setes hallmuldades ning hele-kastanmuldades, kusjuures kõige rikkaliku-
mat (2000 rakku 1 g mullas) mügarbakterite esinemist fikseeriti niidu-

hallmuldades. Seevastu aga alluviaalsetes hallmuldades neid ei leidunud.

Petrosjan (1959), uurides ristiku, esparseti, lutserni ja aedoa mügar-
bakterite levikut mitmesugustes muldades, leidis Rhizobium'i kõigist mul-

latüüpidest. Kõige rohkem leidus neid Armeenia NSV kultuuristatud nii-

sutatud karbonaatsetes pruunmuldades, tunduvalt vähem aga niisutamata
muldades.

Krassilnikov (1947), uurides mügarbakterite sõltuvust mulla kultuuris-

tatuse astmest, leidis, et Moskva oblasti kultuuristatud mullas on neid
10 000 rakku 1 g mullas, kultuuristamata muldades aga 10 korda vähem.

Uurijad on konstateerinud mügarbakterite massilist esinemist muldade

kõige ülemises kihis (0—20 cm sügavuseni) ja liblikõieliste taimede riso-
sfääris (Klincare, 1959; Rovira, 1961; Tuzimura ja Watanabe, 1961; 1962;
Kalninš, 1962). Nii näiteks levib Kalninši (1962) andmeil Rhizobiutn tri-

folii niidu-kamar-gleimuldade profiilis 10 cm sügavuseni, kultuuristatud
turvasmuldades ja kamar-leetmuldades aga 20 cm sügavuseni.

Mügarbakterite arvukus muldades allub sesoonsetele muutustele. Kõige
rohkem leidub baktereid kevadel ja sügisel, kõige vähem aga suvel. Kal-
ninši jt. (1962) ja Melkumova (1961) arvates on see nähtus tingitud muu-

tustest mulla niiskuses.

Nagu esitatud materjalidest selgub, on Rhizobium'i ökoloogiat puudu-
tatud võrdlemisi vähestes töödes, mistõttu seda küsimust ei saa kaugeltki
lahendatuks pidada. Nähtavasti on seda tinginud asjaolu, et mügarbakterid
asustavad teatava aja mügaraid liblikõieliste juurtel ning seepärast on

uuritud mullaomaduste mõju peamiselt bakterite ja peremeestaime süm-
bioosile.

Järgnevalt annamegi lühikokkuvõtte kirjanduses ilmunud andmetest
Rhizobium'i kasvu ja arengut mõjustavatest faktoritest.

Füüsikalised ja keemilised faktorid

Mulla niiskus ja temperatuur. Kuigi Omeljanski (1926), Fred jt. (1932)
ning Izrailski (1951) tõestasid mügarbakterite suurt vastupidavust kaua-
aegsele niiskusedefitsiidile, on need paljude uurijate arvates sellised mik-

roorganismid, mis vajavad normaalseks arenemiseks mullas mõnevõrra

suuremat veesisaldust kui teised mullamikroorganismid.
Nii hakkavad mügarbakterid arenema ainult siis, kui mulla niiskuse-

sisaldus on vähemalt 16% täielikust veemahutavusest (Fjodorov ja Podja-
polskaja, 1951). Optimaalseks niiskusesisalduseks Rhizobiutriiie loetakse
60—80% mulla täielikust veemahutavusest (Timurdži, 1940; Petrosjan,
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1952, 1959; Ukrainski, 1954). Kuivas mullas mügarbakterid osaliselt hävi-

vad. Rhizobium'i vastupidavus niiskusedefitsiidile mullas sõltub bakteri

liigist ja mullatüübist: savimullas on mügarbakterid kuivamisele vastupi-
davamad kui liivmuldades ja lupiini bakterid on ristiku bakteritest vastu-

pidavamad (Kovrovtseva, 1931).
Ebaselgeks on jäänud, kui oluliselt toimub Rhizobium'i arvu vähene-

mine optimaalsetest piiridest kõrgema ja madalama mullaniiskuse puhul.
Mulla temperatuuri on Rhizobium'i arenemisel enamasti loetud suure

tähtsusega faktoriks. Nii pidas Fjodorov (1959) mügarbakteritele sobivai-
maks temperatuuri, mis on kõige parem ka liblikõieliste taimede endi
arenemiseks. Näiteks leidis ta, et Rhizobium'i sisaldus mullas on kõige
kõrgem 36° C puhul. Ka lutsern, ristik ja soja kasvasid selle temperatuuri
korral kõige paremini.

Krassilnikov ja Korenjako (1946) aga konstateerisid, et temperatuur
üle 26° C mõjub negatiivselt Rhizobium'i sisaldusele mullas.

Vartiovaara (1937), uurides madalate temperatuuride mõju mügar-
bakterite arenemisele, mis olid eraldatud eri maade (praeguse Araa-
bia ÜV, Jugoslaavia, Soome ja Rootsi) muldadest, märkis Rhizobium'i
teatavat adaptatsiooni klimaatilistele tingimustele. Tema andmetel on

Põhja-Euroopa muldadest eraldatud mügarbakterite tüved madalatele tem-

peratuuridele palju vastupidavamad kui pehme kliimaga maades isoleeri-
tud tüved.

Wilsoni (1930) andmetel sõltub mügarbakterite sisaldus mullas aasta-

aegadest. Talvel madalate temperatuuride puhul on mügarbakterite hulk
märgatavalt väiksem kui teistel aastaaegadel.

Mitmete uurijate (Allison ja Minor, 1940; Timurdži, 1940; Butkevitš,
1942; Fjodorov, 1952; Petrosjan, 1959; Gibbson, 1963) arvates tuleb Rhizo-
bium'iie optimaalseks pidada temperatuuri 20 —25° C; ainult mõnele

Rhizobium'i liigile (Rh. phaseoli, Rh. trifolii, Rh. japonicum) on optimaal-
seks 29—31° C. Joffe, Weyer, Säubert (1961) ja Pate (1961) loevad

Rhizobium'iie optimaalseks temperatuuriks 24° C. Selle temperatuuri puhul
seovad mügarbakterite tüved sümbioosis liblikõielistega kõige paremini
õhulämmastikku. Tuleb märkida, et ka liblikõieliste taimede endi arene-

miseks peetakse 24° C temperatuuri kõige paremaks (Stalder, 1952).
Maksimaalseks temperatuuriks mügarbakteritele loetakse 50—60° C

(Petrosjan, 1959).
Tuginedes palju aastaid kestnud uurimistele märgivad Izrailski jt.

(1933), Dorossinski ja Lampovštšikov (1948) ning Gukova (1963), et kõr-

gemad temperatuurid mõjutavad Rhizobium'i arvukust mullas rohkem kui
madalad. Tehti isegi kindlaks, et külmutamine stimuleerib mügarbakterite
kasvu ja aktiivsust.

Fredi ja Frazieri (1920) ning Wassi (1919) andmeil on mügarbakterid
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madalate temperatuuride suhtes küllalt vastupidavad ja see võimaldab

nitragiini transportida ka talvel.

Vähe on andmeid selle kohta, millist toimet avaldavad Rhizobiutrii

arengule mulla lõimis, kultuuristatuse aste, õhustamistingimused jne.
Mulla reaktsioon (pH). Rhizobiutrii arenemise sõltuvust mulla reakt-

sioonist täheldati juba esimestel aastatel pärast mügarbakterite esma-

kordset väljaeraldamist.
Fred ja Davenport (1918) leidsid, et sõltuvalt Rhizobiutrii tundlikku-

sest mulla pH suhtes, reastuvad tüved järgmiselt: Rh. meliloti, Rh. legumi-
nosarutn, Rh. trifolii, Rh. japonicum, Rh. lupitii.

Nimetatud seisukoht leidis kinnitust paljudes hilisemates uurimustes.

Mõningaid lahkarvamusi tekkis siiski Rhizobiutrii liikide arenemiseks
minimaalse pH väärtuse määratlemisel, sest leiti, et Rhizobiutrii liikide
seas võib olla tüvesid, mille tundlikkus mulla reaktsiooni suhtes erineb.
Näiteks Wright (1925), uurides soja mügarbaktereid, leidis nende hulgas
tüvesid, mis kasvasid isegi pH 4,2 puhul. Stevens (1925) aga luges Rh.
japonicum' iie minimaalseks pH väärtuseks 4,6.

Jensen (1948) kasvatas 24 Rhizobium meliloti ja Rhizobium trifolii
tüve erineva pH-ga keskkondades ning jõudis järeldusele, et ühele osale
Rh. meliloti tüvedest on minimaalseks mulla reaktsiooniks pH 5,4, teisele
osale aga pH 6,4. 24-st Rh. trifolii tüvest kasvasid 10 hästi veel pH 5,2
korral, nende kasv lakkas aga pH 5,0 puhul. Ülejäänud 14 tüve puhul oli
vastavateks pH väärtusteks 5,4 ja 5,2.

Optimaalseks pH-ks Rhizobiutrii liikidele peavad mitmed uurijad 6,5—

7,2 (Fred jt., 1932; Lampovštšikov, 1948; Petrosjan, 1959).
Wilson (1930) jõudis järeldusele, et Rhizobiutrii sisaldus kõigub

50 —1 000 000 rakuni ühes grammis mullas. Kõige väiksem oli bakteri-
rakkude sisaldus muldades pH 5,4 puhul.

Jensen (1948) nentis maksimaalset Rhizobiutrii rakkude hulka pH
6,8—7,0 korral ja Cabezas de Herrera (1956) sellest veelgi madalama
reaktsiooni puhul (pH 6,5).

Ka kõrge pH pidurdab RhizobiunTi arenemist. Mulla pH 8,0 korral
mügarbakterid enam ei paljunenud ja pH 8,5—9,0 puhul nende kasv lak-
kas (Mulder jt., 1966).

E. ja О. Alleni (1950) andmetel saab kontrollida mügarbakterikultuuri
puhtust Agrobacteriurrii suhtes nende kasvatamisega söötmel, mille pH
on 11,0—12,0. Kriteeriumiks on bakterite kasvu puudumine antud söötmel.

Jenseni (1948) andmetel väheneb Medicago sativa ja Trifolium subter-
raneutrii lämmastiku fikseerimise võime järsult pH 5,0 puhul ja alla selle.

Virtanen (1928) leidis, et ristiku ja herne mügarbakterid kasvavad
mullas pH 4,0 puhul, kuid ei suuda siduda õhulämmastikku, kui pH on

alla 5,0. Bonnier (1960) märkis, et mügarate mittemoodustumine troopi-
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kas kunstliku inokulatsiooni juhtudel on tingitud mulla kõrgest happe-
susest (pH 4,0—4,5).

Madalaimaks mulla pH piiriks, mille puhul mügarbakterid hävivad,
on 3,2—5,0 (4,9 —5,1 Rh. meliloti'\, 4,5—4,9 Rh. trifoliV\, 4,7 Rh. legutnino-
sarum'W, 4,2 Rh. japonicum'ii, 3,2 Rh. lupinVX) (Bryan, 1923). Bryan mär-
kis veel, et maksimaalne arv mügaraid moodustub lutserni ja ristiku juur-
tel neutraalsele lähedases keskkonnas. Tema katses oli keskkonna

pH 4,0—10,0.
Eespool toodud uurimisandmed näitavad väga tihedat seost ühelt poolt

mulla reaktsiooni ja teiselt poolt Rhizobiutrii rakkude arvu, morfoloogi-
liste tunnuste, mügarate moodustumise ning õhulämmastiku sidumise
võime vahel.

Osa uurijaist on jõudnud seisukohale, et keskkonna reaktsiooni ja
mügarbakterite õhulämmastiku sidumise võime seose iseloomule avalda-

vad mõju ka mitmesugused teised faktorid.
Jensen (1943 — tsit. Pochon ja de Barjac, 1960) märkis, et kuigi õhu-

lämmastiku sidumine on pöördvõrdeline vesinikioonide kontsentratsioo-
niga mullas, võivad varem moodustunud mügarad fikseerida lämmastikku
ka nende pH piiride puhul, mis takistavad uute mügarate moodustumist.

Samasugusel seisukohal on ka Pochon ja de Barjac (1960), kelle väi-

detel pH võrdub mügara sees keskmiselt 5,9-ga ega sõltu ümbritseva
keskkonna reaktsioonist.

Kokku võttes tuleb märkida, et mulla reaktsiooni ning Rhizobiturii
leviku ja arenemise vahelised seosed on veel lõplikult lahendamata. Põh-
jusi, miks selles küsimuses kuni viimase ajani esitatakse diametraalselt
vastukäivaid seisukohti, on nähtavasti mitu. Ühelt poolt võib võimalikuks
pidada seda, et mõningad mügarbakterite tüved sümbioosis liblikõielis-

tega on võimelised eritama ümbritsevasse keskkonda happeid või aluse-
lisi ühendeid, reguleerides sel viisil keskkonna pH-d. Teiselt poolt võib

arvata, et keskkonna madal pH ei mõjusta ainult mügarbakterite arengut
ja kasvu, vaid avaldab mõju ka liblikõieliste taimede juurte välispinna
rakkude arengule, mistõttu nakatumist ei toimu.

Toitumisfaktorid

Fosfor ja kaaHum. Mulla fosfori- ja kaaliumisisaldusele kui Rhizo-
bium'i arengut mõjustavatele faktoritele on kirjanduses võrdlemisi suurt

tähelepanu pööratud.
Fosfori- ja kaaliumiühendite positiivne mõju seisneb eeskätt mügar-

bakterite tüvede aktiivsuse tõstmises ning samuti paremate toitumistin-
gimuste loomises liblikõielistele taimedele, nagu seda on märkinud rida
autoreid (Wilson, 1917; Nitšiporovitš ja Perevostšikova, 1929; Pistsov,
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1929; Tsjurupa, 1936; Bernard, 1937; Diener, 1950). Nad arvavad üks-

meelselt, et fosfori- ja kaaliumiühendite olemasolust mullas sõltub müga-
rate suurus ja arv liblikõieliste juurtel. Peale selle paralüseerivad need
ühendid (eriti fosforiühendid) mineraalse lämmastiku suurte dooside

negatiivse mõju Rhizobium'i õhulämmastiku sidumise võimele (Dintšev,
1961, b; Ratner, 1964).

Enamik autoreid on rõhutanud fosfori- ja kaaliumiühendite olulist osa

Rhizobium'iie eelkõige õhulämmastiku fikseerimisel (Geltser, 1948;
McLachlan jt., 1961; Sankaram jt., 1963; Zaremba ja Malinskaja, 1963;
Vlamis jt., 1964; Lopuhhina, 1964).

Vlamis jt. (1964) leidsid, et mulla väetamisel fosforväetistega tõuseb
Rhizobium'i tüvede virulentsus ja efektiivsus, mille tagajärjel mügarate
arv liblikõieliste juurtel suureneb 1,5 korda, võrreldes väetamata varian-

tidega.
Sankaram jt. (1963) märgivad, et õhulämmastiku sidumine Rhizobium'i

poolt on kõige intensiivsem fosforiühendite kontsentratsiooni puhul
17,8 kg 1 ha kohta. Teiste dooside puhul täheldati mitteolulist valgusisal-
duse suurenemist taimedes.

Lopuhhina (1964) leidis, et herne mügarbakterid sümbioosis peremees-

taimedega seovad lämmastikku kõige paremini siis, kui fosforiühendite
sisaldus mullas on 62 mg 1 kg ja kaaliumiühendite sisaldus 78 mg 1 kg
kohta. Kui fosfori- ja kaaliumisisaldus on väiksem, siis väheneb ka bak-
terite õhulämmastiku fikseerimise võime.

Ka Novotny-Mieczynska jt. (1959) konstateerisid, et kõige paremini
seovad ristikult isoleeritud mügarbakterid õhulämmastikku siis, kui kaa-
liumisisaldus mullas on 75 mg/kg ja mineraalse lämmastiku sisaldus ei

ületa 5 mg/kg.
Geltser (1948) peab õhulämmastiku fikseerimisele kõige soodsamaks

kaaliumoksiidi ja fosforpentoksiidi sisaldust vahekorras 1 : 1,72. Kaaliumi
hulga suurenemine fosfori suhtes viib õhulämmastiku sidumise võime

vähenemisele.

Eespool mainitud autoritest vastupidisel seisukohal on Tevari (1963).
Uurides mitmesuguste toiteelementide (P, Ca, B, Mo) mõju Vigna mügar-
bakteritele, konstateeris ta, et fosforiühendite kasutamine ei avaldanud
positiivset mõju bakterirakkudele endile, peremeestaimedele ega ka õhu-
lämmastiku sidumise võimele.

Dintšev (1961, a) märkis, et fosforiühendite viimisega mulda on või-

malik tõsta Rhizobium'i virulentsust. Sellega seletab ta mügarate arvu

suurenemist liblikõieliste juurtel.
Nagu selgub, puudub uurijail üksmeel Rhizobium'i õhulämmastiku

sidumise võime ja mullas sisalduvate fosfori- ning kaaliumiühendite hulga
vahelise seose olemasolu ja selle seose tugevuse kohta.

Praktiliselt pole uurijad esitanud andmeid ka selle kohta, kas fosfori-
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ja kaaliumiühendite erineva kontsentratsiooni korral mullas täheldatakse
Rhizobiurrix arvukuses olulisi tõusu- või langustendentse ja millise kont-
sentratsiooni puhul need muutused toimuvad.

Kaltsium. Rhizobiurrii leviku tihedat seost kaltsiumisisaldusega mullas
konstateeriti juba esimestel aastatel pärast mügarbakterite esmakordset

väljaeraldamist. Nii konstateerisid Fred jt. (1932) ning Albrecht (1937)
kaltsiumiühendite suurt mõju mügarbakterite lämmastiku fikseerimise või-

mele sümbioosis liblikõielistega.
Happelist mullareaktsiooni ja mitteküllaldast kaltsiumisisaldust mul-

las loetakse peamisteks faktoriteks, mis mügarbakterite arenemist pidur-
davad.

Mitmed autorid on leidnud, et mulla happesust, mis avaldab kahju-
likku mõju Rhizobiutri'\\e, on võimalik kõrvaldada mulla lupjamisega (Hol-
ding ja King, 1963; Radulovic, 1963; Tevari, 1963; Pacheco, 1964). Radu-
lovic (1963) on seisukohal, et CaCO 3 viimine mulda stimuleerib nii spon-
taansete kui ka nitragiiniga mulda viidud mügarbakterite arenemist.

Holding jt. (1963) märkisid, et mulla kaltsiumisisalduse suurenemine

tõstab kohalike Rhizobiutrix tüvede efektiivsust. Näiteks suurenes valges
ristikus kuivainesisaldus selle tõttu kolm korda.

Tevari (1963) leidis, et СаСОз dooside korral 560 kg/ha suurenes mü-

garate hulk taimede juurtel seoses mügarbakterite virulentsuse kasvuga.
Mišustini ja Bernardi (1935), Loneragani (1960) ning Andersoni jt.

(1946) andmetel avaldab Ca positiivset mõju nii mügarate kasvule kui ka

mügarbakterite lämmastiku sidumise võimele.

Erinevalt eespool nimetatud autoritest uuris Norris (1958) kaltsiumi

mõju eri Rhizobiurrix liikidele. Autor konstateeris, et kõige tundlikumad
kaltsiumile on ristiku mügarbakterid, neile järgnevad Rh. meliloti ja Rh.
leguminosarlitri\ bakterid. Vigna mügarbakterid ei reageerinud kaltsiumi-
sisalduse muutustele. Rh. japonicurrix puhul aga täheldati kaltsiumisisal-
duse ning mügarbakterite virulentsuse ja lämmastiku sidumise võime

vahel negatiivset seost. Albrecht (1937) sai positiivse efekti ka soja kas-
vatamisel rohke kaltsiumisisaldusega mullas võrdsete pH-de korral.

Van Schreven (1958) jõudis seisukohale, et kaltsiumi puudumine mul-
dades ei limiteeri Rhizobiutrix levikut, vaid selleks oluliseks toiteelemen-
cliks on magneesium. Kaltsiumi positiivne toime on peale mulla happelise
reaktsiooni kahjuliku mõju kõrvaldamise seotud ka kaltsiumi enda ioonide
kasuliku mõjuga mügarbakteritele, mügarate moodustamisele ja lämmas-
tiku sidumise võimele. Nii märkis Fjodorov (1952), et kaltsiumkarbonaadi
asendamine naatriumkarbonaadiga muldade lupjamisel ei suurendanud

mügarate hulka liblikõieliste juurtel.
Eeltoodust selgub, et kuigi enamik uurijaist tunnistab kaltsiumisisal-
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duse positiivset mõju mügarbakterite virulentsusele ja lämmastiku sidu-

mise võimele, esineb ometi ka andmeid selle kohta, et mügarbakterite
areng ei sõltu mulla kaltsiumisisaldusest.

Mineraalne lämmastik. Rhizobium'i arvukusele ning õhulämmastiku

sidumise võimele avaldab olulist mõju see, kas ja kui palju esineb nende

bakterite elukeskkonnas mineraalseid lämmastikuühendeid.

Väga väikestes kogustes stimuleerivad mineraalsed lämmastiku ühen-

did mügarbakterite kasvu ja suurendavad nende õhulämmastiku sidumise

efektiivsust sümbioosis 1 iblikõielistega (Rudakov jt., 1936, Sornson, 1937;

Juhimtšuk jt., 1937; Gussev, 1939; Butkevitš jt., 1941; Geltser, 1948; Fjo-
dorov, 1952; Novotny-Mieczynska jt., 1959; Pate jt., 1961; Kalninš, 1963;
Tanner jt., 1963).

Novotny-Mieczynska jt. (1959) andmetel soodustas õhulämmastiku

sidumist Rhizobiutn'i poolt ammooniumlämmastiku manulus kontsentrat-

sioonis 50 mg 10 kg mulla kohta. Kümme korda suurema lämmastiku-

koguse puhul oli mügarate arv liblikõieliste juurtel palju väiksem. Lopuh-
hina (1964) aga leidis, et mineraalse lämmastiku kontsentratsioonil 42 mg

1 kg mulla kohta sidusid mügarbakterid kõige intensiivsemalt õhu-

lämmastikku. Kui samas koguses mullas esines mineraalseid lämmastiku-
ühendeid aga 8 mg ja 126 mg, ei sidunud need bakterid õhuläm-

mastikku. Sellist nähtust võib meie arvates seletada järgmiselt: mine-

raalse lämmastiku doos 8 mg oli liiga väikene liblikõieliste taimede esi-

algseks normaalseks arenemiseks ja mügarate moodustamiseks. Doosi

126 mg puhul aga asusid liblikõielised rikkaliku lämmastikuga keskkon-

nas ja hakkasid esmajärjekorras kasutama mineraalseid lämmastikuühen-

deid, mitte aga lämmastikku, mida nad oleksid võinud saada sümbioosis

mügarbakteritega.
Arvatakse isegi, et mineraalse lämmastiku kõrge kontsentratsiooni kor-

ral muutub liblikõieliste taimede füsioloogiline seisund (taime juurerakku-
des on lahustuvate lämmastikuühendite sisaldus suur) sedavõrd, et mügar-
bakterid ei ole võimelised tungima juurerakkudesse ja moodustama müga-
raid (Tšailahjan ja Megrabjan, 1945).

Kirjanduse andmetel reageerivad mügarbakterid nitraatide ja ammoo-

niumlämmastiku ühesuguste kontsentratsioonide korral mullas erinevalt

(Stšvetsova, 1931; Virtanen jt., 1947; Virtanen, 1953; Fjodorov, 1952; Ber-

gersen, 1961).
Virtaneni jt. (1947; 1953) andmetel lakkas Rhizobium õhulämmastikku

sidumast nitraatide kontsentratsiooni korral 30 —50 mg 1 liitri mulla-

lahuse kohta, kuid ammooniumlämmastikusisalduse korral 100 mg 1 liitri

mullalahuse kohta kaotasid mügarbakterid õhulämmastiku sidumise
võime ainult osaliselt. Fjodorovi (1952) andmetel on nendeks kontsent-

ratsioonideks, mille puhul bakterid kaotavad õhulämmastiku sidumise
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võime vastavalt 1 : 10000 (nitraatide korral) ja 1 : 2000 (ammoonium-
lämmastiku korral). Arvestades eeltoodud andmeid, võib väita, et mine-

raalse lämmastiku madalad kontsentratsioonid soodustavad õhulämmas-
tiku sidumist Rhizobiutrii poolt. Mõnevõrra kõrgema kontsentratsiooni
korral õhulämmastikku siiski veel seotakse, kuid juba vähem, kusjuures
üha rohkem hakatakse kasutama mineraalset lämmastikku. Veelgi suu-

rema lämmastikusisalduse puhul kasutavad taimed ainult mineraalseid
lämmastikuühendeid ja õhulämmastiku sidumine mügarbakteritega ei ole
üldse võimalik.

Konkreetne mineraalsete lämmastikuühendite kontsentratsioon iga ees-

pool nimetatud astme kohta on nähtavasti võrdlemisi varieeruv suurus,
olenedes niihästi teiste toiteelementide sisaldusest, keskkonnatingimustest
kui ka Rhizobium'\ liigi omadustest.

Kas aga kõrge lämmastikuühendite kontsentratsiooni korral kaotavad

mügarbakterid õhulämmastiku sidumise võime täielikult ja tagasipöördu-
matult, selle kohta kirjanduses andmed puuduvad.

Mikroelemendid. RhizobiuiriiXe. kõige olulisemaks mikroelemendiks pee-
takse üksmeelselt molübdeeni (Golik, 1937; Obraztsova, 1937; Šulakov,
1937; Anderson jt., 1946; Jensen, 1948; Mulder, 1950; Becking, 1961; Peter-

burgski jt., 1962; Klincare, 1963; Tevari, 1963; Pacheco Baseuco Jüan,
1964). Seejuures tõestas Jensen, hiljem ka Mulder, Peterburgski jt. ning
Turtšin jt., et mügarbakterid ei seo lämmastikku nende hea kasvu ja kül-
laldase mügarate arvu puhul siis, kui mullas leidub vähe molübdeeni.

Molübdeen on nähtavasti vajalik komponent fermendile nitrogenaas,
mis katalüseerib õhulämmastiku sidumist mügarbakterite poolt sümbioo-
sis liblikõielistega (Bauer, 1960; Cheniae jt., 1960; Peive jt., 1961, 1966;
Peive jt., 1965).

On kindlaks tehtud, et molübdeeni optimaalseks sisalduseks mullas,
mille puhul mügarbakterid sümbioosis liblikõielistega võivad fikseerida
õhulämmastikku, on 1 g naatriummolübdaati 100 m 2 pinna kohta (Jen-
sen, 1948).

Mulder (1950) märkis, et molübdeenidoosiks, mis suurendab lärrtmas-
liku sidumise võimet ja liblikõieliste saaki, on Austraalias 5 mg naatrium-
molübdaati 2 kg mulla kohta.

Klincare (1963) leidis, et juba 3 mg naatriummolübdaati 1 kg mulla
kohta tõstab herneterades lämmastikusisaldust peaaegu 1% võrra ning
suurendab mügarate arvu ja kaalu. Eriti hästi tuli ilmsiks molübdeeni
positiivne mõju liblikõieliste taimede saagikusele lupjamata muldade kor-
ral.

Ka Bulavskaja (1959) andmetel suureneb ammooniummolübdaadi kont-
sentratsiooni korral 1 kg 1 ha kohta liblikõieliste taimede lämmastikusisal-
dus ja mügarate arv nende juurtel.
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Mitmed autorid märgivad ka boori suurt osatähtsust mügarbakterite
õhulämmastiku sidumise võimele ja liblikõieliste taimede arengule (Fred
jt., 1932; Warington, 1926; Mišustin jt. 1935; Šestakova, 1940; Fjodorov,
1944; Turtšin jt., 1958; Klincare, 1963; Pacheco, 1964). Klincare märkis,
et Rhizobiurrix normaalseks arenemiseks ja lämmastiku efektiivseks sidu-

miseks on vaja 1,5 mg boori 1 kg mulla kohta. Tevari (1963) on aga vas-

tupidisel seisukohal. Ta leidis, et kui 1 ha kohta anda 11,2 kg boorhapen-
dit, siis väheneb nii mügarate arv liblikõieliste juurtel kui ka taime-

saak.

Kirjanduse andmetel avaldavad ka mitmed teised mikroelemendid posi-
tiivset mõju RhizobiutrTi mügarate moodustamise ja õhulämmastiku sidu-

mise võimele. Nendeks on mangaan (Klincare jt., 1963), vask (Klincare
jt., 1963; Pacheco, 1964), tsink (Klincare jt., 1963; Pacheco. 1964), raud

(Bergersen, 1961; Pacheco, 1964) jt.
Viimasel ajal märgitakse ka radioaktiivsete elementide, nagu stront-

siumi, uraani, raadiumi ja tooriumi vajadust mügarbakteritele ning pere-
meestaimedele üliväikestes kogustes (Drobkov, 1945; Shaukat jt., 1959,
1961; Michilis, 1960). Vähem on kirjanduses konkreetseid andmeid selle
kohta, millised on mikroelementide (välja arvatud molübdeen) optimaal-
sed kogused mullas mügarbakterite normaalseks arenemiseks ja inten-

siivseks lämmastiku sidumiseks.

5. LIBLIKÕIELISTE JA MÜGARBAKTERITE
VAHELINE SÜMBIOOS

Liblikõieliste taimede ja mügarbakterite vaheline sümbioos avaldub
ühelt poolt selles, et mügarbakterid on võimelised tungima liblikõieliste

juurekudedesse, kus nad põhjustavad mügarate moodustumist ja muuda-
vad õhulämmastiku taimedele kättesaadavaks, teiselt poolt aga selles, et

mügarbakterid saavad taimedelt süsivesikuid, mis on energiaallikaks kõi-

gis elutegevusprotsessides, sealhulgas molekulaarse lämmastiku fikseeri-
misel.

Sümbioos mügarbakteritega määrabki liblikõieliste sugukonna oma-

pära.
On kindlaks tehtud, et juuremügarate moodustamise võime liblikõielis-

tel erineb liigiti (Fred jt., 1932), mille põhjused ei ole veel täiesti selged.
Osa autoreid (Thimann, 1936; 1939; Purchase, 1953) arvab selle tingitud
olevat bakteritest: sellele või teisele peremeestaimele spetsiifilise Rhizo-
bium'i liigi või mõne madalama taksonoomilise ühiku puudumisest. Teiste

autorite (Carroll, 1934; Vincent, 1945; Thornton, 1954; Manil, 1958) arva-

tes peituvad erinevuse põhjused eeskätt taimedes — geneetilistes fakto-
rites, toksiliste ainete eritamises või füüsikalise struktuuri sobimatuses.
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Enamiku uurimisandmete põhjal võib väita, et mügarate moodustumine
ainult liblikõielistel taimedel sümbioosis perekonna Rhizobium'i eri liiki-

dega on juba tõestatud. Selle selgitamiseks on püstitatud mitu hüpoteesi.
Hanseni ja Tanneri (1931) arvates on see tingitud bakterite ja taimeval-
kude sobivusest või sobimatusest, Carrolli (1934) väitel erilise fermendi

olemasolust, mida moodustab taim ning mis on võimeline lämmastikku
valikuliselt juhtima edasistesse protsessidesse. Ent neil ei ole suurt täht-
sust. On ju üsna kindel, et sümbioosi tekkeks on vajalik biokeemiline sobi-

vus peremehe ja sümbiondi vahel. Mõne autori arvates on siin määra-

vaks liblikõieliste juuresüsteemi arengu iseärasused ja koesisesed füüsi-
kalised ning keemilised tingimused, nagu nõrk aurumistase ja juurtesse
suunduva mahla happeline reaktsioon (Lemmermann, 1907) või ka kõrge
kaltsiumisisaldus, mis liblikõielistel on McCalla (1937) andmetel 3—5-

kordne, võrreldes teiste taimedega. Seda arvamust toetab ka Albrecht

(1937). On tõsi, et liblikõielistes on leitud rohkem kaltsiumi kui teistes

rohttaimedes, kuid see ei selgita mingil määral mügarate olemasolu lib-
likõieliste juurtel. Tegelikult on palju taimi, mis sisaldavad niisama palju
või isegi rohkem kaltsiumi kui liblikõielised. Näiteks olgu toodud mõned

arvud kaltsiumisisalduse kohta taimedes (protsentides toorkaalust): lut-

sern — 0,35; punane ristik — 0,24; lehtkapsas — 0,25; kapsas — 0,24;
okasmalts — 0,66 (Manil, 1958). Samuti on hästi teada, et mineraalele-
mentide sisaldus taimedes sõltub suurel määral nende elementide sisaldu-
sest ja omastatavusest mullas. Juba ammu oli teada, et kaltsium mõju-
tab liblikõieliste üldarengut ja lämmastiku sidumist sümbioosis mügar-
bakteritega. Kuid see aspekt ei puuduta käesolevat probleemi ja seda

käsitletakse kirjanduse ülevaate neljandas peatükis.
Viimaste aastate uurimistulemuste põhjal arvatakse, et põhjus on pere-

meestaime ja bakterite geneetilistes omadustes, mis teineteist mõjutavad
(Aughtry, 1948; Lynch jt., 1951; Williams jt., 1954; Nutman, 1956).

Ilmne raskus selle nähtuse seletamisel on tekkinud kahest väga täht-
sast faktist: 1) eksisteerib kaks organismi, millest kumbki on võimeline

elama sõltumata teisest; 2) lahus elades on nad mõlemad võimetud
siduma õhulämmastikku.

Mida peab siis võtma lugejaks ja mida nimetajaks, nagu küsisid E. ja
O. Allen (1950), kas liblikõielisi taime või mikroobi.

E. ja О. Allen (1961) märkisid, et mügarate moodustamise seisukohalt
on läbi uuritud ainult 1285 liblikõieliste liiki, s. o. 10—12% liblikõielis-
test. Nendest 1112 liigil ehk 88%-l esinevad mügarad, kuna 166 liigil
ilmselt puudub võime sümbioosiks Rhizobium'\ga.. Alamsugukon-
nas Papilionoideae puudub 65 liigil 959-st võime moodustada müga-
raid. Caesalpinoidea alamsugukonnas on täheldatud mügaraid 26 liigil
ja Mimosoideae alamsugukonnas 127 liigil 146-st uuritud liigist. Seega
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kerkib küsimus: kas on tõesti olemas mõningad liblikõieliste liike, mis ei

ole võimelised mügaraid moodustama, või pole mõningatel liblikõielistel

mügaraid täheldatud ainult sellepärast, et puudus nende jaoks spetsiifi-
line Rhizobium'i liik või olid ökoloogilised tingimused ebasobivad. Oleks
huvitav uurida mõningaid liblikõielisi, millel ei ole mingites tingimustes
mügaraid leitud, ja võrrelda neid mügarduvate liblikõielistega. Tegelikult
oleks kergem võrrelda üksteisega liike ühe alamsugukonna või perekonna
piirides kui liike, mis kuuluvad eri alamsugukondadesse või perekonda-
desse, sest esimesel juhul võiksid täheldatavad erinevused olla olulisemad.

Kirjanduses ei leidu ühtegi vihjet otseste inokulatsioonikatsete kohta

(näiteks mikromanipulaatorite varal), mille puhul viiakse mingit mügar-
bakterikultuuri nendele bakteritele mittevastuvõetava taime juurekarva-
kese epidermisesse või kooreparenhüümi. Nendeks taimedeks võiksid olla
ka mitteliblikõielised. Sellised katsed võiksid heita mõningat valgust juu-
rekarvakeste kõverdumise tähtsusele, s. o. nähtusele, mis eelneb infektsioo-
nile. Juurekarvakeste kõverdumine näib olevat tingitud indolüüläädikhappe
tekitamisest Rhizobium'i poolt (Frey-Wyssling, 1948; 1952; Labaw ja Mos-

ley, 1954; Nutman, 1956, 1958; Fähraeus, 1957). Tegelikult võivad ka mit-

tespetsiifiline Rhizobium ja mitmed teised bakterid, mis on Rhizobium'isi.
taksonoomiliselt suhteliselt kaugel, produtseerida indolüüläädikhapet (Ma-
nil, 1958). Võib järeldada, et karvakeste kõverdumine on mittespetsiifiline
etapp, kuigi see võib olla vajalik. Oleks siiski huvitav uurida, kas selline
kõverdumine võib tekkida Rhizobium'i mõjul ka mitteliblikõieliste taimede

juurtel.
Üks põhjusi, miks mitteliblikõieliste juurtel ei moodustu mügaraid, võib

olla nende taimede poolt produtseeritud ainete antibiootiline toime Rhizo-
bium'isse, nagu seda on täheldanud Manil (1958). Kuid paistab, et üld-

reeglina see ei kehti ega kujuta endast argumenti liblikõieliste ja mügar-
bakterite assotsiatsiooni spetsiifilisuse kasuks.

Infektsioon ei ole mitte alati seotud mügarate moodustumisega. Näi-
teks on leitud Rh. trifolii baktereid lutserni ilma meristemaatilise aktiiv-
suseta parenhüümirakkudes (Chen, 1941). Säärane infektsioon võiks
hästi aset leida ka mitteliblikõieliste taimede juurerakkudes. Kuid praegu
ei ole meil selle kohta mingisugust eksperimentaalset kinnitust. Küll
aga võib leida andmeid mitmesuguste teiste bakterite sissetungimisest mit-

teliblikõieliste taimede kooreparenhüümi (Fred jt., 1932). Liblikõieliste
taimede inokuleerimisel ilmneb omapärane asjaolu: kirjanduse andmetel
on teada, et juurestikus esineb ka haploidseid rakke, infitseeritud rakkudel
on aga alati kahekordne kromosoomide arv. Tsütoloogilistel andmetel näib

olevat kindel, et tegemist ei ole kromosoomide arvu kahekordistumisega
infektsiooni tagajärjel, vaid et infitseeruvad ainult diploidsed rakud

(Wipf ja Cooper, 1938, 1940; Wipf, 1939; Bond, 1948; Fujita ja Mitsuishi,
1953).
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Mügarbakterite sissetungi mehhanismi probleemi lahendamine aitaks

välja selgitada ka liblikõieliste ristinokulatsioonirühmadesse jaotamise
alused. Siiani on olnud liblikõieliste ja mügarbakterite vahelise süm-

bioosi tulemus — mügarate moodustumine (nn. Kochi postulaat) — ainuke

kriteerium, mille alusel jaotatakse liblikõielised ristinokulatsioonirühma-

deks).
Oma klassikalises monograafias eristasid Fred jt. (1932) 16 ristinoku-

latsioonirühma. Liblikõieliste ja mügarbakterite sümbioosi uurimised vii-

mase 20 aasta jooksul on viinud ristinokulatsioonirühmade-vaheliste pii-
ride kadumise suunas.

Eriti huvitavaks tuleb pidada Wilsoni töid (1939—1947). Ta tegi arvu-

kalt inokulatsioonikatseid steriilses liivkultuuris mitmesaja taimeliigiga
ning leidis hämmastavalt palju juhtumeid, mida ta nimetas kahtlaseks in-

fektsiooniks peremeestaime ja Rhizobium'i vahel. Piisab mõnest näitest:

1. Lutsern moodustas mügaraid nakatamisel RhizobiumA 15 (30-st) eri

tüvega, mis olid eraldatud samalt arvult peremeestaimedelt. Enamik tüve-

dest, mis ei mügardanud lutserni, kuulusid Vigna rühma. Mügaraid olid

võimelised moodustama tüved Vicia villosalt (Rh. leguminosarum) ja
Trifolium pratense'Xt (Rh. trifolii).

2. Astragalus rubi mügardus Rhizobium'i 24 (30-st) tüvega, seal-

hulgas ka Rh. meliloti (Medicago sativa) ja Rh. trifolii' ga.
3. Crotalaria grantiana moodustas mügaraid vähemalt 137 (182-st)

tüvega, mis olid isoleeritud samalt arvult eri liblikõielistelt. Tüvede hul-
gas, mis moodustasid mügaraid, olid ka lutserni ja ristiku mügarbakterid.

4. Astragalus sp.-lt isoleeritud 21 tüve moodustasid mügaraid 22 pere-
meestaimel 18-st perekonnast. Nende hulgas olid nii erinevad taimed,
nagu Medicago ja Wistaria. Seega näib olevat alust Wiisonil (1944), et

ta väitis: «On vähemalt 500 põhjust, et visata kõrvale ristinokulatsiooni-
rühmad.» Reservatsiooniks võiks olla see, et ta uuris ainult mügarate moo-

dustumist, mitte aga nende lämmastiku sidumise võimet, kusjuures pal-
judel juhtudel oli mügarate moodustumine väga nõrk, umbes ühel taimel
100-st tekkisid mõningad (mitteefektiivsed) mügarad.

Siiski on kogunenud üsna palju tõendeid, mis kinnitavad Wilsonf tähe-

lepanekute põhilisi seisukohti. Näiteks E. ja O. Allen (1940) leidsid, et

sojalt isoleeritud Rh. faponicutn on võimeline moodustama suhteliselt efek-
tiivseid mügaraid Arachis hypogaea'\, mis kuulub Vigna rühma. Ka paljud
teised tüved (Rh. phaseoli ja Rh. lupini) produtseerivad hulgaliselt mitte-
efektiivseid mügaraid.

Kleczkowska, Nutman ja Bond (1944) ning Kleczkowska ja Thornton
(1944) näitasid, et mitmed Rh. trifolii ja Rh. leguminosarutrii tüved või-
vad infitseerida üksteise peremeestaimi (vastavalt ristikut ja hernest),
kusjuures tekib vähe (mitteefektiivseid) mügaraid. Veelgi hämmastava-
mat pilti on näidanud Caragana arborescens'Wi isoleeritud mügarbakteri
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omaenda peremeestaime, kuid andis mügaraid mõningatel teistel taime-

del, näiteks Lespedeza'X. Ülejäänud tüved evisid mõõdukat või head müga-
rate moodustamise võimet viiel taimel seitsmest, mis pärinesid eri liblik-

õieliste perekondadest. Ühel juhul (Lotus corniculatus) osutusid mügarad
efektiivseteks, kuid Lotus uliginosus'e\ ei tekkinud üldse mügaraid.

Teisest küljest ei mügardanud Caragana'i ennast ükski 30-st mügar-
bakteri tüvest, mille hulgas oli Rhizobiutrix 6 tunnustatud liiki. Seepärast
on sellise peremeestaime sümbionti väga raske seostada mõne kindla

ristinokulatsioonirühmaga. Bushnell, Sarles (1937) ja Reid (1936) näita-

sid teatud kergeastmelist ristinokulatsiooni Vigna, Soja ja lupiini rühma

vahel, kusjuures see ristinokulatsiooni aste sõltus aastaajast, millal katset
tehti.

Aughtry (1948) andmetel moodustusid mügarad Medicago falcata'i ja
Medicago sativa'i Astragaluse'e liikidelt eraldatud bakteritüvede mõjul.

Kirjanduse andmed näitavad, et meie teadmised liblikõieliste ja mügar-
bakterite sümbioosist pärinevad peamiselt bakteritüvede varieeruvuse uuri-

mistest. Vähe katseid on aga tehtud eesmärgil uurida spetsiaalselt pere-
meestaimede osa selles sümbioosis.

Bjälfve (1933, 1937), märkides peremeestaimede suurt osatähtsust
sümbioosis bakteritega, tegi järelduse, et liblikõieliste taimede mingi päri-
lik faktor mõjutab mügarate suurust, kuju ja asukohta taimede juurtel.
Ideed, et mingi eriline faktor määrab taime infitseerimise sümbiondi poolt,
pooldas ka Sievers (1954), kes kirjutas: «Siiski peab taimede juurte infekt-
sioon sümbiontide poolt sõltuma mõningatest tundmatutest faktoritest,
nagu seda võib järeldada infektsioonikatsetest.»

Paistab, et teadmiste praeguse taseme juures ei suuda me täie kind-
lusega seletada põhjust, miks Rhizobium'x sümbioos piirdub ainult liblik-

oielistega. Siin tuleks märkida, et see on üldse kogu elava looduse «spet-
siifilisuse» probleem: kuidas seletada, et teatav viirus või mikroob suudab
nakatada ainult antud taime või looma, kuidas seletada, et sellel või tei-
sel organismil on tunnuseid, mis puuduvad teistel jne.
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11. EKSPERIMENTAALOSA

1. MÜGARATE ESINEMINE JA MORFOLOOGIA EESTIS

KASVAVATEL LIBLIKÕIELISTEL

Uurimise eesmärgiks oli analüüsida mügarate ja mügarbakterite esi-

nemist võimalikult paljudel Eestis kasvavatel liblikõielistel taimeliikidel.
Teatavasti on enamik metsikult kasvavaid liblikõielisi selles suhtes alles

üsna puudulikult läbi uuritud, eriti Eesti NSV ja ka kogu NSV Liidu maa-

alal. Venekeelses kirjanduses on vaid mõned üksikud autorid seda küsi-
must möödaminnes käsitlenud (Petrosjan, 1959; Kalninš jt., 1962; Verner

jt., 1967). Väliskirjanduses võib märkida Allenit ja Baldwini (1954), E. ja
O. Allenit (1961) ning Rangaswami ja Oblisami (1962). Nimetatud
autorid märgivad, et mügarate moodustamise võimet on uuritud ainult

ligikaudu 1300 liigil (243 perekonnast), kusjuures 1112 liigil (213 pere-
konnast) neid leiti, 166 liigil aga mitte ja 7 liiki olid kahtlased. Võrdlu-

seks olgu öeldud, et liblikõieliste sugukonda kuulub umbes 550 perekonda
13 000 liigiga.

Teatavasti tähendab teatud liblikõieliste liike nakatava mügarbakteri
liigi või tüve esinemine looduslikus mullas seda, et vastavate liblikõieliste
kultuuride külvi puhul sellisesse mulda võib esineda spontaane nakatu-
mine ja mügarate moodustumine. Ei ole täiesti välditud ka võimalus, et

looduslike mügarbakterite tüvede seas võiks esineda selektsioorytööks
kasulikke.

«Eesti taimede määrajas» (Talts, 1966) esineb 25 liblikõieliste pere-
konda 84 liigiga (sealhulgas 4 pisiliiki). Nendest 10 perekonda, kokku 42

liigiga on märgitud haruldastena või paiguti esinevatena. Mõningaid neist

on leitud vaid aastate eest ja üksikutel juhtudel. Seetõttu ei olnud meil

võimalik läbi uurida kõiki kirjeldatud liike.
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Metoodika

Mügarad mügarbakterite eraldamiseks võeti vabariigi eri rajoonides
kasvavate liblikõieliste juurtelt arvestusega, et oleks haaratud võimalikult
rohkem liblikõieliste liike. Selleks kaevati taim mullast välja ja vabastati

juured ettevaatlikult mullaosakestest, et mitte vigastada juurtel asuvaid

mügaraid. Järgnevalt eraldati mügarad juurelt pintsettide abil ja paigu-
tati katseklaasidesse, mis suleti korgiga. Ühtlasi viidi läbi vaatlused, mille

käigus mõõdeti taimede kõrgus, tehti kindlaks mügarate paigutus juure-
süsteemil, loendati nende arv ning määrati suurus, kuju ja värvus. Iga
mulla erimil võeti vaatluse alla 10 taime, kokku 690 liblikõielisi 16 pere-
konna 46 liigist. Neid jälgiti nii õitsemiseelses kui ka õitsemisfaasis, sest
sel ajal toimus juurtel kõige intensiivsem mügarate moodustumine. Vil-

jade valmimise faasis hakkas juuremügarate hulk järsult vähenema, sest

vananemise tõttu hakkasid mügarad lagunema.
Taimede risosfäärist võeti ka mullaproovid pärgamentkottidesse. Proo-

vide keskmine kaal oli 250 —400 g. Mullaproovide agrokeemiline analüüs
tehti õhukuivadest mullaproovidest põhilises osas Eesti Vabariiklikus

(piirkondlikus) Agrokeemia Laboratooriumis Kuusikul.
Mulla reaktsioon (pH) määrati 1 n KCI suspensioonis elektromeetrili-

selt kinhüdroonelektroodi abil ning kergesti lahustuvate P205 ja K2O sisal-
dus Egnes-Riehmi laktaatpuhversegumeetodiL Proovide võtmisel koostati

mullaprofiilide kirjeldused metoodika järgi, mida kasutavad vabariigi mul-

lauurijad (Piho jt., 1960). Kirjandusest on teada, et liblikõielistel on müga-
rate esinemine ja lämmastiku sidumise võime vahetus seoses mulla oma-

dustega. Seepärast püüti enam levinud liblikõielistel vastavaid seoseid

analüüsida eri mullatüüpides.
Tulemused töötati läbi statistiliselt. Seosed taimede kõrguse ning

mügarate hulga, suuruse ja mahu vahel määrati korrelatsioon- ja osa-

korrelatsioonarvutuste teel (Urbahh, 1963). Seoste tugevust väljendati
korrelatsioonikoefitsiendi (r) väärtusena. Mitteparameetriliste märkide
kriteeriumi (Z) kasutati ühelt poolt taimede kõrguse, mügarate arvu, suu-

ruse ja mahu, teiselt poolt aga mulla reaktsiooni, kergesti lahustuvate

difosforpentoksiidi ja kaaliumoksiidi ning kaaliumoksiidi/difosforpen-
toksiidi vaheliste seoste tugevuse hindamiseks.

Uurimistulemused vaatluste all olnud mügarate leviku ja morfoloogi-
liste näitajate kohta Eesti NSV-s kõige levinumatel liblikõielistel on esi-

tatud tabelites 2—4 ja joonistel 3—ll.



Joonis 3. Liblikõieliste kogumise 1 — Lupinus luteus, 2 — Lupinus polyphyllus, 3 — Ononis repens, 4 — Ononis arvensis,
> — Medicago lupulina, 6 — Medicago falcata, 7 — Medicago sativa, 8 — Melilotus dentatus, 9 — Melilotus officinalis, 10 —

Melilotus albus, 11 — Trifolium montanum, 12 — Trifolium repens, 13 — Trifolium hybridum, 14 — Trifolium spadiceum, 15 —

Trifolium strepens, 16 — Trifolium fragiferum, 17 — Trifolium medium, 18 — Trifolium alpestre, 19 — Trifolium pratensc,
20 — Trifolium arvense, 21 — Anthyllis vulneraria, 22 — Loius corniculatus, 23 — Tetragonolobulus siliquosus, 24 — Caragana
arborescens, 25 — Astragalus danicus, 26 — Astragalus glycyphyllus, 27 — Oxytropis pilosa, 28 — Onobrychis viciifolia, 29 —

Vicia tetrasperma, 30 — Vicia cassubica, 31 — Vicia sylvatica, 32 — Vicia cracca, 33 — Vicia sepium, 34 — Vicia sativa, 35 —

Vida faba, 36 — Lathyrus odoratus, 37 — Lathyrus sylvestris, 38 — Lathyrus pratensis, 39 — Lathyrus palustris, 40 — Lathyrus
pisiformis, 41 — Lathyrus maritimus, 42 — Lathyrus vernus, 43 — Lathyrus niger, 44 — Pisum arvense. 45 — Pisum sativum,

46 — Phaseolus vulgaris.
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Uurimistulemused

Uurimine näitas, et kõigil vaatluse all olnud liblikõielistel, välja arva-

tud Astragalus glycyphyllus, leidub mügaraid (tabel 2). Et aga Jenseni

(1963) andmeil esineb mügaraid ka sellel liigil, tuleb enne lõpliku järel-
duse tegemist seda liiki veel kontrollida. Mügarate puudumise põhjuseks
meie vaatlusmaterjalis võisid olla kas mulla happeline reaktsioon (pHKC i
5.0 —5,7) või liiga madal kergesti lahustuvate difosforpentoksiidi ja 'kaa-
liumoksiidi sisaldus (tabel 2).

Mügarad asetsesid liblikõielistel taimedel nii pea- kui ka külgjuurtel.
Nad olid juurtega tihedasti seotud ja nende pind oli kas sile või kare.

Mügarate kuju ja suurus varieerus sõltuvalt peremeestaimedest. Suhteli-
selt kõige suuremad mügarad (5 —8 mm) olid Lathyrus odoratus'e\,
L. maritimus'oL Astragalus danicus'e\, Vicia sylvatica'\, V. faba’l, Phaseo-
lus vulgaris'e\, Lupinus luteus'e\ ja L. polyphyllus’e\, kõige väiksemad

(0,5 —1,5 mm) aga Lotus corniculatus'ei ja Trifoliurrii liikidel. Teistel kõi-
kus mügarate suurus 1,5—3,5 mm piirides (tabel 2).

Paljude autorite (Fred jt., 1932; Chen, Thornton, 1940; Razumovskaja
ja Vassiljeva, 1956; Fjodorov ja Nitse, 1961; Jones, Careth, 1963) arvates

on mügarate suurus liblikõielistel liigi piirides korrelatsioonis mügarbak-
terite efektiivsusega. Efektiivsuseks nimetatakse summaarset resultaati,
mis avaldub taimede kasvus ning mullaviljakuses mügarbakterite toime

tagajärjel. Seega, mida suuremad on mügarad, seda rohkem seovad nad
õhulämmastikku. Ainult lupiini puhul on täheldatud vastupidist korrelat-
siooni (Deherain, Demoussy, 1960; Dorossinski jt., 1960).

Et meie taimede lämmastikusisaldust ei määranud, pole võimalik sel-

les küsimuses oma seisukohta esitada. Taimede kõrguse ja mügarate suu-

ruse vahelise seose määramiseks tehtud korrelatsioon- ja osakorrelatsioon-
arvutused aga näitasid, et mõnel juhul on mügarate suurus korrelatsioonis
taimede kõrgusega (tabel 3). Nagu tabelis esitatud andmetest nähtub, on

selline seos Lathyrus vernus'ei, Anthyllis vulneraria'i ja Medicago lupu-
lina'\. Neil juhtudel, mil kolmanda faktori (mügarate arv) mõju oli täie-
likult välistatud, esines korrelatsioon taimede kõrguse ja mügarate suu-

ruse vahel 8 taimeliigil: Lathyrus vernus'e\, L. sylvestris'e\, Trifolium
arvense'\, T. repens'W, Ononis arvensis'e\, Lotus corniculatus'e\, Anthyllis
culneraria'\ ja Medicago lupulina'\. Et taimede kõrgust võib pidada kaud-

seks lämmastikusisalduse peegeldajaks, siis näitas andmete statistiline
analüüs, et suuremate mügarate korral seotakse ka rohkem õhulämmas-
tikku. Samasse liblikõieliste perekonda kuuluvatel liikidel oli mügarate
kuju sageli erinev. Nii leiti Trifoliutrii liikidel ümmargusi ja kepikujulisi,
Vicia liikidel ümmargusi, nuia- ja käpakujulisi mügaraid. Tetragonolo-
bus'e, Lotus'e, Oxytropis'e, Ononis'e ja Anthyllis'e perekonnas olid aga



44

Eesti NSV-s kasvavatel liblikõielistel leiduvate

Mulla
E
4-«fc P205 I K2O

E P‘l 100 g õhukuivas

!2 mullas mg

Taim Leiukoht

3 4 5 61 2 7

Lupinus luteus Harju raj., Harku, aed Kzzz ls 7,2 14.0 11

Lupinus polyphyllus Rakvere raj., Põlula, Ko ls 6,9 18,0 13

aed

Kingissepa raj., Leisi, Kog ls 6,8 Г,5
teeserv

Ononis repens 7

Kingissepa raj.. Kaali, K' z ls 7,2 3,0

teeserv

19

Ononis arvensis Kingissepa raj., Suur- Kg 1 7.3 5,0
lahe järv, karjamaa

Haapsalu raj., Laelatu, K/zz ls 6,8 5,0

2

15

puisniit
Samas Kg ls 7,1' 2,0
Haapsalu raj., Laelatu, Kz,z ls 7,2 9,0

7

14Medicago lupulina
puisniit

Samas K"' ls 6,9 4,0 8
10Kingissepa raj. Kg ls 7,3 11,0

Kingissepa, teeserv

Rapla raj., Rõkalu, Kg ls 7,2 6,0
teeserv

4

Harju raj., Harku, Kg sl 7,0 4,5
sööt

8

Rakvere raj., Alulinna, Kg ls 7,3 16,0
karjamaa

Haapsalu raj., Laitse, K" ls 7,2 4,0
põlluserv

Rakvere raj., Kulina, K'z ls 6,7 35,0
põld

Kingissepa raj., Muhu, Kg ls 7,2 7,5
mererand

5

Medicago falcata

Medicago sativa

Melilotus dentatus

21

30

14

Andmed taimede kõrguse ja mügarate kohta on antud 10 taime keskmisena.

Kg — gleistunud karbonaatne kamarmuld,
K w

— keskmise sügavusega tüüpiline kamar-karbonaatmuld,
K" — õhuke tüüpiline kamar-karbonaatmuld,
Ко — leostunud kamar-karbonaatmuld,
Kog — gleistunud leostunud kamarmuld,
Gk — karbonaatne kamar-gleimuld,
Lk! — nõrgalt leetunud kamar-leetmuld.
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Tabel 2

juuremügarate morfoloogiline iseloomustus

MügarateE

'S S
E bi

IO

suurus
värvus

mm

9 10 1Г 128

49 N — pruunikas-valge
V — pruunikas-must

Sama7 Ümmargune ja
ovaalne

68

26 6 Ümmargune N — valge
V — nõrgalt pruunikas

Sama31 9 Sama

38 11 Sama

36 11 Sama

36 7 Sama

43 49 Käpakujuline N — pruunikas-valge
V — pruunikas-must

Sama31 29 Sama
36 Sama43

39 38 Sama

29 32 Sama

42 62 Sama

57 13 Sama

53 22 Sama

88 21 Sama

Lkn — keskmiselt leetunud kamar-leetmuld,
Ln — keskmiselt leetunud leetmuld,
K,g — gleistunud leetunud kamarmuld,
M2

'
— turvas-kõdu-glei-madalsoomuld,

Go — leostunud kamar-gleimuld,
— liiv, sl — saviliiv, Is — liivsavi, ta — 'keskmiselt lagunenud turvas,

N — noorena, V — vanana.

10 Ovaalne
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1 2 31415 I 6 j 7

Melilotus officinalis Rakvere raj., Alulinna, K" ls
teeserv

7,2 8,0 3

Melilotus albus Kingissepa raj., Kaali K" sl

järv, teeserv

Rapla raj., end. Kernu Ко sl

7,0 30,0 18

Trifolium montanum

Trifolium repens

6,8 1,0 6
mõis, kuiv niit

Rapla raj., Kadaka, Go 1
teeserv

5,9 4,5 5

7Harju raj., Harku, Kog sl
puisniit

Rakvere raj.. Küti, K"' sl
teeserv

7,0 5,5

Trifolium hybridum

Trifolium spadiceum

Trifolium strepens

Trifolium fragiferum

Trifolium medium

Trifolium alpestre

Trifolium pratense

Trifolium arvense

7,3 10,0 9

6

2

Rakvere raj., Sagadi, K'" ls
karjamaa

Viljandi raj., end. Pöög- Lkn sl
le mõis, metsaserv

6,7 >40,0

5,3 1,5

Kingissepa raj., Atla Gk sl

laht, karjamaa
Haapsalu raj., Risti, K" sl

metsaserv

7,1 5,0 40

7,1 5,5 I'3

Kingissepa raj. Viidu- Lk] 1
mäe, männimets

Võru raj., Husari, Kg 1
raudteetamm

5,6 2,0 7

7,1 5,0 5

3Rakvere raj., Oandu, Ко 1
sööt

6,7 13,0

Kingissepa raj., Salme Kg 1

küla, teeserv
Rakvere raj., Alulinna, Kog 1

karjamaa
Haapsalu raj., Laelatu, Kg ls

puisniit
Kingissepa raj., Kaali Ко 1

järv, teeserv
Harju raj., Männiku, К" 1

raudteetamm

7,0 3,0 1

6,0 8.0 2

Anthyllis vulneraria 7,0 5,0 13

7,0 3,0 1

7,4 6,0 2

Lotus corniculatus Haapsalu raj., Laelatu, Kg ls

puisniit
6,9 4,0 8

8Kingissepa raj., Atla, Ln I
karjamaa

Rapla raj., Nõmme- Ко sl
aluse, teeserv

4,7 3,0

7,0 0,5 10

7 etragonolobus siliquosus Haapsalu raj., Laelatu, Kg ls
puisniit

Caragana arborescens Rakvere raj., Roela, К" 1

puukool
Astragalus danicus Rapla raj., Hageri, Ко sl

metsaserv

7,0 2,5 24

6,8 6,5 7

7,0 1,5 3
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Tabel 2 (järg)

8 9 10 11' 12

84 17 Sama 2,0—6.0 Sama

Sama73 20 Piklik ja käpa-
kujuline

6 Ümmargune

2,0—6,0

28 1,0—3,0 N — roosakas-valge
V — pruunikas

Roosakas-valge26 18 Piklik ja kepi-
kese kujuline

22 Sama

1,0—3,0

1,0—3,031 Sama

29 Ümmargune

25 Sama

1,0—3,019 N — roosakas-valge
V — pruunikas

Sama16 1,0—3,0

19 23 Ümmargune

24 Piklik

1,0—3,0 N — roosakas-valge
V — pruunikas

Sama10 0,5—2,0

28 28 Ümmargune

24 Sama

1,5—3,5 Sama

Sama

Sama

31 1,0—3,0

25 15 Sama 1,0—3,0

16 28 Ümmargune ja
piklik

26 Ümmargune

0,5—3,0 N — valge
V — nõrgalt pruun

Sama0,5—3,016

12 26 Sama Sama

25 69 Ümmargune

45 Sama

Kollak as

Sama20

28 68 Sama

10 Sama

4 Sama

12 Sama

7 Sama

Sama

Valge

Sama

Sama

23

I'B

28

19 Kollakas-valge

Pruunikas-valge

Punakas-pruun

3,0—6,032 7 Ümmargune

26 Nuiakujuline 4,0—(5,026
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1 2 3 4 5 6 7

Astragalus glycyphyllus Rakvere raj., Kulina, Kg
puisniidu nõlv

Kingissepa raj., Viidu- Lki
mäe, kuuse-segamets

Kingissepa raj., Viidu- K"
mäe, männimets

sl 5,7 1,0 4

sl 5,0 1,5 5

5

9

Oxytropis pilosa

Onobrychis vicifolia

1 7,4 2,5

Kingissepa raj., Kuus- Kg
nõmme mõis, põllu-

Is 7,1 5,5

serv

Vicia tetrasperma

Vicia cassubica

Vicia sylvatica

Harju raj., Männiku, K"
raudteetamm

1 7,4 6,0

1 6,0 2,5

2

Kingissepa raj., Viidu- Kog
mäe, metsaserv

Rapla raj., Hageri, Kg
metsaserv

7

Is 7,1 8,5 8

Rakvere raj., Anguse, Lii
kuuse-segamets

Kingissepa raj., Kaar- Kjg
ma, lepik

Haapsalu raj., Laelatu, K"'

puisniit
Harju raj., Harku, Kg

puisniit
Rakvere raj., Küti. K"

põld
Viljandi raj., Pöögle, Lku

põld
Harju raj., Harku, K"'

põld
Harju raj., Harku, K"'

aed

1 5,3 13,0

sl 4,6 1,0

Is 6,9 2,5

1 7,1 2,0

Is 7,0 > 40,0

sl 5,1 3,0

Is 7,0 5,5

Is 6,7 5,2

1 5,8 7,0

t 2 6,1 6,0

30

13

Vicia cracca

Vicia sepium

Vicia sativa

4

2

34

9

Vicia faba 7

Lathyrus odoratus

Lathyrus sylvestris

6

Rakvere raj., Oandu, Lki
teeserv

4

Rapla raj., Pajuka M
2

Z

mõis, kuuse-sega-
mets

14

Valga raj., Piiri, Ко
metsaserv

Is 7,0 6,0

sl 7,1 5,5

t 2 5,5 1,5

sl 7,0 2,0

1 6,7 1,0

Is 6,9 4,0

8

Lathyrus pratensis

Lathyrus palustris

Lathyrus pisiformis

Lathyrus maritimus

Lathyrus vernus

Haapsalu raj., Risti, K"
metsaserv

13

Rapla raj., Pajuka M2
'

mõis, luhaniit
Rapla raj., Nõmme- Kg

aluse, puisniit
Kingissepa raj., Hari- Ко

laid, mereäär

Haapsalu raj., Lae- Kg

5

19

1

8
latu, puisniit
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Tabel 2 (järg)

9 10 1Г 12

Mügaraid ei leitud

Mügaraid ei leitud

5 Ümmargune

6 Nuiakujuline

2,5—4,0

1,0—3,0

N — valge
V — hallikas-valge
N — pruunikas-valge
V — pruunikas-must

7 ümmargune ja
ovaalne

1,0—3,5 N — valge
V — kollakas

9 Kepikesekuju-
line

1,0—2,5 Valge

22 Käpakujuline

19 Sama

4,5—7,5 Sama

Sama

Sama

Sama

4,5—7,5

9 Sama 4,5—7,5

12 Kepikesekuju-
line

1,0—2,5

23 Ümmargune ja
ovaalne

1,5—4,0 N — valge
V — kollakas

18 Sama 1,5—4,0 Sama

10 Sama 1,5—4,0 Sama

20 ümmargune ja
cvaalne

5,0—8,0 N — valge
V — kollakas
N — valge
V — nõrgalt pruunikas

Valge

8 Nuia- ja käpa-
kujuline

5 Ümmargune

5,0—6,0

3,0—5,5

6 Sama 3,0—4,5 Sama

13 Sama

5 Sama

4 Sama

3,0—5,5 Sama

Sama

Sama

0,5—3,0

2,0—4,0

2 Ümmargune- ja
nuiakujuline

3 Nuia- ja käpa-
kujuline

26 Nuiakujuline

4,0—5,0 Pruunikas-valge

5,0—6,0 N — valge
V — nõrgalt pruunikas

Sama5,0—6,0

8 1

40

46

27

31

32

43

76

63

48

41

65

69

58

73

90

37

49

73

34

37

39

29

44



50

1 2 3 4 5 6 7

Rapla raj., Jaani, Ко sl 6,6 0,5
kuuse-segamets

Rapla raj., Varbola, Kig sl 5,7 0,5
kuuse-segamets

Haapsalu raj., Viidu- Kog 1 6,0 2,5
mäe, raiesmik

3

10

Lathyrus niger

Pisum arvense

14

Haapsalu raj., Laitse, K" Is 7,2 9,0
põld

Rakvere raj., Põlula, Ko Is 6,6 30,0
põld

Harju raj., Harku, aed K'" Is 6,7 5.6

7

Pisum sativum 8

9Phaseolus vulgaris

Liblikõieliste liik Taimede arv Г
ТКХМА

Г TK X ma, MS

Lathyrus vernus 30 0,491 0,411

1

Lathyrus sylvestris 30 0,740 0,777
Trifolium arvense 30 0,650 0,697
Trifolium repens 20 0,555 0,746
Vicia sylvatica 30 0,841 0,841
Vicia sativa 20 0,850 0,807
Ononis arvensis 30 0,812 0,986
Ononis repens 20 0,823 0,847
Lotus corniculatus 30 0,757 0,912
Anthyllis vulneraria 30 0,699 0,670
Medicago lupulina 60 0,545 0,548

Liblikõieliste kõrguse ja nende juuremügarate morfoloogiliste

г' — osakorrelatsioonikoefitsiendi väärtus,
mille puhul 3. faktori (komaga eraldatud)
mõju on välistatud.

*
— korrelatsiooni P<95%.
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Tabel 2 (järg)

12

Sama

Sama

Valge

N — valge
V — nõrgalt pruunikas

Sama

Roosakas

Tabel 3

tunnuste korrelatsioon

r
TKXMS

Г
TKXMS, MA

r
MAXMS

r
MAXMS, TK

r
TKXMM

0,531 0,463 0,298* 0,050* 0,600
—0,087* 0,366 —0,420 —0,531 0,600
—0,252* 0,426 —0,729 —0,903 0,243*

0,295* 0,956 —0,365* —0,253* 0,642
0,146* —0,141* 0,262* 0,259* 0,674

—0,121* —0,163* —0,041* 0,119* 0,644
—0,052 0,395 —0,332* —0,581 0,556

0,083* 0,356* —0,142* —0,371* 0,799
—0,027* 0,779 —0,583 —0,851 0,749

0,558 0,508 0,303* —0,146* 0,670
0,272 0,283 0,065* —0,103* 0,453

TK — taimede kõrgus,
MA — mügarate arv,
MS — mügarate suurus,

MM — mügarate maht.
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ainult ümmargused ning Medicago perekonnas ainult käpakujulised müga-
rad. (Terminoloogia mügarate kuju kohta on antud autori enda poolt.)

Mügarate kuju huvitas meid kui võimalik abikriteerium mügarbakte-
rite klassifitseerimisel. Selgus aga, et liblikõieliste juurtel leiduvate
mügarate morfoloogia varieerub tublisti nii sama perekonna kui ka liigi
piirides.

Mõned uurijad (Chen, Thornton. 1940; Virtanen, Laine, 1946) on tähel-
danud seost mügarate värvuse ja efektiivsuse vahel: punaste värvitoonide
korral on mügarbakterite efektiivsus kõrge, pruunide puhul madal.

Mügarate värvus sõltub mügarates leiduvast pigmendist. On kindlaks
tehtud järgmisi pigmente: hemoglobiin (punane), holeglobiin (roheline)
ja methemoglobiin (pruun) (Pochon, de Barjac, 1960).

Virtanen ja Laine (1946) näitasid, et rohelised ja pruunid pigmendid
moodustuvad punasest pigmendist mügarate degeneratsioonistaadiumis.
Seda kinnitavad ka meie vaatluste tulemused. Nimelt olid noored mügarad
enamasti valged, roosakasvalged ja punakaspruunid, kuid vananedes
muutusid nad pruuniks või pruunikasmustaks. Varustades mügarbaktereid
hapnikuga, täidab mügarates leiduv hemoglobiin (biokeemiline efektiiv-
suse kriteerium) hapnikureservuaari ja -ülekandja funktsiooni (Garka-
venko, 1962). Mügarate värvuse järgi saab otsustada ka kõrge füsioloo-
gilise aktiivsusega ainete, sealhulgas vitamiini 812B 12 sisalduse üle (Levin jt.,
1954; Rouate, Lochhead, 1955).

Uurimine näitas, et mügarate hulk liblikõieliste juurtel on korrelat-
sioonis mulla reaktsiooniga (tabelid 2,3, 4): mulla madalama pH puhul
täheldati samal liblikõieliste liigil märksa vähem juuremügaraid kui kõr-

gema pH korral. Nii kõikus mügarate arv Vicia sylvatica'\ 9(pHKC14,6)
ja 22(pH KC ]7,l), Lathyrus sylvestris'e\ s(pHKCi5,B) ja 13(pHKC i7,O), L. ver-

nus'e\ 13(pHKcis,7) ja 26(pH KC1 6,9), Lotus corniculatus'e\ 4(pH KCi4,7) ja
12(pHKiCl 7,O) vahel.

Nagu eespool öeldud, varieeruvad nii mügarate moodustumine kui ka
nende arv, suurus ja värvus seoses mulla omaduste muutumisega. Kõige
rohkem mügaraid moodustub neutraalse kuni leeleka reaktsiooniga
(рНка6,8—7,2) lubjarikastes muldades, kus kergesti lahustuvate difos-
forpentoksiidi- ja kaaliumoksiidisisaldus on kõrge. Nähtavasti on need
mügarad ühtlasi kõrge efektiivsusega, mida näitavad nende roosa värvus,
taimede suurem kõrgus ja tumeroheline lehestik (tabel 4). Seost mulla
pH ja taimede kõrguse vahel näitavad joonis 4 ja tabel 4. Vaatluse all
olnud 11 liblikõieliste liigist vastas 8 liigi korral kõrgemale mulla pH-le
suurem taimede kõrgus. Eriti hästi tuli ilmsiks niisugune seos Lathyrus
sylvestris'e pH K>C is,B (37 cm) ja pH KC i7,O (73 cm), Vicia sylvatica pHKC i4,6
(48 cm) ja pH KC j7,l (76 cm), Vicia sativa

(69 cm) puhul. Lathyrus vernus'e\ aga ei olnud need suurema pH-ga
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mullal kasvavad taimed kõrgemad. Kahel juhul — Trifolium arvense'X ja
Medicago lupulina'X — jäi mulla pH suurenedes taimede kõrgus samaks.

Korrelatsioon- ja osakorrelatsioonarvutused (tabel 3) näitasid, et tai-
mede kõrgus on seoses mügarate arvuga. Suhteliselt tugevam oli seos

Vicia sativa'X, V. sylvatica'X, Ononis arvensis'eX, О. repens'W, Medicago
lupulina'X ja Lotus coriculatus'eX. Kõnesoleva korrelatsiooni tugevuses eri

perekondade vahel olulisi lahkuminekuid ei esinenud.

Mügarate arvu ja suuruse vahel täheldasime negatiivset korrelatsiooni

neljal taimeliigil: Lathyrus sylvestris'ei, Trifolium arvense'X, Ononis arven-

s/s’el ja Lotus corniculatus'&X. Kirjanduse andmed ütlevad, et mida suure-

mad mõõtmeilt on liblikõieliste juuremügarad, seda vähem neid esineb
(Geltser, 1948).

Liblikõieliste taimede ja mügarate vahelise seose paremaks iseloomus-
tamiseks võeti kasutusele veel mõiste «mügarate maht», mis arvutati tai-

mel esinevate mügarate arvu ja nende suuruse alusel. Tabelist 4 selgub,
et vaatluse all olnud 11 liblikõieliste liigist esines 10 liigil võrdlemisi

tugev seos taime kasvu ja tema juurtel leiduvate mügarate mahu vahel.

Ainult Trifolium arvense'X selline seos puudus. Ka mügarate mahu ja
mulla reaktsiooni vahel täheldasime seost (tabel 4), kusjuures need tuh-
mused olid üldjoontes väga sarnased andmetega, mis saadi liblikõieliste

kõrguse ja mulla reaktsiooni vahelise korrelatsiooni arvutamisel.
Liblikõieliste risosfäärist võetud mullaproovide analüüs näitas, et ena-

mikus ja peaaegu eranditult kasvavad liblikõielised kamar-karbonaatmul-
dadel ja soostunud kamarmuldadel (tabel 2, joonis 3). Seejuures leiti

kõige rohkem ja kõige haruldasemad liigid Laelatu puisniidult Haapsalu
rajoonis (Tetragonolobus siliquosus. Ononis arvensis) ja Viidumäelt Kin-

gissepa rajoonis (Ononis repens, Trifolium alpestre, Astragalus glycyphyl-
lus, Oxytropis pilosa, Onobrychis viciifolia, Lathyrus maritimus, L. niger,
Vicia cassubica).

Mügarbakterid on mulla reaktsiooni suhtes liigiti erinevate nõuetega.
Mõned bakteriliigid võivad taluda võrdlemisi tugevat happelisust (pH
4,9 — ristik, pH 4,7 — vikk, hernes, pH 4,2 — soja, pH 3,2 — lupiin).
Kuid sellise kriitilise happelisuse puhul väheneb mügarbakterite arv mul-

las järsult.
Liblikõieliste 11 liigilt eraldatud mügarbakterid võib suhtumise järgi

mulla reaktsioonisse jaotada kahte rühma (joonis 4). Esimese rühma

moodustaksid need bakterid, mis kasvavad laias pH piirkonnas. Vicia syl-
vatica juurtel leiti mügaraid mullast, mille pH Ka oli 4,6—7,1, Lotus corni-

culatus'eX 4,7—7,0, Vicia sativa'X 5,1 —7,0, Lathyrus vernus'eX 5,7—6,9,
L. sylvestris'ei 5,8—7,0, Trifolium repens'XX 5,9—7,0 ja T. arvense'X 6,0—7,0.
Teise rühma kuuluksid kitsas pH piirkonnas kasvavad mügarbakterid, mida
leiti Ononis repens'XX pHKC i 6,8—7,2, О. arvensis'eX pHKC i 6,8—7,3, Anthyl-
lis vulneraria'X pHKC[ 7,0—7,4 ja Medicago lupulina'X pH KCI 6,9 —7,3 puhul.
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Juuremügarate morfoloogiliste tunnuste ja mulla agrokeemiliste omaduste korrelatsioon
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Hõrgus(cm)

Joonis 4. Taimede kõrguse sõltuvus mulla reaktsioonist. 1 — Ononis repens, 2 — Ononis

arvensis, 3 — Medicago lupulina, 4 — Trifolium repens, 5 — Trifolium arvense, 6 —

Vicia sylvatica, 7 — Vicia sativa, 8 — Anthyllis vulneraria, 9 — Lotus corniculatus,
10 — Lathyrus sylvestris, 11 — Lathyrus vernus.

Siit ilmneb, et mulla pH suhtes kõige tundlikumad on Medicago, Ononis'e

ja Anthyllis'o. liigil ning kõige resistentsemad Vicia, Trifolium'i, Lathyrus'e
ja liigil arenevad mügarbakterid.

Jenseni (1943 — tsit. Pochon ja de Barjac, 1960) andmetel on mullas
elunevad mügarbakterid sümbioosis peremeestaimega elunevatest mügar-
bakteritest madala pH suhtes tundlikumad.

Kuigi mügarbakterid võivad areneda ja moodustada mügaraid küllaltki
madalate pH väärtuste puhul, ei tähenda see veel, et nad neis tingimus-
tes on võimelised siduma õhulämmastikku. Vastupidi, on teada, et happe-
Hstes muldades ei ole mügarbakterid võimelised siduma molekulaarset
lämmastikku või seovad seda väga vähesel määral. Nii leidis Virtanen

(1928), et ristiku ja herne mügarbakterid kasvavad mullas küll pH 4,0
korral, kuid nad ei seo õhulämmastikku, kui pH < 5,0. Jenseni (1948)
andmetel võib ristik siduda molekulaarset lämmastikku mullas, mille pH
on 4,2—4,5, kuid väiksema intensiivsusega kui pH 6,8—7,3 puhul.
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Arvukad uurimused (Fjodorov ja Podjapolskaja, 1950; Rassel, 1955;
Petrosjan, 1959) näitavad, et peale sobiva mullareaktsiooni on mügarbak-
terite kasvuks ja lämmastiku sidumiseks vaja, et mullas leiduks küllalda-
selt fosforit ning kaaliumi. Oluline on nende toiteelementide omavaheline
suhe. Kõige sobivamaks peetakse K2O ja P 2O 5 suhet mullas 1 : 1,72 (Gelt-
ser, 1948).

Käesolevas töös analüüsitud 69 mullaproovist oli K2O ja P 2O5 suhe
ainult kahes proovis (Lathyrus risosfäärist Rakvere rajoonist
ja Melilotus albus'e risosfäärist Kingissepa rajoonist) lähedane F. Gelt-
seri poolt soovitatule. Teiste liblikõieliste puhul oli difosforpentoksiidi- ja
kaaliumoksiidisisaldus mullas väga erinev, kusjuures suurema sisaldu-

sega kaasnes enamasti suurem juuremügarate arv. Seda kinnitab ka meie
andmete statistiline analüüs (tabel 4).

Järelikult avaldavad kaaliumi- ja fosforiühendid mullas soodsat mõju
mi mügarbakterite kui liblikõieliste kasvule ning arenemisele (viimastel
kõrvaljuurte hulk suureneb).

Kokkuvõte

Käesolevas peatükis esitatud materjalid sisaldavad eelkõige andmeid
mügarate esinemise ja morfoloogia kohta liblikõieliste juurtel, kusjuures
need langevad põhiliselt ühte varem kirjanduses leiduvate andmetega. Kat-
setulemuste väljaarvutamine aga võimaldas näidata seoseid ühelt poolttaimede kõrguse, mügarate arvu, suuruse ja mahu ning teiselt poolt
mulla agrokeemiliste omaduste vahel, mille kohta seni ilmunud kirjandu-
ses on võrdlemisi vähe andmeid. Samuti püstitati uusi oletusi põhjuste
kohta, millele allub mügarate_ morfoloogia peremeestaimede juurtel.

Saadud tulemuste najal võib väita, et mügaraid esineb kõigil uuritud
liblikõielistel ning nad erinevad üksteisest kuju, suuruse ja arvu poolest.Erinevused on tingitud ühelt poolt liblikõieliste perekonnast ja liigist, tei-
selt poolt mullaerimist, mulla reaktsioonist ning kergesti lahustuvast
difosforpentoksiidist ja kaaliumoksiidist. Spetsiaalsete võtete kasutamine
katseandmete läbitöötamisel võimaldas kindlaks teha mõningaid üldisi
tendentse, mis lubavad järeldada, et peremeestaimede kasv oleneb juure-
mügarate arvust nende juurestikul, kusjuures mügarate arv omakorda on
korrelatsioonis mulla reaktsiooniga ning difosforpentoksiidi- ja kaalium-
oksiidisisaldusega mullas.

Mügarbakterid on liigiti mulla reaktsiooni suhtes erinevate nõuetega.
Kõige rohkem mügaraid moodustub neutraalse kuni leeleka reaktsiooniga
(pHKci 6,8—7,2)_ lubjarikastes muldades. Happelistes muldades ei ole
mügarbakterid võimelised siduma molekulaarset lämmastikku või seovad
seda väga vähesel määral. Viimane asjaolu on küllalt suure praktilise
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tähtsusega, eriti kui silmas pidada nitragiini kasutamist meie põldudel.
Teatavasti pööratakse mulla omadustele väga vähe tähelepanu. Nitragiini
kasutamine võib kõne alla tulla ainult neil põllumuldadel, mille agrofoon
(muldade kultuuristatuse aste, nende harimis- ja väetamistase, toitainete

sisaldus) on sobiv mügarbakterite elutegevuseks. Põhiliseks meetodiks

mügarbakteritele sobivate elutingimuste loomisel on muldade lupjamine,
mida kasutatakse mulla happesuse vähendamiseks.

Peale muldade lupjamise on tarvis, et mullas oleks loodud ka opti-
maalne süsiniku-, fosfori- ja kaaliumiühendite foon. Seepärast on vaja
kõrvuti muldade lupjamisega mulda viia kaalium- ja fosforväetisi ning
isegi vähesel määral mineraalseid lämmastikväetisi. Sest nagu juba ees-

pool märgitud, evivad mügarbakterid sümbioosis liblikõielistega kõige
suuremat õhulämmastiku sidumise võimet just väikeste lämmastikukoguste
manulusel (15—20 kg/ha) (Kalninš, 1963, 1965; Fjodorov ja Laslo, 1956;
Dorossinski jt., 1960; Sevtšuk, 1962; Lange ja Parker, 1960; Bjälfve,
1963).

Oleme seisukohal, et nitragiini kasutamisel saadav negatiivne või väga
väike positiivne efekt on tingitud eeskätt mittesobivatest mulla omadus-

test, mitte aga nitragiini madalast efektiivsusest.

2. MÜGARBAKTERITE MORFOLOOGILISED, FÜSIOLOOGI-
LISED JA BIOKEEMILISED OMADUSED

Rhizobium'i liigilist klassifikatsiooni on käsitletud peamiselt ökoloogi-
lise omaduse põhjal — võime järgi moodustada mügaraid teatud liblik-
õieliste juurtel (Krassilnikov, 1949; Bergey, 1957). Vähe tähelepanu on

pööratud nende bakterite morfoloogilistele, füsioloogilistele ja biokeemi-
listele omadustele.

Mitmetes viimastel aastatel ilmunud töödes (Allen, Baldwin, 1954; Jen-

sen; 1958; Smith, 1958; Manil, 1963; Graham, 1964) ei peeta Rhizobium'i
liikide määramist ainult ökoloogiliste omaduste põhjal õigeks ja ei soovi-

tata sellele kriteeriumile tuginevat nomenklatuuri enam jätkata. Vastasel
korral ei saaks mügaraid mittemoodustavaid bakteritüvesid arvata Rhizo-
bium'i hulka, kuigi neil on kõik vastavad morfoloogilised, füsioloogilised
ja biokeemilised tunnused. Sellisteks bakteriteks võivad olla avirulentsed
Rhizobium'i tüved. Samuti peab arvestama, et mügarbakterid ei asusta

ainult mügaraid liblikõieliste juurtel, vaid neid eluneb mullas ka vabalt.
Arvatakse isegi, et liblikõieliste taimede asustamine Rhizobium'i poolt on

mittespetsiifiline (Rippel-Baldes, 1952; Jakob, 1953).
Seepärast tuleb pidada ökoloogilistest omadustest palju olulisemateks

ja määravamateks mikroorganismide morfoloogilisi, füsioloogilisi ning
biokeemilisi tunnuseid.
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Käesolevas peatükis käsitletud uurimiste eesmärk oli välja selgitada,
missugused morfoloogilised, füsioloogilised ja biokeemilised omadused olid
meie poolt isoleeritud mügarbakterite tüvedel (Pärsim, 1966, 1967) ning
missuguste Rhizobiutrii liikide hulka nad paigutada olemasolevate klassi-
fikatsioonide järgi.

Metoodika

Uurimiseks kasutati 38 Rhizobiutrii tüve, millest 33 eraldati autori

poolt (Pärsim, 1966, 1967) Eesti NSV eri rajoonides kasvavatelt liblikõie-
listel! (15 perekonda 33 liiki). Lisaks neile kasutati Genista, Ornithopus'e,
Trigonella, Lens'i ja Soja mügaratest eraldatud Rhizobiutrii puhaskul-
tuure, mis saadi Üleliidulisest Põllumajandusliku Mikrobioloogia Teadus-
liku Uurimise Instituudist N. M. Lazareva kogust. Töös kasutatud tüved
esindasid kõiki Bergey (1957) ja Krassilnikovi (1949) määrajates toodud
Rhizobiutrii liike (exl. Rh. pschati). Tüvesid, mille liigilise kuuluvuse kohta
neis määrajates andmed puudusid, nimetati vastavate peremeestaimede
järgi, millelt nad eraldati.

Rhizobiutrii tüved isoleeriti täiskasvanud taimede tervetest juuremüga-
ratest Alleni (1953) metoodika järgi.

Petri tassid võeti 5 korduses.

Söötmena_ kasutati EBI-s V. lohveri poolt kasutusele võetud järgmise
koostisega põhisöödet (MBP): 0,5 g K 2HPO

4,
1000 ml destilleeritud H 2O,

0,2 g MgSO 4 , 0,1 g NaCl ja 0,2 CaCl 2 .
Mikroelementide segu Fjodo-

rovi (1951) järgi oli järgmine: 1 ml FeCl 3 (jäljed), 5,0 g manniiti,
30 ml pärmivett ja 15,0 g agar-agarit. Kõrvalise mikrofloora kasvu alla-
surumiseks lisati 10 ml 0,25%-list kongo punase lahust.

Kirjandusest on teada, et lupiin kasvab paremini söötmel, kus man-

nid yoi glükoos on asendatud türosiiniga. Seepärast osa tüvesid, mille
liigilise kuuluvuse kohta andmed puudusid, kasvatati paralleelselt põhi-
söötmel manniidiga ja põhisöötmel türosiiniga. Tassid külvimaterjaliga
hoiti termostaadis 2 nädalat 28° C temperatuuris. Kahenädalane inkubat-
siooniaeg valiti sellepärast, et mõnede liblikõieliste mügaratest eraldatud
Rhizobiutrii tüvede kohta ei olnud teada, kas on tegemist kiiresti või aeg-
laselt kasvavate mügarbakterikultuuridega.

Eraldatud kultuuride puhtust Agrobacterium radiobacter'i ja A. tume-
faciens'i suhtes kontrolliti nende kasvatamisega söötmetel x3 (10 g pep-
tooni, 2 g Na 2HPO 4 , 0,5 g MgSO 4,

0,005 g FeCl 3, 0,1 g CaCl3, 0,1 g
KH 2PO

4 , 15 g agar-agarit, 1000 ml destil. vett) ja LPA (1000 ml lihavett,
10 g peptooni, 5 g NaCl, 15 g agar-agarit). Kasvu puudumine nimetatud
söötmetel oli puhtuse kriteeriumiks.

Eraldatud kultuure kontrolliti veel nende valikulise reinokuleerimisega
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vastavatele peremeestaimedele, mida kasvatati laboratooriumis kunstliku

valguse käes B—l 2 nädalat kuni mügarate moodustumiseni.

Sellisel viisil kontrollitud Rhizobium'i puhaskultuuridest moodustati

muuseum. Säilitussöötme koostis oli järgmine: 800 ml aq. font., 200 ml

mullaekstrakti ja 30 ml pärmivett. Järgnevalt kuumutati segu 100° C tem-

peratuurini ja viidi pH 7,4-ni. Sööde filtreerita lisati 10 g manniiti ja
15 g agar-agarit ning steriliseeriti autoklaavis rohul 50 kN/m 2 30 minutit.

Eraldatud mügarbakteri kultuuride kolooniate morfoloogilisi omadusi

(suurus, kuju, läbipaistvus, värvus) uuriti oa-agaril (100 ml oatõmmist,
10 g sahharoosi, 1 g K 2

HPO4 , 0,3 g MgSO4,
15 g agar-agarit), MBP-1 ja

MBP-1 kongo punasega, sest sageli on koloonia iseloomul diagnostiline
tähtsus mikroobide liigi määramisel.

Kõik eraldatud puhaskultuurid värviti Grami meetodil. Peale seda vaa-

deldi neid mikroskoobi all.

Mügarbakterite rakkude suurust ja rakkude külge kinnituvate viburite

asetust uuriti faasi-kontrastmeetodil valgusmikroskoobiga МБР-3 ja elekt-

ronmikroskoobiga ЭМ-7.

Preparaadid mikroskoopilisteks uurimisteks faasi-kontrastmeetodil val-

mistati Rhizobium'i puhaskultuuride suspensioonist, mille kontsentratsioon

ei ületanud 1 miljonit bakterirakku 1 liitris.

Elektronmikroskoopilisteks uurimisteks valmistati preparaadid Krissi,
Eirjuzova ja Zolkoveri (1948) poolt soovitatud tilkdialüüsimeetodil.

Mügarbakterite tüvede proteolüütilise ja redutseerimisvõime määrami-

seks kasutati põhisöödet želatiiniga ja lakmuspiima. Želatiini veeldamist

Rhizobium'i tüvede poolt uuriti MBP-1, kuid ilma agar-agarita. Viimase

asemel lisati 100 g želatiini 1 liitri söötme kohta.
Saadud segu jäeti seisma mõneks tunniks, et želatiin punduks, ja siis

kuumutati kuni želatiini täieliku lahustumiseni. Seejärel steriliseeriti auto-
klaavis 30 minutit rõhul 50 kN/m 2

. Kirjanduse andmetel želatiini autoklaa-
vis steriliseerida ei saa, sest pärast seda ta enkalgenduvat (Utjovski, 1961).
Meil aga kalgendus. Rhizobium'i puhaskultuurid külvati pistega želatiini.
Kultuurid hoiti laboratooriumis 18—20° C temperatuuris. Vaatlusi tehti 10

nädala jooksul: kahel esimesel nädalal iga 3 päeva, hiljem 5 ja 7 päeva
järel, mil registreeriti muutused kultuuride kasvu iseloomus.

Mügarbakterite võimet muuta keskkonna reaktsiooni uuriti lakmuspiimas.
Kultuurid hoiti termostaadis 28° C temperatuuris 8 nädalat. Vaatlusi tehti
kahel esimesel nädalal iga 3 päeva, hiljem 5 kuni 7 päeva järel. Vaatlustel

jälgiti muutusi keskkonna reaktsioonis lakmuse värvusastme alusel.
Rhizobium'i tüvede fermenteerimisvõimet süsivesikute suhtes uuriti 10

süsivesikul: 3 monosahhariidil (arabinoos, glükoos, galaktoos), 3 disahha-
riidil (sahharoos, laktoos, maltoos) ja 4 mitmealuselisel alkoholil (manni-
tool, sorbitool, inositool, dultsitool).

Uurimised toimusid nii tardsöötmel (I seeria) kui ka vedelsöötmel
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(II seeria). Söötmena kasutati EBI põhisöödet MBP. Süsivesikuid lisati

põhisöötmele arvestusega, et iga söötmevariant sisaldaks uuritavat süsini-
kuühendit 0,05 mooli liitri kohta.

I katseseerias uuriti mügarbakteritest tingitud muutusi ja nende muu-

tuste seaduspärasusi 8 nädala jooksul. Selleks lisati eespool loetletud
söötmevariantidele 1 liitri söötme kohta 15 g agar-agarit ja 10 ml 0,5%-
list broomtümoolsinise piirituslahust. Saadud «keskkond» võeti neljas kor-
duses ä 10 ml katseklaasidesse ja steriliseeriti autoklaavis 30 minutit
rõhul 50 kN/m 2 . Kolme- (kiiresti kasvavad) ja viiepäevased (aeglaselt
kasvavad) Rhizobiutn'i puhaskultuurid külvati katseklaasidesse kaldaga-
rile. Kultuure hoiti termostaadis 28° C temperatuuris. Vaatlused toimusid
kahel esimesel nädalal iga 2 päeva, hiljem 3 ja 5 päeva järel. Muutused
keskkonna reaktsioonis registreeriti indikaatori värvusastme alusel 9-pal-
lilises süsteemis.

II katseseeria eesmärk oli mõõta süsivesikute fermentatsioonil tekki-
nud happe hulka. Söötmevariandid (indikaatorita ja agar-agarita) ä 50
ml asetati Erlenmeyeri kolbidesse (korduste arv kolm) ja steriliseeriti
autoklaavis 30 minutit rõhul 50 kN/m2 . Seejärel külvati igasse kolbi 1 ml
RhizobiurrTx puhaskultuuri. Et kõik kolvid sisaldaksid võimalikult ühepalju
bakterirakke, selleks kasvatati bakterite omakultuurid ja vahetult enne
infitseerimist määrati neis nefelomeetri ning Gorjajevi kambri varal bak-
terite tiiter. Kolvid kultuuridega asetati kaheks nädalaks termostaati, kus
temperatuuri hoiti 28°C. Seejärel määrati tekkinud hapete hulk potentsio-
meetrilisel tiitrimisel 0,01 n NaOEI-lahusega.

Kontrollina kasutati kummaski katseseerias niisamuti kolmes või nel-
jas korduses vastavaid infitseerimata söötmevariante.

Katsetulemused töötati statistiliselt läbi ja tehti dispersioonanalüüs,
kusjuures keskmistevahelisi erinevusi võrreldi Duncani testiga (Weber
1961).

Uurimistulemused

Mügarbakterite kasv erinevatel söötmetel, želatiinis ja lakmuspiimas

Eraldatud mikroobide kultuuri klassifitseerimiseks ja identifitseerimi-
seks ning nende puhtuse kontrollimiseks on vaja baktereid üksikasjaliselt
uurida. Mikroobi iseloomustavad kõige paremini morfoloogilised, füsioloo-
gilised ja biokeemilised näitajad, mis võimaldavad teha järeldusi tema
omaduste ja arenguastme kohta.

Uurimistulemused vaatluse all olnud mügarbakteri tüvede morfoloogi-liste ja füsioloogiliste omaduste kohta on esitatud tabelites 5—12 ja joo-
nistel s—ll.

Kultuurid, mis olid isoleeritud ühe taimeperekonna liikidelt, varieeru-
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sid tunnustelt vähe ja nende üldine sarnasus ei võimaldanud neid rühmi-
tada mitte niivõrd üksikute liikide, kuivõrd perekondade kaupa. Eri tüvede
reaktsioon kasvatamisel söötmetel x 3 ja LPA on toodud tabelites 5 ja 6.

Neid söötmeid kasutati esialgseks puhtuse kontrolliks, et välja selgitada
võimalikku saastumist teiste mikroorganismidega, sest on teada, et Rhizo-
bium, välja arvatud Rh. meliloti, ei kasva LPA-1 üldse või kasvab nõrgalt
mõnes kohas, samal ajal kui Agrobacterium radiobacter kasvab jõuliselt
kogu söötmel.

Nagu tabelist 5 nähtub, andsid LPA-1 kasvu 38 uuritud bakteritüvest
ainult 11 tüve, kusjuures viimastest 6 kuulusid Rhizobium meliloti hulka.

Iga nimetatud bakteritüvi moodustas LPA-1 4. —5. päeval pärast inkubat-
siooni ümmargusi alt laienevaid hallikasvalge limase konsistentsiga koloo-
niaid. Kolooniate suurus kõikus 2—4 mm vahel. Ülejäänud 5 tüvest kuulus
üks Rh. leguminosarutrii ja üks Rh. trifolii hulka ning üks tüvi oli eralda-

tud Astragalus danicus'eit ja üks tüvi Ononis repens'iit. Nende kahe vii-

mase tüve arvamise kohta Rhizobium'x liigiks andmed puuduvad.
Tüved, mis olid eraldatud Vicia sylvatica'it, Lathyrus sylvestris'eit ja

7'rifolium hybridiutri ilt, andsid söötmel väikesed poolläbipaistvad hallikas-

valged ümmargused kolooniad. Algul peeti neid erinevusi üksikuteks

juhuslikeks kõrvalekaldumisteks, hiljem aga, kui need andmed kõrvutati

mullaproovide analüüsi tulemustega, tuli ilmsiks huvitav seaduspärasus.
Kõik need tüved olid isoleeritud taimedelt, mis kasvasid leeleka reakt-

siooniga muldadel (pHKC i mitte alla 7,0). Selle seose kontrollimiseks tehti
lisakatse Vicia sylvatica'it ja Lathyrus sylvestris'eit eraldatud tüvedega,
mis saadi muldadelt, mille pHKCI oli 4,6 ja 5,8. Nende tüvede korral aga
kasv puudus. Seega võib järeldada, et on olemas mingi seos mulla reakt-
siooni ja kolooniate kasvu vahel söötmetel LPA ning x3.

Ononis repens'i\t isoleeritud tüvi andis hallikasvalged poolläbipaistvad
limase konsistensiga kolooniad. Samasugused kolooniad moodustas ka

Astragalus danicus'e\t eraldatud tüvi, erinedes eelmisest vaid nõrgema
•kasvuintensiivsuse poolest. Üldjoontes oli nende 2 tüve kasvu iseloom väga
sarnane Rh. meliloti hulka kuuluvate tüvede kasvuga, erinedes viimastest

ainult kolooniate mõõtmetelt (väiksemad). Siit võib teha esialgse oletuse
nende 2 tüve kuuluvuse kohta Rh. meliloti hulka.

Analoogilised tulemused saadi ka RhizobiumA tüvede kasvatamisel
x3-l (tabel 6), ainult selle vahega, et sellel söötmel moodustas kolooniaid
ka Vicia sepium'Wi eraldatud tüvi (pHKCI 7,1).

Täiendavat informatsiooni üksikute tüvede poolt moodustatud koloo-
niate kasvu iseloomu kohta võimaldab saada pallisüsteem. Hinne «0»
tädiendab tüve mittekasvamist antud söötmel, hinne «1» — koloonia väga
nõrka kasvu, hinne «2» — koloonia nõrka kasvu, hinne «3» — koloonia
keskmist kasvu, hinne «4» — koloonia mõõdukat kasvu.

Pallide võrdlemisel ilmneb, et kõige parema kolooniate kasvu (kasvu
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intensiivsus 4 palli) andsid LPA-1 Medicago sativa'W., M. lupulina'M ja
Trigonella'Vt eraldatud tüved ning x3-l M. lupulina'it, Melilotus albus'elt
ja M. dentatus'e\t isoleeritud tüved. Väga nõrga kolooniate kasvu (kasvu
intensiivsus pall 1) andsid Vicia sylvatica'Xt, V. sepium'ilt, Lathyrus syl-
vestris'eh ja Trifolium hybridium'itt. eraldatud tüved. Nõrga kuni keskmise
kolooniate kasvu (kasvu intensiivsus 2 ja 3 palli) andsid LPA-1 Med.

falcata'it, Mel. albus'e\t, Mel. dentatus'eM, Astragalus danicus'ett ja Ono-
nis repens'iit eraldatud tüved, x 3-l aga Med. falcata, Med. sativa, Trigo-
nella, Astragalus danicus'e ja Ononis repens'i tüved. Ülejäänud tüvede
korral oli kasvu intensiivsus 0 palli, s. t. kasv puudus täielikult.

Bakterite arengutsükli uurimiseks värviti ühe, kahe ja nelja päeva
vanuseid kultuure Grami meetodil. See näitas, et kõik uuritavad bakteri-
tüved olid gramnegatiivsed, ühtlaselt värvuvad pulgakesed. Need uuri-
mised olid vajalikud veel elektronmikroskoopiliste preparaatide valmista-
misel. Et meid huvitas bakterirakkude viburite asetus, siis oli vaja, et pre-
paraat sisaldaks võimalikult rohkem liikuvaid bakterirakke.

Erivanuste mügarbakterikultuuride vaatlustes tulid ilmsiks suured eri-
nevused rakkude morfoloogias sõltuvalt nende arenguastmest. Noored,
24-tunnised bakterid olid hästi liikuvad ja ühtlaselt värvunud homogeense
protoplasmaga pulgakesed. Kahe päeva vanuste kultuuride puhul moodus-
tasid enamuse vakuoliseerunud, liikumisvõime kaotanud rakud, kuigi võis
leida ka mõningaid ühtlaselt värvuvaid rakke. Seega hakkavad bakterira-
kud üle minema «vöötatud» pulgakeste staadiumi. Nelja päeva vanused
mügarbakterikultuurid on vakuoliseerunud ja granuleerunud pulgakesed,
mis on kaotanud täielikult liikumisvõime. Leidub ka väikesi kokkoidseid
vorme. Kogu populatsiooni arengutsükkel on jõudnud nn. «vöötatud» staa-
diumi. See vormide varieeruvus on kooskõlas varajasemate uurimisandme-
tega selle kohta, et mügarbakterid näitavad üles pleomorfismi vastavalt
elutsüklile (Thornton, Gangulee, 1926; Lewis, 1938; Bisset, 1952; Fjodo-
rov, 1952; Stapp, Knösel, 1956).

Eeltoodu alusel võib järeldada, et elektronmikroskoopilisteks uurimis-
teks on kõige sobivamad 24 tunni vanused mügarbakterikultuurid.

Elektronmikroskoopiliste uurimiste tulemused rakkude suuruse ja vibu-
rite asetuse kohta on toodud tabelis 7 ja joonistel s—lo.

Nagu tabelist 7 ning joonistelt 5 ja 6 selgub, on kõige suuremad rakud
(läbimõõt 0,7—0,9 pm ja pikkus 2,5—3,5 pm) Lathyrus'eit, Vicia'lt, Trifo-
lium lit, Medicago'\t, Melilotus'o\i ja Onobrychis'eW. eraldatud kultuuridel.
Viburid on kinnitunud rakkude külge peritrihhaalselt, s. t. asetsevad kogu
raku pinnal.

Teise rühma moodustasid Ph. vulgaris'eit, On. repens'iW., Astragalus
danicus'eit, Oxytropis pilosa'\t, Ornithopus sativa'\i, Lupinus luteus'oM,
Genista'it ja So/a'lt eraldatud keskmise suurusega (läbimõõt 0,5 —0,8 pm
ja pikkus 1,5—2,5 pm) bakterirakud. Kuuelt viimaselt taimeliigilt isolee-
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Tabel 5

Rhizobium’i tüvede kasvu iseloom X3-l

Kasvu
inten-
siivsus

RhizobiunTi tüvi

liblikõieliste järgi
Kolooniate iseloom

1 2 3

1. Vicia sylvatica

2. Vicia sativa

3. Vicia cracca

4. Vicia sepium

5. Vicia faba
6. Vicia cassubica

7. Lathyrus vernus

8. Lathyrus niger
9. Lathyrus pisiformis

10. Lathyrus sylvestris

11. Lathyrus palustris
12. Lens culinaris

13. Pisum sativum

14. Trifolium arvense

15. Trifolium alpestre
16. Trifolium spadiceum
17. Trifolium pratense
I'B. Trifolium hybridum

19. Trifolium medium
20. Trifolium fragiferum
21. Phaseolus vulgaris
22. Medicago falcata

23. Medicago sativa

24. Medicago lupulina
25. Melilotus albus

26. Melilotus dentatus

27. Trigonella

28. Onobrychis viciifolia
29. Lotus corniculatus
30. Anthyllis vulneraria
31. Tetragonolobus siliquosus
32. Oxytropis pilosa

1 Väikesed poolläbipaistvad (1 —2 mm)
piimjasvalged kolooniad. Ümmargu-
sed

0 Kasv puudub
0 Sama

1 Väga nõrk kasv. Väikesed läbipaist-
matud, ümmargused kolooniad

0 Kasv puudub
0 Sama
0 Sama
0 Sama
0 Sama
1 Nõrk kasv. Hallikasvalged väikesed

kolooniad (1 —2 mm). Poolläbipaist-
vad

0 Kasv puudub
0 Sama
0 Sama
0 Sama
0 Sama
0 Sama
0 Sama
1 Väga nõrk kasv. Üksikud väikesed

poolläbipaistvad kolooniad
0 Kasv puudub
0 Kasv puudub
0 Sama
3 Keskmine kasv. Kolooniad alt laie-

nevad, piimjasvalged, läbipaistmatud
(1 —3 mm). Pind läikiv ja sile

2 Kasv eelmisest tüvest veidi nõrgem,
muus osas sama

4 Mõõdukas kasv. Ülejäänud sama
4 Sama
4 Sama
2 Nõrk kasv. Kolooniad poolläbipaistvad,

ümmargused, selgesti piiristunud
ringitaolise kontuuriga

0 Kasv puudub
0 Sama
0 Sama
О Sama
О Sama
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Tabel 5 (järg)

1 2 3

33. Astragalus danicus

34. Ononis repens
35. Lupinus luteus

36. Ornithopus sativus
37. Soja hispida
38. Genista

2 Nõrk kasv. Väikesed hallikasvalged
poolläbipaistvad kolooniad

2 Sama
0 Kasv puudub
0 Sama

0 Sama
0 Sama

ritud bakteritüvel oli üks subpolaarne (raku ühte otsa kinnitunud) vibur —

monotrihh (joonised 7,8, 10). Ülejäänud taimeliikide mügarbakteritel olid
viburid peritrihhaalsed.

Kõige väiksemad bakterirakud (läbimõõt 0,3—0,6 pm ja pikkus 1,0—

1,5 pm) olid eraldatud Lotus corniculatus'e, Anthyllis vulneraria ja Tet-
ragonolobus siliquosus'e juuremügaratest. Ka nendel bakteritel asetsesid
viburid kogu raku pinna ulatuses (peritrihhid).

Eeltoodust selgub huvitav asjaolu, et kõigil aeglaselt kasvavatel tüve-
del on üks vibur, mis on raku külge kinnitunud subpolaarselt. Tähendab
kõik aeglaselt kasvavad bakteritüved on monotrihhid, vastandina kiiresti
kasvavatele tüvedele, mille viburid on kinnitunud kogu raku pinnale.

Selle põhjal võib omakorda tõenäoliseks pidada, et viburite asetus on

üks kriteeriume, mille alusel võib eraldada aeglaselt kasvavaid tüvesid
kiiresti kasvavatest.

Ühelt poolt on meie tulemused kinnitust leidnud Bergey (1957), Löh-
nise ja Hanseni (1921) ning Ley ja de Rasseli (1965) töödes, teiselt poolt
on aga vastuolus Melkumova (1957) tulemustega. Melkumova andmetel
on lutsernilt eraldatud mügarbakteri rakkudel ainult üks subpolaarselt
kinnitunud vibur. Seega loeb ta lutserni juuremügaratest eraldatud tüved
monotrihhide hulka. Esialgu ei ole aga need tulemused teiste autorite

poolt kinnitust leidnud ja neid tuleb pidada vähe põhjendatuks.
Uuritavate Rhizobiutrix tüvede kolooniate kuju, värvuse ja suuruse

kõrval fikseeriti ka nende moodustumise kiirus ning kasvu intensiivsus
MBP-1, MBP-1 kongo punasega ja oa-agaril. Saadud tulemused on esita-
tud tabelites B—lo.8—10.

Kolooniate moodustumise kiiruse järgi kunstlikel söötmetel jaotati uuri-
tavad mügarbakterite tüved kahte rühma: kiiresti ja aeglaselt kasvavad.
Aeglaselt kasvavateks osutusid Ornithopus sativus'e, Lupinus luteus'e,
Soja ja Genista juuremügaratest isoleeritud tüved. Ülejäänud 34 tüve kuu-
lusid kiiresti kasvavate hulka, kuid ka siin täheldati teatud erinevusi. Nii
andsid Rh. trifolii hulka kuuluvad tüved ning Tetragonolobus'eXi ja Anthyl-
UsWi eraldatud kultuurid lühikese ajaga (3 —4 päeva jooksul) kolooniaid.



Joonis 5. Trifolium arvense'\t eraldatud mügarbakter. Suurendus 35 300 korda.





Joonis 6. Vicia sepium'Wt eraldatud mügarbakter. Suurendus 49 300 korda.
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Joonis 7. Lupinus luteus'ett eraldatud mügarbakter. Suurendus 42 000 korda
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Joonis 8. Genista'\i eraldatud mügarbakter. Suurendus 44 700 korda.
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Joonis 9. Ononis repens'iU eraldatud mügarbakter. Suurendus 36 000 korda.
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Joonis 10. Soja hispida'M eraldatud mügarbakter. Suurendus 44 700 korda.
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Tabel 7
Rhizobium’i tüvede morfoloogiline iseloomustus

Teised tüved aga moodustasid limase konsistensiga kolooniad enamasti

s—B5—8 päeva möödudes. Andmed kolooniate moodustamise kiiruse kohta
Vicia sylvatica'Xt, V. cassubica'lt, Lathyrus vernus'eit, L. niger'iit, L. pisi-
formis'eil, Trifolium spadiceutritti, T. alpestre'W Melilotus dentatus'eW
Tetragonolobus siliquosus'eit, Ononis repens'iit, Oxytropis pilosaAt ja
Astragalus danicus'e\t eraldatud tüvedest kirjanduses puuduvad ning
tuuakse esmakordselt käesolevas töös.

Tabelites B—lo toodud andmetest ilmneb, et eri liblikõieliste liikidelt
eraldatud tüvedest saadud kolooniate iseloomus olulisi erinevusi ei tähel-
datud. Nii andsid kõik perekonna Trifolium'i eri liikidelt eraldatud tüved

(7) peaaegu ühesuguseid väikesi kompaktseid poolläbipaistvaid ümmar-
gusi kolooniaid oa-agaril, MBP-1 ja kongo punasega MBP-1. Söötmete-
vahelised erinevused kolooniate suuruses ja kasvukiiruses tulid eriti hästi
ilmsiks MBP-1 kongo punasega. Sellel söötmel kasvanud kolooniad olid
MBP-1 ja oa-agaril kasvanud kolooniatest suhteliselt palju suuremad. Ka
kasvukiiruses oli vahe. Kui tassides MBP-1 kongo punasega olid koloo-
niad juba 3. päeval pärast külvi hästi selgesti nähtavad, siis MBP-1 ja oa-

agaril hakkasid nad alles ilmuma ning saavutasid samasuguse arengu-
astme alles 5.—7. päeval.

Rhizobium'i tüvi

Rakl
läbimõõt

mikrom
1

mde

pikkus
eetrites

Viburite
asetus

1. Vicia sepium 0,7—0,9 2,5—3,5 Peritrihh
2. Vicia faba 0,7—0,9 2,5—3,5
3. Lathyrus vernus 0,7—0,9 2,5—3,5
4. Pisum sativum 0,7—0,9 2,5—3,5
5. Trifolium arvense 0,7—0,9 2,5—3,5
6. Trifolium hybridum 0,7—0,9 2,5—3,5
7. Phaseolus vulgaris 0,5—0,8 1,5—2,5
8. Medicago sativa 0,7—0,9 2,5—3,5
9. Melilotus albus 0,7—0,9 2,5—3,5

10. Onobrychis viciifolia 0,7—0,9 2,5—3,5
fl. Lotus corniculatus 0,3—0,6 1,0—1,5
12. Anthyllis vulneraria 0,3—0,6 1,0—1,5
13. Tetragonolobus siliquosus 0,3—0,6 1,0—1,5
14. Oxytropis pilosa 0,5—0,8 Г,5—2,5
15. Astragalus danicus 0,5—0,8 Г,5—2,5
16. Ononis repens 0,5—0,8 Г,5—2,5
17. Lupinus luteus 0,5—0,8 Г,5—2,5 Monotrihh

18. Soja hispida 0,5—0,8 Г,5—2,5
19. Genista 0,5—0,8 Г,5—2,5 •4
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Tabel 8

Rhizobium’i tüvede kasvu iseloom MBP-1

Kasvu
inten-

siivsus

Rhizobium'i tüved

liblikõieliste järgi
Kolooniate

iseloomustus

2 I1 3

1. Vicia sylvatica

2. Vicia sativa

3. Vicia cracca

4. Vicia sepium
5. Vicia faba

6. Vicia cassubica

7. Lathyrus vernus

8. Lathyrus tiiger
9. Lathyrus pisiformis

10. Lathyrus sylvestris
11. Lathyrus palustris

12. Lens culinaris
13. Pisum sativum

14. Trifolium arvense

15. Trifolium alpestre
16. Trifolium spadiceum
17. Trifolium pratense
18. Trifolium hybridum
19. Trifolium medium

20. Trifolium fragiferum

21. Phaseolus vulgaris

22. Medico.go falcata
23. Medicago sativa
24. Medicago lupulina
25. Melilotus albus

4 Kompaktne, ümmargune, selgepiirilise
ringitaolise kontuuriga. Pind sile.

Hallikasvalge. 0 2,0 —4,0 mm

4 Sama. 0 2,0—5,0 mm

3 Sama. 0 2,0 —4,0 mm

4 Sama.
4 Homogeenne, poolläbipaistev, hallikas-

valge. Pind läikiv. 0 2,0—2,6 mm

3 Sama. 0 2,0 —4,0 mm

4 Ühtlane, ümmargune, selgestipiiristu-
nud ringitaolise kontuuriga. Pind

läikiv. Piimjasvalge. 0 2,0—5,0 mm

3 Sama
3 Sama. 0 2,0—4,0 mm

4 Sama
4 Ümmargune. Pind kumer, läikiv. Pool-

läbipaistev, hallikasvalge.
0 2,0—5,0 mm

3 Sama. 0 2,0—4,0 mm

4 Üksikud suured kolooniad.

0 4,0—8,0 mm

3 Homogeenne, ümmargune, ühtlaste
äärtega. Hallikasvalge.
0 1,0—3,5 mm

3 Sama

Sama. 0 2,0—5,0 mm

3 Sama. 0 1,0—3,0 mm

3 Sama
4 Ümmargune, lame. Pind sile, läikiv.

Hallikasvalge. 0 2,0—5,0 mm

2 Kompaktne, kumer, ühtlaste äärtega.
Hallikasvalge. 0 1,5—3,5 mm

3 Ühtlaste äärtega, kumer. Piimjasvalge.
Limase, läikiva pinnaga.
0 2,0—4,0 mm

3 Hallikasvalge. 0 1,5—4,5 mm

4 Sama

Sama. 0 1,0-—5,0 mm

4 Homogeenne, ümmargune, ühtlaste

äärtega. Poolläbipaistev, hallikas-

valge. Pind sile, kumer.

0 1,5—4,0 mm

3 Sama26. Melilotus dentatus
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Tabel 8 (järg)

1 2 3

27. Trigonella

28. Onobrychis viciifolia
29. Lotus corniculatus

30. Anthyllus vulneraria
31. Tetragonolobus siliquosus
32. Oxytropis pilosa

33. Astragalus danicus

34. Ononis repens

35. Lupinus luteus

36. Ornithopus sativus

37. Soja hispida
38. Genista

3 Kompaktne, ümmargune. Piimjasvalge.
0 1,0—2,5 mm

1 Sama
3 Kompaktne, kuplikujuline, selgete piir-

joontega. Hallikasvalge.
0 2,0—4,0 mm

4 Sama
4 Sama. 0 1,0—5,0 mm

2 Ümmargune, poolläbipaistev, hallikas-
valge. Pind kumer, läikiv.

0 2,0—4,0 mm

4 Homogeenne, poolläbipaistev, hallikas-
valge. Pind niiske, sile.
0 2,0—3,5 mm

3 Ümmargune, poolläbipaistev piimjas-
valge. 0 1,0—3,5 mm

4 Kompaktne, tihke, ümmargune. Piim-
jasvalge. Pind opalestseeruv.
0 1,0—2,5 mm

3 Sama

4 Sama

4 Sama

Vicia, Lathyrus'e, Lens'i ja Pisutrii juuremügaratest isoleeritud tüved
andsid nendel söötmetel samasuguse välimuse ning kujuga kolooniaid,
mis erinesid üksteisest ainult suuruselt. Kui Rh. trifolii tüvede puhul oli
vaid üksikute kolooniate läbimõõt 5—6 mm, siis Rh. leguminosarutrix
tüvede korral oli enamik kolooniaid sellise läbimõõduga või isegi suure-

mad (6 —10 mm).
Rh. meliloti hulka kuuluvad tüved moodustasid söötmetel poolläbipaist-

vaid pealt kumeraid hallikasvalgeid limaseid kolooniaid diameetriga
I—61 —6 mm. Ainult Melilotus dentatus'e\t eraldatud tüvi erines teistest selle

poolest, et andis oa-agaril piimjasvalgeid kolooniaid.
Kõik aeglaselt kasvavad tüved andsid väikesi (läbimõõt 0,8—2,0 mm)

ümmargusi poolläbipaistvaid kolooniaid. Need kolooniad olid väga tihke
konsistensiga ja hästi kleepuvad, mistõttu neid oli külvinõelaga söötme

pinnalt väga raske eemaldada. Värvuselt olid nad piimjasvalged, hästi
läikiva, opalestseeruva pinnaga. Eriti selgesti ilmnes see kolooniate kas-
vamisel katseklaasis längagaril.

Ülejäänud tüvedest andsid enam-vähem sarnase pildi kolooniate kasvu
iseloomus Lotus corniculatus'eit, Anthyllis vulneraria'\t ja Tetragonolobus
sihquosus'eit eraldatud kultuurid. Kõigi nende kolme tüve korral moodus-
tusid ümmargused poolläbipaistvad hästi selgesti piiristunud ringitaoliste
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Tabel 9

Rhizobium’i tüvede kasvu iseloom MBP-1 kongo punasega

Kasvu
inten-
siivsus

Rhizobiutrii tüved
liblikõieliste järgi

Kolooniate iseloomustus

1 2 3

1. Vicia sylvatica

2. Vicia sativa

3. Vicia craeca

4. Vicia sepium
5. Vicia faba

6. Vicia cassubica

7. Lathyrus vernus

8. Lathyrus niger
9. Lathyrus pisiformis

10. Lathyrus sylvestris
11. Lathyrus palustris
12. Lens culinaris

13. Pisum sativum

14. Trifolium arvense

15. Trifolium alpestre
16. Trifolium spadiceum

17. Trifolium pratense

18. Trifolium hybridum
19. Trifolium medium

20. Trifolium fragiferum

21. Phaseolus vulgaris

4 Laialivalguv, poolläbipaistev, hallikas-

valge. Niiske, läikiva pinnaga.
0 2,0 —5,5 mm

4 Ümmargune, selgepiirilise ringitaolise
kontuuriga. Hallikasvalge.
0 2,0—4,0 mm

3 Sama

4 Sama. 0 1,5—4,0 mm

4 Laialivalguv, poolläbipaistev, hallikas-
valge. 0 2,0—6,5 mm

3 Homogeenne, ümmargune, selgete piir-
joontega. Pind sile, läikiv.

0 2,0—4,0 mm

4 Sama. 0 2,5—5,5 mm

3 Sama. 0 2,0—5,0 mm

4 Ühtlane. Pind kumer, läikiv. Poolläbi-
paistev, hallikasvalge.
0 2,0 —4,5 mm

4 Sama

4 Sama

4 Ümmargune, lame, ühtlaste äärtega.
Hallikasvalge. 0 2,0—4,0 mm

4 Laialivalguv, poolläbipaistev, piimjas-
valge. 0 3,0—8,0 mm

4 Kompaktne, ümmargune, selgesti pii-
ristunud, kontuuriga. Hallikasvalge.
0 1,0—4,0 mm

3 Sama. 0 1,0—3,5 mm

4 Laialivalguv, poolläbipaistev, hallikas-

valge. Pind sile, niiske.
0 2,0—5,0 mm

4 Homogeenne, ümmargune, ühtlaste
äärtega. Hallikasvalge.
0 2,0 —3,5 mm

3 Sama
4 Laialivalguv, lame, sileda, läikiva pin-

naga. Hallikasvalge. 0 2,0 —5,0 mm

3 Ühtlaste piirjoontega, ümmargune. Ku-
mera pinnaga. 0 2,0—4,0 mm

3 Homogeenne, ümmargune, kuplikujuli-
ne. Hallikasvalge. 0 2,0 —4,0 mm
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Tabel 9 (järg)

2 31

22. Medicago falcata

23. Medicago sativa

24. Medicago lupulina

25. Melilotus albus

26. Melilotus dentatus

27. Trigonella
28. Onobrychis viciifolia

29. Lotus corniculatus

30. Anthyllis vulneraria

31. Tetragonolobus siliquosus
32. Oxytropis pilosa

33. Astragalus danicus
34. Ononis repens

35. Lupinus luteus

36. Ornithopus sativus
37. Soja hispida
38. Genista

3 Ümmargune, selgesti piiristunud rin-

gitaolise kontuuriga. Poolläbipais-
tev, hallikasvalge. Pind niiske.
0 2,0—4,0 mm

4 Sama

4 Laialivalguv. Hallikasvalge, poolläbi-
paistev. 0 2,0 —5,0 mm

4 Ümmargune, ühtlaste äärtega. Halli-
kasvalge, poolläbipaistev. Pind

niiske, sile. 0 2,0—3,5 mm

3 Ümmargune, piimjasvalge.
0 2,0—4,0 mm

3 Sama
2 Üksikud väikesed hallikasvalged ko-

looniad. 0 1,5—2,5 mm
4 Homogeenne, ümmargune, selgete piir-

joontega. Hallikasvalge, poolläbi-
paistev. Läikiva, sileda pinnaga.
0 2,0—4,0 mm

4 Sama
4 Sama
3 Ümmargune, hallikasvalge, poolläbi-

paistev. Pind kuplikujuline, niiske,
läikiv. 0 2,0 —4,5 mm

4 Sama
3 Ümmargune, piimjasvalge, poolläbi-

paistev. Pind kumer.
0 1,5—3,5 mm

4 Tihke, ümmargune, piimjasvalge, pool-
läbipaistev. Opaletseeruva pinnaga.
Hästi kleepuv. 0 1,0—3,0 mm

3 Sama

4 Sama

4 Sama

kontuuridega hallikasvalged kolooniad, kusjuures kolooniate suurus (1 —

5 mm) oli kõikide teiste kiiresti kasvavate tüvede puhul moodustunud

kolooniatest tunduvalt väiksem.

Astragalus danicus'eXt ja Ononis repens'Wt eraldatud mügarbakterite
kultuuri tunnused sarnanesid väga Rh. meliloti hulka kuuluvate tüvede

tunnustega.
Nagu eespool märgitud, hinnati kolooniate kasvu intensiivsust pallides.

Kultuuride kasvu intensiivsuse võrdlemisel ilmnes, et kõige paremini kas-
vasid (kasvu intensiivsus 4 palli) enamik tüvesid MBP-1 kongo punasega:
Rh. leguminosarum'i 9, Rh. trifolii 3 ja Rh. meliloti 3 tüve, Anthyllis vul-
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Tabel 10

Rhizobiutrix tüvede kasvu iseloom oa-agaril

Kasvu
inten-

siivsus

Rhizobium'i tüved

liblikõieliste järgi
Kolooniate

iseloomustus

21 3

1. Vicia sylvatica

2. Vicia sativa

3. Vicia cracca

4. Vicia sepium

5. Vicia faba

6. Vicia cassubica

7. Lathyrus vernus

8. Lathyrus niger
9. Lathyrus pisiformis

10. Lathyrus sylvestris

11. Lathyrus palustris
12. Lens culinaris
13. Pisum sativum

14. Trifolium arvense

15. Trifolium alpestre
16. Trifolium spadiceum
17. Trifolium pratense
18. Trifolium hybridum

19. Trifolium medium
20. Trifolium fragiferum

4 Homogeenne, ümmargune, selgesti
piiristunud ringitaolise kontuuriga.
Pind läikiv. Hallikasvalge.
0 3,0 —6,0 mm

3 Sama. 0 3,0—4,0 mm

3 Sama

4 Ühtlane, poolläbipaistev, hallikasval-

ge. Pind läikiv, niiske.
0 2,0—4,0 mm

4 Üksikud suured piimjasvalged koloo-

niad. 0 4,0—10,0 mm

3 Homogeenne, poolläbipaistev, piimjas-
valge. Pind kuplikujuline, niiske, läi-

kiv. 0 4,0 —6,0 mm

3 Sama

3 Sama. 0 3,0 —5,0 mm

4 Sama

4 Ühtlane, ümmargune, selgesti piiristu-
nud kontuuriga. Poolläbipaistev,
piimjasvalge. 0 3,0—4,5 mm

3 Sama. 0 2,0—5,5 mm

4 Sama. 0 2,0 —4,5 mm

4 Ümmargune, läbipaistmatu, piimjas-
valge, kumera, läikiva pinnaga.
0 3,0—7,0 mm

3 Homogeenne, ümmargune, ühtlaste

äärtega. Poolläbipaistev, hallikas-
valge. 0 1,0—3,0 mm

3 Sama

4 Sama
2 Sama. 0 2,0 —6,0 mm

4 Homogeenne, hallikasvalge, poolläbi-
paistev. Pind kumer, läikiv.
0 3,0 —5,0 mm

3 Sama

2 Homogeenne, ümmargune, poolläbi-
paistev, hallikasvalge.
0 1,0—3,5 mm

3 Kompaktne, ümmargune, selgete piir-
joontega, kuplikujuline. Hallikasval-
ge. 0 2,0—3,5 mm

21. Phaseolus vulgaris
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Tabel 10 (järg)

1 2 3

22. Medicago falcata

23. Medicago sativa

24. Medicago lupulina
25. Melilotus albus

26. Melilotus dentatus

27. Trigonella

28. Onobrychis viciifolia
29. Lotus corniculatus

30. Anthyllis vulneraria

31. Tetragonolobus siliquosus
32. Oxytropis pilosa

33. Astragalus danicus

34. Ononis repens

35. Lupinus luteus

36. Ornithopus sativus
37. Soja hispida
38. Genista

2 Homogeenne, ümmargune, hallikasval-

ge, poolläbipaistev. Sileda, limase,
läikiva pinnaga. 0 1,0—4,0 mm

4 Sama. 0 2,0—6,0 mm

3 Sama
3 Homogeenne, ümmargune, hallikasval-

ge, poolläbipaistev. 0 1,5—2,5 mm

3 Homogeenne, läbipaistmatu, piimjas-
valge, ümmargune. Pind sile, läikiv.
0 2,0—4,0 mm

3 Üksikud väikesed hallikasvalged ko-
looniad. 0 0,8—2,0 mm

1 Sama
3 Homogeenne, ümmargune, selgesti pii-

ristunud ringitaolise kontuuriga.
Poolläbipaistev, hallikasvalge. Pind

läikiv, niiske. 0 2,0—4,0 mm

4 Sama
4 Sama. 0 1,0—5,0 mm

1 Ümmargune, poolläbipaistev, hallikas-
valge, kuplikujuline. Pind limane,
niiske, läikiv. 0 2,0—4,0 mm

3 Homogeenne, poolläbipaistev, hallikas-

valge. Pealt kumera, läikiva, limase

pinnaga. 0 1,0—3,5 mm

3 Homogeenne, poolläbipaistev, piimjas-
valge, ümmargune. Sileda, läikiva
pinnaga. 0 1,0—3,5 mm

3 Tihke, ümmargune, poolläbipaistev,
piimjasvalge. Opalestseeruva pinna-
ga. Hästi kleepuv. 0 0,8—2,0 mm

3 Sama

4 Sama

4 Sama

neraria'it, Tetragonolobus siliquosus'eAt ja Astragalus danicus'eit eralda-
tud mügarbakteri tüved ning kõik aeglaselt kasvavad tüved.

Oxytropis pilosa'Xi ja Onobrychis viciifoliaAt isoleeritud tüved kasvasid
kasutatud söötmel kõige halvemini (kasvu intensiivsus 1 pall). Selline
kasvuaste oli ka ainuke kultuuri tunnus, mille poolest need tüved erinesid
teistest.

Ülejäänud tüved (13) andsid söötmetel nõrga kuni keskmise kasvu

(kasvu intensiivsus 2 ja 3 palli).
Kõigest eeltoodust võib järeldada, et erinevate kultuuride kasv kunstli-
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kui söötmel on väga sarnane ning nende määramine üksikuteks Rhizo-
bium'i liikideks koloonia kuju, suuruse, värvuse ja läbipaistvuse järgi ei

ole võimalik.
RhizobiumA tüvede kultuuriomadused varieerusid tunduvalt vähem kui

nende füsioloogilised ja biokeemilised tunnused. Nii andsid Rh. meliloti
hulka kuuluvad tüved, mis olid eraldatud Medicago sativa'it, Med. fal-
cata'W., Med. lupulina'it, Melilotus albus'?\t, Mel. dentatus'?\t, Trigonella'W.
ja Ononis repens'At, lakmuspiimas happelise reaktsiooni (tabel 11). Kuigi
algul, s. о. 4. —5. päeval pärast külvi andsid Medicago, Meliloti ja Trigo-
nella perekondadesse kuuluvatelt liikidelt eraldatud bakteritüved aluselise

reaktsiooni, toimus 6.-7. päeval lakmuse taandamine ja siis hakkas lak-
muspiim muutuma roosakaspunaseks, s. o. keskkonna reaktsioon muutus

happeliseks. Happelise keskkonnareaktsiooni, kuid ilma «seerum»-tsooni

moodustumiseta, andis Onobrychis viciifoliaXt eraldatud tüvi, mis Krassil-
nikovi määraja järgi moodustab iseseisva RhizobiumX liigi — Rh. sim-

plex.

Kõikide teiste perekondade tüved, vaatamata nende kuuluvusele rist-

inokulatsioonirühma või Rh. liikidesse, moodustasid tugeva aluselise reakt-
siooni.

Lakmuspiimas kultiveeritud Lathyrus'?, Vicia (Rh. leguminosarutn) ja
Trifolium'i (Rh. trifolii) perekondade liikidelt eraldatud tüved erinesid
Melilotus'?, Medicago, Trigonella (Rh. meliloti) tüvedest selle poolest, et

nad põhjustasid leelistumist, mis avaldus algul sinise viiru tekkimises
söötme pinnal oleva «seerum»-tsooni servadel ning seejärel kogu söötme

järjest intensiivsemas värvumises siniseks.

Ka Lotus corniculatus'e\t, Anthyllis vulneraria'\t ja Tetragonolobus
siliquosus'eXt eraldatud tüved käitusid sarnaselt Rh. leguminosarum'i ja
Rh. trifolii liikide hulka kuuluvate tüvedega. Fred, Baldwin ja McCoy
(1932) paigutavad need perekonnad Lotus'?, ristinokulatsioonirühma.

Ülejäänud perekondade tüved, mis olid eraldatud Astragalus dani-
cus’elt ja Oxytropis pilosa'\t, kuigi ei ole seotud mingi kindla ristinoku-
latsioonirühmaga, käitusid sarnaselt ülaltoodud rühmade esindajatega.
Nende seos viimastega aga ei pruugi ulatuda kaugemale kui nende reakt-
siooni sarnasus lakmuspiimas.

Kõik aeglaselt kasvavad tüved, eraldatud Lupinus luteus'ett, Ornitho-

pus sativa'Xt, Soja hispida'W. ja Genista'it, andsid piimale tugeva leelise
reaktsiooni, kuid ei moodustunud «seerum»-tsooni. Järelikult on see ise-
loomulikuks tunnuseks aeglaselt kasvavatele mügarbakterite tüvedele.

Täiesti selge ei ole veel «seerum»-tsooni iseloom. See kujutab endast
tsooni lakmuspiima pinnal, mis on läbipaistvam kui lakmuspiim ise ja on

nähtavasti tingitud piimas suspendeerunud osakeste settimisest. Et tal on

pealiskaudne sarnasus oksüdeeritud vere seismisel moodustuva seerum-
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Tabel 11

Rhizobium’i tüvede poolt tekitatud reaktsioon

lakmuspiimal pärast kuuenädalast inkubatsiooni

Reaktsiooni
tüüp

Rhizobium'i
tüvi

A H A4-ST H+ST

+
+
+
+
+
+
+
4-
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+

1. Vicia sylvatica
2. Vicia sativa

3. Vicia cracca

4. Vicia sepium
5. Vicia faba
6. Vicia cassubica

7. Lathyrus vernus

8. Lahyrus niger
9. Lathyrus pisiformis

10. Lathyrus sylvestris
11. Lathyrus palustris
12. Lens culinaris
13. Pisum sativum

14. Trifolium arvense

15. Trifolium alpestre
16. Trifolium spadiceum
17. Trifolium pratense
18. Trifolium hybridium
19. Trifolium medium

20. Trifolium fragiferum
21. Phaseolus vulgaris
22. Medicago falcata
23. Medicago sativa
24. Medicago lupulina
25. Melilotus albus
26. Melilotus dentatus

27. Trigonella

+

4-
+28. Onobrychis viciifolia

29. Lotus corniculatus
30. Anthyllis vulneraria

+
+
+
+
4-
+

31. Tetragonolobus siliquosus
32. Oxytropis pilosa
33. Astragalus danicus

34. Ononis repens
35. Lupinus luteus
36. Ornithopus sativus

37. Soja hispida
38. Genista

+
+
+
+
+

A — aluseline reaktsioon ilma «seerum»-tsoonita.
H — happeline reaktsioon ilma «seerum»-tsoonita.

А 4- ST — aluseline reaktsioon koos «seerum»-tsooniga.
H-j- ST — happeline reaktsioon koos <seerum»-tsooniga.
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tsooniga, siis sellest ongi hakatud nimetama seda tsooni «seerum»-tsoo-

niks.

Ei saa ka lisamata jätta, et lakmuspiima reaktsioon on üks kõige pare-
maid näitajaid, mille järgi on võimalik otsustada bakterikultuuride puh-
tuse üle, sest ainult saastaja A. radiobacter'i olemasolu korral muutub

iakmuspiim pruuniks (Fred jt., 1932, Petrosjan, 1959). Mõnevõrra teist-

sugused on Megrabjani (1955) andmed, mis on samuti saadud mügarbak-
terite tüvede redutseerimisvõime uurimisel lakmuspiimas. Tema andmetel
on ka esparsetilt eraldatud tüved võimelised muutma lakmuspiima pruu-
niks. Need andmed ei ole aga kinnitust leidnud ei varajasemates ega hili-
semates töödes. Ka meie uurimistulemused kinnitavad oletust, et Megrab-
jani poolt kasutatud esparseti tüvi ei olnud vaba saastajast A. radiobac-
ter'ist ja et seepärast muutus lakmuspiim pruuniks.

Želatiinisse pistega külvamisel olid Rhizobiutrii kultuurid järgmisel
päeval täheldatavad peenikese joonena. Alles hiljem, 5.—6. päeval tulid

ilmsiks erinevused kasvu iseloomus, mis on toodud tabelis 12 ja jooni-
sel 11.

Nagu tabelist 12 nähtub, andis üks osa Rh. leguminosarutrii hulka kuu-

luvatest tüvedest (eraldatud Vicia sylvatica'U, V. cracca'Vt, Lathyrus ver-

nus'eXi, L. niger'iii, L. pisiformis'eii, L. sylvestris' eW., Pisum sativurriiW

Astragalus danicus'eXt ja Oxytropis pilosa'lV) külvamisel pistega želatiini

algul valge joone, millest hiljem lähtusid perpendikulaarselt peened valged
niidikesed, mis söötme pindmises osas olid pikemad, lühenedes katseklaasi

põhja suunas. Kasv meenutas ladvaga allapoole pööratud kuusekest (joo-
nis 11, 2).

Teine osa Rhizobium leguminosarutrii tüvedest (Vicia sativa'U, V. se-

pium'iit, V. faba'lt, V. cassubica'U, Lathyrus palustris'e\i, Lens culinaris'eW.)
ning osa Rhizobium trifolii hulka kuuluvatest tüvedest (Trifolium arven-

se’lt, T. alpestre'it, Т. medium'iii, Т. fragiferum'iit) andsid kogu söötme
ulatuses ülalt alla lindikujulise kasvu (joonis 11, 3).

Ülejäänud Rhizobium trifolii hulka kuuluvatest tüvedest, mis olid iso-

leeritud Trifolium spadiceum'iW. ja T. hybridium'iii, andsid želatiinis niidi-

kujulise kasvu, mis söötme pindmises osas oli jämedam, meenutades kraat-
rit, ning teravnes katseklaasi põhja suunas (joonis 11, 4).

Ka Onobrychis viciifolia juuremügaratest eraldatud tüvi andis lindi-

kujulise kasvu (joonis 11, 3), kuid see oli märksa nõrgem kui Rhizobium
leguminosarutrii ja Rhizobium trifolii tüvede kasv želatiinis.

Lupinus luteus'e, Ornithopus sativus'e, Soja hispida ja Genista tüved
andsid söötme ülemises osas tugeva kasvu valge tiheda massi näol, mis
katseklaasi põhja suunas nõrgenedes moodustas nõelakujulise teraviku

(joonis 20, 1).
Želatiini veeldamine mügarbakterite poolt toimus järk-järgult. Nii and-

sid tüved, mis olid eraldatud Melilotus'eit, Medicago'it, Phaseolus vul-
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Joonis 11. Rhizobium'i tüvede kasvu põhitüübid želatiinis. 1 — noelakujuline, 2

kuusekujuline, 3 — lindikujuline, 4 — niidikujuline.

gans’elt ja Ononis repens'iAt, 5.—8. päeval pärast külvi söötme pinnal
veeldunud tsooni. Kaheksa nädala möödumisel oli kogu sööde veeldatud.

Trigonella'U isoleeritud tüvi želatiini ei veeldanud, kuigi ta kuulub
Rhizobium meliloti hulka. Ta andis Rhizobium trifolii tüvedega sarnase

kasvu (joonis 11, 3).
Ka Lotus corniculatus'e, Anthyllis vulneraria ja Tetragonolobus sili-

quosus'e juurernügaratest eraldatud tüvede korral täheldati pärast nelja-
nädalast inkubatsiooni nõrka želatiini veeldumist söötme ülemises osas.

Esimese kolme nädala jooksul andsid nad aga lindikujulise kasvu (joo-
nis 11, 3).

Nagu eeltoodust selgub, on želatiini veeldamisel samuti väga suhteline
iseloom, mistõttu mügarbakterite liigi määramisel on ta kõrvalise tähtsu-

sega.
Hiltner (1900), Zipfel (1911) ja Wilson (1917) märgivad, et mügar-

bakterid ei ole üldse võimelised veeldama želatiini. Teine osa autoreid

aga arvab, et eranditult kõik Rhizobium'l tüved veeldavad aeglaselt žela-
tiini (Müller ja Stapp, 1925; Petrosjan, 1959). Järelikult ei omista kirjan-
duse andmed želatiini veeldamisele mügarbakterite liigi määramisel
olulist tähtsust. Küll on aga bakterite želatiini lagundamise võimel nende
diferentseerimisel liikideks suur tähtsus meditsiinilises mikrobioloogias
(Utjovski, 1961).
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Tabel 12

Rhizobium'i tüvede kasvu iseloom želatiinis

1 о о л
Veelda-

1 2 3 4
mine

4-

4-

1. Vicia sylvatica
2. Vicia sativa

3. Vicia cracca

4. Vicia sepium
5. Vicia faba
6. Vicia cassubica
7. Lathyrus vernus

8. Lathyrus niger
9. Lathyrus pisiformis

10. Lathyrus sylvestris
11. Lathyrus palustris
12. Lens culinaris

13. Pisum sativum

14. Trifolium arvense

15. Trifolium alpestre
16. Trifolium spadiceum
17. Trifolium pratense
18. Trifolium hybridum
19. Trifolium medium
20. Trifolium fragiferum
21. Phaseolus vulgaris
22. Medicago falcata
23. Medicago sativa
24. Medicago lupulina
25. Melilotus albus
26. Melilotus dentatus
27. Trigonella

4-

4-
+
4-

4-
+
4-
4-

4-
4-

+
4-

4-
4-

4-

+
-h
■Ь

4-
4-
4-

+
+
+

28. Onobrychis viciifolia
29. Lotus corniculatus
30. Anthyllis vulneraria
31. Tetragonolobus siliquosus
32. Oxytropis pilosa
33. Astragalus danicus

34. Ononis repens
35. Lupinus luteus
36. Ornithopus sativus
37. Soja hispida
38. Genista

4-

+

4*
4-
4-
+

4-



77

Hapete moodustumine süsivesikute fermenteerimisel

Rhizobium'i poolt

Üks võimalikke klassifikatsioonilise tähtsusega biokeemilisi tunnuseid

bakteritel on süsivesikute fermenteerimise võime.

Süsivesikute fermenteerimist Rhizobium'i tüvede poolt on käsitlenud

paljud autorid (Müller ja Stapp, 1925; Baldwin ja Fred, 1927; Conklin,
1936; Georgi ja Ettinger, 1941; E. ja O. Allen, 1950; Manninger, 1962;
Norris, 1965). Kuigi Rhizobium kasutab paljusid süsinikuühendeid, ei ole
selles küsimuses ühtset seisukohta. Nii kaasajal kui ka varajasemates
töödes käsitletakse seda probleemi väga erinevalt.

Andmed süsivesikute fermentatsiooni kohta (I ja II katseseeria) on

koondatud tabelitesse 13—17 ja joonistele 12—14, a—i.

I katseseeria. Hapete moodustumise dünaamika

Rhizobium'i kõikide tüvede kõikides söötmevariantides täheldati pide-
vat keskkonna reaktsiooni muutumist, kusjuures kiiresti ja aeglaselt kas-

vavad bakteritüved käitusid erinevalt (joonis 12, a ja b). Kiiresti kasva-
vate tüvede korral muutus keskkonna reaktsioon happeliseks. See protsess
süvenes pidevalt, kusjuures happelisuse kasvu dünaamika sõltus kasuta-

tavast süsivesikust (joonis 12, b). Kõige kõrgem oli happelisus galaktoosi,
arabinoosi ja glükoosi puhul. Tõus oli kiireim katse algul (esimese kahe
nädala jooksul), hiljem see pidevalt aeglustus. Vahepealse rühma nii

keskkonna happelisuse kui ka selle kasvu kiiruse suhtes moodustasid lak-

toos ja sahharoos. Märksa vähemat happelisust registreeriti inositooli,
sorbitooli, maltoosi ja dultsitooli puhul, kusjuures happelisuse kasvu dü-
naamika katse vältel oli erinev: keskkonna happelisuse kasv oli teiste

suhkrute rühmadega võrreldes katse algul märgatavalt aeglasem, katse

lõpul aga kiirem.

Aeglaselt kasvavate Rhizobium'i tüvede puhul muutus keskkonna

reaktsioon algul aluselises suunas (joonis 12, a). Hiljem ilmnes selles

erinevusi, olenevalt kasutatud süsivesikust. Galaktoos ja arabinoos kutsu-

sid esile aeglaselt kulgeva aluselise reaktsiooni, mis 4—5 päeva pärast
tegi pöörde happelisuse suunas, läbis 9.—10. päeval neutraalse punkti
ning kasvas edaspidi happelisuse suunas proportsionaalselt aja logarit-
miga. Analoogilist seaduspärasust keskkonna reaktsiooni muutumise

dünaamikas täheldati ka glükoosi puhul, kuid reaktsiooni suund muutus

hiljem, 6.—7. päeval. Neutraalne tsoon läbiti alles kolm nädalat pärast
katse algust. Sorbitooli, inositooli, dultsitooli ja laktoosi puhul toimus
keskkonna aluselise reaktsiooni kasv märksa kiiremini ja kestis 2—3

nädalat, misjärel selle intensiivsus hakkas aeglaselt kahanema. Sellest
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Joonis 12. Keskkonna reaktsiooni muutumine süsivesi-
kute fermenteerimisel a) aeglaselt ja b) kiiresti kasva-
vate Rhizobium'i tüvede poolt. Kõverad on tasandatud
libiseva keskmise meetodiga.

Infrtseerimisest möödunud
aeg päevades
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rühmast teataval määral erinevalt käitusid sahharoos, mille puhul aluse-

line reaktsioon kasvas aeglasemalt ning avaldus nõrgemini, ja maltoos,
mille puhul aluselise suuna arenemine kestis peaaegu 7 nädalat ja lakkas
alles enne katse lõppu.

II katseseeria. Moodustunud hapete hulga määramine

Kõik tüved fermenteerisid kõiki kasutatud süsivesikuid (tabel 13). Vii-
maste lagunemisel tekkis enamikul juhtudel happeid, harvemini muutus

keskkonna reaktsioon aluseliseks, mis sõltus nii Rhizobium'i tüvest kui ka
kasutatud süsivesikust (tabel 13, joonised 13 ja 14, a—i).

Katsetulemuste dispersioonanalüüs (tabel 14) näitab, et olulisi erine-

vusi esineb ühelt poolt Rhizobium'i tüvede ja «liikide» vahel, teiselt poolt
süsivesikute rühmade ja üksikute süsivesikute vahel.

Analüüsides olulisi erinevusi Rhizobium'i tüvede poolt moodustatud

hapete hulkades Duncani testi abil ilmnes, et kõik Rhizobium'i tüved võib

jaotada kolme rühma: 1) aluselise reaktsiooni moodustajad — 4 tüve;
2) mõõdukad happelise reaktsiooni moodustajad (14 —45 mikrogramm-
ekvivalenti 1 milj, külvatud raku kohta) — 26 tüve; 3) intensiivsed happe-
lise reaktsiooni moodustajad (60—75 mikrogrammekvivalenti 1 milj, kül-

Tabel 13

Hapete moodustumine süsivesikute fermenteerimisel Rhizobium'i tüvede poolt (disper-
sioonanalüüsi tulemused)

Disper-
siooni usal-

Vabadus- Disper-
sioon

datavus

F-testi
järgi

Varieeruvuse allikas astmete arv

(s 2 )(f)

(F/9)

1. Rhizobiurrix tüved

Sellest:

4 870,6837 0,01

Rh. «liigid»
Rh. tüved «liikide» sees

2. Süsivesikud

Sellest:

süsivesikute rühmad

süsivesikud rühmade sees

5 528,75
4 514,23

4 906,14

8 484,35
3 713,41

13 0,01
0,0124

8 0,01

0,012
6 0,01

296 304,463. Jääk
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Joonis 13. Süsivesikute fermenteerimiseJ Rhizobium'i tüvede poolt moodustunud keskmised happe hulgad



21. Phaseolus vulgaris Ph. phaseoli 78,7 + 9,1 147,6 + 21,2 68,8+ 5,3 17,4 + 10,4

22. Medicago falcata Ph. meliloti 21,9 ±lO,O 39,8+ 15,7 10,3+ 8,7 23,5+ 2,9
23. M. sativa 21,3 + 2,1 18,8 + 11,9 17,5+ 6,6 20,5+ 1,3
24. M. lupulina* 25,3+ 5,4 11,0 + 2,3 18,0 + 2,9 12,3+ 0,9
25. Melilotus albus 24,5 + 4,6 26,8 + 2,3 17,3 + 2,3 17,5 + 3,9
26. M. dentatus 83,4 + 4,9 91,0+ 3,9 85,8+ 3,3 91,0+ 3,9
27. Trigonella 18,7 + 1,7 19,5+ 2,0 13,9+ 1,7 11,6+ 1,1

28. Onobrychis viciifolia Ph. simplex 34,7+ 3,3 25,9+ 1,4 16,2 + 1,7 40,7+ 0,7
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Hapete moodustumine süsivesikute

~~

—

_

Süsivesikud
Rhizobium'i tüved

~~

-
—

Monosahhariidid

Peremeestaim Rhizobium'i liik Glükoos Galaktoos Arabinoos Sahharoos

• 2 3 4 5

1. Vicia sylvatica Rh. leguminosarum 83,0+ 3,4 111,7 + 5,1 126,3 + 13,8 73,1 ± 4,3
2. V. sativa 66,8 ± 3,3 67,5+ 3,3 91,6+ 3,0 39,3+ 3,6
3. V. cracca 39,0+ 13,7 45,0+ 3,3 34,5+ 3,5 37,8+ 10,4
4. V. sepium 67,0 ± 7,3 54,1 + 9,7 51,2 + 22,7 58,1+ 1,4
5. V. faba 16,8 + 1,9 2,7+ 1,5 20,9+ 2,1 22,5+ 1,9
6. V. cassubica * 47,9+ 2,1 64,4+ 14,9 33,7+ 8,2 39,6+ 2,6
7. Lathyrus vernus

* 38,3+ 8,6 37,6+ 5,3 37,6+ 2,8 42,5 ± 1,7
8. L. niger 83,4+ 13,2 102,8+ 4,7 87,7+ 9,0 96,6+ 2,4
9. L. pisiformis * 41,9+ 2,5 36,3+ 4,1 42,9+ 2,4 27,0 + 24,9

10. L. sylvestris 42,4 ± 7,3 51,5+ 1,7 72,8+ 1,9 88,9+ 2,2
11. L. palustris 44,6+ 2,3 45,8 ± 1,9 44,5+ 3,5 43,3+ 3,2
12. Lens culinaris 30,8+ 3,2 1,8+ 2,5 28,2+ 2,6 37,4+ 1,8
13. Pisum sativum 25,5+ 3,8 12,9+ 3,2 63,3+ 4,0 31,8 + 5,8

14. Trifolium arvense Rh. trifolii 24,2+ 0,9 37,4+ 6,2 22,4+ 2,3 10,3+ 1,5
15. T. alpestre 88,2 ± 1,6 104,7+ 7,3 101,8+16,1 90,5+ 3,5
16. T. spadiceum* 27,1+ 4,3 31,2+ 2,2 29,7+ 2,9 37,8+ 0,9
17. T. pratense 25,0 ± 2,7 22,6+ 2,3 19,8+ 2,2 29,3+ 1,6
18. T. hybridum 30,0+ 3,6 24,4+ 9,0 40,1+ 3,2 39,3+ 1,1
19. T. medium 28,8 ± 2,7 10,4+14,0 24,5 ± 2,6 38,0+ 4,5
20. T. fragiferum* 90,8+ 10,6 104,0 ±12,4 114,4+ 6,4 96,3+ 7,7

21. Phaseolus vulgaris Rh. phaseoli 78,7+ 9,1 147,6 + 21,2 68,8+ 5,3 17,4 ± 10,4

22. Medicago falcata Rh. meliloti 21,9 ±10,0 39,8 ±15,7 10,3 ± 8,7 23,5 ± 2,9
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Tabel 14

15,8 + 2,3 26,2 + 2,6 20,7+ 13,7 26,4+ 9,5 8,3+ 3,5 21,3+11,3
42,0+ 5,7 60,8 + 6,6 80,6+ 8,3 38,2+ 8,9 21,2 + 20,5 69,8+11,3
25,3+ 2,5 26,6+ 1,2 37,0+ 3,7 32,2 ± 3,2 29,7+ 4,3 30,7+11,3
17,9+ 1,4 31,4 + 0,9 31,1 ± 1,4 30,0+ 3,3 30,0+ 4,0 26,7+11,3
16,8+ 3,9 53,3+ 4,9 17,8+ 2,0 9,9+ 4,4 31,7+ 5,8 29,3+ 11,3
28,1 + 1,4 29,7+ 1,4 37,2+ 3,5 23,8+ 3,5 29,5+ 5,9 27,8+11,3
77,0+ 3,6 68,7 ±17,7 84,2 ± 4,3 19,3+ 8,9 25,3+ 12,4 75,6+11,3 40,2+ 4,3

3,3 ±lO,B 59,9 ±25,0 6,6 ± 4,4 9,9 ± 4,9 14,6 ± 8,5 45,2 ±11,3 45,2 ±11,3

5,2 ± 7,9 14,4 ± 8,0 42,1 + 6,1 13,8 ±12,6 13,1 + 11,7 20,5+11,3
15.1 + 11,7 23,3+ 2,1 25,6+ 2,0 16,7+ 2,8 24,9+ 3,8 20,4± 11,3
6,6 ± 1,8 7,9+ 1,1 20,9+ 3,4 18,9 + 4,8 19,4 + 5,0 15,6 ±11,3
13,6± 4,6 23,5± 10,5 21,5± 2,7 9,3± 3,3 18,4± 4,8 19,2± 11,3
53,3 ± 2,7 63,6 ± 6,0 91,9 ± 7,5 27,8 ± 5,0 39,1 ± 6,4 69,7 ±11,3
11.1 ± 1,1 22,6± 1,3 10,2± 1,0 6,8 ± 2,3 9,8 ± 3,3 13,8± 11,3 26,5 ± 4,7

24,5 + 1,6 25,0± 1,0 41,5± 1,4 38,5+ 0,6 38,0+ 3,2 31,7+ 11,3 31,7+11,3

Disahhariidid Mitmealuselised alkoholid Keskmine

Maltoos Laktoos Manniit Inosiit Sorbilt Tüvel Liigil

6 7 8 9 10 •1 12

fermenteerimisel Rhizobium’i tüvede poolt

28,7 ± 11,4 41,5 + 1,6 72,6 + 3,9 2,8 ± 5,1 8,0+ 10,6 60,9 ± 11,3
69,6 + 2,0 77,9+ 2,7 89,9 ± 2,1 17,8± 4,2 30,0 ± 6,0 61,2+ 11,3
18,6+ 3,5 30,3 ± 2,4 34,5 ± 3,7 21,6 + 4,8 35,1 ± 7,9 32,9 ± 11,3
14,9 + 2,6 45,5+12,9 51,2 ± 6,1 7,9 ± 5,3 24,4 + 7,6 41,6± 11,3
17,3 + 1,3 22,8± 0,8 20,9± 4,4 19,5 ± 2,8 17,4 + 2,7 17,9 ± 11,3
40,9 + 20,3 25,1 ± 4,0 29,0 ± 2,9 18,2± 5,7 23,1 ± 3,2 35,8 ± 11,3
26,0 + 2,5 30,1 + 2,4 29,7± 1,6 6,6 ± 2,9 20,7 + 5,2 29,9 ± 11,3
49,5 ± 9,4 75,0+ 19,5 25,5 ± 7,9 23,1 ± 7,6 22,2+ 10,7 62,9± 11,3
35,3 ± 1,5 44,8 + 1,1 17,8± 2,2 17,8± 4,1 35,8 ± 5,7 33,3± 11,3
29,2 + 3,4 25,1 ± 7,0 10,2 + 2,2 10,2 + 4,1 1,1 ± 3,5 36,8 ± 11,3
21,9 ± 3,6 27,4± 6,6 24,4 ± 2,4 36,9 + 3,8 28,9± 5,5 36,4 ± 11,3
22,4 + 2,4 25,7 ± 3,9 36,1 + 2,6 10,3+ 11,0 3,7 ± 4,2 21,8± 11,3
11,7 + 3,4 33,0 ± 1,3 40,2 + 2,2 28,8 + 5,1 28,2± 8,5 30,6+ 11,3 38,6+ 3,1
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4 I 51 2 3

32. Oxytropis pilosa *

33. Astragalus danicus *

34. Ononis repens *

Rh.? 75,9 + 9,1 83,0 ± 6,1 84,4 + 5,4 81,6 + 9,0
Rh.? 112,8+ 1,3 91,9+ 6,7 86,6+ 6,4 107,8± 2,0
Rh.? 28,0+ 2,1 19,6 + 1,6 27,2+ 1,9 32,8+ 2,0

35. Lupinus luteus
36. Ornithopus sativus

Rh. lapini 16,8 + 3,7 13,5+ 3,6 2,7+ 4,0 —14,4+15,2
7.0+ 4,4 14,4+ 8,3 10,5+ 2,2 —lo,o± 5,1

37. Soja hispida Rh. japonicum —19,7 + 3,4 1,5 + 3,0 15,3 + 4,5 —10,3 + 6,0

vatud raku kohta) — 8 tüve (joonised 13, a, b). Tüvedevahelised erinevu-

sed rühmade piirides ei ole statistiliselt olulised. Seejuures on huvitav
märkida, et aluselise reaktsiooni kutsusid esile eranditult aeglaselt kas-
vavad Rhizobium'i. tüved (eraldatud Lupinus'e\t, Ornithopus'e\t, Genista'\i,
So/ö’lt) . Intensiivseteks happe produtseerijateks (kuuel juhul kaheksast)
osutusid Saaremaal (muldade pHKCI 6,6—7,4) kasvanud taimedelt eralda-
tud tüved. Need andmed on kooskõlas Norrise (1965) hüpoteesiga, et

happe produtseerimine Rhizobium'i tüvede poolt on seotud aluselise pin-
nasega kohanenud peremeestaimedega. Kahjuks pole võimalik samasuguse
kindlusega väita, kas aluselist reaktsiooni tekitanud tüved olid eraldatud
vastavalt happelistel muldadel kasvanud taimedelt, kuna just need tüved,
nagu märgitud, saadi Leningradist. Kirjandusest (Talts, 1959) on siiski
teada, et ka lupiin kasvab hästi võrdlemisi happelistel muldadel.

Reinokuleeritud tüved.

Kahe nädala jooksul vedelsöötmes moodustunud happe hulk (pg-ekv. 1 milj.

29. Lotus corniculatus * Rh.? 17,8 + 4,4 9,9+ 2,6 22,0+ 3,1 18,9+ 3,9
30. Anthyllis vulneraria * Rh.? 15,3 ± 1,2 13,5 + 4,6 19,9 + 1,3 16,1 ± 1,5
31. Tetragonolobus siliquosus * Rh.? 24,6+ 2,4 23,9 + 1,1 31,4 + 1,6 12,2 + 1,0
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Tabel 14 (järg)

6 7 8 9 10 1211

10,3 ± 3,4 7,5 ± 4,2 22,2 ± 2,3 13,9 + 3,6 15,6 ± 5,4 15,3+11,3 15,3+11,3
10,5+ 2,5 8,4+ 0,7 18,0± 1,6 11,3+ 2,4 14,9± 2,2 14,2+11,3 14,2+11,3
20,8+ 1,2 29,7+ 0,6 18,6± 1,0 16,0± 1,9 13,5+ 2,8 21,2+11,3 21,2+11,3
66,5+ 17,1 83,0+ 3,4 83,0+ 7,9 9,4 ± 7,3 34,4+ 10,7 66,9+ 11,3 66,9 ±11,3
55,6+ 2,1 55,8 ± 4,8 77,6 + 2,0 36,9+ 4,6 23,4+ 6,2 72,0+11,3 72,0 ±11,3
-2,3 ± 2,0 14,5± 1,2 32,5 ± 2,4 26,1 ± 3,8 26,3 ± 4,4 22,7 ±11,3 22,7 ±11,3

Kõik teise rühma kuuluvad tüved, välja arvatud need, mis olid isolee-
ritud Phaseolus vulgaris''eit ja Ononis repens'iit, fermenteerisid kõiki süsi-

vesikuid, kutsudes esile happelise reaktsiooni. Meie katsetulemuste põhjal
võis Phaseolus vulgaris'eVt eraldatud tüvi maltoosil tekitada nii happelise
kui ka aluselise reaktsiooni (tabel 13). Seda omadust soovitavad Müller
ja Stapp (1925) ning E. ja O. Allen (1950) kasutada nende bakterite dife-
rentseerimiseks teistest Rhizobiutri\ tüvedest. Meie aga leidsime, et ka

Ononis repens'i tüvi tekitas maltoosil aluselise reaktsiooni.
Kolmandasse rühma kuuluvad bakteritüved produtseerisid hapet

ainult galaktoosil, arabinoosil, mannitoolil ja glükoosil. Viimasel ei moo-

dustanud hapet Soja hispida'it eraldatud tüvi. Teistel süsivesikutel kutsu-
sid nad esile aluselise reaktsiooni.

Vastavalt bakteritüvede biokeemilistele omadustele võib teha teravat

külvatud bakteriraku kohta).
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Happe hulk/tg-ekv. a

20 531526328 2121 4 1011 6 4 3281613718 19 17 34121451 2225 25 52429 30 2736 353857 ši^er

Joonis 14. a — i. Hapete moodustumine süsivesikute fermenteerimisel Rhizobium'i tüvede
poolt. Happe hulk on väljendatud tiitrimiseks kulunud NaOH alusel ja on arvu-

tatud iga miljoni külvatud bakteriraku kohta. Inkubatsioon kestis kaks nädalat. 1 —

Vicia sylvatica, 2 — Vicia sativa, 3 — Vicia cracca, 4 — Vicia sepium, 5 — Vicia faba,
6 — Vicia cassubica, 7 — Lathyrus vernus, 8 — Lathyrus niger, 9 — Lathyrus pisi-
formis, 10 — Lathyrus sylvestris, 11 — Lathyrus palustris, 12 — Lens culinaris, 13 —

Pisum sativum, 14 — Trifolium arvense, 15 — Trifolium alpestre, 16 — Trifolium
spadiceum, 17 — Trifolium pratense, 18 — Trifolium hybridum, 19 — Trifolium medium,
20 — Trifolium fragiferum, 21 — Phaseolus vulgaris, 22 — Medicago falcata, 23 —

Medicago sativa, 24 — Medicago lupulina, 25 — Melilotus albus, 26 — Melilotus

dentatus, 27 — Trigonella, 28 — Onobrychis viciifolia, 29 — Lotus corniculatus, 30 —

Anthyllis vulneraria, 31 — Tetragonolobus siliquosus, 32 — Oxytropis pilosa, 33 —

Astragalus danicus, 34 — Ononis repens, 35 — Lupinus luteus, 36 — Ornithopus sativus,
37 — Soja hispida, 38 — Genista.

Joonised lk-1 86—90.

Tüve
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Happe hulk jug-ekv.

Happe hulk jug-ekv.

20351526 538 2 1 2141011 69 3 281613 7 18191734121431222325 5 2427302736353837
Š^a'
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šiffer
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Happe hulk jug-ekv. Sorbilt 6

šiffer
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vahet kiiresti ja aeglaselt kasvavate bakterkultuuride vahel. Kõik kiiresti
kasvavad tüved (II ja 111 rühm) moodustasid peaaegu kõikidest uuritud
süsivesikutest hapet, kuna aeglaselt kasvavad tüved (I rühm) kutsusid

esile aluselise reaktsiooni. Esitatud andmetest selgus, et süsivesikute fer-
mentatsioon on üks paremini määratletud tunnuseid, mille põhjal on või-

malik sellist jaotust teha (joonised 13, a, b).
Rhizobium'i liikide võrdlemisel (tabelid 13 ja 15) ilmneb, et Oxytropis

pilosa'it (Rh.?) ja Astragalus danicus'eit (Rh.?) isoleeritud tüved moodus-

tavad ühe rühma. Nende tüvede kuuluvusest Rhizobium'i liikide hulka puu-
duvad andmed. Eri rühma kuuluvad Phaseolus vulgaris'eit (Rh. phaseoli),
Trifolium'iit (Rh. trifolii), Vicia'it, Lathyrus'zii, Pisum'iii ja Lens’ilt (Rh.
leguminosarum) eraldatud tüved. Bergey (1957) ja Krassilnikovi (1949)
määrajad diferentseerivad viimased kolm Rhizobium’i liiki iseseisvateks

mügarbakteriliikideks. Rhizobium'i tüvede biokeemiline uurimine aga näi-

tas, et nii Rh. leguminosarum'i rühma kuuluvatelt liblikõieliste liikidelt kui
ka Phaseolus vulgaris'e ja Trifolium'i liikide mügaratest isoleeritud tüve-

del on ühesuguseid fermentatiivseid tunnuseid. Selline biokeemiliste näi-

tajate põhjal tehtud jaotus langeb kokku seroloogilistele tunnustele tugi-
neva rühmitusega (Smith, 1958; Graham, 1964). Toodud andmete põhjal
on kujunenud seisukoht kõnesoleva kolme Rhizobium'i liigi ühendamiseks
üheks liigiks. Medicago'ii, Melilotus'eit, Trigonella'it (kõik Rh. meliloti),
Ononis repens'ilt, Tetragonolobus'eit, Lotus corniculatus'eit ja Anthyllis
vulneraria'U eraldatud tüved moodustavad kolmanda rühma. Kirjanduses
puuduvad aga andmed Ononis repens'i, Lotus corniculatus'e, Anthyllis vul-
neraria ja Tetragonolobus'e juuremügaratest isoleeritud tüvede kuuluvuse
kohta Rhizobium'i liikidesse. On ainult teada, et rühma .kuuluvad

ja Tetragonolobus'e tüved (Fred jt., 1932). Nendest kolmest
liblikõieliste perekonnast kõige huvitavam on perekond Lotus. Kui L. cor-

niculatus'eit eraldatud tüvi kuulub kiiresti kasvavate ja hapet produtseeri-
vate tüvede hulka, siis teise selle perekonna liigi — L. uliginosus'e juure-
mügaratest isoleeritud mikroorganism on aeglaselt kasvav ja annab süsi-
vesikute fermenteerimisel aluselise reaktsiooni (Wagenbreth. 1961; Norris,
1965).

Onobrychis viciifolia juurtel mügaraid moodustav tüvi esineb Krassilni-
kovi määraja järgi (1949) iseseisva Rhizobium'i liigina — Rh. simplex.
Toodud andmed näitavad, et Onobrychis'e tüvi moodustab vahelüli teise

ja kolmanda rühma vahel (tabel 15).
Viimasesse, s. o. neljandasse rühma kuuluvad aeglaselt kasvavad bak-

teritüved, mis on eraldatud järgmistelt liblikõieliste liikidelt: Lupinus
luteus, Ornithopus sativus (Rh. lapini), Soja hispida (Rh. japonicum) ja
Genista (Rh.?).

Analüüsides tähelepanelikult Rhizobium'i liikide jagunemist mis tahes
rühmas happe moodustamise keskmise võime järgi eri süsivesikutest, tor-



Tabel 15

Statistiliselt olulised erinevused Rhizobium'i «liikide» vahel süsivesikute fermentatsioonil

moodustunud keskmise hapete hulga järgi (pg-ekv. 106 raku kohta)

1. Rh. Astragalus*
2. Rh. Oxytropis *

3. Rh. phaseoli

72,4 + (5,6)
+66,8

45,2
4. Rh. trifolii
5. Rh. leguminosarum
6. Rh. simplex

40,2
38,6
31,7

7. Rh. meliloti
8. Rh. Ononis *

26,5
22,7

9. Rh. Tetragonolobus *

10. Rh. Lotus*
21,2
15,3

11. Rh. Anthyllis*
12. Rh. lapini

14,2

—7,0 + (4,6) (5,6)
+ (1,0)

+
13. Rh. Genista *

14. Rh. japonicum
11,6
12,6

Rh. «liik» peremeestaime järgi.

Rhizobium'i Happe 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

tüvi hulk 72,4 66,8 45,2 40,2 38,6 31,7 26,5 22,7 21,2 15,3 14,2 —7,0 — 11,6 — 12,6

27,2 32,2
21,6 26,6

33,8
28,2

40,7
35,1

45,9
40,3

49,7
44,1

51,2
45,6

57,1
51,6

58,2
52,6

77,4
73,8

84,0
88,4

85,0
89,4

+ (5,0) (6,6) (13,5) 18,7 22,5 24,0 29,9 31,0 52,2 56,8 57,8
+ (1,6) (8,5) 13,7 17,5 19,0 24,9 26,0 47,2 51,8 52,8

+ (6,9) 12,1 15,9 17,4 23,3 24,4 45,6 50,2 51,2
'+ (5,2) (9,0) (10,5) (16,4) (17,5) 38,7 43,3 44,3

+ (3,8) (5,3) (11,2) (12,3) 33,5 38,1 39,1
+ (1,5) (7,4) (8,5) 29,7 34,3 35,3

+ (5,9) (7,0) 28,2 32,8 33,8
+ (1,D 22,3 26,9 27,9

+ 21,2 25,8 26,8
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Tabel lö

Seos Rhizobium'i tüvede happe moodustamise võime ja peremeestaimede triibuste vahel

kab silma tugev seos peremeestaimede triibustega, nimelt kuuluvad ühe

ja sama triibuse taimedelt eraldatud Rhizobium'i tüved happe moodusta-
mise võime järgi peaaegu eranditult ühte ja samasse rühma, nagu see

nähtub tabelist 16.

Nagu tabelist 16 ilmneb, tekitavad tulemused mügarbakterite jaotami-
sel iseseisvateks liikideks (Rh. leguminosarum, Rh. trifolii, Rh. meliloti,
Rh. phaseoli, Rh. lapini ja Rh. japonicum) kahtlust. Sellest ei tohi aga
aru saada nii, et Rhizobium'i liigitamisel peaksid põhitunnuseks jääma
bakterite fermentatiivsed tunnused. Kuid on ilmne, et Rhizobium'i pere-
konna liikide määramisel ei saa aluseks võtta üksnes nende nakatusvõi-

met, vaid tuleb arvestada ka kõiki teisi (morfoloogilisi, biokeemilisi, füsio-

loogilisi, seroloogilisi jne.) omadusi.
Mõnede uurijate (Georgi ja Ettinger, 1941) arvates fermenteeritakse

mono- ja disahhariide koos happe moodustamisega märksa kiiremini kui
tri- või polüsahhariide. Kuid ükski bakteritüvi ei ole võimeline produtsee-
rima hapet dekstriinist. Dekstriini soovitavad need uurijad testiks A. radio-
bacter'i eraldamisel Rhizobium'ist, sest kultuuriomaduste järgi on nende
eristamine teineteisest peaaegu võimatu.

Tabelis 17 esitatud andmed näitavad, et monosahhariididest fermen-
teeriti kõige paremini arabinoosi, galaktoosi ja glükoosi, disahhariididest
— sahharoosi ja mitmealuselistest alkoholidest — mannitooli. Laktoos

aga moodustas iseseisva rühma. Kõige halvemini fermenteeriti maltoosi
ning mitmealuselistest alkoholidest sorbitooli ja inositooli. Erandi moo-

Peremeestaime
triibus

Rhizobiutrii rühm happe moodusta-
mise võime järgi

1. Galegeae I I

2. Vicieae II II II II

3. Trifolieae III III III III

Loteae III III III

Genisteae IV IV

4. Phaseoleae IV II—(IV)*
Hedysareae IV II

* Phaseolus'eli eraldatud Rhizobium'i tüvi kutsub esile enamasti aluselise reakt-
siooni ja kuulub seega neljandasse rühma. Käesolevas töös kasutatud tüvi eraldati Pha-

seolus vulgaris'e\i, mis on üks väheseid erandeid, kus Rhizobium moodustab hapet; see-

tõttu sattus ta teise rühma.
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Tabel 17

Statistiliselt olulised erinevused süsivesikute vahel nende fermenteerimisel Rhizobium'i
tüvede poolt moodustunud keskmise hapete hulga järgi (pg-ekv. 10 kohta)

123456789
Happe

hulk
Süsivesik

43,2 42,9 40,9 37,7 36,7 28,6 20,0 17,7 14,7

1. Arabinoos
2. Galaktoos
3. Glükoos
4. Sahharoos

5. Mannitool

6. Laktoos

7. Maltoos

8. Sorbitool

9. Inositool

43,2 + (0,3) (2,3) (5,5) (6,5) 14,6 23.2 25,5 28,5
+ (2,0) (5,2) (6,2) 14.3 22,9 25,2 28,2

+ (3,2) (4,2) 12,3 20,9 23,2 26,2
+ (1.0) 9,1 17,7 20,0 23,0

42,9
40,9
37,7

36,7 + (8,1) |_16,7 19,0 22,0
+ (8,6)| 10,9 13,9

'i + (2,3) (5,3) j
+ (3,0) !

+ I

28,6

20,0

17,7
14,7

dustas mannitool, mida fermenteeriti niisama hästi kui monosahhariide ja
sahharoosi.

Ka Neal’ ja Walkeri (1935) andmeil lõhustavad mügarbakterid galak-
toosi ja arabinoosi paremini kui glükoosi, viimast aga paremini kui man-

nitooli, sahharoosi, laktoosi või maltoosi.
Joshi (1920) järeldas, et manniit on kõige omastatavam süsinikuühend

mügarbakteritele. Kuid Reid ja Sarles (1935) leidsid, et sahharoos ületab
manniidi ning kõige sobivam süsivesik Rhizobium'\\e on nende mõlemate,
s. o. sahharoosi ja mannitooli kombinatsioon.

Esitatust selgub, et Rhizobiwrix tüved kasutavad mitmesuguseid
süsinikuühendeid, kuid missuguseid ja kuidas, selles küsimuses ei ole veel
ühtset seisukohta. Põhjuseks võib olla see, et tihti on uuritud liiga vähe-

seid bakteritüvesid ja et uurimismeetodid on olnud erinevad. Üks tule-
musi moonutada võivaid asjaolusid on see, et paljud uurijad on söötmes
kasutanud kaltsiumkarbonaati, mis võib tekkinud happeid neutraliseerida,
nagu kinnitavad viimaste aastate uurimused (Norris, 1965). Samuti ei

saa märkimata jätta, et tavaliselt jäetakse kõrvale nende Rhizobium'i
tüvede uurimine, mis ei paku agronoomilist huvi.

Tuleb siiski konstateerida, et mügarbakterite klassifitseerimisel on süsi-
vesikute hüdrolüüsimise võime tähtis tunnus ja liigi diagnostikas tuleb

tingimata näidata uuritava vormi suhtumist suhkrutesse.
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Kokkuvõte

Eesti NSV eri rajoonides kasvavatelt liblikõielistel! isoleeritud Rhizo-

biutrii tüved varieeruvad perekonna piirides morfoloogiliste!! ja kultuuri-

tunnustelt suhteliselt vähe ning nende üldine sarnasus ei võimalda neid

rühmitada üksikute liikide järgi.
Kõik uuritavad bakteritüved on gramnegatiivsed ühtlaselt värvuvad

pulgakesed, kusjuures rakkude morfoloogia sõltub arenguastmest. Noo-

red, 24-tunnised bakterirakud on hästi liikuvad homogeense protoplas-
maga pulgakesed, vastandina nelja päeva vanustele vakuoliseerunud ja
granuleerunud rakkudele, mis liikumisvõime on kaotanud.

Rakkude suuruse järgi jagunevad mügarbakterite tüved kolme rühma:

1) kõige suuremad rakud (läbimõõt 0,7—0,9 pm ja pikkus 2,5—3,5 pm)
on Lathyrus'eit, Wcia’lt, Trifolium' At, Medicago'it, Melilotus' eit ja Ono-

brychis'eA eraldatud kultuuridel; 2) keskmise suurusega rakud (läbimõõt
0,5—0,8 pm ja pikkus 1,5—2,5 pm) on Phaseolus'eA, Ononis' eit, Astraga-
/ws’elt, Oxytropis'eh, Ornithopus'eA, Lupinus'eit, Genista'A ja Soja'A iso-

leeritud kultuuridel; 3) kõige väiksemad rakud (läbimõõt 0,3 —0,6 pm ja
pikkus 1,0—1,5 pm) on Lotus'eA, Anthyllis'eA ja Tetragonolobus'eA eral-

datud kultuuridel.

Kolooniate moodustamise kiiruse järgi kunstlikel söötmetel jagunevad
uuritavad bakteritüved kahte põhirühma: kiiresti ja aeglaselt kasvavad.

Aeglaselt kasvavateks osutusid Ornithopus sativus'e, Lupinus luteus'e.

Soja ja Genista juuremügaratest isoleeritud tüved. Ülejäänud 34 tüve kuu-
lusid kiiresti kasvavate hulka. Kolooniate moodustamise kiiruse kohta
Vicia sylvatica'\t, V. cassubica'it, Lathyrus vernus'eh, L. niger'Wi, L. pisi-
formis'eit, Trifolium spadiceum' ilt, T. alpestre'it, Melilotus dentatus'eW.,
Tetragonolobus siliquosuse'it, Ononis repens'At, Oxytropis pilosa'Xi ja
Astragalus danicus'eit eraldatud tüvede poolt kirjanduses andmed puudu-
vad ning tuuakse käesolevas töös esmakordselt.

Kolooniate iseloomu erinevused mitmesugustel söötmetel kultiveerimi-
sel ilmnevad kõige selgepiirilisemalt just nende kahe põhirühma (kiiresti
ja aeglaselt kasvavad tüved) vahel. Nii moodustavad peaaegu kõik kii-
resti kasvavad tüved oa-agaril, MBP-1 ja kongo punasega MBP-1 ümmar-

gused poolläbipaistvad hallikasvalged pealt kumerad limase konsistent-

siga kolooniad diameetriga 1 —lO mm. Kõik aeglaselt kasvavad tüved

annavad väikesed (läbimõõt 0,2—2,0 mm) ümmargused poolläbipaistvad
piimjasvalged ja hästi läikiva, opalestseeruva pinnaga kolooniad. Viimased

on väga tihke konsistentsiga ja hästi kleepuvad, mistõttu külvinõelaga on

neid söötme pinnalt väga raske eemaldada.

Veelgi selgemalt tuleb kiiresti ja aeglaselt kasvavate tüvede vaheline

erinevus ilmsiks viburite asetuse võrdlemisel. Elektronmikroskoopilised
uurimised näitavad, et kõik aeglaselt kasvavate tüvede rakud on ühe vibu-
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riga, mis on kinnitunud raku külge subpolaarselt; neid nimetatakse

monotrihhideks, vastandina kiiresti kasvavatele tüvedele, millel viburid

on kinnitunud kogu raku pinnale ja mida nimetatakse peritrihhideks.
Teatud lahkuminekud kahe põhirühma vahel ilmnevad ka mügarbakte-

rite kultiveerimisel lakmuspiimas. Kõik aeglaselt kasvavad tüved, mis olid

eraldatud Lupinus luteus'zit, Ornithopus sativus'eit. Soja hispida'U ja
Genista'it, annavad lakmuspiimale tugeva aluselise reaktsiooni, kuid ei

moodusta «seerum»-tsooni. Kiiresti kasvavate tüvede korral tekib samades

tingimustes kas aluseline reaktsioon «seerum»-tsooniga, happeline reakt-
sioon «seerum»-tsooniga või ainult happeline reaktsioon ilma «seerum»-

tsoonita. Sellest selgub, et kiiresti kasvavate tüvede põhirühmas on veel

teatud erinevusi, mille põhjal ta omakorda jaguneb kolmeks rühmaks:

1) Rh. leguminosarum'i, Rh. trifolii ja Rh. phaseoli hulka kuuluvad tüved

ning Lotus corniculatus'eit, Anthyllis vulneraria'it, Tetragonolobus sili-

quosus'eit, Astragalus danicus'eit ja Oxytropis pilosa'h eraldatud tüved
annavad aluselise reaktsiooni koos «seerum»-tsooniga; 2) Rh. meliloti
hulka kuuluvad tüved ning Ononis repens'iit isoleeritud tüvi annavad hap-
pelise reaktsiooni koos «seerum»-tsooniga; 3) Onobrychis viciifolia'\tera\-
datud tüvi annab happelise reaktsiooni ilma «seerum»-tsoonita. Huvitav

on märkida, et taoline jaotus langeb üldjoontes kokku Rhizobium'i tüvede

rühmitusega süsivesikute fermentatsiooni järgi, mis omakorda kinnitab

seisukohta, et otstarbekam ja õigem on need kolm Rhizobium'i liiki (Rh.
leguminosarum, Rh. trifolii, Rh. phaseoli) ühendada üheks liigiks. On
teada, et Smith (1958) ja Graham (1964) on samasugusel seisukohal.

Rhizobium'i tüvede kasvatamisel želatiinis puudusid kindlapiirilised
erinevused üksikute tüvede vahel. Nii andsid osa Rh. leguminosarum'i
hulka kuuluvatest tüvedest, mis olid eraldatud Vicia sylvatica'it, V. crac-

ca’lt, Lathyrus vernus'eM., L. niger'iit, L. pisiformis'eit, L. sylvestris'eit ja
Pisum sativum'iit, ning Astragalus danicus'eit ja Oxytropis pilosa'it eral-
datud tüvede külvamisel pisteliselt želatiini kasvu, mis meenutas ladvaga
allapoole pööratud kuusekest. Teine osa Rh. leguminosarumi tüvedest
(Vicia sativa'it, V. sepium'Ut, V. faba'lt, V. cassubica'it, Lathyrus palust-
ris'elt, Lens culinaris'eVt) ja osa Rh. trifolii hulka kuuluvatest tüvedest

(Trifolium arvense'ii, T. alpestre'it, T. pratense'it, T. medium'iit, T. fragi-
ferum'HL) andsid kogu söötme ulatuses ülalt alla lindikujulise kasvu.

Samasuguse kasvu andis ka Trigonella'Vt isoleeritud tüvi.

Ülejäänud osa Rh. trifolii tüvedest andis želatiinis niidikujulise kasvu,
mis söötme pindmises osas oli jämedam ja teravnes katseklaasi põhja
suunas.

Ka Onobrychis viciifolia juuremügaratest eraldatud tüvi andis lindi-

kujulise kasvu. Kuid see oli märksa nõrgem kui Rh. leguminosarum'i ja
Rh. trifolii tüvede kasv želatiinis.

Kõik aeglaselt kasvavad tüved andsid söötmes ülemises osas tugeva
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kasvu valge tiheda massi näol, mis katseklaasi põhja suunas nõrgenedes
moodustas nõelakujulise teraviku.

Želatiini veeldasid tüved, mis olid eraldatud Melilotus'?\i, Medicago'\t,
Phaseolus vulgaris'?\t, Ononis repens'iit, Lotus corniculatus'?\t, Anthyllis
vulnerarialt ja Tetragonolobus siliquosus'?\{. Viimase kolme tüve korral

täheldati pärast neljanädalast inkubatsiooni nõrka želatiini veeldumist

ainult söötme ülemises osas. Teiste tüvede puhul oli aga kogu sööde veel-

datud.

Esitatud andmetest selgub, et kasvul želatiinis on väga suhteline ise-

loom, mistõttu mügarbakterite liigi määramisel on ta kõrvalise tähtsu-

sega.
Nii nagu morfoloogiliste ja füsioloogiliste näitajate puhul, jagunevad

uuritud Rhizobiurrii tüved ka biokeemilise tunnuse (süsivesikute fermen-

teerimise) alusel kaheks teineteisest erinevaks rühmitiseks, mille erinevu-

sed moodustavad põhilise osa kõigist tüvedevahelistest lahkuminekutest.
Lahkuminekud nende kahe rühmitise vahel on kindlapiirilised ja erinevuste
olulisus on statistiliselt tõestatud. Ühe rühmitise moodustavad tüved,
mille toimel süsivesikute lagundumisel tekivad happed (kõik kiiresti kas-

vavad tüved), teise rühma kuuluvad ülejäänud tüved, mis kutsuvad esile

aluselise reaktsiooni (aeglaselt kasvavad tüved).
Aeglaselt kasvavate tüvede poolt süsivesikute fermenteerimisel tekki-

nud aluseline keskkonna reaktsioon süvenes teatava aja (olenevalt süsi-

vesikust), pidurdus siis ja muutus isegi happeliseks (arabinoosi, galak-
toosi ja glükoosi fermenteerimisel).

Kirjeldatud erinevust aeglaselt ja kiiresti kasvavate tüvede vahel võib

pidada üheks iseloomulikumaks tunnuseks mõlemale rühmale.

Süsivesikute lagundamisel happe moodustumise intensiivsuse järgi
jaguneb Rhizobiutrii kiiresti kasvavate tüvede rühm kaheks alarühmaks:
a) mõõdukad (26 tüve — moodustavad kahe nädala jooksul 14 —45 pg-
ekv. hapet 1 milj, külvatud bakteriraku kohta); b) intensiivsed (8 tüve —

moodustavad sama aja jooksul 60 —75 pg-ekv hapet 1 milj, külvatud

bakteriraku kohta).
Peale selle ilmneb, et Rhizobiutrii traditsiooniline klassifikatsioon bio-

keemiliste omaduste järgi ei vasta süsivesikute fermenteerimisel tema

tüvede tegelikule rühmitusele. Sama liigi tüvedest võib osa kuuluda

mõõdukate, osa aga intensiivsete happemoodustajate rühma. Võrreldes eri

Rhizobium'i liikide keskmist happe moodustamise võimet, ilmneb, et Rh.

phaseoli, Rh. trifolii ja Rh. leguminosarum ei erine üksteisest, vaid moo-

dustavad ühise rühma (keskmine hapete moodustamise võime 40 pg-ekv).
Nendest vähem hapet produtseerivad Rh. meliloti tüved, mis kuuluvad
koos Ononis'?, Tetragonolobus'?, Lotus'? ja Anthyllis'? tüvedega teise

rühma (keskmine hapete moodustamise võime 20 pg-ekv). Kolmandasse
rühma kuuluvad eriti intensiivsed Astragalus'? ja Oxytropis'? tüved (kesk-
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mine hapete moodustamise võime 70 pg-ekv.). Onobrychis viciifolia'lt
eraldatud tüvi jäi esimese ja teise rühma vahele (keskmine hapete moo-

dustamise võime 32 |ig-ekv.).
Happe moodustamise keskmise võime alusel on Rhizobium'i liikide rüh-

mituse ja vastavate peremeestaimede triibuse vahel tugev seos. Ühe ja
sama triibuse taimedelt eraldatud Rhizobium'i tüved kuuluvad happe moo-

dustamise võime järgi peaaegu eranditult ühte ja samasse rühma.

Hapete moodustumise intensiivsuse järgi jagunevad süsivesikud Rhi-
zobium'i poolt lagundamisel kolme rühma (intensiivsuse kahanemise järje-
korras): 1) arabinoos, galaktoos, glükoos, sahharoos ja mannitool; 2) lak-

toos; 3) maltoos, sorbitool ja inositool.
Et biokeemiliste näitajate põhjal tehtud jaotus langeb peaaegu kõiki-

del juhtudel kokku ja füsioloogilistel tunnustele tugi-
neva rühmitusega, siis ei tohiks olla kahtlust ka nendevahelise seoste

olemasolus.

3. MÜGARBAKTERITE SÜMBIOOS LIBLIKÕIELISTE
TAIMEDEGA EESTI NSV s

Rhizobium'i ja liblikõieliste taimede sümbiootilisi suhteid tunti juba
100 aastat tagasi. Algul arvati, et tegemist on ühe Rhizobium'i liigiga
(Вас. radicicola), mis on võimeline mügaraid moodustama kõikidel libilik-
õielistel.

Edasised uurimised liblikõieliste ühe perekonna seemnete nakatamisel
teise perekonna mügarbakteritega näitasid, et mügarbakterid, olles koha-
nenud liblikõieliste teatud perekondade või liikidega, mille juuremügara-
test nad eraldati, on vastavatele perekondadele või liikidele spetsiifilised.
Nii näiteks mügarbakterid, mis on eraldatud mingi, seejuures ükskõik
millise ristiku liigi mügaratest, moodustavad mügaraid ka teistel (see-
juures ükskõik millistel) liikidel, kuid ei kutsu esile mügarate tekkimist

liblikõieliste teiste perekondade taimedel. Liblikõieliste teiste perekondade
(hernes, lutsern, lupiin, seradella) mügarbakterid aga omakorda ei moo-

dusta mügaraid ristikul tema seemnete nakatamisel nendega. Järelikult
moodustavad ristiku mügarbakterid spetsiifilisustunnuse järgi omaette
rühma.

Mõnede taimede mügarbakterite spetsiifilisus avaldub nõrgemini ja
nad võivad moodustada mügaraid mitmel liblikõieliste perekonnal. Nii

näiteks bakterid, mis on eraldatud herne, viki, läätse, hiireherne, oa ja
seaherne juuremügaratest, võivad vastastikku moodustada mügaraid kõiki-
del ülalloetud taimede liikidel.

Viimaste aastate uurimistulemused (Wilson, 1946; Greogory, Allen,
1953; Bjälfve, 1963; Dorossinski ja Lazareva, 1966) näitavad, et mügar-
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bakteritel puudub kindlapiiriline spetsiifilisus ja et nende jaotamine 6—9
iseseisvaks liigiks ei ole õigustatud. Taksonoomilise jaotuse aluseks on

põhiliselt just bakterite spetsiifilisus: võime infitseerida teatud liblikõielist
taime ja tekitada tarna juurestikus mügaraid. Nii näiteks võivad Glycine
hispida juuremügaratest eraldatud bakterid (iseseisev liik Rh. japonicum)
moodustada mügaraid ka lupiinil (Dorossinski ja Lazareva, 1966). Bjälfve
(1963) andmetel võivad lupiinilt isoleeritud mügarbakterid nakatada lut-
serni.

Nii on jõutud ristinokulatsioonirühma mõiste juurde. Ristinokulat-
sioonirühm kujutab endast teatud hulka peremeestaimi, millest igaüks
moodustab mügaraid, kui teda inokuleerida ükskõik milliselt teiselt antud
rühma kuuluvalt taimelt isoleeritud bakteritega. Selliste ristinokulatsiooni-
rühmade vahel puudub inokulatsiooni võime või see esineb väga harva.
Sellest ajast alates, millal see kontseptsioon tekkis, on teda palju modi-
fitseeritud. Fred, Baldwin, McCoy (1932) esitasid umbes 16 ristinokulat-
sioonirühma. Hiljem on leitud selles rühmitises palju erandeid. Nüüd on

nende rühmade arv taandunud poole tosinani, mille seas suuremad ala-
jaotused arvatakse sõltuvat peremeestaime erinevast vastuvõtlikkusest ja
erinevast vastupanuvõimest antud rühmas (Allen, Balwin, 1954).

Spetsiifilisuse küsimuse selgitamisel tuleb eraldi käsitleda bakterite
virulentsust ja_ efektiivsust. Efektiivsuse all mõistetakse mügarbakterite
võimet siduda õhulämmastikku ja teha seda kättesaadavaks oma peremees-
taimele. Virulentsus on bakterite nakatusvõime: võime tungida taime juur-
tesse ja moodustada mügaraid. Järelikult võib mügarbakterite efektiivsuse
üle otsustada kogutud lämmastiku hulga järgi.

Alati ei ole kõrge virulentsusega bakteritüved efektiivsed. Esineb juh-
tumeid, kus bakterid moodustavad küll palju mügaraid, kuid seovad
vähe õhulämmastikku. Selline sümbioos kujutab üleminekuastet parasitis-
mile, mis kahjustab peremeestaime arengut.

Mügarbakterite spetsiifilisusel, efektiivsusel ja virulentsusel ei ole üks-
nes suur teoreetiline, vaid ka praktiline tähtsus nitragiini valmistamisel.
Kuid nitragiini efektiivsus sõltub paljudest asjaoludest: 1) preparaadi
omadustest, 2) bakterite efektiivsusest ja virulentsusest ning 3) mulla-
omadustest. Kohalike mügarbakterite kultuuride väljaeraldamine nitragiini
valmistamiseks on põhilisi tingimusi bakterväetiste efektiivsuse tõstmisel.

Mügarbakterite spetsiifilisuse probleemi uurimine võimaldab leida uusi,
tugeva virulentsuse ja kõrge efektiivsusega mügarbakteri tüvesid nitragiini
valmistamiseks.
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Metoodika

Mügarbakterite tüvede infektsiooniliste omaduste spetsiifilisuse kind-

lakstegemiseks infitseeriti 11 liblikõieliste-liigi seemneid võõraste liblik-

õieliste-liikide juuremügaratest isoleeritud Rhizobium'i kultuuridega (36
tüve). Enne mügarbakteritega infitseerimist steri 1 iseeriti liblikõieliste
seemneid kontsentreeritud H 2 SO4-ga või 0,1%-lise sublimaadilahusega 1,5
minutit. Steriliseeritud seemned idandati. Seemned (3—5 tk. olenevalt lib-

likõieliste liigist) külvati spetsiaalsetesse (3,5X25 cm) katseklaasidesse.
Substraadina kasutati kas killustikku (s—lo mm läbimõõduga) või ver-

mikuliiti (3—15 mm läbimõõduga). Killustik hoiti steriliseerimiseks kont-
sentreeritud H

2
SO

4-s, misjärel teda pesti veega kuni neutraalse reaktsioo-
nini ja hoiti siis autoklaavis kolm päeva iga kord 1,5 tundi rõhul 150kN/m2.
Vermikuliiti saadi Koola poolsaarelt Kovdorski leiukohast. Seda kui inert-

set (toiteväärtuse seisukohast) ja väga sobivat (aeratsioonirežiimilt)
substraati soovitavad taimede kasvatamiseks mitmed autorid (Teijerina,

Joonis 15. Rhizobium’i tüvede infitseerimisvõime uurimise katsevariandid.
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1956; Raggio jt., 1957; Jemtšev jt., 1963). Vermikuliiti steriliseeriti auto-

klaavis rõhul 150 kN/m 2 3 tundi. Toitelahuseks oli järgmise koostisega
segu: 1000 ml destil. vett, 0,136 g KH 2 PO4, 0,492 g Ca(NO3 ) 2,

0,060 g

MgSO 4,
0,075 g KCI, 0,025 g Fe2Cl 6 ja 1 ml mikroelementide segu. Igasse

katseklaasi viidi 20 ml nimetatud toitelahust.

Üheaegselt katsevariantidega jäeti kontrolliks katseklaasid idandatud

seemnetega, mida ei inokuleeritud Rhizobium'i kultuuridega. Kõigi mügar-
bakterite kultuuride suspensioonide tiiter oli б/Ю6 milj, bakterirakku

1 ml-s. Tiiter määrati nefelomeetrilise meetodi abil. Kordusi igas variandis

oli neli. Nagu Manningeri jt. (1960) variatsioonanalüüsid näitavad, jät-
kub neljast kordusest, et saada usaldusväärseid andmeid taimede kasva-
tamisel vegetatsiooninõudes. Katseklaase taimedega hoiti laboratooriumis

kunstlikus valguses B—l28 —12 nädalat. Katse lõpul fikseeriti taimede juurtel
moodustunud mügarate kuju, suurus ning värvus ja loeti nende arv.

Pärast seda jaotati materjal kolme ossa: taimede vegetatiivne osa, juu-
red ja mügarad. Eraldatud fraktsioonid kaaluti analüütilistel kaaludel.
Taimede vegetatiivne osa ja juured peenestati, paigutati eri toosidesse,
asetati kuivatuskappi 100—105°-sesse temperatuuri ning kuivatati kons-
tantse kaaluni. Määramiste tulemused väljendati protsentides kontrolli
suhtes. Mügarate arvu ja kaalu kindlaksmääramisel kasutati kontrollina
neid liblikõielisi taimi, mis olid nakatatud samalt liigilt isoleeritud tüve-

dega. Taimede vegetatiivse osa ja juurte kuivainesisalduse määramisel

võeti kontrolliks infitseerimata taimed.
Tulemused töötati läbi statistiliselt ja tehti dispersioonanalüüs, kus-

juures seosed liblikõieliste taimede vegetatiivse osa ja juurte kuivaine-

sisalduse ning mügarate kaalu ja arvu vahel määrati korrelatsioonarvu-

tuste teel. Seoste tugevust väljendati korrelatsioonikoefitsiendi (r) väär-

tusena.

Mügarbakterite tiitri nefelomeetriline määramismeetod

Töö vajadustega sobis mügarbakterite tiitri määramiseks kõige pare-
mini nefelomeetriline määramismeetod, mis põhineb bakterite suspensiooni
valguse hajutamisvõime mõõtmisel.

Bakterite kontsentratsiooni optilise määramise lahuse hägususe järgi
võttis esimesena kasutusele McFarland (1907). Edasised uurimised olid

seotud vastavate optiliste mõõteriistade loomise ja täiustamisega, mis val-

mistati küll keemilisteks analüüsideks, kuid mida kasutati edukalt ka bak-

terisegude uurimiseks.

Nii kasutasid Muntner (1926) ja Liese (1926) bakterisegude hägususe
uurimiseks Kleinmanni nefelomeetrit, Enders ja Kärnbach (1937) Lange
fotokolorimeetrit, Toennies ja Gallant (1949) Kolemani spektromeetrit,
Williams (1952) fotokolorimeeter-nefelomeetrit jne.
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Nõukogude teadlastest on optilise meetodi rakendamist bakteriprepa-
raatide uurimiseks suure põhjalikkusega käsitlenud Fichman (1957—

1960).
Mügarbakterite tiitri nefelomeetriline määramine toimus järgmiselt.

Mügarbakteri puhaskultuur külvati plaatinaasaga 170 ml MBP söödet
sisaldavatesse kolbidesse. Kolbe hoiti 3—B päeva termostaadis 28° C tem-

peratuuris. Sellisel viisil valmistatud emakultuuridest viidi (eelnevalt
kolbe 10 minutit loksutades) steriilse pipetiga 10 ml teise 170 ml ste-

riilse MBP söötmega kolbi. Külve hoiti 3—5, aeglaselt kasvavate

tüvede puhul 5—7 päeva termostaadis temperatuuris 28° C. Ette-

nähtud aja möödumisel võeti kolvid termostaadist välja, loksutati 5 minu-

tit ja viidi 25 ml uuritavat bakterirakkude lahust steriilse pipeti abil

25 mm diameetriga НФМ-tüüpi nefelomeetri küvetti. Küvett uuritava

lahusega asetati nefelomeetri kambri tsentrisse ja kamber täideti destil-

leeritud veega (kuni ettenähtud tasemeni). Lülitati sisse roheline filter
K-4 (Ä ef'=s4l mm) ja mõlemad mõõtetrumlid viidi jaotusele 100 musta

skaala (läbilaskvusprotsent) järgi. Hajutajaks valiti H-4. Vaatevälja
poolte heledused tasakaalustati optiliselt parempoolse trumli pööramisega,
kui see aga ei õnnestunud ühegi hajutaja puhul, siis viidi parempoolne
trummel asendisse 100 (mustal skaalal) ja optiline tasakaal saavutati

vasakpoolse trumli pööramisega. Lugem võeti mustalt skaalalt tasakaalu-
asendis. Kõigil määramistel võeti vähemalt 6 lugemit ja leiti nende kesk-
mine.

Paralleelselt nefelomeetrilise määramisega määrati mügarbakterite tii-

ter otsese loendamisega Gorjajevi kambri varal. Selleks kanti klaaspul-
gaga mõni tilk uuritavat bakterisuspensiooni Gorjajevi kambri peale
surutud katteklaasi serva juurde, kust vedelik kandus eseme- ja katteklaasi

vahelisse ruumi, täites selle ühtlaselt. Rakud loendati kambri mõlema

poole ruudustiku 16-s väikeses ruudus. Lugemitest võeti keskmine ja, tea-

des väikese ruudu mahtu (1/4000 mm3), arvutati bakterite tiiter (bakterite
arv 1 ml-s).

Katseseerias nefelomeetrilise meetodi rakendatavuse kontrollimiseks

mügarbakterite tiitri määramisel kasutati 42 eri Rhizobiutn'x tüve.
Saadud andmed analüüsiti regressioonarvutuse teel. Algul valiti reg-

ressioonvõrrand kujul N = a -j- bH, kus N on bakterite kontsentratsioon

loendamise järgi Gorjajevi kambris (cm-3 ) ja H — bakterisuspensiooni
absoluutne hägusus (cm-1 ) määratuna nefelomeetril. Kontrollides regres-

sioonkonstandi a usaldatavust Studenti testi järgi, selgus, et t
a

<t(f = 41; ß »= 0,05), s. t. osutus mitteoluliseks. Seepärast teostati uus

regressioonanalüüs kujul N = bH. Arvutuste tulemusena leiti, et regres-
sioonikoefitsient b = (1,84 + 0,23) 10 10

cm
-2 ja bakterite kontsentrat-
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N Bakterite
*Ю6 kontsentratsioon leituna otsese loendamise

100

10 20 30 40 50 60

Joonis 16. Kalibreerimiskõver bakterite suspensiooni tiitri määramiseks hägususe järgi

siooni standardhälve regressioonsirge suhtes S
N
=l7 • 10 10

cm
-2

,
moodus-

tades seega täisskaalast 9%. Seega on nelja mõõtmise keskmise näidu

standardviga alla 5%, mis on küllaldane ega jää maha täpsusest, mida
tavaliselt saavutatakse otsese loendamise korral Gorjajevi kambris.

Regressioonikoefitsiendi põhjal leitud kalibreerimiskõver on toodud

joonisel 16.

Gorjajevi kambri varal loendatud bakterirakkude arvu ja nefelomeet-
rilisel määramismeetodil saadud andmete korrelatsioonarvutused näitasid

(korrelatsioonikoefitsient 0,724 ning tõenäosus >99,9%), et kirjeldatud
metoodika võimaldab küllaldase täpsusega analüüsida suspensiooni bak-

terirakkude sisaldust.
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Uurimistiilemused

Meie katsete tulemused mügarbakterite tüvede spetsiifilisuse ja viru-

lentsuse määramise kohta on esitatud tabelites 18—27 ja joonistel 17—27.

Nagu tabelitest 18, 19 ja 99 nähtub, olid kõik 11 RhizobiurrCi tüve või-

melised moodustama mügaraid oma peremeestaimede! (11 liblikõielise

liigil). Mügaraid moodustus kõrvaljuurtel rohkem kui peajuurtel. Teiste
omaduste poolest (värvus, kuju) olid mügarad sarnased looduslike müga-
ratega, erinedes vahest ainult mügarate arvu ja suuruse poolest. Tavali-
selt ulatus nende arv ainult paarikümneni ja suurus oli 3—5 mm.

Samal ajal võib looduslikes tingimustes mügarate arv liblikõieliste juur-
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2. Melilotus albus

3. Trifolium pratense

4. Vicia sepium

5. Lathyrus pratensis

6. Vicia cracca

7. Lathyrus maritimus

8. Lotus corniculatus

9. Anthyllis vulneraria

10. Astragalus danicus

11. Caragana arborescens
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Märkus. Igas paarisreas ülal kuivainesisaldus mg-des ja all kuivainesisaldus
%-des kontrolli suhtes.
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tel ulatuda sadadeni ja nende suurus on s—lo5 —10 mm. Kõige rohkem

mügaraid moodustus Medicago sativa'\ (32), Melilotus albus'e\ (24) ja
Trifolium pratense'X (37) ning kõige vähem Astragalus danicus'ei (14) ja
Caragana arborescens'W (16).

Värvuselt olid eranditult kõik mügarad valged või roosad. Pruunid ja
mustjaspruunid värvitoonid puudusid. Selline nähtus on mõistetav, kui

arvestada, et meie katse lõpul olid liblikõielised taimed veel elujõulised ja
et mügarad nende juurtel ei olnud jõudnud degeneratsioonistaadiumi.
Pruuniks või pruunikasmustaks muutuvad mügarad vananedes.

Mügarbakterite spetsiifilisuse selgitamisel ilmnes (tabelid 18—22 ja
joonis 21), et Medicago sativa'i moodustavad mügaraid tüved, mis onjoonis 21), et Medicago

taimede infitseerimisel Rhizot

№
00—

О
00

о
СП

to
о

о
о

Trifolium
spadiceum

—
w

to
cd
—

сл

о
о

о
С
о
to

to
о

сл
с

сл
с

Trifolium
hybridum

го
—

СО

to
to
cd

2ё28

88£ё

Trifolium
arvense

810
185

Trifolium
alpest

re

Vicia
faba

—
со

to
to

to
CD—СЛ

—
СЛ—СЛ

—
Сл

—
4х—
сл

—
сл

—
о

®
о

ä
о
-

8ž>žäSSõo>o2o8õ9S
55

32gg

OO
—о

00
о

Vicia
sativa

to
О—
сл

Šo

Йо

Vicia

sylvatica

Ь£

—
СЛ

—
С71

05

õ§

SÖSS8g8gg°g$8

Lathyrus
vernus

—

—СЛ
tO
СЛ—
СЛ

о
о

ооооао

Lathyrus
sylvestris

sativa 1 moodustavad mügaraid tüved, mis on

Tabel 18

»tu/n’i mitmesuguste tüvedega

to
о

__сл
—

сл

S8

2858

Lathyrus
pisiformis

888858
_88

8§85

—
05

tO
С
tO

tÕ

—
О

О
05

СЛ

05
о

Medicago
lupulina

Trigonella

—
05

—
00
to
О

S3Ž

8888

Medicago
falcata

—
05

—
00
tO

О

сл
О

00
О
CD

О

Melilotus
officinalis

—
05

—

tO
CD
—

4*.—05—4а
—
СЛ

4а

4х

05

ßo

8
о
oo

8
ž
g
ЕС
о

8
õo
о

8
õ
25
о
о
о

Tetragonolobus
siliquosus

28Š8Š8

Oxytropis
pilosa

СЛ000050Ф»С
Onobrychis

viciifolia

to

4а

CD
CD

CD
to

CD
О

—
С

Ornithopus
sativus

®Ž

Phaseolus
vulgaris

—
05

—
05

—
05

—to

4b—
00

—
СП

ГО
4-*

tO

--J
05

CC

С
00

CD
05
CT>
tO

tO
CD

CD
О

О
О
О

—

О'ООСЛС
—

О

Ononis
repens

—
to

4х—СП

05

— ООСЛО05ОКЭО
Genista

to
CD

—
СЛ
to
CD

—
СЛ

Ä

£•

—
C*5
00
CD
—ОCD

tO

<D
tO

СП
О

o
05
o

C*5
О

CC

Pisum
sativum

88888§ŠS8gŠ8838g8ž8888
Kontroll



106

isoleeritud järgmiste liblikõieliste juuremügaratest: Medicago sativa

(tüvi 1), Melilotus albus (tüvi 2), Astragalus danicus (tüvi 10), Lupinus
luteus (tüvi 12), Trifolium spadiceum (tüvi 15), Vicia faba (tüvi 19),
Medicago lupulina (tüvi 25), Trigonella (tüvi 26), Medicago falcata
(tüvi 27), Melilotus officinalis (tüvi 28), Onobrychis viciifolia (tüvi 31) ja
Önonis repens (tüvi 34). Kirjanduse andmetel (Fred jt. 1932; Purchase,
1953; Vincent, 1954) moodustavad tüvede 1,2, 25, 26, 27 ja 28 peremees-
taimed iseseisva ’ristinokulatsioonirühma — Rhizobium meliloti. Seetõttu
on loomulik, et kõik nendelt taimedelt isoleeritud tüved tekitavad Medi-
cago sativa'l mügaraid. Tüved 12, 15, 19 ja 31 kuuluvad aga eri rist-

1. Medicago sativa

2. Melilotus albus

3. Trifolium pratense

4. Vicia sepium

270 240 120 140 110 150 120 150
198 176 88 101 79 ПО 88 НО
220 230 100 НО 140 100 120 150 120
209 223 98 108 132 98 113 144 ПО
120 100 160 90 100 120 80 120 100 160
100 76 126 74 82 92 60 92 80 130

17 19 18 71 70 74 63 43 53 21 22 18

88 98 95 371 362 385 326 224 274 107 112 95
5. Lathyrus pratensis

6. Vicia cracca

18 14 20 69 62 74 57 59 54 16 46 20
86 65 95 334 298 354 272 282 262 79 219 97
19 19 22 65 66 71 59 37 51 19 20 18

92 92 104 312 317 340 286 176 247 91 95 84
7. Lathyrus maritimus

8. Lotus corniculatus

9. Anthyllis vulneraria

10. Astragalus danicus

11. Caragana arborescens

20 18 20 40 41 39 41 48 49 20 19 17

97 89 95 194 184198 197 228 236 95 89 83
20 21 22 43 46 41 39 37 40 24 19 19
95 100 104 208 22 ■ 197 188 178 190 113 90 92
20 21 20 40 37 31 45 44 21 20 21
80 84 79 161 147 122 179 176 82 78 83
18 17 20 18 17 18 19 32 37 20

7678 86 78 75 80 84 140 163 88
19 18 20 19 21 1719 19 24 18 63 23

90 85 97 89 91 100 80 90 115 88 301 108

Märkus. Igas paarisreas ülal kuivainesisaldus mg-des ja all kuivainesisaldus.
%-des kontrolli suhtes.

Liblikõieliste juurte kuivainesisaldus taimede
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inokulatsioonirühmadesse (Rh. lapini, Rh. trifolii, Rh. leguminosarum,
Rh. simplex). Need tüved moodustasid taimede juurtel mügaraid tunduvalt

vähem (keskmiselt 6 mügarat) kui sama ristinokulatsioonirühma taime-

delt isoleeritud tüved (keskmiselt 26 mügarat). Peab lisama, et tüved 12

ja 31 moodustasid mügaraid ainult kahel korral. Seepärast on tarvis enne

lõpliku järelduse tegemist neid tulemusi veel kontrollida. Ülejäänud tüved

(10 ja 34), mis olid isoleeritud vastavalt Astragalus danicus'e ja Ononis

repens'i mügaratest, andsid mügaraid ka Medicago sativa'X. Kirjanduses
puuduvad andmed nende taimede kuuluvuse kohta ristinokulatsioonirüh-

madesse. Ei ole ka teada, millise Rhizobium'x liigi alla võib paigutada

infitseerimisel Rhizobium’i mitmesuguste
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nende taimede mügaratest isoleeritud mügarbakterid. Meie katsetest sel-

gus, et Ononis repens'iit eraldatud tüvi 34 moodustas küllaltki suurel hul-

gal mügaraid (16) Medicago sativa'l ja teisel sama ristinokulatsiooni-
rühma taimel — Melilotus albus'e\ (9 mügarat). Siit võib teha esialgse
järelduse, et Ononis repens'ilt eraldatud tüvi 34 kuulub Rh. meliloti alla,
et liblikõieline ise kuulub Medicago sativa ja Melilotus albus'ega samasse

i istinokulatsioonirühma.
Melilotus albus'e\ moodustasid mügaraid kõik needsamad tüved, mis

Medicago sativa'\g\, välja arvatud tüved 12, 15 ja 31. Lisaks nendele and-
sid mügaraid veel Lotus corniculatus'eit (tüvi 8), Astragalus danicus'eit

(tüvi 10), Caragana arborescens'Wi (tüvi 11) ja Trifolium hybridum'Wi

1. Medicago sativa

2. Melilotus albus

3. Triolium pratense

4. Vicia sepium

32 32
100 102
25 24

107 100
16 37 20
44 100 53

22 17 27 16 13 8 4

100 77 127 74 58 36 15
5. Lathyrus pratensis

6. Vicia cracca

25 19 22 12 11 12 12
138 100 122 66 58 68 63
20 11 26 15 12 9 2
75 41 100 57 43 36 7

7. Lathyrus maritimus

8. Lotus corniculatus

9. AnthyUis vulneraria

10. Astragalus danicus

11. Caragana arborescens

22 24 20 19 16 19 2
12100115 124 102 81 96

10 1913 18 16 18
52 70 96 82 100 96

1
4

3
13

18 13 13 24 25
72 52 51 95 100

3 1 14 8
22 7 100 57

5
29

5
30

5 7 16
10029 33

Märkus. Igas
suhtes.

ülal mügarate arv ja all mügarate arv %-des kontrollipaansreas

Liblikõieliste juuremügarate taimedearv

3 1
49

5 4
16

4
18 22
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(tüvi 16) isoleeritud tüved. Saadud tulemused on eriti huvipakkuvad
Lotus ja Caragana arborescens'x tüvede suhtes. Seni ei ole

teadaolevatel kirjanduse andmetel (Gregory jt., 1953) suudetud asetada

peremeestaime Caragana arborescens'x sümbiootilisi baktereid ühegi

praegu kindlaksmääratud inokulatsioonirühma.
Peremeestaimed Lotus corniculatus, Anthyllis vulneraria ja Tetragono-

lobus siliquosus moodustavad iseseisva inokulatsioonirühma (Fred jt.,
1932). Millise Rhizobiutn’i liigi hulka nende mügarates asuvad bakterid

kuuluvad, selle kohta kirjanduses andmed puuduvad. On ainult teada, et

Lotus corniculatus'e ja Anthyllis vulneraria juuremügaratest eraldatud

bakterid moodustavad mügaraid Ornithopus sativus'e, Astragalus gly-

cyphyllus'e ja Ononis repens’x juurtel (Jensen, 1964).

Tabel 20

infitseerimisel Rhizobiutn’i mitmesuguste tüvedega

Trifolium
spadiceum

Trifolium
hybridum

Trifolium
arvense

Trifolium
alpestre

•S

a

g

•S

2 Vicia

sylvatica
Lathyrus

sylvestris
Lathyrus
pisiformis

Medicago
lupulina

e
Ö

k.
Medicago
falcata

Melilotus
officinalis

Tetragonolobus
siliquosus

Oxytropis
pilosa

1

Onobrychis
vlciifolia

Ornithopus
sativus

Phaseolus
vulgaris

Ononis
repens

•52
s

о

!

Pisum
sativum

5

16

22
60

4
15
25
66

24
64

18
50

28
6

25

23
101

15
80
23
88
22

113
16

85
16
62

2
15

18
97
25
95

48

21
80

11
57

23
101

18
96
23
86
20

100
10
55

6
36

21
92
17

80
16

62

12
46

19
76
20

107

9
47

25
80
28

122

6
46

30
94
37

154

1
6

24
75
26

110

2
16

18
58
30

127

3
20

11
48
7

36
9

33
5

26
13
68
13
52

2
11

1
2

4
23

1
5

10
71

2
8

16
51
13

58

5
27
3

12
4

29

18
99
19
72
10
52
12

61



Trifolium pratense'\ täheldati mügarate ilmumist kõikide ristikute lii-

kidelt eraldatud mügarbakteri tüvedega nakatamisel. Kõige rohkem müga-
raid (37) moodustas tüvi 3, mis isoleeriti sama liigi (Trifolium pratense)
mügaratest, teised tüved — 14 {Trifolium fragiferum'iit) , 15 {Trifolium
spadiceum'Ht), 16 {Trifolium hybridum'iit), 17 {Trifolium arvense'\t) ja
18 {Trifolium alpestre'W) — moodustasid vastavalt 20, 22, 25, 24, 18

mügarat. Trifolium pratense'X moodustas mügaraid (16) ka Medicago
sativa juuremügaratest eraldatud tüvi. Ehkki need mügarad olid väga väi-
kesed, on see fakt huvitav sellepärast, et kuni käesoleva ajani peeti risti-
kute rühma kõige selgemini väljakujunenud spetsiifilisusega mügarbakte-
rite rühmaks (Bialosuknia jt., 1923; Baird, 1955).

Liblikõieliste juuremiigarate kaal taimede

\ Rhizobium'\ tüvi

Indikaatortaim
Medicago
sativa

Melilotus
albus

Trifolium
pratense

Vicia
sepium

Lathyrus
pratensis

Vicia
cracca

Lathyrus
maritimus

Lotus

corniculatus
Anthyllis
vulneraria

Astragalus
danicus

Caragana
arborescens

Lupinus a

о

со

Trifolium
fragiferum

1. Medicago sativa

2. Melilotus albus

3. Trifolium pratense

4. Vicia sepium

5. Lathyrus pratensis

6. Vieta cracca

7. Lathyrus maritimus

8. Lotus corniculatus

9. Anthyllis vulneraria

10. Astragalus danicus

11. Caragana arborescens

Märkus. Igas paar
kontrolli suhtes.
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Et liblikõielised Vicia sepiutn, Lathyrus pratensis, Vicia cracca jaLat-
hyrus maritimus moodustavad iseseisva ristinokulatsioonirühma, siis on

loomulik, et tüved 4,5, 6 ja 7 (isoleeritud samadelt liikidelt) moodustasid

mügaraid kõikidel eespool loetletud liblikõielistel. Vicia sepiurriiX moo-

dustas kõige rohkem mügaraid (27) Vicia cracca'V. isoleeritud tüvi 6,

Lathyrus aga (25 mügarat) Vicia sepiutriitt. eraldatud tüvi 4.

Kõige suurem mügarate arv (26) oli Vicia cracca nakatamisel samalt

liigilt isoleeritud tüvega 6. Lathyrus maritimus'ei andis kõige rohkem

mügaraid (24) tüvi 5, mis oli eraldatud Lathyrus pratensis'eAt. Veel moo-

dustasid mügaraid nendel neljal liblikõielisel järgmiste liblikõieliste liikide

mügaratest isoleeritud tüved: Lotus corniculatus (tüvi 8), Anthyllis vul-

Tabel 21

infitseerimisel Rhizobium’i mitmesuguste tüvedega
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Tabel

Rhizobium’i tüvede infitseerimisvõime

Liblikõieliste
taimede

Rhi-
'

.

arv

zobium’i
'

tüvi -

Müga-
rateta

Mügaratega

Kokkumitteefek-
itiivne

sümbioos

efektiivne
sümbioos

1. Medicago sativa 7 2 2 11
2. Melilotus albus 8 1 2 11
3. Trifolium pratense 10 — 1 11
4. Vicia sepium 5 — 6 11
5. Lathyrus pratensis 5 — 6 11
6. Vicia cracca 4 1 6 11
7. Lathyrus maritimus 4 1 5 10
8. Lotus corniculatus 2 3 6 11
9. Anthyllis vulneraria 3 2 6 11

10. Astragalus danicus 7 3 1 11

11. Caragana arborescens 5 3 3 11
12. Lupinus 10 1 — 11
13. Soja 11 — — 11
14. Trifolium fragiferum 6 — 1 7
15. Trifolium spadiceum — 1 1 2
16. Trifolium hybridum 4 1 1 6
17. Trifolium arvense 8 — 1 9
18. Trifolium alpestre 4 — 1 5
19. Vicia faba 2 3 6 11
20. Vicia sativa 2 — 3 5
21. Vicia sylvatica 2 — 2 4
22. Lathyrus vernus 3 1 5 9
23. Lathyrus sylvestris — 1 3 4
24. Lathyrus pisiformis 2 — 3 5
25. Medicago lupulina 7 1 2 10
26. Trigonella 3 1 2 6
27. Medicago falcata — 1 2 3
28. Melilotus officinalis 6 1 2 9
29. Tetragonolobus siliquosus 4 4 3 11
30. Oxytropis pilosa 7 3 1 11
31. Onobrychis viciifolia 7 1 — 8
32. Ornithopus sativus 6 6
33. Phaseolus vulgaris 7 — 7
34. Ononis repens 4 4 1 9
35. Genista 8 8
36. Pisum sativum 2 — 4 6

Kokku 175 40 88 303

112



Joonis 17. Melilotus albus'e juurtel moodustunud mügarad. Nakatatud 1 — Trifolium
hybridium'\, 2 — Ononis repens\ 3 — Medicago lupulina, 4 — Medicago sativa juure-

mügaratest eraldatud tüvedega.

neraria (tüvi 9), Caragana arborescens (tüvi 11), Vicia faba (tüvi 19),
Vicia sativa (tüvi 20), Vicia sylvatica (tüvi 21), Lathyrus vermis (tüvi 22),
Lathyrus sylvestris (tüvi 23), Lathyrus pisiformis (tüvi 24), Tetragono-
lobus siliquosus (tüvi 29), Oxytropis pilosa (tüvi 30) ja Pisum sativum

(tüvi 36). Nendest kõige vähem mügaraid moodustasid Vicia sepium'W
tüved 9 (8 mügarat), 11 (4 mügarat) ja 29 (11 mügarat), Lathyrus pra-
tensis'e\ tüvi 29 (7 mügarat), Vicia cracca'X tüved 9(9 mügarat), 11 (2 mü-

garat), 29 (9 mügarat) ja 30 (1 mügar) ning Lathyrus maritimus'eX tüvi
29 (5 mügarat). Tüvede 11 (Caragana arborescens) ja 30 (Oxytropis
pilosa) poolt moodustatud mügaraid taimede juurtel tuleb vaadelda kui

juhuslikku või ebakorrapärast nähtust, sest mügaraid tekkis ainult ’/4— ’/2
juhtudel.

Lotus corniculatus'eA moodustasid mügaraid tüved 4 (Vicia sepium),

8 Е. Pärsim из
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Joonis 18. Lathyrus pratensis'? juurtel moodustunud mügarad. Nakatatud / — Lathyrus
palustris'?, 2 — Astragalus danicus'e, 3 — Vicia sepiunii, 4 — Caragana arborescens'i

juuremügaratest eraldatud tüvedega.

5 (Lathyrus pratensis), 6 (Vicia cracca), 7 (Lathyrus maritimus), 8 (Lo-
tus corniculatus), 9 (Anthyllis vulneraria), 10 (Astragalus clanicus), 19

(Vicia faba), 21 (Vicia sylvatica), 22 (Lathyrus vernus), 24 (Lathyrus
pisiformis), 29 (Tetragonolobus siliquosus), 30 (Oxytropis pilosa), 34

(Ononis repens) ja 36 (Pisuni sativum). Kõige rohkem mügaraid moo-

dustasid tüved 8, 6 ja 9, mügarate arv vastavalt 19, 18 ja 18, ning kõige
vähem tüved 10, 30 ja 34, mügaraid vastavalt 2, 4 ja 5.

Anthyllis vulnerariaA moodustasid mügaraid kõik needsamad tüved,
mis Lotus corniculatus'elgi, välja arvatud tüvi 10 (Caragana arborescens).
Ka Lotus corniculatus'ei moodustas see mügaraid ainult 25% katses olnud
taimedest. Võib arvata, et tüve 10 poolt moodustatud mügarad on väga
juhuslikku laadi. Lisaks eespool mainitud tüvedele moodustasid Anthyllis
vulneraria'\ mügaraid ka Medicago sativa (tüvi 1) ja Melilotus albus'e
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Joonis 19. Vicia sepium'i juurtel moodustunud mügarad. Nakatatud / — Tetragonolobus
siliquosus'e, 2 — Lathyrus pisiformis'e, 3 — Vicia faba, 4 — Pisum arvense juuremüga-

ratest eraldatud tüvedega.

(tüvi 2) juuremügaratest isoleeritud tüved. Ka nende tüvede puhul moo-

dustus mügaraid väga vähe ja enamikul katses olnud taimedel need puu-

dusid üldse. Astragalus danicus'ei andsid mügaraid järgmiste liblikõieliste

juuremügaratest isoleeritud tüved: Lotus corniculatus (tüvi 8), Anthyllis
vulneraria (tüvi 9), Astragalus danicus (tüvi 10), Caragana arborescens

(tüvi 11), Medicago lupulina (tüvi 25), Trigonella (tüvi 26), Medicago
falcata (tüvi 27), Melilotus officinalis (tüvi 28), Oxytropis pilosa (tüvi
30) ja Ononis repens (tüvi 34). Meie tulemusi kinnitavad ka Aughtry
(1948) ja Jenseni (1964) andmed, mille järgi Astragalus'? liikidelt isolee-

ritud tüvede mõjul moodustusid mügarad Medicago falcata'i, Medicago
sativa'\, Lotus corniculatus'ei ja Anthyllis vulneraria'\. Kuid see on vastu-

olus Bushnelli ja Sarlesi (1937) andmetega, mille järgi Astragalus'?\\.

eraldatud bakterid ei mügardanud ühtki nende katsetes olnud liblikõielist
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Joonis 20. Vicia sepiuirii juurtel moodustunud mügarad. Nakatatud Lathyrus mariti-

mus'eV juuremügaratest eraldatud tüvedega.

taime (Medicago sativa, Trifolium pratense, Pisum sativum, Vicia sativa,
Vicia faba, Phaseolus vulgaris, Lathyrus odoratus, Soja hispida, Lupinus
perennis jne.) ning, vastupidi, teiste liblikõieliste taimede mügarbakterid
ei mügardanud ka AstragalusA. Bushnell ja Sarles jõudsid järeldusele, et

Astragalus moodustab iseseisva ristinokulatsioonirühma.

Caragana arborescens'W andsid mügaraid tüvi 6 Vicia cracca'W., tüvi 7

Lathyrus maritimus'eit, tüvi 8 Lotus corniculatus'e\t, tüvi 9 Anthyllis vul-

neraria'it, tüvi 11 Caragana arborescens'At, tüvi 19 Vicia faba'W tüvi 22

Lathyrus vernus'oW. ja tüvi 29 Tetragonolobus siliquosus'eV.
Kahe viimase liblikõielise taime juurtel oli mitmesuguste tüvede mõjul

moodustunud mügarate arv tunduvalt väiksem (keskmiselt 6 mügarat)
kui ülejäänud üheksa liigi juurtel (keskmiselt 16 mügarat).

Ühelgi katses olnud 11 liblikõieliste liigil ei olnud võimelised müga-
raid moodustama tüved 13 (Glycine hispida), 32 (Ornithopus sativus), 33

(Phaseolus vulgaris) ja 35 (Genista). Ka tüved 12 (Lupinus luteus) ja 31



• efektiivne sümbioos ® mitteefektiivne sümbioos О mügaraid ei moodustunud

Joonis 21. Rhizobium'i tüvede võime nakatada liblikõielisi taimi.
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119

(Onobrychis viciifolia) moodustasid mügaraid ainult 50% Medicago sativa

taimedel ning needki olid mitteefektiivsed (tabel 20).
Glycine hispida ja Lupinus luteus'e seemnete kasvatamisel katseklaasis

hävisid taimed juba 3.—4. nädalal pärast katse algust. On teada, et suu-

reseemneliste liblikõieliste kasvatamine katseklaasis või kolvis on väga
raske (suusõnaliselt Jemtšev). Järelikult need taimed, millelt isoleeritud
tüved ei mügardanud ühtki võõra liigi liblikõielist, moodustavad iseseis-

vad ristinokulatsioonirühmad. Kirjanduse andmetel (Dorossinski ja Laza-

reva, 1966) on teada, et Rh. japonicum'i alla kuuluvad tüved on võime-

lised moodustama mügaraid lupiinil, kuid Rh. lapini tüved ei tekita müga-
raid Soja'l.

Inokulatsioonikatsed, mis korraldati selleks, et kinnitada mügarbakte-
rite tüvede spetsiifilisust ja mügarate moodustamise võimet, näitasid

selgesti tüvede omadust tekitada mügaraid identselt nende bakteritega,
mis moodustasid mügaraid looduslikes tingimustes kasvavatel peremees-
taimede!.

Et spetsiifilisusel, vähemalt katsetingimustes, on otsene efektiivsuse

funktsioon, siis määrati sellest aspektist lähtudes taimede kuivainesisal-
dus. Efektiivseteks loeti need tüved, mille puhul kuivainesisalduse juurde-
kasv suurenes vähemalt 50%, võrreldes kontrolliga (taimed, mida ei naka-
tatud bakteritüvedega). Vastavad andmed on toodud tabelites 18 ja 19

ning joonistel 21 ja 24.
Tabelist 18, kus peale mügaraid moodustanud taimede vegetatiivse

osa kaaluandmete on võrdluseks sisse võetud ka mõningate mügaraid
mittemoodustanud taimede saagiandmed, nähtub, et suurimad kuivaine

kogused ühe liblikõielise liigi kohta saadi ühte ristinokulatsioonirühma
kuuluvatel taimedelt. Suurim kuivainesisaldus — 125 g (271% kontrolliga
võrreldes) — registreeriti seejuures Medicago sativa'\, mis oli infitseeri-
tud Trigonella juuremügaratest isoleeritud tüvega 26. Palju väiksem
ei olnud kuivainesisaldus ka Anthyllis vulnerariaA, mis oli infitseeritud

tüvedega 4 (Vicia sepium), 5 (Lathyrus pratensis), 6 (Vicia cracca), 9

(Anthyllis vulneraria) ning Lotus corniculatus'ei, mis oli infitseeritud
samade tüvedega ja tüvega 29 (Tetragonolobus siliquosus). Kõikidel
mügaraid mittemoodustanud taimedel oli kuivainesisaldus madalam ja
seda isegi kontrolliga võrreldes, s. o. alla 100%, välja arvatud üksikud
erandid. Neist andmetest ilmneb, et taimed, mis kasvasid täiesti steriil-

setes tingimustes (kontrolltaimedel puudus igasugune mikrofloora), arene-

sid neist taimedest paremini, mida küll infitseeriti mügarbakterite tüve-

dega, kuid millel mügaraid ei moodustunud. Siit võib teha esialgse järel-
duse, et bakterid, mis ei ole võimelised mügardama liblikõielist taime,
ei soodusta taime kasvu, vaid, vastupidi, avaldavad tema arengule kah-

julikku mõju. Selle põhjuse väljaselgitamisele ei ole aga käesolevas töös

tähelepanu pööratud.
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121

Joonis 24. Liblikõieliste vegetatiivse osa kuivainesisalduse suurenemine taimede infit

seerimisel Rhizobium'\ mitmesuguste tüvedega.

Efektiivseteks tüvedeks osutusid (tabel 18, joonis 21) eranditult kõik

ühte ristinokulatsioonirühma kuuluvatelt taimedelt isoleeritud bakteritüved.

Lisaks neile andsid efektiivse sümbioosi ka Lotus'?, rühma moodustavad

tüved (Lotus corniculatus, Anthyllis vulneraria, Tetragonolobus siliquo-
sus) Rhizobium leguminosarum'i rühma kuuluvate taimedega ja, vastu-

pidi, Rhizobium leguminosarum'i hulka kuuluvad tüved Lotuse'? rühma

taimedega. Kuigi tüve 29 puhul Lathyrus pratensis'?\ ja Lathyrus mariti-

mus'?\ on tabelis 18 märgitud mitteefektiivne sümbioos, oli kuivainesisal-

dus kontrolli suhtes vastavalt 147% ja 149%. Seepärast võib ka seda lib-

likõielise — bakteri sümbioosi pidada efektiivseks. Et nende kahe rist-

inokulatsioonirühma liikmete vahel on inokulatsioonivõime vastastikune,
võib Rhizobium leguminosarum'i ja Lotus'? rühm liita üheks ristinokulat-

sioonirühmaks.

Seni väheuuritud Ononis repens kuulub Rhizobium meliloti rühma moo-

dustavate taimedega ühisesse rühma ning Oxytropis pilosa ja Caragana
arborescens moodustavad ühise rühma Astragalus danicus'?ga (tabel 18).
Ehkki Ononis repens'iit, Oxytropis pilosa'ii ja Caragana arborescens'ilt

eraldatud tüved 34, 30 ja 11 moodustasid mügaraid ka teistel liblikõie-

listel (tabel 18), osutusid nad neil juhtudel mitteefektiivseteks. Seepärast

Suurenemine %-deskontrolliga võrreldes
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Joonis 25. Rhizobiurrii eri tüvedega nakatatud liblikõieliste taimede vegetatiivse osa

kuivkaal protsentides kontrolli suhtes. Kontrolliks on võetud nakatamata taim. Mustad
tulbad vastavad efektiivsele sümbioosile, viirutatud tulbad — mitteefektiivsele sümbioo-
sile, kuna valged tulbad tähistavad katsevariante, milles mügaraid ei moodustunud

(tüvede šifrid vt. tabelis 22).
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ei saa sellisel korral võtta mügarale moodustamise võimet aluseks nende
taimede paigutamisel ristinokulatsioonirühmadesse.

Arvatakse isegi, et mügarate moodustamine kindla peremeestaime
juurtel ei ole veel antud bakterite spetsiifilisuse näitaja sellel taimel, sest
ka mittespetsiifilised bakterid võivad taimedel moodustada mitteefektiiv-
seid mügaraid (Manil, 1963).

Jooniselt 25 nähtub, et üks ning sama tüvi võib sõltuvalt liblikõielise
liigist käituda väga erinevalt. Nii võib üks ja sama mügarbakteri tüvi
ühel liblikõielise liigil anda efektiivse, teisel aga mitteefektiivse sümbioosi
ja kolmandat üldse mitte nakatada. Seepärast ei tähenda tüve mitte-
efektiivsus veel seda, et ta ei võiks olla efektiivne teise liblikõielise liigi
puhul. Siit tuleb järeldada, et koosluse efektiivsus ei olene üksnes bakte-
ritüvede, vaid suurel määral ka peremeestaime enda geneetilistest oma-

dustest.

Üldiselt on tüved efektiivsed neil peremeestaimede!, millelt nad iso-
leeriti. Kuid on ka erandeid. Nii on saadud lupiinil ja sojal mügaraid
Rhizobium meliloti'M eraldatud tüvedega nakatamisel, kusjuures efektiiv-
sus oli suurem kui neilt endilt eraldatud tüvedega nakatamisel (Balassa
1963)_.

Kõiki 303 katsevarianti koos vaadeldes selgub, et mügaraid moodusta-
sid 36 mügarbakteri tüve 128 juhul, kusjuures efektiivne sümbioos tekkis
88 juhul (tabel 22). Järelikult osutusid mitteefektiivseteks (vegetatiivse
osa kuivainesisalduse juurdekasv alla 50%) */з katses olnud tüvedest.
Nendel tüvedel kõikus efektiivsus kontrolli näitajate piirides. Ülejäänud
“/з tüvede efektiivsus oli kontrolli suhtes 100% ümber (kuivainesisalduse
juurdekasv üle 50%) (joonis 24).

Mitteefektiivsete tüvede puhul moodustus mügaraid kontrolli suhtes
alla 50%, efektiivsete tüvede korral aga üle 50% (joonised 22 ja 26). Ena-
mikul juhtudel moodustasid tüved kõige rohkem mügaraid peremeestai-
mede!, millelt nad olid eraldatud. Erandi moodustasid vaid tüved 4 (Vicia
sepium), 5 (Lathyrus pratensis), 6 (Vicia cracca), 24 (Lathyrus pisifor-
mis), 25 (Medicago lupulina), 26 (Trigonella), 27 (Medicago falcata) ja
28 (Melilotus officinalis) . Nii andsid kõige rohkem mügaraid tüvi 4 Lathy-
ms pratensis'ei, tüvi 5 Lathyrus maritimus'e] ja tüvi 6 Vicia sepium'W.

Mügarate kaalu ja tüvede efektiivsuse võrdlus näitas, et enamikul juh-
tudel on mügarate kaal efektiivsete tüvede puhul üle 50% ja mitteefek-
tiivsete tüvede korral alla 50% kontrolliga võrreldes. Ainsaks erandiks oli
tüvi 1 (Medicago sativa), mis Trifolium arvense'i andis küll mitteefektiivse
sümbioosi, kuid mügarate kaal kontrolli suhtes oli üle 50% (joonised 23
ja 27).

Korrelatsioonarvutused (tabel 23) näitasid, et mügarbakterite poolt
infitseeritud liblikõieliste taimede vegetatiivse osa kuivainesisaldus on

seoses mügarate arvu ja kaaluga. Suhteliselt tugevam oli seos mügarate
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Tabel 23

Korrelatsioon liblikõieliste taimede kuivainesisalduse ning
mügarate kaalu ja arvu vahel

Korrelatsiooni
koefitsiendi
statistiline

usaldatavus

Korrelatsiooni
koefitsiendi

väärtus

Uuritavad
suurused

Vabadusastmete

arv

MA, VK
MA, JK
MK, VK

0,696 125 p <O,OOl
P< 0,001
P <O,OOl

0,589 123

0,782 123

Märkus. MK — mügarate kaal, MA — mügarale arv, VK — vegetatiivse osa

kuivainesisaldus, JK — juurte kuivainesisaldus.

kaalu ja taimede vegetatiivse osa kuivainesisalduse vahel, siis kui korre-

latsioonikoefitsient oli 0,782.
Korrelatsioon mügarate arvu ja taimede juurte kuivainesisalduse

vahel oli mõnevõrra nõrgem kui korrelatsioon taimede vegetatiivse osa

kuivainesisalduse ning mügarate arvu ja kaalu vahel. Ka kirjanduse and-
med näitavad, et taimede kõrvaljuurte hulga suurenemisega suureneb

juuremügarate arv.

Korrelatiivsed seosed nende näitajate vahel on tõestatud suure usal-

dusväärtusega (P<C 0,001). Seejuures rõhutab matemaatiline analüüs

veelgi andmete lihtsal võrdlemisel silma hakanud seoseid mügarbakteri
tüvede efektiivsuse ning mügarate arvu ja kaalu vahel.

Mügarbakterite spetsiifilisuse määramisel saadud andmete dispersioon-
analüüsi tulemused võimaldavad saada täiendavat informatsiooni vaadel-
dava küsimuse kohta (tabelid 24 —27). Selgub, et olulisi erinevusi esineb
liblikõieliste seemnete kui ka mügarbakteri tüvede vahel, mida võis mär-

gata ka juba originaalandmete vaatlemisel, eriti keskmiste andmete võrd-
lemisel. Samuti on statistiliselt oluline (P < 0,01) «seemned X tüved»

koosmõju, s. t. Rhizobiutrii tüve efektiivsus sõltub oluliselt sellest, millise
liblikõieliste liigi seemet temaga infitseeritakse. Analoogilised seaduspära-
sused esinesid kõigi nelja näitaja, s. t. VK, JK, MK ja MA osas.

Saadud andmed kinnitavad veelgi, et Rhizobiutrii tüvede diferentseeri-
mine liikideks ainult mügarate moodustamise võime alusel ei ole õige,
vaid kõrvuti sellega tuleb silmas pidada peremeestaime ja mügarbakteri
sümbioosi efektiivsust.
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Joonis 26. Mügarate arv Rhizobiuni'x eri tüvedega nakatatud liblikõielistel taimedel prot-
sentides kontrolli suhtes. Kontrolliks on voetud samalt liblikõieliste tiigilt eraldatud

mügarbakteri tüvega nakatatud taim (tüvede šifrid vt. tabelis 22).
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CARAGANA ARBORESCENS
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Joonis 27. Mügarate kaal Rhizobium'i eri tüvedega nakatatud liblikõielistel taimedel
protsentides kontrolli suhtes. Kontrolliks on võetud samalt liblikõieliste liigilt eraldatud

nakatatud taim (tüvede šifrid vt. tabelis 22).
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Tabel

Liblikõielistel taimedel moodustunud mügarate arvu dispersioonanalüüs

Varieeruvuse

allikas
Ruutude
summa

Vaba-
dus-

astmete

arv

Kesk-
mine
ruut

Fischeri
kritee-
rium

Kriiti-
line

F
0,01

Üldine 49 233 508

Alarühmad 37 486 127

Sellest:

liblikõieliste seemned 7458 10 745,8 3,7* 2,6
mügarbakterite tüved 13 335 35 381,0 1,9* 1,9
koosmõju «seemned X tüved» 16 693 82 203,5 6,6 1,5

Kordused 11 747 381 30,8

Arvutatud koosmõju «seemned X tüved» suhtes.

Liblikõielistel taimedel moodustunud mügarate

Tabel 25

kaalu dispersioonanalüüs

Varieeruvuse
allikas

Ruutude
summa

Vaba-
dus-

astmete
arv

Kesk-
mine
ruut

Fischeri
kritee-
rium

Kriiti-
line

Fo.0!

Üldtne
Alarühmad

290 668

239 087
508
127

Sellest:

liblikõieliste seemned
mügarbakterite tüved

koosmõju «seemned X tüved»

63 585

87 099

88 403

10

35
82

6358
2490
1075

5,9*
2,3*
8,0

2,6
1,9
1,5

Kordused 51 581 381 135

Arvutatud koosmõju «seemned X tüved» suhtes.
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Tabel 26

Liblikõieliste taimede vegetatiivse osa kuivainesisalduse dispersioonanalüüs

Ruutude
V

dus
a '

Kesk- Hscheri Kriiti-

summa astmete m,n s kntet Ime

arv
ruut rlum F

o.oi

Varieeruvuse

allikas

Üldine 376 175 908

Alarühmad 342 399 227

Sellest:

liblikõieliste seemned 72 609 10 7261 7,7*
2820 3,0*

940 19,0

2,4
mügarbakterite tüved 98 696 35 1,7
koosmõju «seemned X tüved» * 171 094 182 1,3

Kordused 33 776 681 49.5

Arvutatud koosmoju «seemned X tüved» suhtes.

Tabel 27

Liblikõieliste taimede juurte kuivainesisalduse dispersioonanalüüs

Ruutude
Ke sk- ! Fischeri I Kriiti-
mine kritee- Ime

summa astmete
r?

j arv
ruut 1 rlum F

o,oi

Varieeruvuse

allikas

Üldine 293 980

Alarühmad 284 394

Sellest:

liblikõieliste seemned 108 248

mügarbakterite tüved 138 462

koosmoju «seemned X tüved» * 37 684

908

227

10 10825 52,4* 2,4
35 3 950 19,1* 1,7

182 207 14,7 1,3

Kordused 9 586 681 14,1

Arvutatud koosmõju «seemned X tüved» suhtes.
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Kokkuvõte

Esitatud andmetest nähtub, et liblikõieliste seemnete inokuleerimisel

mügarbakterite eri tüvedega tekivad mügarad eranditult kõigil peremees-
taimede!, mille juuremügaratest nad olid eraldatud. Mügarate hulk ja
suurus erines oluliselt looduslikult leiduvatest mügaratest. Enamikul juh-
tudel ulatus mügarate arv kunstlikes tingimustes kasvatatud liblikõieliste

taimede juurtel ainult mõnekümneni ja nende suurus oli 3—5 mm. Loo-
duslikes tingimustes kasvavate taimede juurtel aga võib mügarate arv

ulatuda sadadeni ja suurus on s—lo mm.

Medicago sativa seemnete infitseerimisel mügarbakterite 33 eri tüvega
moodustasid mügaraid 12 tüve. Kõige rohkem mügaraid (keskmiselt 26

mügarat) moodustasid need tüved, mis olid isoleeritud Medicago sativa'ga
samasse ristinokulatsioonirühma kuuluvatelt taimede juuremügaratest. Rh.

lupini, Rh. trifolii, Rh. leguminosarunTx ja Rh. simplex'i ristinokulatsiooni-
rühmadesse kuuluvatelt taimedelt eraldatud tüvede poolt moodustatud

mügarate arv oli aga tunduvalt väiksem (keskmiselt 6 mügarat).
Huvitavad tulemused saadi Ononis repens'i juuremügaratest eraldatud

tüve (34) korral. Nimetatud tüvi moodustas küllaltki suurel hulgal müga-
raid Medicago sativa'\ (16 mügarat) ja teisel sama ristinokulatsiooni-
rühma taimel — Melilotus albus'e\ (9 mügarat). Samuti olid need müga-
rad kõrge efektiivsusega. Lähtudes nendest andmetest võib teha järelduse,
et Ononis repens’ilt eraldatud tüvi 34 kuulub Rh. meliloti hulka ning liblik-
õieline ise kuulub Medicago sativa ja Melilotus albus'ega samasse rist-

inokulatsioonirühma.
Ka Lotus corniculatus'elt ja Caragana arborescens'iit eraldatud tüved

(8 ja 11) olid võimelised infitseerima Melilotus albus't, kusjuures tekkis
väikesearvuliselt mitteefektiivseid mügaraid.

Trifolium pratense'X moodustas (kõrvuti ristiku liikidelt eraldatud tüve-

dega) mügaraid ka Medicago sativa juuremügaratest isoleeritud tüvi.
Ehkki need mügarad olid mõõtmetelt väga väikesed ja mitteefektiivsed,
on nimetatud fakt huvitav sellepärast, et ristikute rühma on peetud kõige
selgemini väljakujunenud spetsiifilisusega mügarbakterite rühmaks.

Rh. leguminosarum'i ristinokulatsioonirühma kuuluvate taimede juur-
tel moodustatud mügaraid Caragana arborescens'i (tüvi 11) ja Oxytropis
pilosa (tüvi 30) poolt tuleb vaadelda kui juhuslikku nähtust, sest müga-
raid moodustus ainult veerandil või pooltel juhtudest.

Lotus corniculatus'ei ja Anthyllis vulneraria'i moodustasid mügaraid
kõik Rh. leguminosarum'i ristinokulatsioonirühma kuuluvatelt taimedelt
eraldatud tüved (4, 5,6, 7, 19, 21, 22, 24). Lisaks neile tüvedele mügardas
nimetatud liblikõielisi taimi ka Tetragonolobus siliquosus'elt eraldatud
tüvi 29. See fakt on järjekordseks kinnituseks Fredi ja teiste uurijate arva-

musele (1932), mille järgi need kolm liblikõielisi kuuluvad ühte rühma.



Et Lotus corniculatus'e, Anthyllis vulneraria ja Tetragonolobus sili-

.quosus'? juuremügaratest eraldatud tüved andsid efektiivse sümbioosi

Rhizobium leguminosarum'i rühma kuuluvate taimedega ning, vastupidi,
Rhizobium leguminosarum'i hulka kuuluvad tüved Lotus'?, rühma taime-

dega, siis võiks need kaks rühma liita üheks ristinokulatsioonirühmaks.
Lotus'? rühma taimedelt eraldatud mügarbaktereid aga võib pidada liigiks
Rh. leguminosarum.

Astragalus danicus'ei moodustasid mügaraid 30-st katses olnud tüvest
10 tüve, kusjuures Rh. meliloti hulka kuuluvad tüved ning ka Lotus cor-

niculatus'eit, Anthyllis vulneraria'it, Caragana arborescens'iW. ja Ononis

repens'iit eraldatud tüved. Efektiivse sümbioosi andsid ainult kolm tüve,
mis olid eraldatud Astragalus danicus'e, Caragana arborescens'i ja Oxy-
tropis pilosa juuremügaratest.

Caragana arborescens'ii andsid mügaraid 8 tüve 25-st, kusjuures süm-

bioos oli efektiivne oma, s. o. Caragana arborescens'i juuremügaratest
isoleeritud tüvega nakatamisel.

Tundub tõenäolisena, et Oxytropis pilosa ja Caragana arborescens
moodustavad ühise rühma Astragalus danicus'ega. Kuigi Oxytropis pilo-
sa’lt ja Caragana arborescens'iit eraldatud tüved 34 ning 30 moodustasid

mügaraid ka teistel liblikõieliste liikidel, osutusid need tüved neil juhtudel
mitteefektiivseteks. Ei saa sellisel korral võtta mügarate moodustamise
võimet aluseks nende taimede paigutamisel ristinokulatsioonirühmadesse.

Tüved Glycine hispida'it (13), Ornithopus sativus'?\i (32), Phaseolus

vulgaris'elt (33) ja Genista'it (35), mis ei moodustanud mügaraid ühelgi
katses olnud liblikõieliste liigil, ei kuulu ühessegi eelnimetatud ristinoku-
latsioonirühma. Need tüved kas moodustavad iseseisvad ristinokulatsiooni-
rühmad või liituvad mõningate ühiste ristinokulatsioonirühmadega.

Järelikult võib üks ja sama tüvi sõltuvalt liblikõieliste liigist käituda

väga erinevalt: ühel liblikõieliste liigil annab efektiivse, teisel mitteefek-
tiivse sümbioosi, kolmandat aga ei nakata üldse. Kirjanduses leidub ka
andmeid (E. Allen, 1949), mille järgi mõned bakteritüved kutsuvad esile
esialgu mitteefektiivse sümbioosi, hiljem aga muutub sümbioos efektiiv-
seks. See hiljem avalduv efektiivsus (autorite poolt esitatud andmetel) ei
põhine saastumisel. Ta võis peegeldada mingit kriitilist muutust keskkon-

natingimustes, mis mõjutavad peremeestaime-bakteritüve sümbioosi. Kuid
ekseperimendi käigus võis leida aset ka sümbiontide adaptatsioon teine-

teise suhtes. Kahjuks ei teostatud vastavaid reinokulatsioonikatseid.
üldiselt on tüved efektiivsed neil peremeestaimede!, millelt nad on

isoleeritud, kusjuures efektiivsus on seotud suure arvu mügarate moodus-

tumisega taimede juurtel. Mügarate kaal on efektiivse sümbioosi korral

üle 50% kontrolliga võrreldes, mitteefektiivse sümbioosi puhul aga alla

50%. Korrelatiivsed seosed nende näitajate vahel on tõestatud kõrge usal-

dusväärsusega (P< 0,001).
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111. KATSETULEMUSTE ARUTELU

Töös esitatud andmed annavad ülevaate Rhizobiufrii levikust Eesti

NSV-s kasvavatel liblikõielistel, faktoreist, millega nimetatud bakterite

arvukus mullas suuremal või vähemal määral korreleerub, bakterite mor-

foloogilistest ja füsioloogilistest omadustest ning mügarbakterite ja liblik-

õieliste taimede vahelisest sümbioosist. Saadud tulemuste põhjal võib

teha täiendusi tänapäeval kasutuselolevates Krassilnikovi (1949) ja Ber-

gey (1957) Rhizobiutrix klassifikatsioonides, kus mügarbakterite tüvede

liigitamine toimub ainult ühe kriteeriumi — mügarate moodustamise

võime alusel.

Pealegi on mügarate moodustamise võime omadus, mida bakterid või-

vad kaotada (ja ka omandada), kui neid kasvatada in vitro (Jensen,
1958).

Missugune kriteerium annaks aluse liigitada bakterite tüvesid, mida

on 80 aasta jooksul isoleeritud mitmesajalt liblikõielise liigilt? Meie uuri-
mistulemused kinnitavad neid kirjanduses toodud seisukohti, kus märgi-
takse, et Rhizobiutn'x perekonna liikide määramisel ei saa aluseks võtta

üksnes nende nakatusvõimet, vaid tuleb arvestada ka kõiki teisi (morfo-
loogilisi, füsioloogilisi, biokeemilisi, seroloogilist jne.) omadusi (Leifson
ja Erdman, 1958; Smith, 1958; Manninger. 1962; Graham, 1964; Ley jt.,
1965).

Meie uurimised, mis haarasid 58% Eesti NSV-s kasvavaid liblikõieliste

liike, näitasid, et kõigil vaatluse all olnud liblikõielistel leidus mügaraid.
Mügarad asetsesid nii pea- kui ka külgjuurtel.

Mügarate morfoloogia uurimisel selgus, et samasse liblikõieliste pere-
konda kuuluvatel liikidel oli mügarate kuju ja suurus sageli erinev; nii

leiti Trifolium'i liikidel ümmargusi ja kepikujulisi (suurus 0,5 —1,5 mm)
ning Vicia ja Lathyrus'z liikidel ümmargusi, nuia- ja käpakujulisi müga-
raid (suurus 1,5 —8,0 mm). Tetragonolobus'e, Lotus'e, Oxytropis'e, Ono-
nis'e ja Anthyllis'e perekonnas olid ainult ümmargused (suurus 0,5—4,0
mm) ning Medicago perekonnas ainult käpakujulised mügarad (suurus
1,5 —3,5 mm).

Mügarate kuju ja suurus huvitas neid kui võimalik abikriteerium mü-

garbakterite klassifitseerimisel. Selgus aga, et liblikõieliste juurtel leidu-
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vate mügarate morfoloogia varieerub tublisti nii ühe ja sama perekonna
kui ka liigi piirides.

Meie uurimiste tulemused kinnitasid neid kirjanduses toodud seisu-

kohti, kus rõhutatakse ühelt poolt mullastikutingimuste ja teiselt poolt
liblikõieliste taimede mõju mügarbakterite võimele moodustada mügaraid
(Bjälfve, 1937; Rassel, 1955; Petrosjan, 1959). Näiteks selgus, et liblik-
õieliste taimede kasv oleneb nende juuremügarate arvust ja mulla reakt-
sioonist, kusjuures mügarate arv omakorda on korrelatsioonis mulla reakt-
siooni ning

t
difosforpentoksiidi- ja kaaliumo'ksiidisisaldusega mullas.

Kõige rohkem mügaraid moodustub neutraalse kuni leeleka reaktsiooniga
(pHKci 6,8—7,2) lubjarikastes muldades, ikus kergesti lahustuvate difos-
forpentoksiidi- ja kaaliumoksiidisisaldus on kõrge.

Liblikõielistel! taimedelt eraldatud mügarbakterid võib suhtumise järgi
mulla reaktsioonisse jaotada kahte suurde rühma. Esimese rühma moo-

dustavad need bakterid, mis kasvavad laias pH piirkonnas. Vicia sylvatica
juurtel leiti mügaraid mullast, mille pHKCI oli 4,6—7,1, Lotus cornicula-

ius'e. juurtel mullast, mille pHKC i oli 4,7 —7,0 jne. Teise rühma kuuluvad
kitsas pH piirkonnas kasvavad mügarbakterid, mida leiti Ononis repens'W
pH K ci 6,8—7,2 puhul, O. arvensis'e! рНка 6,8—7,3 korral, Anthyllis vul-
neraria'\ pHKCI 7,0 —7,4 korral ja Medicago lupulina'i pH KC i 6,9—7,3 puhul.
Siit ilmneb, et mulla pH suhtes on kõige tundlikumad Medicago, Ononis'e
ja Anthyllis'e. liikidel arenevad mügarbakterid ja kõige resistentsemad on

nad Vicia, Trifolium'!, Lathyrus'e ning liikidel.
Analoogilisi seisukohti on väljendanud Mulder jt. (1966) oma mõne-

võrra hiljem avaldatud töös. Nad märgivad mügarate puudumist Med.
lupulina'\, kui mulla pH oli alla 6,5, Trif. repens'W aga moodustusid müga-
rad isegi pH 5,0 puhul.

Meie uurimistulemustest tuleb esmajoones esile tõsta mügarate esine-
mise selgitamist metsikult kasvavate liblikõieliste liikidel, nagu Ononis
arvensis (O. repens), Melilotus dentatus,,Trifolium spadiceum, Trif. stre-

pens, Trif. alpestre, Tetragonolobus siliquosus, Anthyllis vulneraria, Cara-
gana arborescens, Astragalus danicus, Oxytropis pilosa, Vicia cassubica,
V. tetrasperma, Lathyrus maritimus, Lath, niger. Mügarate esinemist
nende taimede juurtel on varem vähe või ei ole üldse uuritud.

Nagu juba kirjanduse ülevaatest selgus, on andmed mügarate esine-
mise või mitteesinemise kohta liblikõielistel taimedel väga puudulikud.
Peamised raskused on selles, et paljud liblikõieliste liigid kasvavad kau-
getel eraldatud aladel ja on kogujatele raskesti kättesaadavad. Osa lib-
likõieliste perekondi on aga monotüübilised ja on keskpärasele botaani-
kule vaevalt tuntud, rääkimata mikrobioloogidest. Ka seemnete kogumine
on seotud suurte raskustega, sest paljud seemned on suhteliselt lühikese

elueaga. Seega jätab viis, kuidas saab uurida mügarate esinemist liblik-
õielistel, palju soovida. Tihedam koopereerumine botaanikute ja mikrobio-
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loogide vahel, kes on huvitatud liblikõielistest taimedest, võimaldaks saada

palju väärtuslikku informatsiooni ning ergutaks agronoomilist huvi tea-

tud taimede selektsiooniks ja adaptatsiooniks põllumajanduslikel eesmär-

kidel.

Mügaratest isoleeritud mügarbakterite tüved varieeruvad morfoloogi-
listelt tunnustelt suhteliselt vähe. Nende üldine sarnasus ei võimalda neid

rühmitada niivõrd üksikuteks mügarbakterite liikideks, kuivõrd peremees-
taimede järgi. Seda laadi erinevused piirduvad väikeste variatsioonidega
keskmistes mõõdetes, liikuvusastmes ja kolooniate kasvu intensiivsuses

eri söötmetel.

Kõige olulisem ja stabiilsem tunnus on kolooniate moodustamise kii-
rus kasvamisel kunstlikel söötmetel. Nimelt jagunevad kõik mügarbakteri-
kultuurid kiiresti ja aeglaselt kasvavateks tüvedeks. Kõige selgepiirilise-
mad erinevused morfoloogiliste, füsioloogiliste ja biokeemiliste näitajate
vahel tulevad ilmsiks just sellise mügarbakterite tüvede jaotuse korral.

Nii moodustavad peaaegu kõik kiiresti kasvavad tüved oa-agaril,
MBP-1 ja MBP-1 kongo punasega ümmargusi poolläbipaistvaid hallikas-

valgeid pealt kumeraid limase konsistentsiga kolooniaid, diameetriga
1,0—8,0 mm. Kõik aeglaselt kasvavad tüved annavad väikesi (läbimõõt
0,2—2,0 mm) ümmargusi poolläbipaistvaid piimjasvalgeid ja hästi läikiva,
opalestseeruva pinnaga kolooniaid.

Veelgi selgemini tulevad erinevused nende kahe põhirühma vahel ilm-

siks elektronmikroskoopilistes uurimistes, mis on näidanud, et kõik aegla-
selt kasvavate tüvede rakud on ühe, subpolaarselt kinnitunud viburiga
(monotrihhid), vastandina kiiresti kasvavatele tüvedele, millel viburid on

kinnitunud kogu raku pinnale (peritrihhid).
Ka kultiveerimisel lakmuspiimas annavad kiiresti ja aeglaselt kasvavad

Rhizobiu/rii tüved iseloomulikke reaktsioone: kiiresti kasvavate tüvede kor-
ral moodustub lakmuspiimas Las aluseline või happeline reaktsioon «see-

rum»-tsooniga või ainult happeline reaktsioon ilma «seerum»-tsoonita.

Kõik aeglaselt kasvavad tüved aga annavad samades tingimustes tugeva
aluselise reaktsiooni, kuid ei moodusta «seerum»-tsooni.

Nii nagu morfoloogiliste ja füsioloogiliste näitajate puhul, jagunevad
uuritud Rhizobiutrix tüved ka biokeemilise tunnuse (süsivesikute fermen-

teerimine) järgi kaheks rühmitiseks, mille erinevused moodustavad põhi-
lise osa kõigist tüvedevahelistest lahkuminekutest. Lahkuminekud nende
kahe rühmitise vahel on kindlapiirilised ja erinevuste olulisus on statis-

tiliselt tõestatud. Katsed on näidanud, et aeglaselt kasvavate lupiini, soja,
seradella ja Genista tüvede (üks rühmitis) poolt süsivesikute fenmenteeri-
misel moodustub aluseline keskkonna reaktsioon. Teise rühmitise moodus-

tavad kõik kiiresti kasvavad bakteritüved, mille toimel süsivesikute lagun-
damisel tekivad happed.
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Kirjeldatud erinevusi aeglaselt ja kiiresti kasvavate tüvede vahel võib

pidada kõige iseloomulikumateks tunnusteks mõlemale rühmale.
Teoreetilisest seisukohast on antud töös kõige huvipakkuvam moment

hapete või aluselise reaktsiooni moodustumine süsivesikute fermenteerimi-

sel Rhizobium'i poolt.
Meil õnnestus näidata Rhizobium'i liikide võrdlemisel Dunkani testi

abil, et nad jagunevad süsivesikute fermenteerimisel moodustunud kesk-
mise hapete hulga järgi neljaks rühmaks. Ühtlasi selgus, et selline jaotus
langeb põhijoontes kokku Smithi (1958) poolt antud mügarbakterite klas-

sifikatsiooniga. Meie poolt märgitud erinevusteks on esiteks see, et Rh.
meliloti tüvede hulika kuuluvad ka tüved, mis eraldatakse Ononis repens'iit,
Lotus corniculatus'eiL Anthyllis vulneraria'W. ja Tetragonolobus siliquo-
sizs’elt, teiseks, et Rh. phaseoli, Rh. leguminosarum'i ja Rh. trifolii rühma
kuulub ka tüvi Onobrychis viciifolia'it ning kolmandaks, et lisaks Smithi

(1958) poolt toodud kolmele rühmale on meil lisaks veel neljas rühm,
mille moodustavad Oxytropis pilosa'ii ja Astragalus danicus'eit eraldatud

tüved.

Analüüsides Rhizobium'i liikide jagunemist mis tahes rühmas happe
moodustamise keskmise võime järgi eri süsivesikutest ilmneb, et sellel on

tugev seos peremeestaime triibusega. Ühe ja sama triibuse taimedelt eral-

datud Rhizobium'i tüved kuuluvad happe moodustamise võime järgi pea-

aegu eranditult ühte ja samasse rühma.

Antud nähtuse seletamisel jagame Norrise (1965) seisukohti. Norris

märkis, et hapete moodustamine Rhizobium'i poolt on seotud kindlate

peremeestaimede triibustesse kuuluvate liblikõieliste evolutsioonilise are-

nemisega. Need mügarbakterite tüved, mille peremeestaimed kuuluvad evo-

lutsiooniliselt noorematesse triibustesse, on happemoodustajad, vastan-

dina neile tüvedele, mis süsivesikute fermenteerimisel moodustavad aluse-
lise reaktsiooni ja on isoleeritud kõige primitiivsematelt ning morfoloogi-
liselt kõige vähem spetsialiseerunud liblikõielistel!.

Käesolevas uurimises saime samuti andmeid selle kohta, et süsivesi-

kutest fermenteeritakse kõige paremini arabinoosi, galaktoosi, glükoosi,
sahharoosi ja manniiti. Kõige halvemini fermenteeritakse maltoosi, sor-

biiti ja inosiiti. Laktoos moodustas vahepealse rühma.

Toodust tuleneb praktilist laadi järeldus: kui siiani soovitati söötmes

mügarbakteritele kasutada energiaallikana manniiti, siis niisama hästi
või isegi edukamalt võib manniidi asemel võtta söötmesse arabinoosi,
galaktoosi, glükoosi või sahharoosi, seejuures silmas pidades söötme selek-
tiivsust.

Mikrovegetatsioonikatsed, mis korraldati selleks, et kinnitada mügar-
bakterite tüvede spetsiifilisust ja mügarate moodustamise võimet, näitasid

selgesti tüvede omadust tekitada mügaraid identselt neile bakteritele, mis
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moodustasid mügaraid looduslikes tingimustes kasvavatel peremeestaime-
de!.

Siinkohal on huvitav märkida mõningaid momente, millega puutusime-
kokku liblikõieliste taimede infitseerimise katsetes Rhizobium'i eri tüve-

dega. Nimelt selgus, et väga paljudel eri ristinokulatsioonirühmadesse
kuuluvatel taimedel nende nakatamisel võõra RhizobiurrTx liigiga moodus-
tusid mügarad, kusjuures need olid kas efektiivsed või mitteefektiivsed.
Nii moodustusid mitteefektiivsed mügarad Medicago sativa'i ja Melilotus
albus'ei, kui need infitseeriti Vicia faba'\t eraldatud tüvega, Trifolium pra-
tense'l tekkisid mitteefektiivsed mügarad nakatamisel Medicago sativa'W.
isoleeritud tüvedega jne. Efektiivsed mügarad moodustusid aga Medicago
sativa'i ja Melilotus albus'ei, kui neid infitseeriti Ononis repens'i juure-
mügaratest eraldatud tüvedega. Ka tüved Lotus corniculatus'eit, Anthyllis
vulneraria'it ja Tetragonolobus siliquosus'eit andsid efektiivse sümbioosi
Rh. leguminosaruni'i rühma kuuluvate taimedega. Järelikult kuuluvad
Ononis repens'i juuremügaratest eraldatud bakterid ühisesse liiki Rh. meli-
loti'ga ja rühma bakterid ühisesse liiki Rh. leguminosarutriigp.
Seda järeldust kinnitavad ka morfoloogilised, füsioloogilised ja biokeemi-
lised näitajad.

Nagu meie katsed näitasid, võib üks ja sama tüvi käituda väga erine-
valt sõltuvalt liblikõielise liigist. Nii võib üks ja sama mügarbakterite
tüvi ühel liblikõieliste liigil anda efektiivse ja teisel mitteefektiivse süm-
bioosi, kolmandat aga üldse mitte nakatada. Seepärast võib mitteefek-
tiivne tüvi olla teisele liblikõieliste liigile efektiivne. Mõistetel efektiivne
ja mitteefektiivne on mingi Rhizobium'i tüve puhul väärtust ainult seoses

kindla partneriga. Vastasel juhul on need terminid sisutud ja võivad viia
eksiteele.

Neil kaalutlustel asub autor seisukohale, et usaldusväärsete erinevuste
otsimine Rhizobiutrii eri tüvede spetsiifilisuse näitajates on õigustatud
ainult neil juhtudel, kui infitseerimise tulemusel tekkinud sümbioos kindla
peremeestaime ja Rhizobiutrii tüve vahel on efektiivne. Siit tuleneb loogi-
lise järeldusena, et mügarbakterite infektsioon, mügarate moodustamine,
sümbioos ja ohulämmastiku sidumine sõltuvad suurel määral spetsiifilis-
test suhetest peremeestaime ja Rhizobiuirii tüve vahel, mis on äärmiselt
keeruline ning sõltub niihästi peremeestaime kui ka bakterite geneetilis-
test omadustest ja keskkonnatingimustest.

Uurimistulemused tõendavad korrelatiivsete seoste olemasolu mügar-
bakterite poolt infitseeritud liblikõieliste taimede vegetatiivse osa kuiv-
ainesisalduse ning mügarate arvu ja kaalu vahel. Nimetatud seostele vii-
tab kõige ilmekamalt asjaolu, et mitteefektiivsete tüvede puhul moodustu-
nud mügarate arv ja kaal kontrolli suhtes oli alla 50%. Efektiivsete tüvede
korral aga oli mügarate arv ja kaal üle 50%.

Infitseeritud liblikõieliste taimede saagi andmed näitasid,, et kuivaine-



139

sisaldus osutub efektiivse sümbioosi puhul peaaegu absoluutse reeglipära-
susena infitseerimata taimede kuivainesisaldusest kõrgemaks. See viib

praktiliselt järeldusele, et nitragiini tootmine peab baseeruma kohalikel
tüvedel, sest viimased on kõige paremini kohanenud antud geograafilise
asukoha mullastikuga ja teiste tingimustega. Ainult sel juhul on võimalik

saada meie põldudel liblikõieliste kasvatamisel suuri saake.

JÄRELDUSED

1. On saadud andmed mügarate esinemise kohta Eestis kasvavatel lib-
likõielistel, mis esindavad 46 liiki 16 perekonnast (kokku 690 taime).

a) Mügarad paiknevad kogu juuresüsteemil, kusjuures külgjuurtel on

nende esinemissagedus suurem kui peajuurel.
b) Mügarad erinevad üksteisest suuruse ja arvu poolest. Erinevused

on tingitud ühelt poolt liblikõielise perekonnast ja liigist, teiselt poolt
mullaerimist, mulla reaktsioonist, kergesti lahustuvate difosforpentoksiidi
ja kaaliumoksiidi sisaldusest mullas.

c) Mügarate värvus oleneb vanusest. Noored mügarad on tavaliselt

valged, roosakasvalged või punakaspruunid. Vananedes muutuvad nad

pruuniks või pruunikasmustaks.
2. Liblikõieliste juuremügaratest isoleeritud Rhizobium'i tüved variee-

ruvad morfoloogilis-füsioloogilistelt tunnustelt ja kultuuriomadustelt vähe

ning nende üldine sarnasus ei võimalda neid rühmitada mitte niivõrd
üksikute mügarbakterite liikide kuivõrd peremeestaimede järgi.

a) Kõik uuritud bakteritüved on gramnega'tiivsed.
b) Rakkude pikkus varieerub olenevalt peremeestaime liigist 1,0 —

3,5 pm ja läbimõõt 0,3—0,9 pm piirides.
c) Kolooniate moodustamise kiiruse järgi kunstlikel söötmetel jagu-

nevad uuritud bakteritüved kahte põhirühma: kiiresti ja aeglaselt kasva-
vad. Aeglaselt kasvavateks osutusid Ornithopus sativus'e, Lupinus
luteus'e, Soja ja Genista juuremügaratest isoleeritud tüved. Ülejäänud 34

tüve kuuluvad kiiresti kasvavate hulka.

d) Kõik aeglaselt kasvavate tüvede raikud on ühe subpolaarselt kinni-
tunud viburiga (monotrihhid). Kultiveerimisel lakmuspiimas annavad nad
tugeva aluselise reaktsiooni, kuid ei moodusta «seerum»-tsooni. Želatiini
nad ei veelda.

Kiiresti kasvavatel bakteritüvedel on viburid kogu raku pinnal (pe-
ritrihhid). Kasvatamisel lakmuspiimas tekitavad nad kas aluselise reakt-
siooni «seerum»-tsooniga, happelise reaktsiooni «seerum»-tsooniga või

ainult happelise reaktsiooni ilma «seerum»-tsoonita. Želatiini veeldasid

Melilotus'eit, Medicago'it, Phaseolus vulgaris'eit, Ononis repens'ilt, Lotus

corniculatus'eit, Anthyllis vulneraria'M ja Tetragonolobus siliquosus'e\t
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eraldatud tüved. Viimase kolme tüve puhul täheldati nõrka želatiini veel-
dumist pärast neljanädalast inkubatsiooni ainult söötme ülemises osas.

Teiste tüvede korral veeldus kogu želatiin.

e) Kõik Rhizobium'i tüved fermenteerisid kõiki katses kasutatud süsi-

vesikuid (arabinoosi, galaktoosi, glükoosi, mannitooli, sahharoosi, laktoosi,
maltoosi, sorbitooli, inositooli, dultsitooli). Fermentatsioonil võib tekkida

nii happeline kui ka aluseline reaktsioon. Süsivesikute fermenteerimisel

tekkiva keskkonnareaktsiooni ja selle muutumise dünaamika järgi jagu-
nevad Rhizobium'i tüved kahte rühma: I — kiiresti kasvavad tüved (moo-
dustavad süsivesikute lagundamisel happeid), II — aeglaselt kasvavad
tüved (kutsuvad esile peamiselt aluselise reaktsiooni). Happe moodustu-
mise intensiivsuse järgi jagunevad kiiresti kasvavad tüved omakorda

kaheks rühmaks: 1) mõõdukad (26 tüve), mis moodustavad kahe nädala

jooksul 14—45 pg-ekv. hapet 1 milj, bakteriraku kohta, ja 2) intensiivsed

(8 tüve), mis moodustavad sama aja jooksul 60 —75 pg-ekv. hapet 1 milj,
bakteriraku kohta.

Aeglaselt kasvavate tüvede poolt süsivesikute fermenteerimisel tekki-
nud aluseline keskkonna reaktsioon süveneb teatava aja vältel, mille kes-
tus oleneb kasutatud süsivesikust, pidurdub siis ja muutub happeliseks
(arabinoosi, galaktoosi ja glükoosi fermenteerimisel).

f) Fermenteerimisel moodustuv hapete hulk oleneb kasutatavast süsi-

vesikust. Kõige rohkem hapet tekib arabinoosi, galaktoosi, glükoosi, sah-
haroosi ja mannitooli ning kõige vähem maltoosi, sorbitooli ja inositooli
fermenteerimisel. Vahepealse rühma moodustab laktoos.

3. Hapete moodustamise keskmise võime alusel ilmneb Rhizobium'i
liikide rühmitise ja vastava peremeestaime triibuse vahel seos; ühe ja
sama triibuse taimedelt eraldatud Rhizobium'i tüved kuuluvad happe moo-

dustamise võime järgi peaaegu eranditult ühte ja samasse rühma.
4. Liblikõieliste kasv oleneb juuremügarate arvust, kusjuures müga-

rate arv omakorda on korrelatsioonis mulla reaktsiooniga ning difosfor-

pentoksiidi- ja kaaliumoksiidisisaldusega mullas. Liblikõieliste taimede
vegetatiivse osa ning juurte kuivainesisaldus on korrelatsioonis mügarate
arvu ja kaaluga.

5. Vaatluse all olnud liblikõieliste mügarbakterid võib suhtumiselt
mulla reaktsioonisse jaotada kahte rühma: I — Vicia, Lathyrus'e, Trifo-
lium'! ja liikidel leitud mügarbakterid kasvavad laias pH piirkon-
nas (pHKci 4,6 —7,1); II — Medicago, Ononis'e ja Anthyllis'e liikidel elu-
nevad mügarbakterid kasvavad kitsas pH piirkonnas (pHKCI 6,8—7,4).

6. Liblikõieliste taimede nakatamisel mügarbakteritega, mis on eral-

datud samalt liigilt, tekib alati efektiivne sümbioos. Liblikõieliste nakata-
misel teiselt liigilt eraldatud mügarbakteritega moodustuvad sageli juu-
remügarad, kuid sümbioos osutub tihti mitteefektiivseks. Tavaliselt tekib
efektiivne sümbioos teiselt liigilt eraldatud mügarbakteritega ainult siis,



kui see taim, millelt antud mügarbakteri tüvi oli eraldatud, kuulub naka-
tatava liblikõielise liigiga samasse ristinokulatsioonirühma.

7. Rhizobium'i senised klassifikatsioonid ei vasta tema tüvede rühmita-

misele biokeemiliste omaduste ega nakatusvõime järgi.
a) Süsivesikute fermenteerimisel võib osa sama liigi tüvedest kuuluda

mõõdukate, osa aga intensiivsete happemoodustajate rühma. Võrreldes

keskmist happe moodustamise võimet Rhizobium'i eri liikidel ilmneb,
et Rh. phaseoli, Rh. trifolii ja Rh. leguininosarutn ei erine üksteisest, vaid
kuuluvad ühisesse rühma (keskmine hapete moodustamise võime 40 pg-

ekv.). Nendest vähem produtseerivad hapet Rh. meliloti tüved, mis koos

Ononis'?, Tetragonolobus'?, Lotus'? ja Anthyllis'? tüvedega moodustavad
teise rühma (keskmine hapete moodustamise võime 20 pg-ekv.). Kolman-

dasse rühma kuuluvad eriti intensiivsed Astragalus'? ja Oxytropis'? tüved

(keskmine hapete moodustumise võime 70 pg-ekv.). Onobrychis viciifo-
lia'it eraldatud tüvi kuulub esimese ja teise rühma vahepealsesse rühma

(keskmine hapete moodustamise võime 32 pg-ekv.).
b) Efektiivse sümbioosi andsid Lotus'? rühma tüved Rhizobium legu-

minosarum'i rühma kuuluvatel taimedel ja, vastupidi, Rh. leguminosarum'i
alla kuuluvad tüved Lotus'?, rühma taimedel. Selle põhjal peab nähtavasti

Rh. leguminosarum'i ja Lotus'? rühma liitma üheks ristinokulatsioonirüh-

maks ning Lotus'? rühma taimede juuremügaratest eraldatud bakterid

paigutama Rh. leguminosarum'i alla.

c) Seni vähe uuritud Ononis repens'iit eraldatud mügarbakterite tüvi

kuulub Rhizobium meliloti alla ning liblikõieline ise kuulub Medicago
sativa ja Melilotus albus'?ga ühisesse ristinokulatsioonirühma.

d) Oxytropis pilosa ja Astragalus danicus moodustavad efektiivse

sümbioosi alusel ühise ristinokulatsioonirühma. Nende mügarbaktereid ei

ole võimalik paigutada infitseerimiskatsete ega ka biokeemilise omaduse

järgi ühegi Rhizobium'i liigi alla, mis on toodud määrajates. Nad moo-

dustavad iseseisva rühma.
8. Eespool toodud andmed näitavad, et mügarbakterite tüvede dife-

rentseerimine morfoloogilis-füsioloogiliste ja biokeemiliste omaduste ning
nende võime alusel moodustada mügaraid liblikõielistel taimedel ei vasta

Rhizobium'i kasutuselolevatele klassifikatsioonidele peremeestaimede rist-

inökulatsioonirühmade järgi. Ühes ja samas Rhizobia liigis esineb tüvesid,
mille bioloogiliste omaduste varieeruvus ületab erinevused nn. liikide kesk-

miste omaduste vahel. Rhizobia ainus selgepiiriline ja püsiv diferentseeri-
mine seisneb tema tüvede jaotamises kiiresti ning aeglaselt kasvavateks.
Liblikõieliste ristinokulatsioonirühmadega seotud mügarbaktereid on kõige
õigem käsitleda ainult bioloogiliselt suhteliselt muutliku Rhizobium'i eri

adapt atsioonivormidena.
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ROOT NODULE BACTERIA ON LEGUMINOUS PLANTS

GROWING IN THE ESTONIAN SSR

E. PÄRSIM

Summary

The symbiotic nitrogen-fixing bacteria on the roots of leguminous
plants supply the greater part of the nitrogen nutrition of all plants.

It has been calculated by E. N. Mishoustin (1962) that leguminous
plants in symbiosis with root nodule bacteria return to the soil about 3.5
million tons of nitrogen annually, while free-living nitrogen-fixing bacteria
account for 1.5 million tons. Consequently the atmospheric nitrogen fixed

by the root nodule bacteria in symbiosis with leguminous plants comprises
about 60% of all the nitrogen in agricultural production. The theoretical
basis of the given problem still needs a thorough study so as to increase
the utilization of biological nitrogen in agriculture.

At the present level of development of microbiology of root nodule
bacteria, a profound theoretical investigation of the problem is, according
to A. A. Imshenetsky (1963) and E. N. Mishoustin (1965), most essential
where the classification of the root nodule bacteria and investigation of
the mechanism of nitrogen-fixing should come first, as well as the
susceptibility of leguminous plants to inoculation with root nodule
bacteria.

Our research work on the occurrence and properties of nodules and
their bacteria was restricted, mainly, to cultural plants, wild plants
receiving but little attention.

In Soviet scientific literature this problem has, so far, been dealt with
casually (Petrosyan, 1959; Kalnynsh, 1962; Verner, Gordienko, 1967). In
world literature, works by the following authors deserve mention: Fred,
Baldwin, McCoy (1932), Allen, Baldwin (1954), Allen E., Allen O. (1959),
and Rangaswami, Oblisami (1962). According to their data, 1300 species
of leguminous plants (in 243 genera) were studied for the occurrence

of nodules, 1112 species of which (in 213 genera) were found with
nodules; no nodules were observed on the roots of 116 species, while
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7 species remained unidentified. However, up to date, there are 13 000

known species of Leguminosales (in 550 genera), therefore the occurrence

of nodules on the roots of 90 p. c. of leguminous plants has not been

investigated at all so far.

For that reason it may safely be said that so far we are not familiar
with all the varieties of root nodule bacteria. However, the elucidation of
this problem would have a bearing not only on the theoretical side. It is

highly possible that certain forms of root nodule bacteria, isolated from
wild plants, could be profitably used in selection practice (Petrosyan,
1959). For the production of nitragen the most effective strain of nodular

bacteria should be chosen. In the opinion of many investigators, local

strains, as a rule, give the best results.
Nor has the taxonomic classification of root nodule bacteria, quite

a complicated problem in itself, been completely resolved up to now.

Up to the present time the classification of the symbiotic bacteria

species has been carried out on the basis of ecological criteria i. e.

according to the ability of the bacteria to form nodules on different

leguminous plants (Krasilnikov, 1949; Bergey, 1954), without due
consideration to their morphological, physiological and biochemical

properties. During the last few years, such investigators as Allen, Baldwin,
(1954); Jensen, (1958), Manil, (1963), Graham, (1964) have declared that

the determination of the symbiotic bacteria species by ecological criteria

only has not justified itself and that the corresponding nomenclature

should not be used. Otherwise it is impossible to include under Rhizobia
those strains of symbiotic bacteria which are temporarily incapable of

forming nodules, although they have all the morphological, biochemical
and physiological properties, as, for example, is the case with avirulent
strains of root nodule bacteria.

Root nodule bacteria can live not only on the roots of leguminous
plants, but also freely in the soil. It is supposed that the symbiosis of
root nodule bacteria with leguminous plants is not a specific property
(Rippel-Baldes, 1952; Jakob, 1953).

Accordingly, it is of the utmost importance to obtain data as which of

the leguminous plants have symbiotic bacteria, what are the biological,
physiological and biochemical properties of the latters, and their capacity
to nodulate on the roots of certain leguminous plants.

The present paper is one of the first attempts to solve these problems.
The chief aim of our researches was —

1) to study the occurrence of nodules on leguminous plants growing
in the Estonian SSR, to describe their morphology and determine their

dependence on soil conditions;
2) to study the Rhizobia cultures, and determine their morphological,

cultural and chief biochemical properties;
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3) to study the peculiarities of the chosen cultures of root nodule
bacteria according to species of Leguminosae in regard to inoculation.

The Methods Used. In 1963 and 1964 expeditions to various districts
of the Estonian SSR were carried out in summer to gather nodules from
different wild leguminous plants. Not only the phenological properties
of the plants from which nodules were taken, were determined, but also
the number and properties of the nodules. Nodules were gathered from
690 plants belonging to 46 species (in 16 genera), from 10 to 60 specimens
of each species, growing in 12 different soil types. Investigations were

carried out while the leguminous plants were in bud and in blossom.

Samples of soil from the rhizosphere were taken for the agrochemical
determinations of soil reaction and of the content of easily soluble P 2Or,
and K2O. Soil reaction in a KCI suspension was determined electrometri-
cally with quinhydrone electrod; the P 2 O 5 and K2O content was tested

by the Egner-Rim method in lactate buffer mixture.

The correlation method was used for determining the relation of the
size and volume of the nodules to the height of the plant, also to the main

properties of the soil, as for instance pH, the easily soluble oxides of

potassium and phosphor (K2O and P 2 O5 ) and their relationship. The

degree of relationship between the quantities investigated was marked by
means of correlation coefficients or part correlation coefficients; in some

cases nonparametric sign criterion Z was used.

In order to determine the morphological, physiological and biochemical
properties of the root nodule bacteria, 38 strains of bacteria were used,
33 of which had already been determined by the author (Pärsim, 1966).
Five strains (from the nodules on the plants Genista, Ornithopus, Trigo-
nella, Lens and Soja) were received from the Institute of Agricultural
Microbiology (Leningrad) from N. M. Lazareva’s collection. The strains
whose species could not be identified by the determinants of Bergey and

Krasilnikov, were named after the host-plants. Strains of Rhizobium were

isolated from the nodules by Alien’s method (Allen, 1953). The species of
the isolated bacteria were determined by re-inoculation on the correspond-
ing hosts.

A new kind of medium composed in the laboratory of microbiology of
the Institute of Experimental Biology (Academy of Sciences of the
Estonian SSR), containing 1000 ml distilled water, 0,5 gr K2HPO4, 0,2 gr
MgSO4, 0,1 gr NaCl, traces of FeCU, 30 ml yeast extract, 1,0 ml of
M. B. Feodorov’s microelement mixture, and 5,0 gr glucose served as the
nutrient medium.

Some of the cultures, whose species were not identified, underwent
parallel cultivations in two media containing glucose or tirozin. The

cultures were kept for two weeks at 28° C. The purity of the strains from
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Agrobacteriuni radiobacter and A. tu/nefaciens etc. was tested on a medium

x 3 (Rahno, 1960) and MPA. The morphological properties of the isolated

pure cultures were tested on the staple medium (SMNB) and in the same

medium with Congo red and on bean agar. The size of the cells and the

flagellae of the root nodule bacteria were examined under the phase-
contrast system of a coloured microscope MBR-3 and an electronic

microscope EM-7. When making preparations for the electronic microscope,
the method was used as well as the drop dialysis method recommended

by Kriss, Birusova and Zolkover (1948).
For determining the proteolytic and reduction properties of the isolated

bacteria, SMNB with gelatine and litmus milk was used.

Carbohydrate fermentation capacity of the bacteria was investigated
on galactose, arabinose, glucose, sucrose, lactose, maltose, inositol,

sorbitol, dulcitol and mannitol. For that purpose, the carbohydrate under

investigation was added to the nutrient medium, a concentration 0,05 M

to 1 litre. Tests were made on solid medium (series I), as well as on

liquid medium (series II).
In series I, where the dynamics of acid production during the

fermentation of carbohydrates was studied, bromthymol blue indicator

was added to the basic medium. In the course of eight weeks, the
reaction changes of the medium were observed by the changes in colour
and its intensity. After being infected with three-day pure cultures (fast-
growing), the samples were incubated at 28° C.

In the course of the first two weeks observations were made every two

days, after that every three and five days.
In the second series of tests the quantity of organic acids that accu-

mulated after two-weeks fermentation was determined by potentiometer
titration with NaOH. In each flack 1 ml of pure Rhizobia culture was

sown. In oder to obtain an equal number of cells, a basic culture was

grown and immediately before nodulation the titre of the bacteria was

determined by means of nephelometer NFM and the Goryaev chamber.

Corresponding uninoculated variants of nutrient media in 3—4 repli-
cations served as controls.

For determining the specific infection capacity of root nodule bacteria,
strains of the seeds of 11 species of leguminous plants, which were

sterilized a minute and a half in concentrated H 2SO 4 or in one per cent

solution of sublimate, were inoculated with 36 strains of root nodule
bacteria. The sterility of the seeds was checked by the Rempe-Bernard
method.

Broken stone (5 —10 mm in diameter) or vermiculite (3 —15 man

granules) served as substratum. Before filling the test tubes (3.5 —25 cm),
in accordance with the schedule of the experiment, nutrients (Hel-
rieghel’s mixture No 2) with microelements were added. The system of



146

test-tubes was sterilized in an autoclave for an hour and a half at

a pressure of 150 KN/m 2
.

The growing seeds were bacterized with a suspension of titre
6X Ю6 cells in 1 ml which was determined by an original nephelometric
method.

The test-tubes with the plants were exposed to artifical light (“day-
light” from white fluorescent tubes) for 8 to 12 weeks. After harvesting
and drying the tops and the subterranean parts of the plants they were

weighed separately; the number, size and colour of the nodules was deter-

mined as well.

When determining the quantity and weight of the nodules, inoculated

leguminous plants of the same species as those from which the correspond-
ing bacteria were separated from served as controls, and when the dried
substance of the tops and roots were analysed, uninoculated plants were

used as controls.
The data thus obtained were processed to statistical treatment with

the application of dispersion analysis. For average indicators of the
various totals in the fermentation of carbohydrates, Duncan’s criteria
were employed (Duncan, 1955).

The relationship between the dry substance content of the roots and
the tops, as well as between the weight and the number of nodules was

determined by means of correlation analysis and was expressed by the
value of the correlation coefficient.

The Occurrence and Morphology of Nodules on the Roots of Legumin-
ous Plants in the Estonian SSR and their Determining Factors. The
species of leguminous plants investigated and the chief characteristics of
the nodules found on their roots are given in Table 1. As can be seen

from this table, all the species except Astragalus glycyphyllus, have
nodules. But according to H. L. Jensen (1963) this species is known to

have nodules, so evidently their absence on the 20 specimens from two
districts of the Estonian SSR (Rakvere and Kingissepa) should be
accounted for by the unfavourable soil conditions in these districts

(pH KCI 5,0—5,7; P205 —1, mg %; K2O — 4—5 mg %).
Nodules occur on the tap root as well as on the lateral roots, forming

a dense covering and having either a smooth or rough surface. The
shape and size of the nodules vary depending on the species of the host
plant and the properties of the soil.

The largest nodules (from 5 to 8 mm) are to be found on Lathyrus
odoratus, Lath, maritimus, Astragalus danicus, Vicia sylvatica, Vicia faba,
Phaseolus vulgaris, Lupinus luteus and Lupinus polyphyllus\ the smallest

nodules (from 0,5 to 1,5 mm) were found on Lotus corniculatus and on

various species of Trifolium. For all the other species, the average dia-
meter ranged between 2 mm and 4 mm.
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The correlation analysis which we made in order to determine the

relationship between the height of the plant and the size of its nodules

(see Table 3) provides evidence for the fact that for the majority of

species the correlative coefficient is statistically neglegible. But after

calculating each particular correlative coefficient (eliminating the

quantitative influence of nodules), it turned out that in the case of most

species a reliable positive correlation exists between the size of the
nodules and the height of the plant (e. g. Lathyrus vernus, Lath, syl-
vestris, Trifolium arvense, Trif. repens, Vicia sylvatica, Vicia sativa,
Ononis repens, Ononis arvensis, Lotus corniculatus, Anthyllis vulneraria
and Medicago lupulina). Considering the fact that the height of the plant,
in its turn, is largely dependent on the nitrogen content, it follows from
the statistical analysis that nitrogen fixation is greater where the nodules
are bigger in size. But the greater height of a plant together with the
amount of nitrogen fixation depends on the number of root nodules

(r=o.7 4-0.8). These two indicators — the number of nodules and their
size — are inverseley proportional; the fewer nodules there are, the

greater they are in size for plants of the same height.
The shape of root nodules interested us in so far as it might serve

as an auxiliary criterion for classifying root nodule bacteria. We were

able to ascertain that the morphology of the nodules on the roots of

leguminous plants varies considerably not only within one and the same

genus, but also within a species. Accordingly, the root nodules of various

species of Trifolium are spherical or rod-like in shape, while these of the

species of Vicia are spherical, rod-like and palmate. The root nodules of

plants of the genus Tetragonolobus, Lotus, Oxytropis, Ononis, Anthyllis
are only spherical, while those of plants of the genus Medicago are only
fingerlike.

The colour of root nodules depends on their age. At the beginning of

development they are either white or pinkish or brown-reddish in colour,
but as they grow they turn brown or brownish black.

In order to determine more fully the relation between the height of
a plant and the properties of its root nodules, we also calculated the

volume of the nodules in relation to their number and size. The analysis
showed that the height of the plant in most cases is closely related to
the volume of its root nodules. For ten out of eleven species examined

the corresponding correlation coefficient was statistically reliable (see
Table 3). Exception in this case was Trifolium arvense, for the height
of these plants is very closely related to the number of root nodules, while
their size and number are inversely iproportional.

By comparing the basic properties of leguminous plants and their root

nodules, also the agrochemical properties of the soil of their rhizosphere,
we were able to draw some general conclusions. The number of nodules
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on the roots of leguminous plants, also their size and volume depend,
to a great extent, on the pH of the soil. In 18 cases out of 22, a greater
concentration of hydrogen ions corresponded to a greater number and

volume of root nodules, as, for example, in the case of Vicia sylvatica,
where 9 nodules occurred at pHKC i 4.6, while 22 were found at pHKC i
7.0; in the case of Lathyrus sylvestris 5 were found at pH KC i 5.5 and

13 at pHK ci 7.0; in the case of Lathyrus vernus 3 were found at pHKCI

5.7, and 16 at pHKC | 6.9; in the case of Lotus corniculatus 4 were found
at pH KC i 4.7, and 12 at pH KCI 7.0, etc. In similar manner a larger content

of easily soluble K2O and P205 corresponded to a larger number of root

nodules. At the same time, however, the relationship of K2O/P205 was

apt to hinder their growth. In 15 cases out of 22 a higher ratio for

K2O/P205 corresponded to a smaller number and size of the nodules. The
most favourable K2O/P205 ratio for leguminous plants is considered to be

1 : 1.72 (Geltser, 1948).

Analyses have shown that in Estonia, as a rule, considerable deviations
occur from the ideal ratio for potassium and phosphor.

The growth of leguminous plants is also in close correlation with the
pH of the soil, nearly as much as is the number and size of the nodules.
This is particularly evident in the case of Lathyrus sylvestris (pHKCI 5.7

and 7.0 corresponding to 37 cm and 73 cm respectively in height of the

plants); in the case of Vicia sylvatica the corresponding figures are

pH K ci 4.6 and 7.2 tallied with the height of 48 cm and 76 cm; and for
Vicia sativa the figures are pH KCI 5.1 and 7.0 with a height of 58 cm and

69 cm respectively. In two cases (Trifolium arvense and Medicago
lupulina) the increase of soil reaction had no effect on the height of the

plant.
Leguminous plants can be subdivided into two groups in respect to

soil reaction. The first group comprises the species on which nodulation
occurs within a wide interval of soil pH: Lotus corniculatus (pHKCI

4.7—7.0), Vicia sylvatica (рНка 4.6—7.1), Vicia sativa (pHKa 5.1 —7.0),
Lathyrus vernus (pHKC i 5.7 —6.9), Lathyrus sylvestris (pH KC i 5.8 —7.0),
Trifolium repens (pHKa 5.9 —7.0) and Trifolium arvense (pH KC i 6.0—7.0).
To the other group belong those species on which symbiosis with nodule
bacteria occurs within a narrow interval of soil pH: Ononis repens
(pH KCI 6.8 —7.2), Ononis arvensis (pHKC i 6.8—7.3), Anthyllis vulneraria.

(pH Kci 7.0 —7.4) and Medicago lupulina (pH KC i 6.9 —7.3).
Consequently, the most sensitive to soil pH are the nodule bacteria

living on the species Medicago, Ononis and Anthyllis, and those with the

highest resistence are the symbiotic nitrogen-fixing bacteria living on the

species Vicia, Trifolium, Lathyrus and Lotus.

The analysis of soil samples have shown that the majority of legumin-
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ous plants found in the Estonian SSR grow on sod carbonatic and soddy-
gley soils.

Our studies have also confirmed that in order to increase the effective-

ness of symbiosis of plants with nodule bacteria, it is necessary to take

into account the whole complex of environmental factors.
The Morphological, Physiological and Biochemical Properties of

Nodule Bacteria. For the initial checking of the purity of bacteria cultures

isolated from the nodules of leguminous plants, we studied the growth of

these bacteria on two media — x 3 (Rahno, 1960) and meatpepton agar
(MPA), since it is known (Allen O, Allen E., 1950) that Rhizobium

(except Rh. meliloti) does not grow at all, or grows very badly, on

medium MPA, while Agrobacterium radiobacter grows extraordinarily
well on it.

Tests showed that 11 out of the 38 strains investigated had the capa-

city to grow and form colonies on medium MPA. Six of these strains

belong to Rh. meliloti. On the 4th or sth day of incubation they all

produced large light grey slimy colonies, from 2 to 4 cm in diameter.
Two out of the remaining five strains belong to Rh. leguminosarum, one

to Rh. trifolii, and two strains were separated from the nodules of Astra-

galus danicus and Ononis repens, whose species are not given in any of the
available guide books. The strains that were isolated from the nodules

on the roots of Vicia sylvatica, Lathyrus sylvestris and Trifolium hybridum,
and grown on the medium MPA, formed small round half transparent light
grey colonies only when the plants had grown in soil with an alkaline
reaction (pH >7.0). If all the bacteria were isolated from Vicia sylvatica
and Lathyrus sylvestris, which had grown on acid soil (pH from 4 to

6), they lacked the ability to form colonies on those media.

The strains isolated from Ononis repens formed slimy half transparent
Ijght-grey colonies. The same can be said about strains isolated from

Astragalus danicus, only in this case the growth was not so intense.

Generally speaking these two strains grown on the medium MPA had

much in common with the strains of Rh. meliloti, only the size of the

colonies of the former was smaller.
The staining of cultures by Gram’s method showed that all the

strains studied by us were gram-negative. All nodule bacteria are rod-
like and stain evenly. In oder to study the cycle iof development of nodule
bacteria we carried out analogous investigations with one-, two- and four-

day cultures and ascertained that cultures of different age differed con-

siderably in their morphological character. For intance, 24 hours old

cultures contained only mobile rods with homogenous protoplasm; while

vacuolated immobile rods prevailed in 48 hours old cultures, although
some evenly stained homogeneous cells also occurred. This is the

beginning of the change in their development into “real” rod-like bacteria.
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Four-days old nodule bacteria cultures contained only vacuolated and

granulated rods, which had completely lost mobility. Some small

coccoide forms occurred. The development of the whole culture had reached
the stage of “real” cells. The previous description of the changes that

nodule bacteria cultures undergo in the life cycle coincides with those

given in earlier works, which describe the pleomorphism of Rhizobia in
their life cycle (Thornton, Gangulee, 1962; Lewis, 1938; Bisset, 1952;
Stapp, Knösel, 1956). Twenty-four hour cultures being the most suitable,
we used them for the electron-microscopic studies of bacteria cells.

The biggest cells were found in the cultures of nodule bacteria isolated
from Lathyrus, Vicia, Trifolium, Medicago, Melilotus and Onobrychis.
They were from 2.5 to 3.5 p in length and form 0.7 to 0.9 p in diameter.
Next in size (length — from 1.5 to 2.5 p, diameter — from 0.5 to 0.8 p)
were the bacteria isolated from Phaseolus vulgaris, Ononis repens, Astra-

galus' dantcus, Oxytropis pilosa, Ornithopus sativus, Lupinus \lufieus',
Genista and Soja. The smallest nodule bacteria were those isolated from
Lotus corniculatus, Anthyllis vulneraria and Tetragonolobus siliquosus
(length from 1.0 to 1.5 p and diameter from 0.3 to 0.6p).

Nodule bacteria fall into two groups by the quality and distribution
of their flagellae. For Ornithopus sativus, Lupinus luteus, Genista and

Soja the bacteria are monotrichous, i. e. they have one flagellum attached
to the end of the rod. The nodule bacteria of all the other leguminous
plants are peritrichous. It is interesting to note that monotrichous bacteria

happen to be the slow-growing ones.

The cultural and physiological properties of the isolated strains of
bacteria were studied on the stample medium of nodule bacteria (SMNB),
SMNB with Congo red and bean agar. We also determined the beginning
of colony formation and the tempo of growth, as well as the form, size

and colour of the colonies. Subsequently we were able to divide all the

strains grown on these media into two groups — the fast-growing and

slow-growing strains. To the latter belong the strains isolated from the
nodules of Ornithopus sativus, Lupinus luteus, Soja and Genista. Their

colonies began to form only on the Bth or 10th day. All the other strains

were the fast-growing ones, which formed colonies in 3 to 5 days. The
colonies of these two groups also differ in their properties, as, for

example, almost all the fast-growing colonies without exception formed
round (diameter from 4 to 10 mm) colonies, half transparent, slimy, light
grey in colour, while all the colonies of the slow-growing strains were

small (diameter from 1.5 to 2.0 mm), very dense and sticky, with a milky
white opalescent surface. The differences between the various strains
within these basic groups are but slight.

The rate of growth also depends on the nutrient media used. On
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medium SMNB with Congo red the formation of nodule bacteria colonies
begins sooner and the colonies are bigger than when bean agar was used.

When nodule bacteria were cultivated on litmus milk certain
differences between the slow and fast-growing bacteria were observed, so,

for example, all the slow-growing strains give an alkaline reaction, but
do not have a serum zone, while the fast-growing strains give either an

acid reaction of the media or an alkaline reaction with a serum zone. On
the other hand, three types of reaction were observed among the fast-

growing strains: 1) alkaline reaction with the serum zone — Rh. legumi-
nosarum, Rh. trifolii, Rh. phaseoli and strains from Lotus corniculatus,
Anthyllis vulneraria, Tetragonolobus siliquosus, Astragalus danicus, Oxy-
tropis pilosa-, 2) acid reaction with the serum zone — Rh. meliloti and
strains from Ononis repens and 3) acid reaction without the serum zone

— strains from Onobrychis viciifolia.
While cultivating on gelatine four types of growth (by the form of the

crater) and rarefication were observed, which, however, correlates unsatis-

factorily with the species of bacteria. For instance, some strains of Rh.
leguminosarum (from Vicia sylvatica, V. cracca, Lathyrus sylvestris,
Pisum sativa, Lathyrus niger, L. pisiformis, L. vernus) and strains from

Astragalus danicus and Oxytropis pilosa formed craters shaped like an

inverted fir-tree, while other strains of Rh. leguminosarum (from Vicia

sativa, V. sepium, V. faba, V. cassubica, Lathyrus palustre, Lens culinaris)
formed craters like a twisted tape. The same form has been observed in

the case of some strains of Rh. trifolii (Trif. arvense, Trif. alpestre, Trif.
pratense, Trif. medium, Trif. fragiferum) and in the case of Trigonella.
The rest of the strains of Rh. trifolii make threadlike craters which are

wider at the top and grow narrower towards the bottom of the test tube.

All the slow-growing strains have a well-developed dense white mass

in the upper part of the test-tube. The crater narrows suddenly to a sharp
point like a funnel.

Gelatine is liquified by the strains from Melilotus, Medicago, Phaseolus

vulgaris, Ononis repens, Lotus corniculatus, Anthyllis vulneraria and
Tetragonolobus siliquosus. The three last mentioned strains rarefy the
media only on the upper surface, while the others affect the whole media.

There is also a great difference between the slow and fast-growing
strains in their ability and manner of decomposing various carbohydrates
with a resulting acid or alkaline reaction (See fig. 12; 13 a, b). All the

fast-growing strains change the reaction of the media to an acid one.

During incubation the acid reaction increases. The rate of increase of
acidity is maximal at the beginning of incubation then the rate decreases

gradually, but acidity continues to increase to the very end of the incuba-
tion period, i. e. for three months. The intensity of acid formation and its

dynamics depend on the carbohydrate used in the media. The largest
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amount of acid was observed in the fermentation of galactose, arabinose
and glucose, considerably less of it was found in the case of inositol,
sorbitol, dulcitol and maltose.

When the latter carbohydrates were used, the rate of acidity increase

differed to some extent from the fermentation of the first group. In this

case, at the beginning of incubation, increase of acidity was considerably
less than that of the first case; towards the end of the observation period,
the rate of acidification was higher. Media with sucrose and glucose
occupied a place between the two extremes for the rate of acidity increase

as well as for its absolute value.

All the slow-growing strains produced an alkaline reaction of the media

at the beginning of incubation, and it went on increasing during the first
two weeks (see fig. 13 a), the increase depending on the carbohydrate was

used, and also on the strain, but to a less degree. On reaching a certain

stage the alkaline reaction decreased and began to turn acid. When

galactose and arabinose were used the media reaction passed through
the neutral zone at the end of the first week of incubation, while in the
case of glucose, the reaction turned acid in three weeks. After that the

acidity of the media increased rather fast in the course of three months.
Where the other carbohydrates were used, the media reaction remained
alkaline even after three months. The media containing maltose had a high
alkaline reaction, which kept on increasing almost to the end of the ob-
servation period. In the case of sucrose, lactose, sorbitol and dulcitol the
alkaline reaction was found at its maximum after two weeks of incubation.

In a special series of tests we determined the quantity of acids produced
as a result of fermenting 9 carbohydrates in the course of 2 weeks by
titrating them with NaOH.

The dispersion analysis showed that statistically significant differences
in acid production were found not only between the species of nodule
bacteria, but also between individual strains and between the various

carbohydrates and their groups.
When the statistically significant differences were analysed by means

of Duncan’s criteria, we were able to determine that by the average ability
to produce acid with the fermentation of 9 carbohydrates, all the strains
we worked with could be divided into 3 groups (see fig. 13 a, b): 1. the
strains which turned the media alkaline during the fermentation of carbo-
hydrates; 2. the strains with a moderate capacity of acid production (15—

45 pg-ekv per 106 inoculated cells). 26 strains of 4 species of Rhizobia
belong to this group; 3. intensive production of acid (60—75 pg-ekv per
106 cells). Eight strains of 3 species of Rhizobia belong to this grup. It is

interesting to note, by the way, that 6 of the 8 intensive acid producers
were the strains isolated from leguminous plants which grew in rather
alkaline soil on the island of Saaremaa. This confirms Norris hypothesis
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(1965) that the production of acid is connected with the host plants
adapting itself to alkaline soils. The differences between the strains within

these groups were considerably small.

It should also be noted that no strict relationship between the ability
to produce acid and the species of the plant was found. Some of strains

deriving from one and the same species belong to the group of moderate

acid producers, while others are intensive acid producers, which is evident

from the average values of 9 carbohydrates.
On assessing the significance of the differences between the various

species, we have ascertained that on the basis of the average indicators

the species Rh. phaseoli, Rh. trifolii, Rh. legutninosarum, also Rh. simplex
do not differ and they form one group. Considerably less acid is produced
by the strains of Rh. meliloti and the strains isolated from Ononis repens,

Tetragonolobus siliquosus, Lotus corniculatus and Anthyllis vulneraria.

On the other hand, the strains isolated from Oxytropis pilosa and

Astragalus danicus produce a lot more acid than the strains from the

species Rh. phaseoli, Rh. trifolii, Rh. legutninosarum or Rh. simplex. The

species Rh. lupini and Rh. japonicum are distinct from the others: as a

rule, they turn the media alkaline during the fermentation of carbohydrates,
but among themselves they do not differ (see tab. 15).

Although the classification of nodule bacteria on the basis of cross-

inoculation groups does not fully correspond to their grouping according
to their biochemical (fermentative) properties, still there is a definite

correlation between their belonging to one or another of the groups in

respect to their ability to produce acid during the fermentation of carbo-

hydrates and to the tribes of the host plant (see tab. 16).
The ability of one or other of the strains of nodule bacteria to produce

acid or alkali depends on the carbohydrate used in each case, while the

grouping of the various strains of Rhizobium remains fundamentally the

same.

When analysing the distinctions between the individuad carbohydrates
and their types according to their effectiveness in acid prodiction during
the fermentation of nodule bacteria, we distinguished three groups
(according to the ebbing of effectiveness): 1) arabinose, galactose, glu-
cose, sucrose and mannitol; 2) lactose; 3) maltose, sorbitol, inositol.

The Symbiotic Properties of Nodule Bacteria. The symbiosis of nodule

bacteria with leguminous plants is of great practical importance not only
for agriculture, as a means for raising crop productivity and for increasing
the amount of nitrogen fertilizer in soil, but it also happens to be one of

the most interesting and mysterious phenomenon in biology, the basic

theoretical aspects of which have not yet been solved in spite of intensive

research.
The present paper treats our investigations in the symbiotic properties
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of 36 strains of nodule bacteria with which 11 species of leguminous
plants were inoculated in the sterile laboratory environment. In the main,
we concentrated on determining the virulence of various strains of nodule
bacteria according to their nodule forming capacity, i. e. their capacity
io live symbiotically with various leguminous plants, and also on the
efectiveness of these symbiotic partners according to the relative increase
of the dry weight (in percentage) of the plant in symbiosis as compared
with uninoculated control plants.

Of the 303 leguminous plants inoculated with nodule bacteria, the for-
mation of root nodules (i. e. symbiosis) occurred in 128 cases (see fig.
21). By increasing the dry weight of the plant as compared with the
uninoculated controls we studied the effectiveness of these partners and
found that two types of symbiosis exist — one having an effectiveness of
about 100 per cent (the so-called effective symbioses) and the other with
0 per cent, i. e. the so-called ineffective symbiosis (see fig. 24). An
effectiveness of 50 p. c. or thereabouts did not occur. These two extremes
in the scale of distribution were also confirmed statistically with a high
degree of reliability. In the case of ineffective symbiosis the number of
nodules is considerably little, also their total weight is much less. Effective
symbiosis was always found to occur when the plants were inoculated
with bacteria from the nodules of the same species of plant from which
they had been isolated, or from the nodules of other species which belonged
to the same cross-inoculation group.

It is interesting to note that in all the 27 combinations of cross-
inoculation of plants from the bird’s-foot trefoil group (Lotus corniculatus,
Anthyllis vulneraria and Tetragonolobus siliquosus) by the strains of
nodule bacteria from the group Rh. leguminosarum and vice versa, the
formation of nodules was found. Moreever, in 23 cases their symbiosis’ was
effective (see fig. 21).

The data given above demonstrate that the bird’s foot trefoil and Rh.
leguminosarum host plants form a common cross-inoculation group.

The strains from Ononis repens entered into effective symbiosis with
Melilotus albus and also resulted in nodules on Medicago sativa.
Consequently, Ononis repens forms a common cross-inoculation groupwith these species.

Inoculation with Astragalus danicus strains also resulted in effective
symbiosis when they were isolated from Oxytropis pilosa and Caragana
arborescens, but the strains isolated from Astragalus danicus did not give
nodules on Caragana arborescens. The strains isolated from Caragana
arborescens, however, formed nodules on Vicia septum and Vieta cracca
and gave effective symbiosis with Lathyrus pratensis. The final solution
of the problem of their appertaining has not yet been reached.

Our tests showed that a considerable number of Rhizobium strains can
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nodulate on the roots of leguminous plants from other cross-inoculation

groups, but, as a rule, their symbiosis is quite or almost ineffective. For

instance, in the case of Medicago sativa and Melilotus albus, not only the

strains of Rh. meliloti nodulate, but also those of Rh. trifolii, Rh.

leguminosarum, Rh. lupini, Rh. simplex, and the strains of Astragalus
danicus, Caragana arborescens, Lotus corniculatus, Onobrychis viciifolia
and so on as well (see fig. 21).

Consequently, it is very difficult to test the cross-inoculation groups

only on the one fact of nodule formation. A more accurate grouping can

be made on the basis of symbiotic effectiveness.
In our experiments, the effectiveness of various symbiotic combinations

was studied not only in respect to the increase in the rate of growth of

the dry substance as the chief criterion of effectiveness, but also in respect
to other criteria, such as 1) the quantity of the nodules, 2) the total weight
of the nodules, 3) the weight of the dried roots. The statistical analysis of

the respective data showed that all these factors are correlative. The

closest relationship was found to exist between the weight of the dried

tops of the plant and total weight of the nodules on the roots (r == 0.696).
The correlative coefficient of the weight of the dried roots to the number

of nodules is r = 0.589, which is reliable.

Conclusions.

1. Data concerning the nodules found on the 46 species of leguminous
plants belonging to 16 genera (a total of 690 plants), that grow in the

Estonian SSR:

a) nodules are distributed over the whole root system, but most of
them occur on the lateral roots;

b) the nodules are distinguishable by their size and shape. These

distinctions depend on the plant (its species and genus), also on the

properties of the soil (its type, pH, the content of easily soluble phosphor
and potassium etc.);

c) the colour of the nodules depends on their age. When they begin
to develop they are white, pink or reddish brown, and in course of

development they become brown or brownish black.

2. The various strains isolated from the root nodules of leguminous
plants differ very little in respect to their average morphological character.
Their general similarity does not allow classification according to

species, but only according to their host plants:
a) all the nodule bacteria studied turned out to be gram-negative;
b) the size of the bacteria ranges from 1 to 3.5 p in length and from

0.3 to 0.9 p in diameter depending on the host plant;
c) in respect to the rate of forming colonies on artifical media, the
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strains we studied fall into two main groups, namely slow-growing and

fast-growing. The slow-growing strains were those that were isolated
from the root nodules of Ornithopus sativus, Lupinus luteus, Soja and
Genista. All the other strains that were under investigation are fast-

growing;

d) all the cells of the slow-growing strains were monotrichic with one

subpolar flagellum. When cultivated in litmus milk they had an alkaline

reaction, but no serum zone was formed. Neither were they able to

liquify gelatine.
The flagellae of fast-growing strains are distributed over the whole

surface of the cell being peritrichic. When the bacteria are grown in litmus

milk they produce either an acid or an alkaline reaction with a serum

zone. The strains isolated from Melilotus, Medicago, Phaseolus vulgaris,
Ononis repens, Lotus corniculatus, Anthyllis vulneraria and Tetragonolo-
bus siliquosus are all able to liquify gelatine. In the case of the last three
mentioned strains, only the upper part of the media was slightly liquified,
after 4 weeks of incubation. In the case of the other strains, the whole
media was liquified;

e) all the strains of Rhizobium were capable of decomposing all the

carbohydrates that were used for experiments (arabinose, galactose,
glucose, mannitol, sucrose, lactose, maltose, sorbitol, inositol and dulcitol).
The fermentation of the carbohydrates in the media brought about an acid

or an alkaline reaction. All the strains of Rhizobium can be divided into
two groups in respect to the media reaction during fermentation and the
rate of the changes: 1) the strains that have an acid reaction in
fermentation (all the fast-growing strains); 2) the strains that during
the fermentation of carbohydrates at the beginning of incubation had an

alkaline reaction, which later, increased or remained the same, depending
on the carbohydrate, and then turned into acid reaction (all the slow-

growing strains).
The fast-growing strains can be subdivided into two groups in respect

to their acid producing intensity during fermentation, namely 1. the
moderate group, which produced during 2 weeks of incubation at 20° C
an average of 14—15 pg-ekv acid per 106 cells, and 2) those with a high
intensity, which produced from 60 to 75 pg-ekv acid per 106 cells under
the same conditions. Twenty-six of the strains we investigated had a

moderate intensity, while 8 strains had a high intensity.
f) the amount of acid produced during fermentation depends on the

kind of carbohydrate used. Arabinose, galactose, sucrose and mannitol

produced the most acid when they were decomposed during fermentation,
while maltose, sorbitol and inositol produced much less. Lactose occupies
a middle place between these two groups.
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3. The acid producing ability of nodule bacteria also depends on the

“tribe” of the host-plant, namely, the strains isolated from the plants of

a certain tribe almost without exception belong to one and the same group

in respect to their acid producing ability.
4. The growth of a leguminous plant depends on the quantity and

weight of its nodules, while the number of nodules in its turn correlates
with pH of the soil and its phosphor and potassium content.

The weight of the dried plant and its roots is correlative — with the

quantity and weight of its nodules. It depends more on the total weight
of the nodules than on their number.

5. In respect to the pH of the soil, the nodule bacteria we investigated
can be subdivided into two groups: 1) those which will grow within

a wide range of pH (4.6 to 7.1), which include the strains from Vicia,
Lathyrus, Trifolium and Lotus; 2) those which will grow within a narrow

range of pH (6.8 to 7.4) which include the strains isolated from Medi-

cago, Ononis and Anthyllis.
6. In the cross-inoculation tests two types of symbiosis was found to

exist between the root nodule bacteria and their host plants the

leguminosae. In the case of effective symbiosis, the growth of the plant
(reckoned by the weight of the dry substance) is on the average twice as

fast, as in the case of un-inoculated plants. In the case of in-effective

symbiosis there is no reliable increase in the rate of growth of the plant.
If a plant is inoculated with nodule bacteria isolated from a plant

of the same species, it always results in effective symbiosis. If a plant
is inoculated with strains isolated from a plant of another species, nodules

are formed on the roots in many cases, but their symbiosis is ineffective.
Effective symbiosis occurs, as a rule, when the inoculated plant belongs
to the same cross-inoculation group as the plant from which the given
strain was isolated.

7. The grouping of nodule bacteria according to their biochemical and

infectional properties does not correspond to the existing classification

of the genus Rhizobia into species:
a) during the fermentation of carbohydrates, some strains of one

species may have only a moderate acid producing ability, while other

strains of the same species may be highly intensive in this respect. For
that reason there is no reliable distinction in the average acid producing
ability between the species of Rh. phaseoli, Rh. trifolii and Rh. legumino-
sarum. They form one group (acid producing 40 pg-ekv). Less acid is

produced by Rh. meliloti, which together with the strains of Ononis, Tet-

ragonolobus, Lotus and Anthyllis form the second group (acid producing
20 pg-ekv). The third and last group comprises the highly intensive

strains which were isolated from Astragalus and Oxytropis (acid



producing 70 pg-ekv). The strains isolated from Onobrychis viciifolia
occupy a middle place between the last two groups;

b) leguminous plants from the bird’s-foot trefoil group (Lotus cornicu-

latus, Anthyllis vulneraria and Tetragonolobus siliquosus) from a common

cross-inoculation group with Rh. leguminosarum. Consequently, the strains
isolated from these plants belong to the species Rh. leguminosarum-,

c) strains isolated from Ononis repens belong to the species Rh.
meliloti, while the plant itself together with Medicago saliva and Melilo-
tus albus belong to one and the same cross-inoculation group.

d) pilosa and Astragalus danicus belong to one and the same

cross-inoculation group, while the nodule bacteria which feed their roots
cannot be included into any existing species of Rhizobia. They form
a separate group as to their biochemical as well as their infectional
properties.

8. The data obtained in this work illustrate the fact that the existing
taxonomic classification of Rhizobium. based on the cross-inoculation
groups of their host plants does not correspond to the morphological,
physiological and biochemical differentiation of root nodule bacteria, nor

to their ability to nodulate. The variations of the biological properties and
character of the strains within one and the same species are greater than
the variations of the average properties of the species. The only clear and
constant differentiation of Rhizobium strains is their subdivision into
fast- and slow-growing varieties. Nodule bacteria regarded from the
point of view of cross-inoculation groups are most likely to be only the
various adapted forms of the biologically mutable Rhizobium.
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КЛУБЕНЬКОВЫЕ БАКТЕРИИ БОБОВЫХ РАСТЕНИЙ

В ЭСТОНСКОЙ ССР

э. пярсим

Резюме

Клубеньковые бактерии в симбиозе с бобовыми растениями обеспе-

чивают большую часть потребности в азотном питании всего раститель-
ного мира. По подсчетам Е. Н. Мишустина (1962) в СССР бобовые
растения в симбиозе с клубеньковыми бактериями возвращают в почву
ежегодно около 3,5 мил. т азота, а свободноживущие азотфиксаторы —

1,5 мил. т. Таким образом азот, связанный в результате симбиоза бобо-

вых растений и клубеньковых бактерий, составляет около 60% от всего

азота, находящегося в сельскохозяйственной продукции.
Для того, чтобы использование биологического азота в сельском

хозяйстве получило в дальнейшем еще большее применение, необхо-

димы прежде всего основательное изучение и разработка теоретиче-
ских основ данной проблемы.

А. А. Имшенецкий (1963) и Е. Н. Мишустин (1965) считают, что

на современном этапе развития микробиологии клубеньковых бактерий
наиболее существенным является углубление теоретических исследова-
ний, в первую очередь по вопросам систематики клубеньковых бактерий,
выяснению механизма азотфиксации, а также по изучению восприим-
чивости бобовых растений к инфекции клубеньковыми бактериями.

При изучении распространения клубеньков и клубеньковых бактерий
исследователи ограничивались в основном культурными растениями.
Значительно меньше внимания обращали на распространение и свой-

ства клубеньковых бактерий и дикорастущих растений.
В отечественной научной литературе этот вопрос был затронут

только попутно (Петросян, 1959; Калниньш и др., 1962; Вернер, Горди-
енко, 1967). В мировой литературе по этому вопросу следует упомянуть

труды Фреда, Болдуина и Мак-Коя (Fred, Baldwin, McCoy, 1932), Ал-
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лена и Болдуина (Allen ja Baldwin, 1954), Аллена Е. и Аллена О. (Al-
len, Е., Allen, О., 1961) и Рангасвами и Облисами (Rangaswami, Obli-

sami, 1962). По их данным, распространение клубеньков изучено при-
близительно у 1300 видов бобовых, относящихся к 243 родам, из кото-

рых у 1112 видов (213 родов) клубеньки обнаружены, у 166 их не ока-

залось, а у 7 видов наличие клубеньков осталось сомнительным. В на-

стоящее время считают, что отряд Leguminosales охватывает около

13000 видов (550 родов), следовательно, наличие клубеньков у 90%
бобовых растений осталось все же неизученным.

Поэтому придется, по-видимому, согласиться с утверждением о том,

что нам известны далеко не все представители клубеньковых бактерий.
Однако внесение ясности в этот вопрос представило бы значительный

интерес не только с теоретической стороны. Возможно, что некоторые

формы клубеньковых бактерий, изолированные от дикорастущих расте-
ний, с успехом можно использовать в практической селекционной ра-
боте (Петросян, 1959). Для производства нитрагина следует выбрать
самые эффективные штаммы клубеньковых бактерий. По данным мно-

гих исследователей, именно местные штаммы, как правило, являются

самыми эффективными.
Довольно сложным и до сих пор окончательно нерешенным является

вопрос таксономической классификации клубеньковых бактерий.
До настоящего времени при видовой классификации клубеньковых

бактерий за основу принимают экологический критерий — способность

бактерий образовывать клубеньки у тех или других бобовых растений
(Красильников, 1949; Bergey, 1954), не обращая при этом должного

внимания на их морфологические, физиологические и биохимические

свойства. В последние годы многие исследователи (Allen, Baldwin, 1954;
Jensen, 1958; Smith, 1958; Manil, 1963; Graham, 1964) высказали мне-

ние, что определение видов клубеньковых бактерий только по экологи-

ческих критериям не оправдано и что в дальнейшем не следует исполь-

зовать соответствующую номенклатуру. В противном случае нельзя

будет включать в Rhizobia те штаммы клубеньковых бактерий, которые

временно не способны образовывать клубеньки, хотя и имеют все их

морфологические, биохимические и физиологические признаки. Такими
могут быть авирулентные штаммы клубеньковых бактерий.

Клубеньковые бактерии обитают не только на корнях бобовых расте-
ний, но и могут свободно жить в почве. Существует также мнение, что

симбиоз клубеньковых бактерий с бобовыми является неспецифическим
свойством (Rippel— Baldes, 1952; Jakob, 1953).

Следовательно, большое значение имеет получение данных о том, у
каких бобовых растений имеются клубеньковые бактерии, каковы их

биологические, физиологические и биохимические свойства, а также вы-

яснение их способности инфицировать определенные бобовые растения.



11 E. Pärsim 161

Настоящая работа является одной из первых попыток, предприня-
тых для выяснения этой задачи.

Основная цель наших исследований заключалась в следующем:

1) изучить распространение клубеньков у бобовых растений, расту-
щих в Эстонской ССР, описать их морфологию и определить ее зависи-

мость от почвенных условий;
2) выделить из изученных клубеньков культуры Rhizobia и опреде-

лить их морфологические, культуральные и основные биохимические

свойства;

3) выяснить специфичность выделенных культур клубеньковых бак-

терий по их способности инфицировать соответствующие виды бобовых

растений.
Методика. Летом 1963 и 1964 гг. были организованы экспедиции в

районы ЭССР для сбора клубеньков от различных дикорастущих бобо-

вых растений. При этом были установлены не только фенологические
свойства растений, от которых брали клубеньки, но и численность и

свойства взятых клубеньков. Клубеньки были собраны на 12 почвенных

разностях с 690 растений, представляющих 46 видов (16 родов) бобо-

вых растений, по 10—60 растений от каждого изучаемого вида. Иссле-

дования проводились в периоды бутонизации и цветения бобовых. Из

ризосферы растений брали почвенные пробы для агрохимического опре-

деления реакций почвы и содержания в ней легкорастворимых Р2ОS и

К2О. Реакцию почвы определяли в солевой суспензии электрометриче-
ски с хингидронным электродом; содержание РгО5 и К2О — в лактат-

буферной смеси по методу Эгнера—Рима.

Для определения связи между количеством, размером и объемом

клубеньков и высотой растений, а также основными свойствами почвы,

такими как pH, содержание легкорастворимых окиси калия и фосфора
и их соотношение (К2О/Р2ОS), применяли методы корреляционного ана-

лиза. Степень связи между изучаемыми величинами выражали с по-

мощью коэффициентов корреляции или частных коэффициентов корре-

ляции при исключении остальных параметров. В некоторых случаях

применяли непараметрический критерий знаков *.

Для определения морфологических, физиологических и биохимиче-

ских свойств клубеньковых бактерий было использовано 38 штаммов

бактерий, 33 из которых были выделены автором (Пярсим, 1966).
5 штаммов (из клубеньков растений Genista, Ornithopus, Trigonella,
Lens и Soja) были получены из ВНИИСХМ из коллекции Н. М. Лаза-

ревой. Штаммы, видовую принадлежность которых нельзя было уста-

новить по определителям Берджи и Красильникова, получили наимено-

вание по растению-хозяину. Штаммы Rhizobium были изолированы у

клубеньков по методу Аллена (Allen, 1953). Видовая принадлежность
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выделенных бактерий была проверена реинокуляцией на соответствую-

щие растения-хозяева.
В качестве основной питательной среды была использована ориги-

нальная среда, выработанная в лаборатории ИЭБ АН ЭССР, следую-

щего состава: дистиллированная вода — 1000 мл, К2НРО4 — 0,5 г,

MgSO 4
— 0,2 г, NaCl — 0,1 г, FeCl3

— следы, дрожжевой экстракт —

30 мл, смесь микроэлементов по М. В. Федорову — 1,0 мл, глюкоза —

5,0 г.

Часть культур, видовая принадлежность которых не была установ-

лена, культивировалась параллельно на двух основных средах с глюко-

зой или тирозином. Чашки с культурными выдерживались при 28° С в

течение двух недель. Чистота выделенных штаммов от Agrobacterium
radiobocter и A. tumefaciens и т. д. проверялась на среде Хз (Рахно,
i960) и МПА. Морфологические свойства выделенных чистых культур

проверялись на основной среде (ОКБ) и той же среде с Конго красным
и на бобовом отвар-агаре. Величины клеток и жгутиков клубеньковык
бактерий исследовали с помощью фазово-контрастной системы свето-

вого микроскопа МБР-3 и электронного микроскопа ЭМ-7. При изго-

товлении препаратов для электронного микроскопа наряду с рекомен-

дованным Криссом, Бирюзовой и Золковером (1948) методом капель-

ного диализа использовали и метод теневых покрытий.
Для определения протеолитического и редуционного свойств выде-

ленных бактерий использовали ОКБ с желатином и лакмусовое молоко.

Способность ферментировать углеводы изучалась на галактозу, ара-

бинозу, глюкозу, сахарозу, лактозу, мальтозу, инозит, сорбит, дульцит
и маннит. Для этого изучаемый углевод вводили в питательную среду
в концентрации 0,05 моля на 1 литр. Опыты проводились как на твер-
дой (I серия), так и на жидкой среде (II серия).

В первой серии, в которой изучалась динамика кислотообразования
при ферментации углеводов, к основной питательной среде добавляли

бром-тимоловый синий. В течение восьми недель по изменению цвета и

его интенсивности следили за изменением реакции среды. После зара-
жения чистыми трехдневными (быстрорастущими) и пятидневными

(медленнорастущими) культурами пробы инкубировали при 28° С. На-
блюдения в течение первых двух недель проводили через каждые два

дня, а затем — через три и пять дней.
Во второй серии опытов потенциометрическим титрованием с NaOH

определяли количество органических кислот, образовавшихся в течение

двухнедельной ферментации. В каждую колбу высевали по 1 мл чистой

культуры Rhizobia. Для получения равномерного количества клеток вы-

ращивали маточную культуру и непосредственно перед инфицированием
определяли в ней титр бактерий с помощью нефелометра НФМ и ка-

меры Горяева.
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В качестве контроля во всех вариантах использовали соответствую-
щие неинфицированные варианты питательных сред в трех и четырех
повторностях.

Для установления специфической инфекционной способности штам-

мов клубеньковых бактерий семена II видов бобовых растений, стерили-
зованные в концентрированной H 2SO 4 или 0,1%-ном растворе сулемы
в течение полутора минут, инфицировали 36 штаммами клубеньковых
бактерий. Стерильность семян проверяли по методу Ремпе—Бернарда.
В качестве субстрата использовали щебень (5—10 мм сечения) или

вермикулит (3—15 мм сечения). Перед набивкой в каждую пробирку
(3,5X25 см) согласно схеме опыта вносили питательные элементы по

смеси Гельригеля № 2 с добавлением микроэлементов. Систему проби-
рок стерилизовали в автоклаве в течение полутора часов при давлении

150 кн/м2 .
Проращиваемые семена бактеризовали суспензией титром 6-106

кле-

ток в 1 мл, который был определен оригинальным нефелометрическим
методом.

Пробирки с растениями выдерживали при искусственном освещении

(дневном светом) в течение B—l28 —12 недель. После уборки растений от-

дельно определяли сухой вес надземной и подземной части растений,
а также количество, размер и окраску клубеньков.

При определении численности и веса клубеньков в качестве контроля
использовали те бобовые растения, которые были инфицированы штам-

мами, выделенными с того же вида растения, а при определении содер-
жания сухого вещества в надземной части и в корнях в качестве конт-

роля использовали неинфицированные растения.

Полученные данные подвергались статистической обработке с при-
менением дисперсионного анализа. Для оценки значимости различий
между средними показателями различных совокупностей при фермен-
тации углеводов применялся критерий Дункана (Дункан, 1955). Связь

между содержанием сухого вещества в корнях и надземной части, а

также между весом и количеством клубеньков определяли при помощи

корреляционного коэффициента.

Наличие и морфология клубеньков и бобовых растений в Эстонской ССР

и определяющие их факторы

Виды изученных бобовых растений и основные морфологические ха-

рактеристики их клубеньков приведены в табл. 2. Как видно из этой

таблицы, у всех этих видов, за исключением Astragalus glycyphyllus,
имеются клубеньки. Но так как по данным Йенсена (Jensen, 1963) у
этого вида тоже имеются клубеньки, то отсутствие их у 20 изученных
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нами экземпляров из двух районов (Раквереский и Кингисеппский)
Эстонской ССР объясняется, по-видимому, неблагоприятными почвен-

ными условиями для образования клубеньков в этих местах (рНКСI —

5,0—5,7; Р 2О 5
— 1,0—1,5 мг%; К2О — 4—5 мг%).

Клубеньки размещаются как на главном, так и на боковых корнях
и тесно ими оплетены. Поверхность клубеньков бывает гладкой или

шероховатой. Форма и размеры клубеньков варьируются в зависимости

от вида растения-хозяина и свойств почвы.

Самые большие клубеньки (5—8 мм) бывают у Lathyrus odoratus,
Lath, maritimus, Astragalus danicus, Vicia sylvatica, Vicia faba, Phaseo-
lus vulgaris, Lupinus luteus и Lupinus polyphyllus\ самые маленькие

(0,5 —1,5 мм) — у Lotus corniculatus и у различных видов Trifolium.
У остальных видов средний диаметр клубеньков колеблется в пределах
от 2 до 4 мм.

Корреляционный анализ, проведенный нами для выяснения связи

между высотой растения и размерами его клубеньков (см. табл. 3), сви-

детельствует о том, что у большинства видов соответствующий коэффи-
циент корреляции является статистически незначимым. При вычислении

же частных коэффициентов корреляции (исключая влияние количества

клубеньков) выяснилось, что имеется достоверная положительная кор-
реляция между размерами клубеньков и высотой растений у большин-
ства видов (Lathyrus vernus, Lath, sylvestris, Trifolium arvense, Trif.
repens, Vicia sylvatica, Vicia sativa, Ononis repens, Ononis arvensis,
Lotus corniculatus, Anthyllis Vulneraria и Medicago lupulina. А так как

высота растений в свою очередь имеет большую зависимость от содер-
жания в них азота, то из статистического анализа следует, что при на-

личии больших клубеньков происходит и большее связывание азота.

Но еще больше высота растений, а вместе с ней и количество связан-

ного азота зависит от количества клубеньков (г = 0,7 4- 0,8). Эти два

показателя — количество и величина клубеньков — находятся в обрат-
ной зависимости друг от друга, чем меньше клубеньков, тем больше они

по размерам при одинаковой высоте растений.
Форма клубеньков интересовала нас как возможный вспомогатель-

ный критерий при классификации клубеньковых бактерий. Мы выяс-

нили, что морфология клубеньков на корнях бобовых значительно

варьируется не только в пределах одного и того же рода, но и вида.

Так, у различных видов Trifolium имеются круглые и палочковидные

клубеньки, а у видов Vicia — круглые, палочковидные и лапчатые.

У родов Tetragonolobus, Lotus, Oxytropis, Ononis, Anthyllis имеются

только круглые, а у растений из рода Medicago — только лапчатые

клубеньки.
Цвет клубеньков зависит от их возраста. В начале развития они
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бывают белыми, розовыми или красновато-коричневыми, а с возрастом
становятся коричневыми или коричнево-черными.

Для более полного выяснения связей между ростом растений и свой-

ствами клубеньков нами был вычислен объем клубеньков по их коли-

честву и размерам. Как показал анализ, высота растений в большин-

стве случаев сильно связана с объемом клубеньков. У десяти из один-

надцати изученных нами видов соответствующий коэффициент корреля-
ции статистически высокодостоверен (см. табл. 3). Исключение состав-

ляет только Trifolium arvense, у которого высота растения больше всего

связана с количеством клубеньков, а размеры клубеньков обратно про-

порциальны их количеству.

Путем сопоставления основных свойств бобовых и их клубеньков,
а также агрохимических свойств почвы их ризосферы нам удалось вы-

явить некоторые общие закономерности. Так, количество клубеньков на

корнях бобовых растений, а также их размеры и объем в большей сте-

пени зависят от pH почвы. В 18 из 22 случаев большей концентрации

водородных ионов соответствовали большее количество и объем клу-
беньков. Например, у Vicia sylvatica при pHKC i 4,6 имелось 9 клубень-
ков, а при pH Kci 7,0 их было 22; у Lathyrus sylvestris при pHKC i 5,8—5

и при pHKci 7,0—13; у Lathyrus vernus при рНКСI 5,7—3 и при pHKC i
6,9—16; у Lotus corniculatus при pHKC i 4,7 —4 и при pH KCi 7,0 —12

ит. д. Аналогично большему содержанию легкорастворимых К2О и

Р2ОS соответствовало и большее количество клубеньков. Но зато их

соотношение (К2О/Р2ОS) влияло на рост скорее всего противополож-

ным образом. В 15 из 22 случаев большему соотношению К2О/Р2ОS
соответствовало меньшее количество и рост клубеньков. Самым благо-

приятным для бобовых растений считается соотношение К2О/Р2ОS =

= 1:1,72 (Гельцер, 1948).
По данным анализов, в Эстонии, как правило наблюдаются значи-

тельные отклонения от этого идеального соотношения калия и фосфора.
Вслед за количеством и размером клубеньков с pH почвы коррели-

рует и рост бобовых растений. Особенно заметно проявляется это у

Lathyrus sylvestris (pHKC i 5,8 и 7,0 и высота растения соответственно

37 и73 см) и Vicia sylvatica (pH KC i 5,1 и 7,0, высота 58 и69 см). В двух
случаях (у Trifolium arvense и Medicago lupulina) при увеличении pH
почвы высота растений не изменилась.

По отношению к pH почвы бобовые растения подразделяются на две

группы. Первую из них составляют виды, у которых образование клу-
беньков происходит в широком интервале pH почвы: Lotus corniculatus

(рНКСI 4,7—7,0), Vicia sylvatica (pH KCI 4,4,6—7,1), Vicia sativa

(pHKci 5,1 —7,0), Lathyrus vernus (pH 5,7—6,9), Lathyrus sylvestris
(pHKci 5,8 —7,0), Trifolium repens (pHKC i 5,9—7,0) и Trifolium arvense

(pHKci 6,0—7,0). К другой группе относятся виды, у которых симбиоз
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с клубеньковыми бактериями происходит только в узком интервале pH
почвы: Ononis repens (рНКСI 6,8—7,2), Ononis arvensis (pHKCI 6,8—7,3),
Anthyllis vulneraria (pHKCI 7,0—7,4) и Medicago lupulina (pH CKI 6,9—7,3).

Таким образом, самыми чувствительными к pH почвы являются клу-
беньковые бактерии, обитающие на видах Medicago, Ononis и Anthyllis,
и самыми резистентными — бактерии, обитающие на видах Vicia, Tri-

folium, Lathyrus и Lotus.
Анализы почвенных проб показали, что большинство бобовых расте-

ний в Эстонской ССР произрастает на дерново-карбонатных и дерново-
глееватых почвах.

Данные наших исследований также подтверждают то, что для уси-
ления эффективности симбиоза растений с клубеньковыми бактериями
необходимо учитывать весь комплекс факторов внешней среды.

Морфологические, физиологические и биохимические свойства

клубеньковых бактерий

Для первоначальной проверки чистоты бактериальных культур, вы-

деленных из клубеньков бобовых растений, мы изучали рост этих куль-

тур на двух средах — на х3 (Рахно, 1960) и мясопептонном агаре
(МПА), так как известно (Allen, Allen, 1950), что Rhizobium (за ис-

ключением Rh. meliloti) совсем не растет или растет, но очень плохо

не среде МПА, в то время как Agrobacterium radiobacter растет на ней

исключительно хорошо.
Опыты показали, что 11 из 38 изученных нами штаммов, способны

расти и образовывать колонии на среде МПА. Шесть из этих штаммов

относятся к Rh. meliloti. Все они на 4—5-й день инкубации образуют
крупные светлосерые колонии диаметром 2—4 мм.

Из 5 остальных штаммов два относятся к Rh. leguminosarum, один —

к Rh. trifolii, а два были выделены нами из клубеньков Astragalus dani-

cus и Ononis repens, данные о видовой принадлежности которых в су-

ществующих определителях отсутствуют. Штаммы бактерий, выделен-

ных из клубеньков Vicia sylvatica, Lathyrus sylvastris и Trifolium hybri-
dum, образовывали на среде МПА маленькие полупрозрачные светло-

серые круглые колонии только в тех случаях, если эти растения прежде

росли на щелочных почвах (pH >7). Если все же бактерии были выде-

лены с Vicia sylvatica и 'Lathyrus sylvestris, растущих на кислых почвах

(pH от 4 до 6), то способность образовывать колонии на этих средах

отсутствовала.

Штамм, выделенный с Ononis repens образовывал светло-серые полу-

прозрачные слизистые колонии. Такие же колонии образовывал и штамм,
выделенных с Astragalus danicus, но отличающийся от предыдущего мень-
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шей интенсивностью роста. В общих чертах эти два штамма по харак-

теру роста на среде МПА были очень сходны со штаммами Rh. meliloti,
но отличались от последних меньшими размерами колоний. Аналогич-
ные данные были получены нами при изучении роста на среде хз.

Окрашивание препаратов культур по методу Грама показало, что

все изученные нами штаммы являются грам-отрицательными. Все клу-
беньковые бактерии — палочковидные и окрашиваются равномерно. Для
изучения цикла развития клубеньковых бактерий мы исследовали ана-

логично одно-, двух- и четырехдневные культуры и обнаружили, что

культуры разного возраста в значительной степени различаются по

своим морфологическим свойствам. Так, 24-часовые культуры содержа-
ли только подвижные палочки с гомогенной протоплазмой. Зато в 48-

часовых культурах преобладали уже вакуолизированные неподвижные

палочки, хотя встречались и равномерно окрашенные гомогенные клетки.

Это начало перехода бактерий в своем развитии в стадию «опоясанных»

палочек. Четырехдневные культуры клубеньковых бактерий содержали
только вакуолизированные и гранулированные палочки, полностью поте-

рявшие двигательную активность. Встречались и маленькие коккоидные

формы. Вся культура в своем развитии уже полностью перешла в ста-

дию «опоясанных» клеток. Описанное выше чередование форм в ходе

развития культур клубеньковых бактерий совпадает с данными преды-

дущих работ, указывающими на плеоморфизм Rhizobia в цикле его раз-
вития (Thornton, Gangulee, 1962; Lewis, 1938; Bisset, 1952; Stapp, Knö-
sel, 1956). 24-часовые культуры, как наиболее подходящие для этой

цели, мы использовали для электронно-микроскопического исследова-

ния бактериальных клеток.

Самые большие клетки содержатся в культурах клубеньковых бак-

терий, выделенных с Lathyrus, Vicia, Trifolium, Medicago, Melilotus и

Onobrychis. Их длина 2,5—3,5 мкм, а диаметр 0,7—0,9 мкм. Средними
по величине (длина 1,5—2,5 мкм, диаметр 0,5—0,8 мкм) являются бак-

терии, выделенные с Phaseolus vulgaris, Ononis repens, Astragalus da-

nicus, Oxytropis pilosa, Ornithopus sativus, Lupinus luteus, Genista и

Soja. Самыми маленькими являются клубеньковые бактерии, выделен-

ные с Lotus corniculatus, Anthyllis vulneraria и Tetragonolobus siliquo-
sus (длина 1,0—1,5 мкм, диаметр 0,3—0,6 мкм).

По количеству и расположению жгутиков клубеньковые бактерии
подразделяются на две группы. У Ornithopus sativa, Lupinus luteus,
Ganista и Soja они являются монотрихами, т. е. имеют один жгутик,
прикрепленный к концу палочки. У остальных видов бобовых растений
клубеньковые бактерии являются перитрихами. При этом интересно от-

метить, что монотрихами оказались именно медленнорастущие бактерии.
Культурные и физиологические свойства выделенных нами штаммов

клубеньковых бактерий мы изучали на основной среде клубеньковых



168

бактерий (ОКБ), ОКБ с Конго красным и бобовом отваре с агаром.

При этом мы определяли начало образования и скорость роста колоний,

а также их форму, размер и цвет. По скорости образования колоний

на этих средах все штаммы подразделялись на две основные группы —

быстро и медленнорастущие штаммы. К последним относятся штаммы,

выделенные из клубеньков Ornithopus sativus, Lupinus luteus, Soja и

Genista. У них колонии образуются только на B—lo-е8—10-е сутки. Все осталь-

ные штаммы — быстрорастущие (образование колоний на 3—5 сутки)..
Эти группы различаются и по свойствам колоний. Так, почти все без

исключения быстрорастущие штаммы образовали круглые (диаметром
(4—10 мм) полупрозрачные светлосерые слизистые колонии, а все мед-

леннорастущие — маленькие (диаметром 1,5—2,0 мм), очень плотные

и липкие колонии с молочно-белой опалесцирующей поверхностью. Раз-

личия между отдельными штаммами внутри этих основных групп яв-

ляются значительно меньшими.

Скорость роста зависит также и от используемой питательной среды.
На среде ОКБ с Конго красным образованием колоний клубеньковыми
бактериями происходит раньше и размер колоний бывает больше, чем

на ОКБ или бобовом отваре с агаром.

При культивировании клубеньковых бактерий в лакмусовом молоке

также наблюдаются различия между быстро- и медленнорастущими
группами. Так, все медленно растущие штаммы дают сильно щелочную
реакцию, но не образуют сывороточную зону, зато быстрорастущие
штаммы дают или кислую реакцию среды, или щелочную с образова-
нием сывороточной зоны. Среди быстрорастущих штаммов в свою оче-

редь наблюдаются три различных типа реакций: 1) Щелочная с зоной
Rh. leguminosarum, Rh. trifolii, Rh. phaseoli (штаммы c (Lotus cornicula-
tus, Anthyllis vulneraria, Tetragonolobus siliquosus, Astragalus danicus
и Oxytropis pilosa)-, 2) кислая реакция с зоной Rh. meliloti (штамм с

Ononis repens) и 3) кислая реакция без сывороточной зоны (штамм с

Onobrychis viciifolia) .
При культивировании на желатине наблюдаются четыре типа роста

(по форме кратера) и разжижения, которые, однако, плохо коррели-

руют с видами бактерий. Так, некоторые штаммы (с Vicia sylvatica,
V. cracca, Lathyrus vernus, L. niger, L. pisiformis, L. sylvestris, Pisum
sativa) и штаммы c Astragalus danicus и Oxytropis pilosa образуют кра-

тер формы перевернутой елочки, а другие штаммы Ph. leguminosarum
(с Vicia sativa, V. sepius, V. faba, V. cassubica, Lathyrus palustre, Lens

culinaris) образуют кратер формы вьющейся ленты. Такая же форма
наблюдается и у некоторых штаммов Rh. trifolii (Trif., arvense, Trif.
alpestre, Trif. pratense, Trif. medium, Trif. fragiferum) и у штамма с

Trigonella. Остальные штаммы Rh. trifolii образуют нитевидный кратер,

который толще на поверхности и заостряется внизу у дна пробирки.
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Все медленнорастущие штаммы обнаруживают хороший рост в верх-
ней части в виде белой плотной массы. Кратер же суживается резко,
образует внизу иглообразное острие и напоминает воронку.

Желатин разжижают штаммы с Melilotus, Medicago, Phaseolus vul-
garis, Ononis repens, Lotus corniculatus, Anthyllis vulneraria и Tetra-

gonolobus siliquosus. Три последние штамма разжижают среду только

в верхней поверхности, а остальные — всю питательную среду.

Резкие различия между медленно- и быстрорастущими штаммами

клубеньковых бактерий наблюдаются в их способности и характере
разлагать различные типы углеводов с образованием кислой или ще-

лочной реакции (см. рис. 12 и 13 а,Ь). Все быстрорастущие штаммы

превращают реакцию питательной среды в кислую. В ходе инкубации
кислая реакция среды увеличивается. Скорость роста кислотности мак-

симальна в начале инкубации, а затем постепенно уменьшается, однако

рост кислотности не прекращается до самого конца периода наблюде-

ния, то есть в течение трех месяцев. Интенсивность кислотообразова-
ния и ее динамика зависят от используемого в среде углевода. Наи-

большая кислотность наблюдается при ферментации галактозы, араби-
нозы и глюкозы, значительно меньшая — при использовании инозита,

сурбита, дульцита и мальтозы. При применении этих углеводов не-

сколько различается и динамика роста кислотности. Если в начале инку-
бации они особенно сильно уступают первым в скорости роста pH
среды, то к концу периода наблюдения она у них становится больше.

Промежуточными как по скорости роста кислотности, так и по ее абсо-

лютному значению были сахароза и глюкоза.

Все медленнорастущие штаммы в начале инкубации образуют ще-

лочную реакцию среды, которая в течение первых двух недель увели-
чивается (см. рис. 12 А) в зависимости от используемого углевода и в

меньшей степени — от штамма. На определенной стадии реакция оста-

навливается и начинает смещаться в сторону кислой. При применении
галактозы и арабинозы реакция среды проходит нейтральную зону

через неделю после начала инкубации, а при применении глюкозы —

через три недели и становится кислой. В дальнейшем кислотность среды

увеличивается относительно быстро в течение трех месяцев. При при-
менении остальных углеводов реакция среды остается щелочной даже

через три месяца. Особенно высокая щелочность, которая растет почти

до конца периода наблюдения, отмечается в среде, содержащей маль-

тозу. У сахарозы, лактозы, сорбита, инозита и дульцита максимальная

щелочность наблюдается после двух недель инкубации.
В специальной серии опытов мы провели определение количества

кислот, образованных в результате ферментации 9 углеводов в течение

двух недель, путем титрования их с NaOH.
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Дисперсионный анализ показал, что статистически значимые разли-
чия в кислотообразовании наблюдаются не только между видами клу-
беньковых бактерий, но и между отдельными штаммами, а также между

различными углеводами и их группами.

Анализируя с помощью критерия Дункана статистически значимые

различия, мы выяснили, что по средней способности кислотообразова-
ния при ферментации 9 углеводов все использованные нами штаммы

делятся на 3 группы (см. рис. 13«, b): 1) штаммы, превращающие

среду при ферментации углеводов в щелочную; 2) штаммы с умеренной
способностью кислотообразования (15—45 мкг/экв на 166 инокулиро-
ванных клеток). В эту группу входят 26 штаммов четырех видов Rhi-

zobia\ 3) интенсивные продуценты кислот (60 —70 мкг/экв на 106
кле-

ток). В эту группу входят 8 штаммов трех видов Rhizobia. При этом

интересно отметить, что в 6 случаях из 8 интенсивными кислотопроду-

центами оказались штаммы, выделенные с бобовых, растущих на отно-

сительно щелочных почвах на острове Сааремаа. Это подтверждается
и гипотезой Норриса (Norris, 1965) о том, что кислотообразование
связано с адаптацией растений-хозяев к щелочным почвам. Различия

между штаммами в пределах этих групп статистически незначимы.

Следует отметить также, что строгого соответствия между способ-

ностью к кислотообразованию и видовой принадлежностью не суще-

ствует. Некоторые штаммы одного и того же вида могут входить в

группу умеренных кислотообразователей, в то время как другие явля-

ются интенсивными продуцентами кислот, о чем свидетельствуют сред-
ние показатели 9 углеводов.

Оценивая значимость различий между видами, мы выяснили, что по

средним показателям Rh. phaseoli, Rh. trifolii, Rh. leguminosarum, а

также Rh. simplex не различаются и образуют одну группу. Значи-

тельно меньше образуют кислот штаммы Rh. meliloti и штаммы, выде-

ленные с Ononis repens, Tetragonolobus siliquosus, Lotus corniculatus,
Anthyllis vulneraria. А штаммы, выделенные c Oxytropis pilosa и Astra-

galus danicus, наоборот, образуют значительно больше кислот, чем

штаммы видов Rh. plaseoli, Rh. trifolii, Rh. leguminosarum или Rh. simp-
lex. От всех других отличаются Rh. lupini и Rh. japonicum, превращаю-

щие среду при ферментации углеводов, как правило в щелочную, но

между собой не различающиеся (табл. 15).
Хотя классификация клубеньковых бактерий на основании групп

перекрестного заражения и не соответствует полностью их естествен-

ному группированию по биохимическим (ферментативным) свойствам,
тем не менее существует определенная корреляция между их принад-
лежностью к той или иной группе по способности к кислотообразова-
нию при ферментации углеводов и трибами растения-хозяина (табл. 16).
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Способность того или иного штамма клубеньковых бактерий обра-
зовывать в среде кислую или щелочную реакцию зависит от конкрет-

ного используемого углевода, а группировка различных штаммов Rhi-
zobium остается в основном одной и той же.

Анализируя различия между отдельными углеводами и их типами

по эффективности кислотообразования при их ферментации клубенько-
выми бактериями, мы выявили три группы (по убыванию их эффектив-
ности): 1) арабиноза, галактоза, глюкоза, сахароза и маннит, 2) лак-

тоза и 3) мальтоза, сорбит и инозит.

Симбиотические свойства клубеньковых бактерий

Симбиоз клубеньковых бактерий с бобовыми растениями имеет не

только огромное практическое значение для народного хозяйства как

способ повышения урожайности сельскохозяйственных культур и азот-

ного удобрения почвы, но и является одним из интереснейших загадоч-

ных явлений в биологии, основные теоретические аспекты которого

остаются все же нерешенными, несмотря на значительные усилия ис-

следователей.
В настоящей работе мы исследовали симбиотические свойства 36

штаммов клубеньковых бактерий, заражая ими в стерильных условиях
в лаборатории семена И видов бобовых растений. При этом основное

внимание мы сосредоточили на определении вирулентности различных

штаммов клубеньковых бактерий по их способности образовывать клу-

беньки, т. е. вступать в симбиоз с различными бобовыми растениями,

и на эффективности этих симбиотических комбинаций по относитель-

ному увеличению сухого веса (в процентах) растений в симбиозе по

сравнению с незараженными контрольными растениями.

Из 303 изученных нами комбинаций заражения бобовых растений
клубеньковыми бактериями в 128 наблюдалось образование корневых

клубеньков, т. е. симбиоз (см. рис. 21). При изучении же эффективно-
сти этих комбинаций (по увеличению сухого веса растений по сравне-
нию с незараженным контролем) выяснилось, что существует два типа

симбиоза — в одних случаях эффективность составляет около 100%
(так называемый эффективный симбиоз), а в других случаях — около

0% (так называемый неэффективный симбиоз) (см. рис. 24). Эффек-
тивности около 50% почти не наблюдается. Двухвершинность распре-

деления эффективности также была доказана статистически с высокой

степенью достоверности. При неэффективном симбиозе значительно

меньше не только количество клубеньков, но и их суммарный вес. Эф-
фективный симбиоз всегда наблюдается при заражении бактериями
бобовых растений того же вида, из клубеньков которых они были выде-

9
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лены, или при заражении других видов, но из той же группы перекрест-
ного заражения.

Интересно отметить, что во всех 27 комбинациях перекрестного за-

ражения растений из группы лядвенца {Lotus corniculatus, Anthyllis
vulneraria и Tetragonolobus siliquosus) штаммами клубеньковых бакте-

рий из группы Rh. leguminosarum и наоборот, наблюдалось образова-
ние клубеньков. При этом в 23 случаях симбиоз оказался эффективным
(см. рис. 21).

Эти данные свидетельствуют о том, что группа лядвенца составляет

с Rh. leguminosarum одну общую группу перекрестного заражения.

Штамм с Ononis repens вступил в эффективный симбиоз с Melilotus
albus и образовал клубеньки на Medicago sativa. Следовательно, Ononis

repens образует с последними общую группу перекрестного заражения.

Эффективный симбиоз наблюдался и при заражении Astragalus da-

nicus штаммами, выделенными с Oxytropis pilosa и Caragana arbores-

eens, однако штамм, выделенный с Astragalus danicus, не образовывал
клубеньков на Caragana arborescens. А штамм, выделенный с Caragana
arborescens, образовал клубеньки на Vicia septum и Vicia cracca и дал

эффективный симбиоз с Lathyrus pratensis. Вопрос о видовой принад-
лежности этих штаммов еще нельзя считать окончательно решенным.

Наши опыты показали, что довольно часто многие штаммы Rhizo-
bium образуют клубеньки и на бобовых растениях из других групп пере-

крестного заражения, но, как правило, симбиоз при этом оказывается

неэффективным или малоэффективным. Так, например, на Medicago
sativa и Melilotus albus клубеньки образуют не только штаммы Rh. те-

liloti, но и Rh. trifolii, Rh. leguminosarum, Rh. lupini, Rh. simplex, a

также штаммы с Astragalus danicus, Caragana arborescens, Lotus cor-

niculatus, Onobrychis viciifolia и т. д. (см. рис. 21).

Следовательно, разграничить группы перекрестного заражения по

одному только факту образования корневых клубеньков очень трудно.
Более четкую группировку можно сделать при учете эффективного сим-

биоза.

В наших опытах эффективность разных симбиотических комбинаций
мы изучали не только по увеличению скорости роста сухого вещества

как основного критерия эффективности, но и по другим критериям:

1) по количеству клубеньков, 2) по суммарному весу клубеньков, 3) по

сухому весу корней. Статистический анализ соответствующих данных

показал, что все они коррелятивно связаны между собой. Самая силь-

ная связь имеет место между содержанием сухого вещества в надзем-

ных частях растения и суммарным весом клубеньков (г = 0,696). Коэф-
фициент корреляции между сухим весом корней и количеством клу-
беньков составляет г — 0,589 и является высокодостоверным.
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Выводы:

1. Получены данные о наличии и свойствах клубеньков у 46 видов

бобовых из 16 родов (всего 690 растений), растущих в Эстонской ССР:

а) клубеньки расположены на всей корневой системе, но больше

всего их на боковых корнях;

б) клубеньки различаются как по величине, так и по форме. Эти

различия определяются как свойствами растения (его вид и род), так

и свойствами почвы (ее вид, pH, содержание легкорастворимого фос-
фора и калия и т. п.);

в) цвет клубеньков зависит от их возраста. В начале развития они

бывают белыми, розовыми или красновато-коричневыми, а с возрастом

становятся коричневыми или коричневато-черными.
2. Разные штаммы, выделенные из клубеньков бобовых растений

по своим средним морфологическим признакам изменяются мало. Об-

щее сходство не позволяет классифицировать их по видам, а только

лишь по растениям-хозяевам:

а) все исследованные нами штаммы клубеньковых бактерий оказа-

лись грам-отрицательными;

б) размеры бактерий варьируют в зависимости от растения-хозяина

в следующих пределах: длина — от 1 до 3,5 мкм, диаметр — от 0,3 до

0,9 мкм;

в) по скорости образования колоний на искусственных средах изу-

ченные нами штаммы подразделяются на две основные группы — мед-

ленно- и быстрорастущие. К медленнорастущим относятся штаммы, вы-

деленные из клубеньков Ornithopus sativus, Lupinus luteus, Soja и Ge-

nista. Все остальные штаммы, изученные в настоящей работе, являются

быстрорастущими;
г) все клетки медленнорастущих штаммов являются монотрихами

с одним субполярным шгутиком. При культивировании в лакмусовом

молоке они дают щелочную реакцию, но сывороточную зону не обра-

зуют. Не способны они также разжижать желатину.

У бактерий быстрорастущих штаммов жгутики расположены по всей

поверхности клетки и являются перитрихами. При выращивании в лак-

мусовом молоке они образуют кислую или щелочную реакцию с сыво-

роточной зоной. Желатину способны разжижать штаммы, выделенные

с Melilotus, Medicago, Phaseolus vulgaris, Ononis repens, Lotus corni-

culatus, Anthyllis vulneraria и Tetragonolobus siliquosus. При примене-

нии трех последних штаммов наблюдается лишь слабое разжижение

верхней части среды после 4-недельной инкубации. При применении

остальных штаммов разжижается вся среда;

д) все штаммы Rhizobium способны разлагать все использованные

в опытах углеводы (арабинозу, галактозу, глюкозу, маннит, сахарозу.
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лактозу, мальтозу, сорбит, инозит и дульцит). При ферментации угле-

водов в среде возникает кислая или щелочная реакция. По реакции

среды при ферментации углеводов и динамике ее изменения все штам-

мы Rhizobium подразделяются на две группы:
1) штаммы, образующие при ферментации кислую реакцию среды

(все быстрорастущие штаммы), и 2) штаммы, которые при фермента-
ции углеводов в начале инкубации образуют щелочную реакцию, кото-

рая в дальнейшем в зависимости от углевода или увеличивается, или

уменьшается и превращается затем в кислую реакцию (все медленно-

растущие штаммы).
По интенсивности кислотообразования при ферментации углеводов

быстрорастущие штаммы также подразделяются на две группы: 1) уме-

ренные, которые образуют за две недели инкубации при 28° С в среднем
14 —45 мкг-экв кислот на 106 клеток, и 2) интенсивные, образующие в

тех же условиях 60—75 мкг. экв. кислот на 106
клеток. Из изученных

нами штаммов умеренными оказались 26, а интенсивными — 8 штам-

мов.

д) количество кислот, образующихся при ферментации углеводов,
зависит от типа последних. Больше всего кислот образуется при разло-
жении арабинозы, галактозы, глюкозы, сахарозы и маннита, значительно

меньше — при разложении мальтозы, сорбита и инозита. Промежуточ-
ной является лактоза.

3) Существует связь между кислотообразовательной способностью

клубеньковых бактерий и трибом хозяина-растения, а именно; штаммы,
выделенные с растений одного и того же триба, относятся по кислото-

образованию почти все без исключения к одной и той же группе.

4) Рост бобовых зависит от количества и веса клубеньков, а коли-

чество клубеньков, в свою очередь, коррелирует с pH почвы и содер-
жанием в ней фосфора и калия.

Сухой вес растений и корней находится в коррелятивной связи с

количеством и весом клубеньков. От суммарного веса клубеньков он

зависит больше, чем от их количества.

5) Изученные нами клубеньковые бактерии по их отношению к pH
почвы подразделяются на две группы: 1) клубеньковые бактерии, кото-

рые хорошо растут в широком диапазоне pH (4,6 —7,1) почвы; к ним

относятся штаммы, выделенные с Vicia, Lathyrus, Trifolium и Lotus;
2) клубеньковые бактерии, которые растут только в узком интервале
pH (6,8 —7,4); к ним относятся штаммы, выделенные с Medicago, Ono-

nis, Anthyllis.
6) При заражении бобовых растений клубеньковыми бактериями,

выделенными с растений того же вида, всегда возникает эффективный
симбиоз. При заражении бобовых штаммами, выделенными с растений
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другого вида, во многих случаях образуются клубеньки, но симбиоз при

этом часто бывает неэффективным. Эффективный симбиоз, как правило

возникает тогда, когда заражаемое растение принадлежит к той же

группе перекрестного заражения, к которой относится и растение, с ко-

торого был выделен данный штамм.

В опытах перекрестного заражения наблюдается два типа симбиоза

клубеньковых бактерий с бобовыми. В случае эффективного симбиоза

рост растения (по сухому весу) происходит в среднем в два раза быст-

рее, чем у незараженных растений. В случае неэффективного симбиоза

достоверного увеличения скорости роста растения не происходит.

7) Группирование клубеньковых бактерий по биохимическим и ин-

фекционным свойствам не соответствует существующей видовой клас-

сификации рода Rhizobia:

а) при ферментации углеводов одни штаммы какого-либо вида могут

быть умеренными, в то время как другие штаммы того же вида —

интенсивными кислотообразователями. Поэтому по средней способно-

сти к кислотообразованию достоверных различий между видами Rh.

phaseoli, Rh. trifolii и Rh. leguminosarum нет. Они образуют одну

группу (кислотообразование в среднем 40 мкг. экв.). Меньше их обра-
зует кислот Rh. meliloti, который вместе со штаммами Ononis, Tetrago-

nolobus, Lotus и Anthyllis образует другую группу (кислотообразование
в среднем 20 мкг. экв.). Отдельную (третью) группу образует особо

интенсивные штаммы, выделенные с Astragalus и Oxytropis (кислото-
образование 70 мкг. экв). Промежуточным между последними двумя

группами является штамм, выделенный с Onobrychis viciifolia.

б) бобовые растения из группы лядвенца (Lotus corniculatus, Anthyl-
lis vulneraria и Tetragonolobus siliquosus) образуют одну общую группу

перекрестного заражения с Rh. leguminosarum. Таким образом, штаммы,

выделенные с этих растений, относятся к виду Rh. leguminosarum.

в) штаммы, выделенные с Ononis repens, относятся к виду Rh. meli-

loti, а само растение вместе с Medicago sativa и Melilotus albus входит

в одну и ту же группу перекрестного заражения.

г) Oxytropis pilosa и Astragalus danicus относятся к одной и той же

группе перекрестного заражения, а обитающие на их корнях клубень-
ковые бактерии нельзя отнести ни к одному из существующих видов

Rhizobia. Они образуют отдельную группу как по биохимическим, так

и по инфекционным свойствам.

8) Полученные нами в настоящей работе данные свидетельствуют

о том, что существующая таксономическая классификация Rhizobium
на основе групп перекрестного заражения их хозяев-растений не соот-

ветствует дифференцированию штаммов клубеньковых бактерий по их

морфологическим, физиологическим и биохимическим свойствам, а так-



же по способности образовывать клубеньки. Варьирование биологиче-

ских свойств и признаков штаммов одного и того же вида превышает

варьирование средних свойств видов. Единственное и ясное и постоян-

ное дифференцирование штаммов Rhizobium заключается в их подраз-
делении на быстрорастущие и медленнорастущие. Клубеньковые бакте-

рии, ассоциированные с определенными группами перекрестного зара-

жения, скорее всего являются разными адаптивными формами биоло-

гически изменчивого Rhizobium.



TAHVEL 1. Kevadine seahernes ehk kevadine kurelääts - Lathyrus vernus (L) Bemh.



TAHVEL 2. Mets-seahernes - Lathyrus sylvestris L.



TAHVEL 3. Harilik kold rohi - Anthyllis vulneraria L. s. str.



TAHVEL 4. Magus hundihammas - Astragalus glycyphyllus L.
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