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SISSEJUHATUS

Suurte pollumajandussaakide saamine ei ole moeldav ilma kiillaidaste
mineraalvietiste koguste kasutamiseta. Seejuures on koige suurem defit-
siit mineraalsetest 1dmmastikvaetistest. Kuigi neid véetisi toodetakse
1970. aastal plaani jdrgi 6,191 miljonit tonni (arvestatult puhtale 1dm-
mastikule), seega iile 3,5 korra rohkem kui 1963. aastal, katab see kogus
siiski ainult poole teravilja ja tehniliste kultuuride vajadustest. Kui aga
arvestada, et osa toodetavast vietisest kasutatakse muudeks otstarveteks
(toostuses, ekspordiks), kujuneb defitsiit veelgi suuremaks. Seejuures on
hoopiski arvesse votmata pollumaa suurendamine selle aja véltel, rohu-
maade védetamise vajadus jm. (MiSustin ja Peterburgski, 1965).

Sellest tulenevalt jddb ka edaspidi pdevakorda iilesanne leida voima-
lusi taimede poolt omastatava ldmmastiku saamiseks teistest allikatest.

Nimetatud probleemi lahendamisel voivad suurt osa etendada chuldm-
mastikku siduvad mikroorganismid. Paljud kirjanduse andmed néitavad,
et bioloogilise ldmmastiku osatdhtsus maaviljeluses on viaga suur. Naiteks
Kolari ja Greenlandi (tsit. MiSustin, 1962) arvestused ldmmastiku bilansi
kohta maailma pollumajanduses néditavad, et aastase produktsiooniga
viiakse mullast vidlja ligikaudu 100 miljonit tonni lammastikku, millest
mineraalvéetistega kompenseeritakse ainult 12 miljonit tonni. Autorite
arvates kaetakse vastav defitsiit limmastiku arvel, mida koguvad ohuldm-
mastikku siduvad mikroorganismid.

Misustini (1962) andmetel koguvad liblikoielised taimed siimbioosis
miigarbakteritega NSV Liidus igal aastal mulda umbes 3,5 miljonit tonni,
mullas vabalt elunevad ldmmastikusidujad aga 1.5 miljonit tonni 1am-
mastikku.

Nagu Lipmani ja Conybeare’i arvutused (1936, tsit. Pochon, de Barjac,
1960) nditavad, koguneb Ameerika Uhendriikides kultuuristatud mulda
igal aastal 16,45 miljonit tonni ldmmastikku, kusjuures 9,83 miljonit tonni,
s. 0. 60% langeb mikroorganismide arvele, sellest ainuiiksi miigarbakterite
arvele 5,46 miljonit tonni.



Et bioloogiline lammastik omandaks pollumajanduses veelgi suurema
erikaalu, on vaja koigepealt jdrjekindlalt ja pohjalikult 1dbi uurida selle
probleemi pohilised teoreetilised aspektid.

Im3enetski (1963) ja MiSustin (1965) peavad praegusel etapil eriti
oluliseks siivendada teoreetilisi uurimisi. Eeskdtt on vaja uurida miigar-
bakterite siistemaatikat, ldmmastiku sidumise mehhanismi ja taimede
vastuvotlikkust miigarbakterite infektsioonile.

Paljude uurijate (Prjani$nikov, 1945; Fjodorov, 1952; Tjurin, 1954;
Pochon, de Barjac, 1960, jt.) andmetel seovad miigarbakterid siimbioosis
liblikoielistega aasta jooksul 65—400 kg ohuldammastikku 1 ha kohta.
Vordluseks olgu oeldud, et mullas vabalt elunevad mikroorganismid seo-
vad ohulammastikku 20—150 kg | ha kohta (Kalininskaja, 1962).

Tuleb silmas pidada, et miigarbakterite ja liblikdieliste taimede vahe-
lise siimbioosi tagajirjel seotud ldmmastik moodustab praegu enamiku
(60%) pollumajanduslikus produktsioonis olevast lammastikust.

Miigarate ja miigarbakterite leviku késitlemisel on piirdutud enamasti
kultuurtaimedega. Nende esinemisele ja iseloomule metsikute liblikoieliste
juures on viaga vihe tdhelepanu pooratud. Usna pohjendatuks tuleb pidada
arvamust (E. ja O. Allen, 1961), et meie ei tunne veel koiki miigarbakte-
rite vorme. Ulevaade sellest pakuks aga huvi. On voimalik, et metsikult
kasvavatelt taimedelt isoleeritud miigarbakterite tiivedest saab moningaid
kasutada praktilises selektsioonitoos. Tuleb maérkida, et pollumajanduses
ja toostuses kasutatavate bakterite selektsiooni iiks allikaid on just nende
looduslikud vormid (Petrosjan, 1959).

Nitragiini valmistamiseks tuleb selekteerida koige efektiivsemad tiived.
Paljud uurijad on leidnud, et kohalikud tiived on mujalt parinevatest efek-
tiivsemad. Nidhtavasti on kohalike tiivede puhul tegemist virskelt eral-
datud bakteritega, mis on sageli efektiivsemad kui kaua aega laboratoo-
riumides kultiveeritud tiived. Ka voib siin tegemist olla bakterite parema
kohanemusega liblikoielistega.

Jarelikult on vdga oluline saada iilevaade, millistel liblikoielistel esi-
neb miigarbaktereid, ning anda viimaste bioloogiline, fiisioloogiline ja
biokeemiline iseloomustus. Uhtlasi on vaja selgitada taimede vastuvatlik-
kus miigarbakterite infektsioonile.

Lisaks eeléeldule tuleb markida, et andmed miigarbakterite esinemise
kohta Eesti NSV-s kasvavatel liblikoielistel, mis seni ei ole pakkunud
agronoomilist huvi, puudusid kuni antud t66 alustamiseni. Sama kehtib
ka mujal Noukogude Liidus metsikult kasvavate liblikdieliste kohta.

Arvestades eeloeldut piistitati kdesolevas t66s jéargmised pohiiilesan-
ded:

1) uurida miigarate esinemist ja morfoloogiat Eestis kasvavatel lib-
likoielistel ning selgitada seosed miigarate morfoloogiliste tunnuste, lib-
likoieliste taimede ja mulla omaduste vahel;
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2) uurida miigaratest eraldatud Rhizobium’i puhaskultuuride morfo-
loogilisi, biokeemilisi ja kultuurilisi omadusi;

3) selgitada Rhizobium’i tuntud liikide ja esmakordselt viljaeralda-
tud tiivede infektsioossust mitmesuguste liblikoieliste taimeliikidele.

Uurimistel peeti silmas Rhizobium’i siistemaatika aluseid, et voima-
luse korral teha moningaid tdiendusi seni kehtivas klassifikatsioonis.

T66 on tehtud Eesti NSV TA Eksperimentaalbioloogia Instituudis aas-
tail 1963—1965 bioloogiadoktor Paul Rahno juhendamisel.
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I. KIRJANDUSE ULEVAADE

1. LIBLIKOIELISTE TAIMEDE JA NENDEL ESINEVATE
MUGARATE ISELOOMUSTUS

Liblikoielised (Leguminosae) kui iiks suuremaid taimede sugukondi
on liikide arvult teisel kohal korvoieliste (Compositae) ja majanduslikult
tahtsuselt teisel kohal korreliste (Gramineae) jarel. Liblikoieliste sugu-
konna ulatus ei ole tdpselt teada. Hinnangud koiguvad 500—550 pere-
konnast ja 12000—13 000 liigist kuni 700 perekonna ja 14 000 liigini. Selle
sugukonna suurepédrane iilevaade on toodud Norrise (1956), Tutini (1958)
ning E. ja O. Alleni (1961) t66des. Nende autorite andmetel kuulub kau-
naliselaadsete (Leguminosales) seltsi ainult {iks sugukond — Legumino-
sae, mis jaguneb neljaks alamsugukonnaks: Mimosoideae, Cesalpinioideae,
Swartzioideae ja Papilionoideae. Selline jaotus ei ole kooskolas Eesti NSV
flooras (Talts, 1959) toodud andmetega, mille jargi selts Leguminosales
jaguneb kolmeks sugukonnaks: Mimosaceae, Cesalpiniaceae ja Papilio-
naceae. Kidesoleva t60 taksonoomilises osas jdrgime liblikoieliste jao-
tusskeemi, mille on andnud Tutin (1958), kuna koik miigarbaktereid uuri-
nud mikrobioloogid on ldhtunud just sellest taimede jaotusest.

Alamsugukond Mimosoideae

Alamsugukonda Mimosoideae kuulub 6 triibust 40 perekonnaga, mis
sisaldavad umbes 1500 liiki. Mimosoideae liigid, enamasti puud, poosad
ja liaanid, esinevad peamiselt troopilistel ja subtroopilistel aladel. Eriti
rikkalikult on neid troopika iirgmetsades, kus nende arv sageli iiletab
teiste Oistaimede liikide arvu. Erandi moodustab perekond Acacia 550
liigiga, millest iile 300 liigi on kohanenud Austraalia parasvoondi klii-
maga. Euroopa flooras alamsugukonna Mimosoideae esindajad puuduvad.

Tutin (1958) peab seda alamsugukonda kromosoomide arvult koige
iihtlasemaks. Evolutsioonilise arengu seisukohalt aga peetakse Mimosoi-
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deae’d koige primitiivsemaks ja morfoloogiliselt kdige vahem spetsiali-
seerunud alamsugukonnaks liblikoieliste hulgas.

Viis perekonda — Inga, Pithecolobium, Calliandra, Acacia ja Mimosa
— evivad igaiiks iile 100 liigi. Ulejddnud perekondades on liblikoieliste
liikide arv véiksem.

Mimosoideae lehed on enamasti paarissulgjad. Esinevad abilehed.
Manel juhul on abilehed muundunud asteldeks. Oied on tavaliselt véike-
sed ja alati aktinomorfsed, védlja arvatud perekonnad Parkia ja Pentac-
lethera. Arvukate tolmukate esinemist koos pikkade vabade tolmukaniiti-
dega peetakse oie koige iseloomulikumaks tunnuseks. Kroonlehed on
harilikult kitsad ja monikord ithinenud all putkeks. Leiduvad ka kolutol-
mukad (staminoodid). Sigimik on iilemine, iihepesaline, moodustunud
ithest, harva rohkemast viljalehest. Esinevad paisk- kuni mitteavanevad
viljad. Seemned on suured, vihese endospermiga voi hoopis ilma endos-
permita.

Miigaraid on uuritud 146 liigil 21 perekonnast. Nendest leidus miiga-
raid 127 liigil. 19 liiki 7 perekonnast, millel miigaraid ei leitud, jaotuvad
koigi 6 triibuse vahel.

103 miigaraid moodustavat liiki kuuluvad triibustesse /ngeae ja Acaci-
eae. 86 liiki jaotuvad kahe perekonna — Albizzia (17) ja Acacia (69)
vahel. Ulejdanud nelja triibuse liike ei ole pohjalikult uuritud (E. ja O.
Allen, 1961).

Miigaraid moodustavaid liike on leitud perekondades Albizzia, Entada,
Enierolobium, Pithecolobium, Lysiloma, Leucaena, Samanea, Schrankia,
Desmanthus, Neptunia, Dichrostachys, Piptadenia, Parkia ja Wallaceo-
dendron. Kuid kahjuks on koikide nende perekondade puhul, vilja arvatud
Albizzia, uuritud ainult kuut voi vdahem liiki. Nii miigaraid moodustavaid
kui ka miigaraid mittemoodustavaid liike on leitud perekondadest /nga,
Calliandra, Acacia, Mimosa ja Prosopis. Koige rohkem on uurijate tdhe-
lepanu palvinud perekond Acacia, kus ainult 4 liigil 73-st liigist ei esinenud
miigaraid. Martin (1948) leidis, et miigarad puuduvad Acacia greggi’l ja
A. suffrutescens’il. Bonnier (1957) andmetel puuduvad miigarad Acacia’l
(sektsioon: pinnata) ja A. silvicola’l. ’

Kahe perekonna — Adenanthera ja Pentaclethera liikidel miigarad
puuduvad. O. ja E. Allen (1947) ei leidnud miigaraid sadadel A. pavonina
taimedel, mida nad kasvatasid iile 15 aasta erinevatel pinnastel ja mida
nad piiidsid nakatada mitmesuguste Rhizobium’i kultuuridega. Banados
ja Fernandez (1954) mairgivad, et A. infermedia’l, mis kasvab Filipiini-
del, ei ole miigaraid. Ka endises Belgia Kongos kasvanud Pentaclethera
macrophylla’l puudusid miigarad (Bonnier, 1957). Teiselt poolt aga lei-
dub nende sugulastaimedel samast Parkieae triibusest Parkia javonica’l,
fé‘lc;];ricana’l ja P. biglandulosa’l rikkalikult miigaraid (O. ja E. Allen,
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Téiesti uurimata on 50 liiki perekondadest Affonsea, Archidendron,
Hansemannia ja Serianthus (triibus I/ngeae), 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 ligipddsetavates Uus-
Meremaa, Amasoonase, Poliineesia ja Aafrika piirkondades.

Alamsugukond Caesalpinioideae

Kéesoleval 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’l ja Bauhinia’l — on rohkem
kui 100 liiki.

Triibust Kramerieae ei peeta viimasel ajal enam liblikoieliseks (Turner,
1958 — tsit. E. ja O. Allen, 1961) ning triibus Tounateae moodustab nel-
janda liblikoieliste alamsugukonna Swarfzioideae (Corner, 1951 — tsit.
Tutin, 1958). Caesalpinioideae perekonnad on liikide arvult vdga erine-
vad. Umbes 30 perekonda on monotiiiibilised, 20 perekonda sisaldavad
2—3 liiki, perekondades Cassia on aga 400 liiki, Bauhinia 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 liblikoielised kasvavad parasklii-
mavoondis. Nad on kas puud, podsad, liaanid voi rohttaimed. ‘

Lehed on enamikul liikidel lihtsulgjad, harva kahelisulgjad ja evivad
leherootsu kinnituskohas paksendi (Dormer, 1946). Oied on suured, sil-
mapaistvalt vérvikad, siigomorised voi norgalt liblikjad. Kroonlehti on
tavaliselt viis. Kroon- ja tupplehed on enamasti vabad. Tolmukate arv
ulatub kiimneni. Tolmukaniidid on vastupidi Mimosoideae liikidele liihi-
kesed ja jdigad. Kaunad on suured ja puitunud ning avanevad nii mohu-
ombluse kui ka selle vastaskiiljel asetseva seljaombluse kohalt. Seemned
on suured, endospermiga voi ilma endospermita ja on sageli varustatud
ebaseemneriiiiga.

Miigarate esinemist on uuritud selles alamsugukonnas 40 perekonna
115 liigil. Miigaraid leiti ainult 26 liigil, millest 15 liiki kuuluvad nii pal-
judesse perekondadesse, et peaaegu koik triibused on esindatud. Miigaraid
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 vasturddkivad andmed (E. ja O. Allen, 1961).

10 perekonda on esindatud ainult ithe miigaraid eviva liigiga: Amhers-
tia nobilis, Colvillea racemosa, Copaifera officinalis, Dimorphandra mora,
Erythrophloeum guineense, Hardwickia pinnata, Hymenaea coubaril, Tra-
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chylobium verrucosum, Gossweilerodendron balsamiferum ja Gilbertioden-
dron dewevrei.

5 perekonda — Brownea, Cercis, Dialum, Cassia ja Chamaecrista —
sisaldavad nii miigaratega kui ka miigarateta liike. Cassia perekond on
sellise anomaalia parimaks néiteks. Nii on selle perekonna 5 liigil pide-
valt miigaraid, 30 liigil aga neid ei ole.

Miigarad puudusid jargmiste perekondade liikidel: Cynometra, Scoro-
dophloeus, Sindora, Brachystegia, Schotia, Tamarindus, Pahudia, Berlinia,
Bauhinia, Ceratonia, Gleditschia, Gymnocladus, Schizolobium, Parkinso-
nia, Haematoxylon, Delonix, Hoffmannseggia, Caesalpinia, Mezoneurum ja
Peltophorum.

Ulejddnud selle alamsugukonna 50 perekonnal on miigarate esinemine
voi mitteesinemine teadmata. See seletub asjaoluga, et enamik nendest
on monotiiiibilised, mis kasvavad ligipddsmatutes isoleeritud piirkondades.

Alamsugukond Swartzioideae

Alamsugukonda Swartzioideae kuulub ainult iiks triibus — Tounateae
9 perekonnaga. Liikide arvult (iile 100 liigi) on kodige suurem perekond
Swartzia. Alamsugukond Swartzioideae on peaaegu taielikult esindatud
ainult Louna-Ameerika troopilistel aladel.

Selle vdikese alamsugukonna esindajatel on pungas jagunemata tupp,
mis lahkneb oies 3—5 tiibjaks tuppleheks, ja arvukalt tolmukaid. Ta on
paigutatud Caesalpinioideae ja Papilionoideae alamsugukonna vahele,
kuigi tema tolmukad sarnanevad teatud méiral Mimosoideae alamsugu-
konna tolmukatega.

Miigarate esinemist ei ole uuritud {ihelgi liigil.

Alamsugukond Papilionoideae

Liikide arvult on Papilionoideae alamsugukond kaunaliselaadsete selt-
sis suurim, haarates 10 triibust 400—500 perekonna ja 8000—10 000 HNi-
giga. Vdhemalt 20 perekonda sisaldavad iile 100 liigi, kusjuures suurim
perekond on Astragalus, millel on kaugelt iile 1000 liigi. Alamsugukonna
rohtjad esindajad on kohanenud peamiselt parasvoondi tingimustele.
Puud ja poosad 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. Ulejaanud triibuste — Sophoreae, Podalyrieae, Dal-
bergieae ja Phaseoleae esindajaid Eesti flooras ei leidu, kuid mdningaid
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neist kultiveeritakse meil dekoratiiv- voi korge véartusega koogiviljatai-
medena.

Evolutsioonilise kriteeriumi seisukohalt on Papilionoideae arenenuim
alamsugukond, kusjuures nendest koige hiljem on tekkinud parasvéondi
rohttaimed. Kromosoomuurimiste pohjal on rohtjad esindajad tsiitoloogi-
liselt koige varieeruvamad. Uldiselt tuleb aga Papilionoideae liblikoielisi
iseloomustada nii morfoloogiliselt kui ka biokeemiliselt energiliselt prog-
resseeruva alamsugukonnana.

Lehed on selle alamsugukonna esindajatel kaheli- voi kolmelisulgjad,
harva lihtsad ja terved (nditeks perekond Genista). Oied on liblikjad ja
alati {ilemise kroonlehega, mis on kiillgmistest kroonlehtedest palju suu-
rem. Kroonlehed on alusel pinnukeseks ahenenud. Tolmukaid on kiimme.
Tolmukaniidid on tavaliselt putkena kokku kasvanud. Erandi moodusta-
vad triibuste Sophoreae ja Podalyrieae esindajad, millel tolmukaniidid on
vabad vO0i peaaegu vabad. Troopikas kasvavatel puudel ja poosastel on
suured viljad suurte seemnetega, kuna paljudel parasvoondi liblikoielistel
on vidikesed viljad suhteliselt suurte seemnetega. Kaunad avanevad ena-
masti kahe poolmena. Seemned on endospermita.

Alamsugukonna Papilionoideae esindajate laialdane levik, hea katte-
saadavus ja majanduslik tdhtsus on pohjustanud neil esinevate miigarate
pohjalikku uurimist.

Andmed miigarate esinemise kohta on antud 1024 liigil (E. ja O. Allen,
1961), mis moodustab 809% koigist miigarate suhtes uuritud taimedest.
Nendest 959 liiki peetakse miigaraid moodustavateks vormideks, kusjuu-
res on esindatud koik 10 triibust. 182 uuritud perekonnast on leitud miiga-
raid moodustavaid liike 148. 56 miigaraid mittemoodustavat liiki kuuluvad
27 perekonda. Miigarateta 9 liiki kuuluvad jargmistesse perekondadesse:
Cladrastis, Adesmia, Benthamantha, Eysenhardisia, Dalhousia, Olneya ja

Tabel 1
Miigarate esinemine liblikoielistel taimedel
Perekonnad Liigid
Alamsugukonnad e Sesiag oty ey
I iildarv | wuritud | dldarv | uuritud tgga te%a
Mimosoideae 40 21 1500 146 127 19
Caesalpinioideae 100 40 1300 115 26 82
Swartzioideae A — 80 — — —
Papilionoideae 400 182 10000 1024 959 65

Kokku 547 243 12880 1285 1112 166
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Maackia (Martin, 1948). Perekonnad Vicia, Astragalus, Desmodium, Cro-
talaria ja Trifolium sisaldavad igaiiks iile 50 miigaratega liigi.

Eespool toodud iilevaade miigarate esinemise kohta liblikdielistel tai-
medel on kokkuvotlikult toodud tabelis 1.

2. MUGARBAKTERITE ISELOOMUSTUS

Miigarate esinemist liblikoieliste taimede juurtel registreeris esimesena
Malpighi 1687. aastal (Carroll, 1934). Ta pidas neid juurekasvudeks. XIX
sajandi esimesel poolel pidasid ka botaanikud miigaraid patoloogilisteks
niahtudeks. Kuid koik polluharijad olid iihisel seisukohal, et liblikoieliste
(ristik, hernes, lupiin) kasvatamisel mullaviljakus touseb ilma poldu
vaetamata.

Esimese katse selle selgitamiseks korraldas prantslane Boussingault
1838. aastal. Ta kasvatas ristikut, hernest ja nisu mullaga tididetud noudes
ning tegi kindlaks, et ldmmastikusisaldus taimede rohelises massis ja
seemnetes vegetatsiooniperioodi 16puks oli hernel ja ristikul palju suurem
kui nisul ning {iletas mullast ja veest saadava limmastiku hulga. Sellest
jareldas Boussingault, et liblikoielised taimed on voimelised kasutama 6hu-
lammastikku. Jdrelduse kontrollimiseks kordas ta katset, seekord kuumu-
tatud mullaga ja sai negatiivse tulemuse: liblikoielised ei sisaldanud lam-
mastikku rohkem kui nisu. Seepédrast pidas ta esialgselt tehtud jireldust
katsevea tulemuseks.

1866. aastal uuris miigaraid vene teadlane Voronin. Tal onnestus tdes- -
tada, et miigarad sisaldavad suurel hulgal mikroorganisme — baktereid.
Kuid ka Voronin pidas miigaraid haigusnihtudest tingitud ebanormaal-
seteks moodustisteks. Jargmised uurimused kuuluvad Frankile (1879), kes
leidis miigaraid koigil tervetel, hdsti arenenud liblikdielistel. Ta néitas, et
mulla steriliseerimisega v6ib miigarate moodustumist dra hoida. Loplikult
nditasid Hellriegel ja Wilfarth 1888. aastal, et miigaraid pohjustab liblik-
oieliste juurtel mingi védline (korvaline) infektsioon. Nad kontrollisid
miigarate tadhtsust liblikoieliste ja mitteliblikdieliste taimede kasvamisel
madala ldmmastikusisaldusega steriliseeritud mullal kuni taimede kasvu
lakkamiseni. Seejérel lisasid nad moned tilgad ekstrakti, mis oli valmis-
tatud steriliseerimata mullast ja millel olid kasvanud miigaratega liblik-
oielised. Niiiid moodustusid ka katsetatavatel liblikdielistel miigarad ja
nad hakkasid Gitsema, mitteliblikdielised aga hivisid. Seega lahendasid
Hellriegel ja Wilfarth probleemi, millele palju tihelepanu poorasid Bous-
singault, Laws ja Gilbert, ning kinnitasid juba Vana-Rooma polluharijate
arvamust, et liblikoieliste kasvatamisega on voimalik suurendada muldade
viljakust. Lopliku ja vaieldamatu kinnituse arvamusele, et juuremiigaraid
moodustavad bakterid, andis hollandi bakterioloog Beijerinck. Ta eraldas
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1888. aastal vastavad bakterid puhaskultuurina ja saavutas miigarate
kunstliku moodustamise liblikdieliste taimede juurtel inokulatsiooni teel.
Selle omaduse tottu nimetatakse baktereid miigarbakteriteks. 1890. ja 1892.
aastal toestasid Schloesing ja Laurent, maarates rangelt kontrollitud tin-
gimustes kvantitatiivselt lammastikusisalduse seemnetes, mullas ning
chus, limmastiku fikseerimise miigarbakterite poolt siimbioosis liblikoie-
listega.

Algul kanti miigarbakterid perekonda Bacillus radicicola (Beijerinck,
1888), hiljem perekonda Bacterium radicicola (Prazmovski, 1890) ja 1889.
aastal Franki poolt perekonda Rhizobium. Perekond Rhizobium kuulub
sugukonda Pseudomonadaceae, seltsi Eubacteriales ja klassi Eubacteriae
(Schizomycetes). Nende bakterite védljaeraldamine puhaskultuurina miiga-
ratest tegi voimalikuks uurida Rhizobium’i morfoloogilisi, fiisioloogilisi ja
biokeemilisi omadusi. '

Morfoloogilised tunnused

Miigarbakterid on peenikesed, pisut koverdunud, iimmarguste 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 um. Korvuti 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) néitasid, et miigarbakterid teevad labi
kiillaltki keeruka arengutsiikli. Noortes miigarates kujutavad need bakte-
rid peenikesi liikuvaid pulgakesi. Miigara edasisel arenemisel kaotavad
bakterid viburid, muutuvad liikumatuteks ja omandavad vooétatud pulga-
keste kuju, muundudes hiljem bakteroidideks.

Petrosjan ja Mirzabekjan (1939), kes uurisid esparseti miigarbakterite
morfoloogiat, tegid kindlaks, et peremeestaimede vegetatsiooniperioodi
algul asuvad noortes miigarates bakterid peenikeste terakestena. Oitse-
miseelses faasis moodustub mitmesuguse suurusega vootatud kepikesi ja
suurel hulgal bakteroide. Siigiseks muutuvad bakterid normaalseteks pul-
gakesteks. Samasugust arengutsiiklit on taheldanud Petrosjan (1959)
lutserni, ristiku ja aedoa miigarbakteritel.

Thornton (1930) andis Rhizobium’i liikide taieliku arengutsiikli kirjel-
duse (joonis 1). Seda on tdiendanud Bisset (1952). Ta eristab kahte rilhma
miigarbaktereid: iihele rithmale on omane tdielik arengutsiikkel, teisele
ainult osaline. Need bakterid, mis teevad labi taieliku arengutsiikli, on
voimelised moodustama ka endospoore. Viimaste moodustumine on siiski
vaieldav. Uurijad on enamasti seisukohal, et miigarbakterid ei ole voime-
lised moodustama spoore (Graham jt., 1963).
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Bisset paigutab esimesse riihma tdieliku arengutsiikliga miigarbakterid,
mis on isoleeritud metsikult kasvavatelt liblikoielistelt taimedelt. Osalise
arengutsiikli 1dbib aga enamik miigarbaktereid, mis on saadud poldudel
kultiveeritud liblikoielistel. Et osa miigarbakterite arengutsiiklist kulgeb
miigaras ja osa mullas, siis piiiiab Bisset’i arengutsiikli skeem kajastada
neid molemaid astmeid (joonis 1).

Miigarbakterite kasvatamisel kunstlikel séotmetel kohtame koige
sagedamini pulga- ja kerakujulisi vorme.

Uks huvitavamaid astmeid miigarbakterite arengutsiiklis on bakteroi-
dide moodustumine, mida tunnustavad ja mida on kirjeldanud k&ik uurijad.
Kédesoleva ajani ei ole aga selge, milliseid funktsioone nad miigarates
tdidavad. Nende funktsioonide kohta on kirjanduses viga erinevaid seisu-
kohti.

Uhtede autorite arvates on bakteroidid involutsioonilised, patoloogili-
sed, elujouetud miigarbakteri vormid (Miiller ja Stapp, 1925; Schaede,

Jeonis 1. Rhizobium'i arengutsiikli taielik tiiiip. N — arenemine miigaras: viikesed bak-
terid arenevad hargnevateks mitmerakulisteks bakteroidideks. S — arenemine mullas:
paljunemine voib toimuda endospooride tekkimise teel v6i vootatud rakkude moodustu-
misega suurtest Bacillus'e-sarnastest pulgakestest. Véotatud rakud muutuvad pulgakes-
teks, mis voivad tungida vastuvotlike taimede juurekarvakestesse voi kasvada suurte
batsillide uueks pdlvkonnaks, kas otseselt voi Bacterium'i-sarnase polvkonna kaudu.
| — Bacillius’e-sarnased emarakud; 2 — vootatud rakkude moodustumine; 8 — taimi
infitseerivad rakud; 4 — bakteroidid; 5 ja 6 — Bacterium’i-sarnased liikuvad rakud;
7 ja 8 — spooride moodustumine. (Bisseti jargi, 1952.)
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1932; Krassilnikov, 1949), teiste jargi aga votavad nad osa ohulimmastiku
sidumisest (Petrosjan, 1959; Jordan, 1962; Bergersen, 1966).

Uspenskaja (1953) on mirganud seost herne miigarates leiduvate bak-
teroidide ja efektiivse ldmmastiku fikseerimise vahel. Virtaneni arva-
tes voib hernetaimedes leida bakteroidset kudet ainult efektiivsetes miiga-
rates; mitteefektiivsetes miigarates votavad bakterid limaga {imbritsetud
kepikeste kuju. Autori arvates takistab bakterite {imber olev lima normaal-
set ldmmastiku fikseerimist.

Chen ja Thornton (1940), Jordan ja Garrard (1951) ning samuti Do-
rossinski, Lazareva, Samin, Sehonina (1961) viidavad, et bakteroidset
kudet leidub rohkesti ka mitteefektiivsetes miigarates. Kuid on ka andmeid
bakteroidide puudumise kohta korge efektiivsusega miigarates (Pfeiffer,
1928).

Pochon ja de Barjac (1960) seletavad selliseid vasturdékivaid andmeid
miigarbakterite pleomorfismiga.

Fjodorovi ja Laslo (1956) arvates voib bakteroidse koe mahtu pidada
kiillaltki toeparaseks efektiivsuse kriteeriumiks. Samasugusel seisukohal
on Chen ja Thornton (1940). Ristiku ja soja efektiivsetes miigarates oli
bakteroide sisaldava koe ruumala 3—5 korda, taimede aktiivsuse perioodil
koguni 4—6 korda suurem kui mitteefektiivsetes miigarates. Chen ja
Thornton hakkasid rakendama mitmesuguse efektiivsusega miigarbakte-
rite massiithiku poolt seotud ldmmastiku hulga arvestust ajaiihiku jooksul.
Mainitud uurijate andmetel on fikseeritud ldmmastiku hulk vordeline
vd-ga (kus v on bakteroidse koe ruumala ja d — miigarate arv), mis on
korrutatud veel ajaga t, mille jooksul seda ruumala moodeti.

Autorid, kes toetavad seisukohta, et rohke bakteroidse koe esinemine
voib olla tiivede korge efektiivsuse kaudseks nditajaks (Chen ja Thorn-
ton, 1940; Smith, 1949; Jordan ja Garrard, 1951, Razumovskaja ja Vassil-
jeva, 1956; Nitse, 1958), margivad samuti selle koe kestvamat funktsio-
neerimist nendes miigarates, mis moodustuvad efektiivsete tiivedega
inokuleerimisel.

Erilist huvi pakub Bergerseni uurimus (1966), kus eksperimentaalsete
faktide najal on antud skemaatiline mudel ohuldimmastiku sidumise voi-
maliku mehhanismi kohta miigaras (joonis 2). Autori arvates on lam-
mastiku fikseerimise iihikuteks membraaniga {imbritsetud bakteroidid, mis
saavad ATF-i peremeesraku perifeersetes osades rohkesti leiduvatest
aktiivsetest mitokondritest. Miigarates leiduv leghemoglobiin on alati
taandatud vormis (Fe'*). Kuna arvatakse, et koikidest miigara komponen-
tidest on ainult bakteroidid voimelised taandama leghemoglobiini, siis
peab see olema kontaktis bakteroididega. Seega on kaks teadaolevat lam-
mastiku fikseerimise nouet rahuldatud: 1) taime arvel — ATF osas ning
2) bakteroidide arvel — taandamisenergia osas. Ka hiidrogenaas on fik-
seeriva siisteemi lahutamatu osa.
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Joonis 2. Ohuldimmastiku sidumise skemaatiline mudel (Bergerseni jirgi, 1966).

Viimaste aastate uurimustes ndidatakse (Bergersen, 1966), et NH; on
esmaseks stabiilseks vabalt esinevaks produktiks 6huldmmastiku sidumi-
sel. Teed Ny-st kuni NHs-ni vaadeldakse taandusliku protsessina nii
hemoglobiini kui ka hiidrogenaasi arvel, mis liilituvad taandusprotsessi
eri etappidel. Kuid veenvad andmed ldmmastikku siduvate fermentide asu-
koha kohta puuduvad. Soja katsetamisel N'5 isotoobiga paistab ferment-
siisteemi lokaliseerumine bakteroidis vihetdendolisena: ta voib asetseda
kas bakteroidi pinnal, teda iimbritsevas membraanis v6i membraanist
seespool (Bergersen, 1966).

Kuigi viimastel aastatel on eespool nimetatud limmastiku sidumise
teooria leidnud rohkesti poolehoidjaid, esineb veel teisigi kontseptsioone,
kus esmaseks produktiks ldmmastiku sidumisel on hiidrasiinitiiiipi iihend
(Fjodorov, 1952; Thimann, 1965). Et N, on fikseeritav materjal, peab pri-
maarne produkt sisaldama 2N. See seisukoht leiab kinnitust viimases
teoorias, muutes selle usutavaks ja tdenidolisemaks kui teised ldmmastiku
sidumise teooriad. Tuleb ka markida, et primaarse taandumisprotsessi kii-
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gus ei ole tegev ferment hiidrogenaas, vaid nitrogenaas, mis Mo tottu voi-
maldab efektiivsemat valentsivahetust.

Mullas vabalt elunevatel miigarbakteritel on viburitega varustatud pul-
gakeste kuju. PeSkovi (1955) arvates algavad viburid tsiitoplasmaatilisest
membraanist. Ent viimaste aastate elektronmikroskoopilised uurimised
(Pehhov, 1962) on kinnitanud teist arvamust: viburid saavad alguse tsii-
toplasmast ja véljuvad ldbi rakuseina. Viburite kinnituskohaks tsiitoplas-
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 triip-
tofaani, histidiini, proliini ja oksiiproliini (Weibull, 1960).

Viburid on vdga ornad bakteriraku komponendid ja murduvad kergesti
mitmesuguste valistegurite mojul. Nimetatud asjaolu ongi {iks olulisi
pohjusi, mis teeb bakterirakkude viburite uurimise raskeks.

Rhizobium’i morfoloogia uurijad jaotavad miigarbakterid viburite arvu
ja asetuse jargi kaheks rithmaks: peritrihhid ja monotrihhid (Kellerman,
1912; Fred jt., 1918, Lohnis jt., 1921; Fred jt., 1932).

Mainitud autorid paigutasid esimesse rithma koik kiiresti kasvavad
tiived, mis olid isoleeritud lutsernilt, ristikult, mesikalt, vikilt, hernelt ja
valgelt akaatsialt, aeglaselt kasvavatest miigarbakteritest aga ainult lupii-
nilt isoleeritud tiive. Teise rithma moodustasid koik iilejddnud aeglaselt
kasvavad tiived, mis olid isoleeritud Vigna'lt, Soja’lt ja maapéihklilt.

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

Neisse viburite kohta kaivatesse esimestesse uurimistesse tuleb suhtuda
teatava ettevaatusega uurimismeetodite puudulikkuse tottu. Usaldavaid
tulemusi antud probleemi lahendamisel on vdimaldanud saada alles vii-
mastel aastakiimnetel elektronmikroskoobi abil teostatud uurimised.

Conn ja Elrod (1947) leidsid, et herne ja ristiku baktertiived kuuluvad
peritrihhide hulka, lutserni bakteritiived aga voivad olla nii peritrihhid kui
ka monotrihhid. Nad joudsid seisukohale, et miigarbakterite viburite ise-
loom ja tiiiip ei ole diagnostilised tunnused.

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

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

Ley ja de Rassel (1965) joudsid iildjoontes viga sarnastele seisukoh-
tadele Leifsoni ja Erdmaniga (1958). Ka nende andmetel jagunevad
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Rhizobium’i tiived kiiresti kasvavateks — peritrihhideks ja aeglaselt kas-
vavateks — monotrihhideks. Peale nende kahe hasti diferentseeritava tun-
nuse leidsid nad veel kolmanda tunnuse, milleks on bakteriraku DNH-s
guaniini- ja tsiitosiinisisaldus. Koik kiiresti kasvavad tiived (peritrihhid)
sisaldavad guaniini - tsiitosiini 58,6—63,1%. Aeglaselt kasvavates
bakterirakkudes (monotrihhid) on aga guaniini -} tsiitosiini 62,8—65,5%.

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

Ziegler (1956) margib, et Phaseolus vulgaris’e bakterirakkude viburite
1abimoot on 10—15 nm ja neil on 2—5 painet, kusjuures keskmine paine
pikkus on 2 pm.

Appleman jt. (1942) leidsid miigarbakteri viburitel valgusarnasest
ainest detaile, mida ei varajasemas ega ka hilisemas kirjanduses pole kir-
jeldatud. Kiill aga kirjeldasid Mudd ja Lackman (1941) sarnaseid viburite
detaile fiisobakteri tiivedel.

Nagu juba eespool mainisime, murduvad bakterite viburid vdga ker-
gesti. See seletabki kirjanduses toodud erinevaid seisukohti viburite ise-
loomu kohta miigarbakteritel. Pohjus, miks lutsernilt isoleeritud bakteri-
tivesid peetakse nii mono- kui ka peritrihhideks, voib olla just see, et osa
vibureid on murdunud. Seepirast tuleb noustuda Leifsoni ja Erdmani
(1958) seisukohaga, kelle vdidetel monotrihhideks voib 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 iiks.

Fiisioloogilised tunnused

Kasv Zelatiinis. Mitmed uurijad, nagu Beijerinck (1888), Hiltner
(1900), Zipfel (1911), Wilson (1917), margivad, et miigarbakterid ei ole
voimelised veeldama Zelatiini. Fremlini (1898 — tsit. Fred jt., 4932) and-
metel aga veeldavad lupiini miigarbakterid Zelatiini kiiresti.

Burrill ja Hansen (1917), kes uurisid pohjalikult suurt hulka miigar-
bakterikultuure, joudsid jareldusele, et need organismid veeldavad Zela-
tiini vdga aeglaselt. Moningal mééaral sarnaseid andmeid on saanud ka
Fred ja Davenport (1918). :

Selle kiisimuse iiks pohjalikumaid uurimusi on Stappil (1924). Ta kasu-
tas vdga suurt hulka miigarbakterite tiivesid, mis esindasid peaaegu
koiki ristinokulatsiooniriihmi, ja leidis, et nad eranditult kdik veeldavad
aeglaselt Zelatiini.

Ka Walker (1928) uuris paljude bakterikultuuride Zelatiini veeldamise
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voimet. Ta markis, et Zelatiini veeldamiseks on tarvis pikka inkubatsiooni-
aega (3—4 kuud) ja neutraalset keskkonna reaktsiooni.

Miiller ja Stapp (1925) mairkisid, et Zelatiini olid voimelised veeldama
bakterikultuurid, mida isoleeriti Pisum’ilt, Vicia'lt, Phaseolus’elt, Melilo-
tus’elt, Medicago’lt ja Trifolium’ilt. Soja’lt ja Lupinus’elt eraldatud bakteri-
tiived veeldasid Zelatiini vidga norgalt voi iildse mitte.

Viimastel aastakiimnetel on kirjanduses ilmunud védga vdhe andmeid
zelatiini veeldamise kohta ja needki vdhesed t66d, mis on ilmunud sel alal,
puudutavad nimetatud kiisimust pealiskaudselt. Nii markis Petrosjan
(1959), et osa lutserni, ristiku, aedoa ja esparseti juuremiigaratest eral-
datud baktereid veeldas Zelatiini, osa aga mitte.

Smith’i (1958) viitel ei ole iikski Rhizobium meliloti ja Rh. trifolii
tilvedest voimeline Zelatiini veeldama. Rhizobium leguminosarum’i, Rh.
phaseoli, Rh. lupini ja Rh. japonicum’i tiivedest aga osa veeldab Zelatiini,
osa mitte.

Jensen (1958) maérgib, et enamik kiiresti kasvavatest miigarbakterite
tiivedest veeldavad Zelatiini aeglaselt ja norgalt. Kuid ka nende hulgas
voib leida tiivesid, mis ei veelda Zelatiini, vaatamata sellele, et nad on
eraldatud iihelt ja samalt liblikoielise liigilt.

Koik need t60d on pohiliselt konstateerinud miigarbakterite voimet veel-
dada voi mitte veeldada zelatiini kui lihtsat fakti, ilma et {ikski autor
oleks selgitanud nende erinevuste pohjusi.

Voib arvata, et pohjuseks, miks monede autorite andmetel iihtedelt ja
samadelt peremeestaime liikidelt eraldatud tiived veeldasid Zelatiini, teiste
autorite andmetel aga mitte, tuleb pidada nende tiivede geograafilist
péritolu. Eriti ilmneb see Aairikast ja Euroopast pédrinevate ristikute liiki-
delt eraldatud miigarbakteritel, mis pole isegi voimelised iiksteise pere-
meestaimi nakatama ja miigaraid moodustama. Jarelikult peavad neil
bakteritiivedel olema ka teistsugused fiisioloogilised ja biokeemilised tun-
nused. Teiselt poolt tuleb pohjusi otsida ka uurimismeetodite erinevuses,
sest kiillaltki olulise tdhtsusega on toitekeskkonna koostis, milles jalgiti
Zelatiini veeldamist.

Kasv lakmuspiimas. Andmed miigarbakterite kasvu iseloomu kohta lak-
muspiimas on peaaegu koik péarit varajasematest to6dest (Lohnis ja Han-
sen, 1921; Miiller ja Stapp, 1925; Stevens, 1925; Hofer ja Baldwin, 1932;
Bushnell jt., 1937).

Léhnis ja Hansen (1921) nditasid, et miigarbakterid jagunevad kasvu
iseloomu jargi lakmuspiimas kaheks selgesti eristatavaks rithmaks. Esi-
messe rithma kuuluvad organismid lutsernilt, ristikult, mesikalt, hernelt
ja aedoalt moodustavad «seerum»-tsooni. Teise rithma paigutasid autorid
Vigna’lt, Genista’lt ja Soja’lt eraldatud tiived, mis lakmuspiimas «seerum»-
tsooni ei moodustanud.
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Miiller ja Stapp (1925) paigutasid ka lupiini, seradella ja kirju sarik-
herne juuremiigaratest isoleeritud bakterid teise rithma.

Stevens (1925) jaotas miigarbakterid nimetatud tunnuste pohjal kolme
rithma:

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

II. «Seerum»-tsoon ja aluseline keskkonna reaktsioon (Pisum’i, Pha-
seolus vulgaris’e, Vicia miigarbakterid).

ITI. «Seerum»-tsoon puudub, tugevalt aluseline keskkonna reaktsioon
(Vigna, Soja, Lupinus’e miigarbakterid).

Peaaegu analoogilistele tulemustele joudsid ka Bushnell jt. (1937), kes
leidsid, et ainult Medicago sativa miigarbakterid annavad kestva happe-
lise reaktsiooni lakmuspiimas. Robinia andis ajutise happelisuse, mis Kkii-
resti muutus aluseliseks. Koikide teiste perekondade tiived, vaatamata
nende kuuluvusele eri ristinokulatsiooniriihmadesse, moodustasid tugeva
aluselise reaktsiooni kas koos «seerum»-tsooniga voi ilma.

Hilisematest andmetest on teada vaid Megrabjani (1946, 1955) ja Pet-
rosjani (1959) uurimiste tulemused lakmuspiima reaktsiooni muutuste
kohta esparseti, viki ja ristiku miigarbakterite toimel. Saadud tulemuste
pohjal teevad nad jarelduse, et koik vikilt isoleeritud tiived, osa ristiku
ja osa esparseti tiivedest pohjustavad aluselise reaktsiooni. Teine osa
esparseti ja ristiku bakteritiivedest aga muudavad lakmuspiima reaktsiooni
happeliseks.

Esitatud materjal on kahtlemata liiga napp selleks, et saada kiillaldast
iilevaadet lakmuspiima reaktsiooni muutuste ning «seerum»-tsooni moo-
dustamise kohta miigarbakterite poolt, seda enam, et osa tsiteeritud and-
meid on autorid esitanud ainult tdiendava lisamaterjalina muude vaat-
luste ja tdhelepanekute illustreerimiseks.

Biokeemilised tunnused

Sahhariidide fermenteerimine. Miigarbakterid voivad konstitutiivsete
ja adaptiivsete fermentide olemasolu tottu kasutada energiaallikana viga
paljusid siisinikiihendeid, sealhulgas ka mitmealuselisi alkohole. Sahha-
riidide fermenteerimist Rhizobium’i tiivede poolt on uuritud 50 aasta jook-
sul (Zipfel, 1911; Miiller ja Stapp, 1925; Baldwin ja Fred, 1927; Conklin,
1936; Georgi ja Ettinger, 1941; E. ja O. Allen, 1950; Manninger, 1962;
Norris, 1965).

Zipiel (1911) kirjeldas hapete moodustumist gliikoosi, laktoosi, galak-
toosi ja manniidi fermenteerimisel miigarbakterite poolt.

Miilleri ja Stappi (1925) andmetel kasutab Rhizobium siisinikuallikana
peale monosahhariidide ka di-, tri- ja poliisahhariide.
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Baldwin ja Fred (1927) markisid, et miigarbakterid voib sahhariidide
fermenteerimise pohjal jaotada kahte suurde rithma. Esimese rithma moo-
dustaksid lutserni, ristiku, herne ja aedoa bakterid, mis sahhariidide fer-
menteerimisel tekitavad happelise reaktsiooni. Teise rithma kuuluksid Soja
ja Vigna juuremiigaratest isoleeritud aluselist reaktsiooni tekitavad orga-
nismid. Seejuures fermenteeris Rhizobium heksoose ja pentoose paremini
kui di- voi trisahhariide. Smith (1958) uuris 20 eri siisivesiku fermenteeri-
mist 50 miigarbakteri tiive poolt, mis haarasid koiki Rhizobium’i liike.
Tema andmetel ei moodustanud {ikski katses olnud tiivi {ihegi sahhariidi
puhul aluselist reaktsiooni, kuigi paljudel juhtudel Rhizobium japonicum’i
ja Rh. lupini tiivede korral jdi reaktsioon muutumatuks, s.t. neutraalseks.
Conklini (1936), Georgi jt. (1941) arvates on koige suurem happe produt-
seerimise voime Rhizobium meliloti hulka kuuluvatel tiivedel, teiste uuri-
jate andmetel aga neil tiivedel, mille peremeestaimed kuuluvad Loteae voi
Vicieae triibustesse (E. ja O. Allen, 1950; Norris, 1965).

Erinevaid andmeid on toodud selle kohta, kuidas Rhizobium’i tiived
kasutavad arabinoosi ja dultsitooli. Manningeri (1962) teateil ei 16husta-
nud neid iikski uuritud Rhizobium’i tiivi. Neal ja Walker (1935) ning
Conklin (1936) on saanud vastupidiseid tulemusi.

Uks huvipakkuvamaid sahhariidide fermentatsiooni késitlevaid t6id on
Norrise (1965) uurimus. Tema andmetel on sahhariidide fermenteerimine
Rhizobium’i poolt seotud liblikoieliste taimede evolutsioonilise arenemi-
sega. Need miigarbakterite tiived, mille peremeestaimed kuuluvad evolut-
siooniliselt noorematesse triibustesse, on happemoodustajad, vastandina
neile tiivedele, mis sahhariidide fermenteerimisel moodustavad aluselise
reaktsiooni ja on isoleeritud koige primitiivsematelt ning morfoloogiliselt
koige vdhem spetsialiseerunud liblikoielistelt.

Georgi ja Wilsoni (1933) arvates muundavad Rhizobium trifolii, Rh.
leguminosarum ja Rh. meliloti gliitkoosi fermenteerimisel 60—80% gliikoo-
sis sisalduvast siisinikust siisihappegaasiks, kuna iilejdanud siisinik ldheb
rakuainete siinteesiks ja limaainete moodustamiseks.

Kokku vottes voib 6elda, et kuigi tdhendatud uurimiste tulemused on
moneti vastuolulised, jdab domineerima seisukoht, et iiks osa Rhizobium’i
tiivedest on sahhariidide fermenteerimisel happemoodustajad, teine osa aga
aluselise reaktsiooni tekitajad. Tundub aga toenéolisena, et moodustuv
aluseline reaktsioon on.sekundaarse iseloomuga, s.t. voib olla pohjustatud
nditeks s66tmes sisalduvate ldmmastikithendite lagundamisest v6i surnud
rakumaterjali autoliilisist, mitte aga sahhariidide primaarsetest lagu-
produktidest.
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3. MUGARBAKTERITE KLASSIFIKATSIOON

Rhizobium’i liigilise klassifikatsiooni kohta on viimase poole sajandi
jooksul ilmunud rohkesti téid (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 liblikoielistega siimbioosis elavate mikroorganis-
mide klassifikatsioon kuulub Simonile (1914), kes jaotas miigarbakterid
viide iisna piiritletud rithma. Autor viis l4bi liblikoieliste seitsme pere-
konna 34 liigilt eraldatud tiivede ristinokulatsioonikatsed. Paljud tiived
infitseerisid ainult oma peremeestaimi.

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

Burrill ja Hansen (1917) jaotasid miigarbakterid pérast liblikdieliste
9 perekonna 17 liigi pohjalikku uurimist 11 riihma, mille piirides pere-
meestaimed on vahetatavad. Erandi moodustas Vigna sinensis’e rithm.

Walkeri (1928) klassifikatsioon on pohilises osas kdige 1dhedasem tina-
pédeval kasutusel olevale Bergey (1957) klassifikatsioonile.

Oma_ klassikalises monograafias eristavad Fred, Baldwin, McCoy
(1932) Rhizobium’i 6 liiki: Rhizobium meliloti, Rh. trifolii, Rh. legumino-
sarum, Rh. phaseoli, Rh. lupini, Rh. japonicum. Peale nende Rhizobium’i
6 liigi peremeestaimede kasitlevad nad veel 54 liblikoielist taime, kuid
neil leiduvate miigarbakterite liigilise kuuluvuse jitavad autorid lahtiseks.

Selle viimase klassifikatsiooni vottis omaks ka Bergey (1957). Ta on
iga miigarbakteri liigi kirjeldamisel piiiidnud anda nende bakterite monin-
gaid morfoloogilisi, biokeemilisi ja kultuuritunnuseid. Vaatamata selleie
on tema Kklassifikatsiooni aluseks Rhizobium’i liikide maidramisel ainult
okoloogiline omadus (voime moodustada miigaraid teatud liblikdieliste
juurtel).

Bergey viitel jagunevad liblikdieliste miigarbakterid jargmisteks liiki-
deks:

I. Rhizobium leguminosarum — moodustab miigaraid Pisum’i, Vicia,
Lens’i (Cicer), Lathyrus’e perekondadesse kuuluvatel liikidel. '

2. Rhizobium trifolii — moodustab miigaraid koikidel Trifolium’i liiki-
del ja Medicago sativa’l.

3. Rhizobium phaseoli — moodustab miigaraid Phaseolus vulgaris’el,
Phaseolus coccineus’el ja Phaseolus angustifolia’l. _

4. Rhizobium meliloti — tekitab miigaraid Melilotus’e, Medicago ja
Trigonella perekondadesse kuuluvatel liikidel.

5. Rhizobium japonicum — moodustab miigaraid Soja’l.

6. Rhizobium lupini — moodustab miigaraid Lupinus’e ja Ornithopus’e
perekonna liikidel.
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Krassilnikovi (1949) maérajas on lisaks eelnimetatud 6 liigile toodud
veel 3 liiki:

Rhizobium simplex — moodustab miigaraid Onobrychis'e perekonna
liikidel.

Rhizobium pschati — moodustab miigaraid Elaeagnus argentea liigil.

Rhizobium ornithopi — moodustab miigaraid Ornithopus sativus’el.

Nimetatud autor annab ka 2 alamliiki: Rhizobium acaciae (Rh. legumi-
nosarum’i alamliik), mis moodustab miigaraid Acaciae perekonna liikidel,
ja Rhizobium curvum (Rh. phaseoli alamliik), mis moodustab miigaraid
Phaseolus panciflorus’el.

Need kaks klassifikatsiooni on leidnud laialdast kasutamist, kusjuu-
res vastuvoetavamaks tuleb pidada Bergey (1957) poolt antud klassifi-
katsiooni. Seda nditeks kas voi selleparast, et Krassilnikovi méérajas
(1949) antud Rhizobium’i liik Rhizobium pschati on eraldatud mitteliblik-
oielise taime (Elaeagnus’e) juuremiigaratest, kuigi traditsioon eeldab, et
Rhizobium’i nime korral peab tegu olema bakteritega, mis elavad siimbioo-
sis liblikoieliste taimedega.

Leifson ja Erdman (1958) jaotasid Rhizobium’i tiived morfoloogiliste
tunnuste ja iildise kasvukiiruse pohjal kaheks iisna homogeenseks riih-
maks. Kumbagi rithma voib lugeda iseseisvaks Rhizobium’i liigiks. Seega
en perekonnal Rhizobium Leifsoni ja Erdmani viitel ainult kaks liiki,
kusjuures kummalgi nendest voib edasi leida alajaotusi.

Viimase 20 aasta uurimised miigarbakterite nakatusvoime kindlaks-
tegemiseks nditavad Rhizobium’i klassifitseerimisel kasutatavate liikide
arvu vidhenemise tendentse.

Wilson (1944) mirkis, et miigarbakterite puhul on tegemist ainult iihe
bakterite liigiga.

Smith (1958) uuris 50 erinevat miigarbakterite tiive, mis esindasid
koiki kuut Rhizobium’i liiki (Bergey andmetel), mitmesuguste meetodi-
tega: erinevate suhkrute (pentooside, heksooside, disahhariidide, rafinoosi,
alkoholide) kasutamine; tundlikkus pH suhtes; ureaasi produtseerimine;
zelatiini veeldamine; H,S produtseerimine; metiiiilsinise redutseerimine;
resistentsus 11 antibiootikumi suhtes. Autori arvates v6ib nende tunnuste
alusel jaotada uuritud tiived kolme rithma: 1. Rhizobium meliloti tiived;
2. Rhizobium, trifolii, Rh. leguminosarum’i ja Rh. phaseoli tiived; 3. mit-
mesugused tiived, kaasa arvatud Rhizobium japonicum’i, Rh. lupini, Vigna
sinensis’e ja teiste troopilistele liikidele spetsiifilised tiived.

Manninger (1962) jaotas miigarbakterid, ldhtudes nende voimest fer-
menteerida sahhariide, jargmisteks riihmadeks: Rhizobium leguminosa-
rum A; Rh. leguminosarum B; Rh. leguminosarum C. Rithmad A, B ja C
on eristatavad néiteks galaktoosi lagundamise pohjal. Rhizobium legumi-
nosarum A ei lagunda galaktoosi, Rh. leguminosarum B moodustab hapet
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ja gaasi, Rh. leguminosarum C aga ainult hapet. Autor on aga jédtnud
tdhele panemata asjaolu, et sellist miigarbakterite tiivede kditumist voib
jdlgida ainult vedelsootmel, kuna tardso6tmel gaasi moodustamise indi-
kaator puudub.

TeSic ja Todorovits (1963) jaotasid miigarbakterid viburite iseloomu
alusel kaheks rithmaks: Rhizobiomonas leguminosarum ja Rhizobacterium
leguminosarum. Esimene sisaldab 2 liiki (monotrihhid): Rhizobiomonas
leguminosarum f. sp. lupini ja Rhizobiomonas leguminosarum f. sp. japo-
nicum. Teine rithm sisaldab 4 liiki (peritrihhid): Rhizobacterium legumi-
nosarum . sp. leguminosarum; Rh. leguminosarum f. sp. meliloti; Rh. legu-
minosarum f. sp. trifolii; Rh. leguminosarum f. sp. phaseoli.

Ilmneb, et see jaotus on vdga sarnane Bergey (1957) poolt antud
miigarbakterite klassifikatsiooniga.

Graham (1964) uuris 100 mitmesugust tunnust 83 tiivel perekonnast
Rhizobium ning 38 tiivel perekonnast Agrobacterium, Chromobacterium,
Beijerinckia ja Bacillus. Tema uurimistulemuste jargi 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) margivad, et miigarbakterid jagunevad viburite ise-
loomu ja DNH aluste guaniini ja tiirosiini protsentuaalse sisalduse pohjal
kaheks suureks rithmaks, kusjuures esimene rithm jaguneb veel kaheks
alariihmaks: 1. Rhizobium leguminosarum ja 2. Rh. meliloti. Te1se rithma
kuulub ainult iiks liik — Rhizobium japonicum.

Wagenbreth (1961), uurinud mitmete miigarbakterite rakkude DNH-
sisaldust, eraldas samuti kaks miigarbakterite rithma: Kkiiresti kasvavad
(Rhizobium trifolii, Rh. leguminosarum, Rh. phaseoli ja Rh. meliloti) ning
aeglaselt kasvavad (Rhizobium lupini, Rh. japonicum ja Lotus uligino-
sus’elt eraldatud tiivi).

Viimastel aastakiimnetel on piiiitud rakendada miigarbakterite liikide
eristamiseks ka seroloogilisi teste. Huvitavaid tulemusi sel alal on saa-
nud Kleczkowski ja Thornton (1944) ning Vincent (1954). Nende andmetel
on bakterite rithmitus seroloogiliste tunnuste pohjal palju piisivam kui
ithegi teise fiisioloogilise omaduse jargi, sest bakterite seroloogilised tun-
nused ei muutu efektiivsuse voi isegi miigardamisvoime kaotuse puhul.

«Rhizobiofaagi» kui taksonoomilise vahendi kasutamisel Rhizobium'i
perekonna liikide méddramiseks leidsid Roslycky jt. (1961), et paljude
Rhizobium meliloti ja Rh. trifolii tiivede liiiisise kutsub esile ka iiks Agro-
bacterium radiobacter’ilt eraldatud faag.

Rhizobium’i ja Agrobacterium radiobacter’i vaheline toenioline sugulus
lubab oletada, et Agrobacterium radiobacter vois olla ldhtevormiks, millest
Juurelnfektsxoomvmme omandamise teel arenes Rhizobium. Kuid voib ka
arvata, et Agrobacterium radiobacter on Rhizobium, mis on kaotanud oma
infektsioonivoime ja on kohanenud mittesiimbiootiliseks eksisteerimiseks.
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Meie poolt piistitatud hiipotees on vdga lahedane Derxi (1953) oletu-
sele, et Rhizobium voib olla arenenud organismidest, mis esialgu olid
voimelised mittesiimbiootiliseks ldmmastiku sidumiseks ja mis voivad
eksisteerida veel praegugi. Ta juhtis tdhelepanu Rhizobium’i morfoloogiii-
sele ja kultuurilisele sarnasusele perekonna Beijerinckia’ga, mille leviku-
ala piirdub tdielikult troopikaga. Autori arvates voib see piiratud levik
olla tingitud moningast seosest Beijerinckia ja troopiliste liblikoieliste
vahel. Oletus, et Beijerinckia on andnud aluse Rhizobium’i arengule juure
infitseerimise voime omandamise ja in vitro lammastikusidumise voime
kaotamise teel, jadb huvitavaks hiipoteesiks.

Voib-olla aitab bakterite geenide rekombinatsioonide uurimine lahen-
dada piistitatud oletused.

Van Niel (1946 — tsit. Jensen, 1958) on ldinud isegi nii kaugele, et
tegi ettepaneku likvideerida kasutatav bakterite binaarne nomenklatuur
ja asendada see omaduste erinevustele rajatud numbrilise siisteemiga.

Kirjanduse andmetest selgub, et kuigi enamik eespool nimetatud auto-
ritest on andnud perekonnale Rhizobium véga lihtsa definitsiooni — bak-
terid, mis siimbiootiliselt asustavad liblikoieliste taimede juuremiigarate
kudet, voimaldades neil siduda ohuldmmastikku —, pole miigarbakterite
klassifitseerimise probleem hoopiski lahendatud. Koigepealt ei piirdu Rhi-
zobium’i elu ainult miigaratega, vaid enamiku oma aktiivsest elust veeda-
vad nad teistes biotoopides: mullas ja taimede (mitte iiksnes liblikoieliste)
risosfadris. Naiteks leidis Rovira (1955) ristiku miigarbaktereid mittelib-
likoielise Paspalum tuberosum’i risosfdarist.

Seepdrast ei ole péris oige kasutada biotoopi taksonoomilise tunnu-
sena. Vastasel korral ei saaks miigaraid mittemoodustavaid bakteritiive-
sid arvata Rhizobium’i hulka, kuigi neil on koik nende morfoloogilised,
biokeemilised ja fiisioloogilised tunnused. Arvatakse isegi, et liblikoieliste
taimede asustamine Rhizobium’i poolt on mittespetsiifiline (Rippel-Baldes,
1952; Jakob, 1953). Asja teeb keeruliseks veel see, et miigarate moodus-
tamise voime on omadus, mida bakterid voivad kaotada (ja ka oman-
dada), kui neid kasvatada in vitro.

Samuti on teada, et miigarbakterite nakatusvoime voib oleneda pere-
meestaime geneetilistest omadustest. Nutman (1956) ja Aughtry (1948)
markisid, et retsessiivsed geenid pohjustavad liblikoieliste peremeestai-
medel voime avaldada vastupanu juureinfektsioonile. Meie arvates tuleb
selles otsida pohjust, miks paljudel liblikoielistel ei ole looduslikes tingi-
mustes kunagi miigaraid ja miks moningaid liblikoieliste liike (néiteks
Medicago lacinata) on erakordselt raske infitseerida.

Ei saa jatta méarkimata ka seda, et vaatlusi on teostatud liiga viheste
bakteritiivede juures ja et uurimismeetodid on olnud liiga erinevad. Pohi-
liselt jdetakse korvale Rhizobium’i nende tiivede uurimine, mis ei paku
agronoomilist huvi.
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Esitatust ndhtub, et kaugeltki mitte koik liblikoielised pole ldbi uuritud
siimbioosi suhtes bakteritega. On reaalsed voimalused eraldada siin ja
seal mullast miigarbaktereid, mille voimalikud peremeestaimed on tund-
matud ja mida selletottu ei saa sellistena liigitada.

Peame oigeks kiisimust, mille piistitasid juba 1954. aastal O. Allen ja
Baldwin: «Kas nakatusvoime peab toepoolest jédma pohitunnuseks Rhizo-
bium’i liigitamisel ja kas selleks ei tuleks kasutada teisi meetodeid (eri-
nevate s6otmete kasutamist, biokeemiliste omaduste uurimist, tundlikkust
antibiootikumide suhtes, faagide moju, seroloogilisi teste jne.).

4. MUGARBAKTERITE LEVIKUT MOJUSTAVAD TEGURID

On histi teada, et mullas valitsevad tingimused avaldavad viga suurt
moju selles sisalduvatele mikroorganismide arvukusele ja nende liigilisele
koostisele. Seejuures soltub mikroorganismide koosluste formeerumise ise-
loom mullas mitte iiksikutest mulla omadustest eraldi voetuna, vaid {iht-
sest keerukast faktorite kompleksist.

Uurimised on ndidanud, et mitmesugused mulla omadused avaldavad
mikroorganismide arengule erineva tugevusega toimet: iihed neist mojus-
tavad mikroorganismide arengut vordlemisi tugevasti, teised aga suhteli-
selt norgalt. Seejuures voib iihe ja sama mulla omaduste toimes erineva-
tele mikroorganismidele tdheldada suuri erinevusi (MiSustin, 1956; Kras-
silnikov, 1958; Pochon ja de Barjac, 1960).

Miigarbakterite esinemine muldades

Miigarbakterite levikuméddra muldades voib kindlaks teha eelkdige
vastavate liblikoieliste taimede esinemise jargi antud pinnasel. Vastavate
peremeestaimede puudumisel jddvad miigarbakterid ilma nendest soodsa-
test kasvutingimustest, mida voimaldab neile siimbioos liblikoielisega.

NSV Liidus on miigarbakterite levikut kdsitlevaid uurimusi viga vihe.
Uks ulatuslikumaid uurimusi miigarbakterite leviku kohta Armeenfa NSV
muldades on Petrosjanilt (1959). Ldti NSV-s on miigarbakterite levikut
muldades uurinud Kalnin$ jt., (1962). Andmed miigarbakterite leviku
kohta Eesti NSV muldades aga puuduvad tiielikult.

Kalnin$ (1959) markis ristiku miigarbakterite arvukat esinemist koigis
Lati NSV tugevasti kultuuristatud muldades ning osaliselt ka niidu- ja
jédtmaamuldades. Seejuures leidus koige rohkem baktereid miljoneid
rakke 1 g mullas tiilipilistes ja leostunud kamar-karbonaatmuldades ning
kultuuristatud kamar-leetmuldades, kdige vihem aga (10000 rakku 1 g
mullas) hapudes mittekultuuristatud tugevasti leetunud kamar-leetmul-
dades.
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Melkumova (1961) leidis miigarbaktereid niidu-hallmuldades, alluviaal-
setes hallmuldades ning hele-kastanmuldades, kusjuures koige rikkaliku-
mat (2000 rakku 1 g mullas) miigarbakterite esinemist fikseeriti niidu-
hallmuldades. Seevastu aga alluviaalsetes hallmuldades neid ei leidunud.

Petrosjan (1959), uurides ristiku, esparseti, lutserni ja aedoa miigar-
bakterite levikut mitmesugustes muldades, leidis Rhizobium’i kodigist mul-
latiitipidest. Koige rohkem leidus neid Armeenia NSV kultuuristatud nii-
sutatud karbonaatsetes pruunmuldades, tunduvalt vahem aga niisutamata
muldades.

Krassilnikov (1947), uurides miigarbakterite soltuvust mulla kultuuris-
tatuse astmest, leidis, et Moskva oblasti kultuuristatud mullas on neid
10000 rakku 1 g mullas, kultuuristamata muldades aga 10 korda védhem.

Uurijad on konstateerinud miigarbakterite massilist esinemist muldade
koige iilemises kihis (0—20 c¢m siigavuseni) ja liblikGieliste taimede riso-
sfdaris (Klincare, 1959; Rovira, 1961; Tuzimura ja Watanabe, 1961; 1962;
Kalnin$, 1962). Nii nditeks levib Kalninsi (1962) andmeil Rhizobium tri-
folii niidu-kamar-gleimuldade profiilis 10 ¢m siigavuseni, kultuuristatud
turvasmuldades ja kamar-leetmuldades aga 20 cm siigavuseni.

Miigarbakterite arvukus muldades allub sesoonsetele muutustele. Koige
rohkem leidub baktereid kevadel ja siigisel, kdige vidhem aga suvel. Kal-
nindi jt. (1962) ja Melkumova (1961) arvates on see ndhtus tingitud muu-
tustest mulla niiskuses.

Nagu esitatud materjalidest selgub, on Rhizobium’i 6koloogiat puudu-
tatud vordlemisi védhestes toodes, mistottu seda kiisimust ei saa kaugeltki
lahendatuks pidada. Ndhtavasti on seda tinginud asjaolu, et miigarbakterid
asustavad teatava aja miigaraid liblikoieliste juurtel ning seepirast on
uuritud mullaomaduste moju peamiselt bakterite ja peremeestaime siim-
bioosile.

Jérgnevalt annamegi lithikokkuvotte kirjanduses ilmunud andmetest
Rhizobium’i kasvu ja arengut mojustavatest faktoritest.

Fiiiisikalised ja keemilised faktorid

Mulla niiskus ja temperatuur. Kuigi Omeljanski (1926), Fred jt. (1932)
ning lzrailski (1951) toestasid miigarbakterite suurt vastupidavust kaua-
aegsele niiskusedefitsiidile, on need paljude uurijate arvates sellised mik-
roorganismid, mis vajavad normaalseks arenemiseks mullas monevorra
suuremat veesisaldust kui teised mullamikroorganismid.

Nii hakkavad miigarbakterid arenema ainult siis, kui mulla niiskuse-
sisaldus on vdhemalt 16% téielikust veemahutavusest (Fjodorov ja Podja-
polskaja, 1951). Optimaalseks niiskusesisalduseks Rhizobium’ile loetakse
60—80% mulla tdielikust veemahutavusest (TimurdZi, 1940; Petrosjan,
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1952, 1959; Ukrainski, 1954). Kuivas inullas miigarbakterid osaliselt havi-
vad. Rhizobium’i vastupidavus niiskusedefitsiidile mullas soltub bakteri
liigist ja mullatiiiibist: savimullas on miigarbakterid kuivamisele vastupi-
davamad kui liivmuldades ja lupiini bakterid on ristiku bakteritest vastu-
pidavamad (Kovrovtseva, 1931).

Ebaselgeks on jdanud, kui oluliselt toimub Rhizobium’i arvu véhene-
mine optimaalsetest piiridest korgema ja madalama mullaniiskuse puhul.

Mulla temperatuuri on Rhizobium’i arenemisel enamasti loetud suure
tdhtsusega faktoriks. Nii pidas Fjodorov (1959) miigarbakteritele sobivai-
maks temperatuuri, mis on koige parem ka liblikoieliste taimede endi
arenemiseks. Naditeks leidis ta, et Rhizobium’i sisaldus mullas on koige
korgem 36° C puhul. Ka lutsern, ristik ja soja kasvasid selle temperatuuri
korral koige paremini.

Krassilnikov ja Korenjako (1946) aga konstateerisid, et temperatuur
iile 26° C mojub negatiivselt Rhizobium’i sisaldusele mullas.

Vartiovaara (1937), uurides madalate temperatuuride moju miigar-
bakterite arenemisele, mis olid eraldatud eri maade (praeguse Araa-
bia UV, Jugoslaavia, Soome ja Rootsi) muldadest, markis Rhizobium’i
teatavat adaptatsiooni klimaatilistele tingimustele. Tema andmetel on
Pohja-Euroopa muldadest eraldatud miigarbakterite tiived madalatele tem-
peratuuridele palju vastupidavamad kui pehme kliimaga maades isoleeri-
tud tiived.

Wilsoni (1930) andmetel soltub miigarbakterite sisaldus mullas aasta-
aegadest. Talvel madalate temperatuuride puhul on miigarbakterite hulk
margatavalt viiksem kui teistel aastaaegadel.

Mitmete uurijate (Allison ja Minor, 1940; Timurdzi, 1940; Butkevits,
1942; Fjodorov, 1952; Petrosjan, 1959; Gibbson, 1963) arvates tuleb Rhizo-
bium’ile optimaalseks pidada temperatuuri 20—25°C; ainult monele
Rhizobium’i liigile (Rh. phaseoli, Rh. trifolii, Rh. japonicum) on optimaal-
seks 29—31°C. Joffe, Weyer, Saubert (1961) ja Pate (1961) loevad
Rhizobium’ile optimaalseks temperatuuriks 24° C. Selle temperatuuri puhul
seovad miigarbakterite tiived siimbioosis liblikoielistega koige paremini
ohuldmmastikku. Tuleb markida, et ka liblikoieliste taimede endi arene-
miseks peetakse 24° C temperatuuri koige paremaks (Stalder, 1952).

Maksimaalseks temperatuuriks miigarbakteritele loetakse 50—60°C
(Petrosjan, 1959).

Tuginedes palju aastaid kestnud uurimistele méargivad Izrailski jt.
(1933), Dorossinski ja Lampovstsikov (1948) ning Gukova (1963), et kor-
gemad temperatuurid mojutavad Rhizobium’i arvukust mullas rohkem kui
madalad. Tehti isegi kindlaks, et kiilmutamine stimuleerib miigarbakterite
kasvu ja aktiivsust.

Fredi ja Frazieri (1920) ning Wassi (1919) andmeil on miigarbakterid
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madalate temperatuuride suhtes kiillalt vastupidavad ja see voimaldab
nitragiini transportida ka talvel.

Vihe on andmeid selle kohta, millist toimet avaldavad Rhizobium’i
arengule mulla 16imis, kultuuristatuse aste, ohustamistingimused jne.

Mulla reaktsioon (pH). Rhizobium’i arenemise soltuvust mulla reakt-
sioonist tdheldati juba esimestel aastatel parast miigarbakterite esma-
kordset viljaeraldamist.

Fred ja Davenport (1918) leidsid, et soltuvalt Rhizobium’i tundlikku-
sest mulla pH suhtes, reastuvad tiived jargmiselt: Rh. meliloti, Rh. legumi-
nosarum, Rh. trifolii, Rh. japonicum, Rh. lupini.

Nimetatud seisukoht leidis kinnitust paljudes hilisemates uurimustes.
Moningaid lahkarvamusi tekkis siiski Rhizobium’i liikide arenemiseks
minimaalse pH védidrtuse maéaadratlemisel, sest leiti, et Rhizobium’i liikide
seas voib olla tiivesid, mille tundlikkus mulla reaktsiooni suhtes erineb.
Naiteks Wright (1925), uurides soja miigarbaktereid, leidis nende hulgas
tiivesid, mis kasvasid isegi pH 4,2 puhul. Stevens (1925) aga luges Rh.
japonicum’ile minimaalseks pH vaartuseks 4,6.

Jensen (1948) kasvatas 24 Rhizobium meliloti ja Rhizobium trifolii
tiive erineva pH-ga keskkondades ning joudis jdreldusele, et iihele osale
Rh. meliloti tiivedest on minimaalseks mulla reaktsiooniks pH 5,4, teisele
osale aga pH 6,4. 24-st Rh. trifolii tiivest kasvasid 10 hasti veel pH 5,2
korral, nende kasv lakkas aga pH 5,0 puhul. Ulejddnud 14 tiive puhul oli
vastavateks pH véartusteks 5,4 ja 5,2. |

Optimaalseks pH-ks Rhizobium’i liikidele peavad mitmed uurijad 6,5—
7,2 (Fred jt., 1932; Lampovstsikov, 1948; Petrosjan, 1959).

Wilson (1930) joudis jareldusele, et Rhizobium’i sisaldus kdigub
50—1 000 000 rakuni iihes grammis mullas. Koige véiksem oli bakteri-
rakkude sisaldus muldades pH 5,4 puhul.

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

Ka korge pH pidurdab Rhizobium’i arenemist. Mulla pH 8,0 korral
miigarbakterid enam ei paljunenud ja pH 8,5—9,0 puhul nende kasv lak-
kas (Mulder jt., 1966).

E. ja O. Alleni (1950) andmetel saab kontrollida miigarbakterikultuuri
puhtust Agrobacterium’i suhtes nende kasvatamisega soétmel, mille pH
on 11,0—12,0. Kriteeriumiks on bakterite kasvu puudumine antud séotmel.

Jenseni (1948) andmetel vdheneb Medicago sativa ja Trifolium subter-
raneum’i lammastiku fikseerimise voime jarsult pH 5,0 puhul ja alla selle.

Virtanen (1928) leidis, et ristiku ja herne miigarbakterid kasvavad
mullas pH 4,0 puhul, kuid ei suuda siduda Ghuldmmastikku, kui pH on
alla 5,0. Bonnier (1960) maérkis, et miigarate mittemoodustumine troopi-
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kas kunstliku inokulatsiooni juhtudel on tingitud mulla korgest happe-
susest (pH 4,0—4.,5). : G

Madalaimaks mulla pH piiriks, mille puhul miigarbakterid hévivad,
on 3,2—5,0 (4,9—5,1 Rh. meliloti’l, 4,5—4,9 Rh. trifolii’l, 4,7 Rh. legumino-
sarum’il, 4,2 Rh. japonicum’il, 3,2 Rh. lupini’l) (Bryan, 1923). Bryan mar-
kis veel, et maksimaalne arv miigaraid moodustub lutserni ja ristiku juur-
tel neutraalsele ldhedases keskkonnas. Tema katses oli keskkonna
pH 4,0—10,0.

Eespool toodud uurimisandmed néditavad védga tihedat seost iihelt poolt
mulla reaktsiooni ja teiselt poolt Rhizobium’i rakkude arvu, morfoloogi-
liste tunnuste, miigarate moodustumise ning ohuldmmastiku sidumise
voime vahel.

Osa uurijaist on joudnud seisukohale, et keskkonna reaktsiooni ja
miigarbakterite ohuldmmastiku sidumise voime seose iseloomule avalda-
vad moju ka mitmesugused teised faktorid.

Jensen (1943 — tsit. Pochon ja de Barjac, 1960) maérkis, et kuigi 6hu-
lammastiku sidumine on po66rdvordeline vesinikioonide kontsentratsioo-
niga mullas, voivad varem moodustunud miigarad fikseerida ldammastikku
ka nende pH piiride puhul, mis takistavad uute miigarate moodustumist.

Samasugusel seisukohal on ka Pochon ja de Barjac (1960), kelle vii-
detel pH vordub miigara sees keskmiselt 59-ga ega soltu iimbritseva
keskkonna reaktsioonist.

Kokku vottes tuleb markida, et mulla reaktsiooni ning Rhizobium’i
leviku ja arenemise vahelised seosed on veel 16plikult lahendamata. Poh-
jusi, miks selles kiisimuses kuni viimase ajani esitatakse diametraalselt
vastukdivaid seisukohti, on ndhtavasti mitu. Uhelt poolt v6ib voimalikuks
pidada seda, et moningad miigarbakterite tiived siimbioosis liblikoielis-
tega on voimelised eritama {imbritsevasse keskkonda happeid voi aluse-
lisi iihendeid, reguleerides sel viisil keskkonna pH-d. Teiselt poolt voib
arvata, et keskkonna madal pH ei mojusta ainult miigarbakterite arengut
ja kasvu, vaid avaldab méju ka liblikoieliste taimede juurte vilispinna
rakkude arengule, mistottu nakatumist ei toimu.

Toitumisfaktorid

Fosfor ja kaalium. Mulla fosfori- ja kaaliumisisaldusele kui Rhizo-
bium’i arengut mojustavatele faktoritele on kirjanduses vordlemisi suurt
tahelepanu poéoratud.

Fosfori- ja kaaliumiithendite positiivne moju seisneb eeskitt miigar-
bakterite tiivede aktiivsuse tGstmises ning samuti paremate toitumistin-
gimuste loomises liblikoielistele taimedele, nagu seda on maérkinud rida
autoreid (Wilson, 1917; NitSiporovit§ ja Perevost$ikova, 1929: Pistsov,
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1929; Tsjurupa, 1936; Bernard, 1937; Diener, 1950). Nad arvavad iiks-
meelselt, et fosfori- ja kaaliumiiihendite olemasolust mullas soltub miiga-
rate suurus ja arv liblikoieliste juurtel. Peale selle paraliiseerivad need
ithendid (eriti fosforiiihendid) mineraalse lammastiku suurte dooside
negatiivse moju Rhizobium’i ohulammastiku sidumise voimele (DintSev,
1961, b; Ratner, 1964).

Enamik autoreid on rohutanud fosfori- ja kaaliumiiihendite olulist osa
Rhizobium’ile eelkoige ohuldmmastiku fikseerimisel (Geltser, 1948;
McLachlan jt., 1961; Sankaram jt., 1963; Zaremba ja Malinskaja, 1963;
Vlamis jt., 1964; Lopuhhina, 1964).

Vlamis jt. (1964) leidsid, et mulla vdetamisel fosforvéetistega touseb
Rhizobium’i tiivede virulentsus ja efektiivsus, mille tagajdrjel miigarate
arv liblikoieliste juurtel suureneb 1,5 korda, vorreldes vdetamata varian-
tidega.

Sankaram jt. (1963) mérgivad, et ohulammastiku sidumine Rhizobium’i
poolt on koige intensiivsem fosforiithendite kontsentratsiooni puhul
17,8 kg 1 ha kohta. Teiste dooside puhul tdheldati mitteolulist valgusisal-
duse suurenemist taimedes.

Lopuhhina (1964) leidis, et herne miigarbakterid siimbioosis peremees-
taimedega seovad ldmmastikku koige paremini siis, kui fosforiiihendite
sisaldus mullas on 62 mg 1 kg ja kaaliumiiihendite sisaldus 78 mg 1 kg
kohta. Kui fosfori- ja kaaliumisisaldus on vidiksem, siis vdheneb ka bak-
terite ohulammastiku fikseerimise voime.

Ka Novotny-Mieczynska jt. (1959) konstateerisid, et koige paremini
seovad ristikult isoleeritud miigarbakterid ohulammastikku siis, kui kaa-
liumisisaldus mullas on 75 mg/kg ja mineraalse ldmmastiku sisaldus ei
iileta 5 mg/kg.

Geltser (1948) peab ohuldmmastiku fikseerimisele koige soodsamaks
kaaliumoksiidi ja fosforpentoksiidi sisaldust vahekorras 1: 1,72. Kaaliumi
hulga suurenemine fosfori suhtes viib ochuldmmastiku sidumise voime
vihenemisele.

Eespool mainitud autoritest vastupidisel seisukohal on Tevari (1963).
Uurides mitmesuguste toiteelementide (P, Ca, B, Mo) moju Vigna miigar-
bakteritele, konstateeris ta, et fosforiiihendite kasutamine ei avaldanud
positiivset moju bakterirakkudele endile, peremeestaimedele ega ka ohu-
lammastiku sidumise voimele.

Dintsev (1961, a) markis, et fosforiithendite viimisega mulda on voi-
malik tosta Rhizobium’i virulentsust. Sellega seletab ta miigarate arvu
suurenemist liblikoieliste juurtel.

Nagu selgub, puudub uurijail iiksmeel Rhizobium’i ohulammastiku
sidumise voime ja mullas sisalduvate fosfori- ning kaaliumiiihendite hulga
vahelise seose olemasolu ja selle seose tugevuse kohta.

Praktiliselt pole uurijad esitanud andmeid ka selle kohta, kas fosfori-
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ja kaaliumiiihendite erineva kontsentratsiooni korral mullas tdheldatakse
Rhizobium’i arvukuses olulisi tousu- voi langustendentse ja millise kont-
sentratsiooni puhul need muutused toimuvad.

Kaltsium. Rhizobium’i leviku tihedat seost kaltsiumisisaldusega mullas
konstateeriti juba esimestel aastatel padrast miigarbakterite esmakordset
viljaeraldamist. Nii konstateerisid Fred jt. (1932) ning Albrecht (1937)
kaltsiumiiihendite suurt moju miigarbakterite lammastiku fikseerimise voi-
mele stimbioosis liblikoielistega.

Happelist mullareaktsiooni ja mittekiillaldast kaltsiumisisaldust mul-
las loetakse peamisteks faktoriteks, mis miigarbakterite arenemist pidur-
davad.

Mitmed autorid on leidnud, et mulla happesust, mis avaldab kahju-
likku moju Rhizobium’ile, on voimalik korvaldada mulla lupjamisega (Hol-
ding ja King, 1963; Radulovi¢, 1963; Tevari, 1963; Pacheco, 1964). Radu-
lovi¢ (1963) on seisukohal, et CaCO; viimine mulda stimuleerib nii spon-
taansete kui ka nitragiiniga mulda viidud miigarbakterite arenemist.

Holding jt. (1963) maérkisid, et mulla kaltsiumisisalduse suurenemine
tostab kohalike Rhizobium’i tiivede efektiivsust. Naiteks suurenes valges
ristikus kuivainesisaldus selle tottu kolm korda.

Tevari (1963) leidis, et CaCO;3 dooside korral 560 kg/ha suurenes mii-
garate hulk taimede juurtel seoses miigarbakterite virulentsuse kasvuga.

Misustini ja Bernardi (1935), Loneragani (1960) ning Andersoni jt.
(1946) andmetel avaldab Ca positiivset moju nii miigarate kasvule kui ka
miigarbakterite lammastiku sidumise voimele.

Erinevalt eespool nimetatud autoritest uuris Norris (1958) kaltsiumi
moju eri Rhizobium’i liikidele. Autor konstateeris, et koige tundlikumad
kaltsiumile on ristiku miigarbakterid, neile jargnevad Rh. meliloti ja Rh.
leguminosarum’i bakterid. Vigna miigarbakterid ei reageerinud kaltsiumi-
sisalduse muutustele. Rh. japonicum’i puhul aga tdheldati kaltsiumisisal-
duse ning miigarbakterite virulentsuse ja ldmmastiku sidumise voime
vahel negatiivset seost. Albrecht (1937) sai positiivse efekti ka soja kas-
vatamisel rohke kaltsiumisisaldusega mullas vordsete pH-de korral.

Van Schreven (1958) joudis seisukohale, et kaltsiumi puudumine mul-
dades ei limiteeri Rhizobium’i levikut, vaid selleks oluliseks toiteelemen-
diks on magneesium. Kaltsiumi positiivne toime on peale mulla happelise
reaktsiooni kahjuliku moju korvaldamise seotud ka kaltsiumi enda ioonide
kasuliku mojuga miigarbakteritele, miigarate moodustamisele ja lammas-
tiku sidumise voimele. Nii mérkis Fjodorov (1952), et kaltsiumkarbonaadi
asendamine naatriumkarbonaadiga muldade lupjamisel ei suurendanud
miigarate hulka liblikoieliste juurtel.

Eeltoodust selgub, et kuigi enamik uurijaist tunnistab kaltsiumisisal-
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duse positiivset moju miigarbakterite virulentsusele ja lammastiku sidu-
mise voimele, esineb ometi ka andmeid selle kohta, et miigarbakterite
areng ei soltu mulla kaltsiumisisaldusest.

Mineraalne limmastik. Rhizobium’i arvukusele ning ohulammastiku
sidumise voimele avaldab olulist moju see, kas ja kui palju esineb nende
bakterite elukeskkonnas mineraalseid ldmmastikuiihendeid.

Viga viikestes kogustes stimuleerivad mineraalsed ldmmastiku iihen-
did miigarbakterite kasvu ja suurendavad nende chuldmmastiku sidumise
efektiivsust siimbioosis liblikdielistega (Rudakov jt., 1936, Sornson, 1937;
Juhimt3uk jt., 1937; Gussev, 1939; Butkevits jt., 1941; Geltser, 1948; Fjo-
dorov, 1952; Novotny-Mieczynska jt., 1959; Pate jt., 1961; Kalnin$, 1963;
Tanner jt., 1963).

Novotny-Mieczynska jt. (1959) andmetel soodustas ohulammastiku
sidumist Rhizobium’i poolt ammooniumlammastiku manulus kontsentrat-
sioonis 50 mg 10 kg mulla kohta. Kiimme korda suurema ldmmastiku-
koguse puhul oli miigarate arv liblikdieliste juurtel palju vadiksem. Lopuh-
hina (1964) aga leidis, et mineraalse ldmmastiku kontsentratsioonil 42 mg
| kg mulla kohta sidusid miigarbakterid koige intensiivsemalt ohu-
limmastikku. Kui samas koguses mullas esines mineraalseid lammastiku-
ithendeid aga 8 mg ja 126 mg, ei sidunud need bakterid ohuldm-
mastikku. Sellist ndhtust voib meie arvates seletada jdrgmiselt: mine-
raalse lammastiku doos 8 mg oli liiga vdikene liblikoieliste taimede esi-
algseks normaalseks arenemiseks ja miigarate moodustamiseks. Doosi
126 mg puhul aga asusid liblikoielised rikkaliku ldmmastikuga keskkon-
nas ja hakkasid esmajdrjekorras kasutama mineraalseid lammastikuiihen-
deid, mitte aga lammastikku, mida nad oleksid voinud saada siimbioosis
miigarbakteritega.

Arvatakse isegi, et mineraalse ldmmastiku korge kontsentratsiooni kor-
ral muutub liblikoieliste taimede fiisioloogiline seisund (taime juurerakku-
des on lahustuvate ldmmastikuiihendite sisaldus suur) sedavord, et miigar-
bakterid ei ole voimelised tungima juurerakkudesse ja moodustama miiga-
raid (TSailahjan ja Megrabjan, 1945). ,

Kirjanduse andmetel reageerivad miigarbakterid nitraatide ja ammoo-
niumldmmastiku {ihesuguste kontsentratsioonide korral mullas erinevalt
(Stsvetsova, 1931; Virtanen jt., 1947; Virtanen, 1953; Fjodorov, 1952; Ber-
gersen, 1961).

Virtaneni jt. (1947; 1953) andmetel lakkas Rhizobium ohulammastikku
sidumast nitraatide kontsentratsiooni korral 30—50 mg 1 liitri mulla-
lahuse kohta, kuid ammooniumlammastikusisalduse korral 100 mg 1 liitri
mullalahuse kohta kaotasid miigarbakterid ohuldmmastiku sidumise
voime ainult osaliselt. Fjodorovi (1952) andmetel on nendeks kontsent-
ratsioonideks, mille puhul bakterid kaotavad oOhuldmmastiku sidumise
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voime vastavalt 1:10000 (nitraatide korral) ja 1:2000 (ammoonium-
lammastiku korral). Arvestades eeltoodud andmeid, voib véita, et mine-
raalse lammastiku madalad kontsentratsioonid soodustavad ohuldmmas-
tiku sidumist Rhizobium’i poolt. Monevorra korgema kontsentratsiooni
korral ohuldmmastikku siiski veel seotakse, kuid juba vdhem, kusjuures
{tha rohkem hakatakse kasutama mineraalset ldmmastikku. Veelgi suu-
rema lammastikusisalduse puhul kasutavad taimed ainult mineraalseid
ldammastikuiihendeid ja ohuldmmastiku sidumine miigarbakteritega ei ole
lildse voimalik.

Konkreetne mineraalsete ldmmastikuiihendite kontsentratsioon iga ees-
pool nimetatud astme kohta on néhtavasti vordlemisi varieeruv suurus,
olenedes niihésti teiste toiteelementide sisaldusest, keskkonnatingimustest
kui ka Rhizobium’i liigi omadustest.

Kas aga korge lammastikuiihendite kontsentratsiooni korral kaotavad
miigarbakterid ohuldmmastiku sidumise voime tdielikult ja tagasipoordu-
matult, selle kohta kirjanduses andmed puuduvad.

Mikroelemendid. Rhizobium’ile koige olulisemaks mikroelemendiks pee-
takse iiksmeelselt moliibdeeni (Golik, 1937; Obraztsova, 1937; Sulakov,
1937; Anderson jt., 1946; Jensen, 1948; Mulder, 1950; Becking, 1961; Peter-
burgski jt., 1962; Klincare, 1963; Tevari, 1963; Pacheco Baseuco Juan,
1964). Seejuures toestas Jensen, hiljem ka Mulder, Peterburgski jt. ning
TurtSin jt., et miigarbakterid ei seo lammastikku nende hea kasvu ja kiil-
laldase miigarate arvu puhul siis, kui mullas leidub vdhe moliibdeeni.

Moliibdeen on nahtavasti vajalik komponent fermendile nitrogenaas,
mis kataliiseerib ohuldmmastiku sidumist miigarbakterite poolt siimbioo-
sis liblikoielistega (Bauer, 1960; Cheniae jt., 1960; Peive jt., 1961, 1966;
Peive jt., 1965).

On kindlaks tehtud, et moliibdeeni optimaalseks sisalduseks mullas,
mille puhul miigarbakterid siimbioosis liblikoielistega voivad fikseerida
chulimmastikku, on 1 g naatriummoliibdaati 100 m? pinna kohta (Jen-
sen, 1948).

Mulder (1950) markis, et moliibdeenidoosiks, mis suurendab lintmas-
tiku sidumise voimet ja liblikoieliste saaki, on Austraalias 5 mg naatrium-
moliibdaati 2 kg mulla kohta.

Klincare (1963) leidis, et juba 3 mg naatriummoliibdaati 1 kg mulla
kohta tostab herneterades ldmmastikusisaldust peaaegu 1% vorra ning
suurendab miigarate arvu ja kaalu. Eriti héasti tuli ilmsiks moliibdeeni
positiivne moju liblikoieliste taimede saagikusele lupjamata muldade kor-
ral.

Ka Bulavskaja (1959) andmetel suureneb ammooniummoliibdaadi kont-
sentratsiooni korral 1 kg 1 ha kohta liblikoieliste taimede limmastikusisal-
dus ja miigarate arv nende juurtel.
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Mitmed autorid mérgivad ka boori suurt osatdhtsust miigarbakterite
ohulimmastiku sidumise voimele ja liblikdieliste taimede arengule (Fred
jt., 1932; Warington, 1926; MiSustin jt. 1935; Sestakova, 1940; Fjodorov,
1944; TurtSin jt., 1958; Klincare, 1963; Pacheco, 1964). Klincare markis,
et Rhizobium’i normaalseks arenemiseks ja lammastiku efektiivseks sidu-
miseks on vaja 1,6 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 vdheneb nii miigarate arv liblikoieliste juurtel kui ka taime-
saak.

Kirjanduse andmetel avaldavad ka mitmed teised mikroelemendid posi-
tiivset moju Rhizobium’i miigarate moodustamise ja ohuldmmastiku sidu-
mise voimele. 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 margitakse ka radioaktiivsete elementide, nagu stront-
siumi, uraani, raadiumi ja tooriumi vajadust miigarbakteritele ning pere-
meestaimedele iilivdikestes kogustes (Drobkov, 1945; Shaukat jt., 1959,
1961; Michilis, 1960). Vdhem on kirjanduses konkreetseid andmeid selle
kohta, millised on mikroelementide (vélja arvatud moliibdeen) optimaal-
sed kogused mullas miigarbakterite normaalseks arenemiseks ja inten-
siivseks lammastiku sidumiseks.

5. LIBLIKOIELISTE JA MUGARBAKTERITE
VAHELINE SUMBIOOS

Liblikoieliste taimede ja miigarbakterite vaheline siimbioos avaldub
ithelt poolt selles, et miigarbakterid on voimelised tungima liblikoieliste
juurekudedesse, kus nad pohjustavad miigarate moodustumist ja muuda-
vad ohuldmmastiku taimedele kéttesaadavaks, teiselt poolt aga selles, et
miigarbakterid saavad taimedelt siisivesikuid, mis on energiaallikaks koi-
gis elutegevusprotsessides, sealhulgas molekulaarse lammastiku fikseeri-
misel.

Siimbioos miigarbakteritega méarabki liblikoieliste sugukonna oma-
para.

On kindlaks tehtud, et juuremiigarate moodustamise voime liblikoielis-
tel erineb liigiti (Fred jt., 1932), mille pohjused ei ole veel tdiesti selged.
Osa autoreid (Thimann, 1936; 1939; Purchase, 1953) arvab selle tingitud
olevat bakteritest: sellele voi teisele peremeestaimele spetsiifilise Rhizo-
bium’i liigi voi mone madalama taksonoomilise ithiku puudumisest. Teiste
autorite (Carroll, 1934; Vincent, 1945; Thornton, 1954; Manil, 1958) arva-
tes peituvad erinevuse pohjused eeskdtt taimedes — geneetilistes fakto-
rites, toksiliste ainete eritamises voi fiiiisikalise struktuuri sobimatuses.
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Enamiku uurimisandmete pohjal voib véita, et miigarate moodustumine
ainult liblikoielistel taimedel siimbioosis perekonna Rhizobium’i eri liiki-
dega on juba toestatud. Selle selgitamiseks on piistitatud mitu hiipoteesi.
Hanseni ja Tanneri (1931) arvates on see tingitud bakterite ja taimeval-
kude sobivusest voi sobimatusest, Carrolli (1934) vaitel erilise fermendi
clemasolust, mida moodustab taim ning mis on voimeline ldmmastikku
valikuliselt juhtima edasistesse protsessidesse. Ent neil ei ole suurt taht-
sust. On ju iisna kindel, et siimbioosi tekkeks on vajalik biokeemiline sobi-
vus peremehe ja siimbiondi vahel. Mone autori arvates on siin maéira-
vaks liblikoieliste juuresiisteemi arengu isedrasused ja koesisesed fiiiisi-
kalised ning keemilised tingimused, nagu nork aurumistase ja juurtesse
suunduva mahla happeline reaktsioon (Lemmermann, 1907) voi ka korge
kaltsiumisisaldus, mis liblikoielistel on McCalla (1937) andmetel 3—5-
kordne, vorreldes teiste taimedega. Seda arvamust toetab ka Albrecht
(1937). On tosi, et liblikoielistes on leitud rohkem kaltsiumi kui teistes
rohttaimedes, kuid see ei selgita mingil médaral miigarate olemasolu lib-
likoieliste juurtel. Tegelikult on palju taimi, mis sisaldavad niisama palju
voi isegi rohkem kaltsiumi kui liblikoielised. Néiteks olgu toodud moned
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 hasti teada, et mineraalele-
mentide sisaldus taimedes soltub suurel méiéral nende elementide sisaldu-
sest ja omastatavusest mullas. Juba ammu oli teada, et kaltsium moju-
tab liblikoieliste iildarengut ja ldmmastiku sidumist siimbioosis miigar-
bakteritega. Kuid see aspekt ei puuduta kéesolevat probleemi ja seda
kédsitletakse kirjanduse iilevaate neljandas peatiikis.

Viimaste aastate uurimistulemuste pohjal arvatakse, et pohjus on pere-
meestaime ja bakterite geneetilistes omadustes, mis teineteist mojutavad
(Aughtry, 1948; Lynch jt., 1951; Williams jt., 1954; Nutman, 1956).

Ilmne raskus selle ndhtuse seletamisel on tekkinud kahest vdga tédht-
sast faktist: 1) eksisteerib kaks organismi, millest kumbki on voimeline
elama soltumata teisest; 2) lahus elades on nad molemad voimetud
siduma ohuldmmastikku.

Mida peab siis votma lugejaks ja mida nimetajaks, nagu kiisisid E. ja
O. Allen (1950), kas liblikoielist taime voi mikroobi.

E. ja O. Allen (1961) markisid, et miigarate moodustamise seisukohalt
on ldbi uuritud ainult 1285 liblikoieliste liiki, s. o. 10—12% liblikoielis-
test. Nendest 1112 liigil ehk 88%-1 esinevad miigarad, kuna 166 liigil
ilmselt puudub vo6ime siimbioosiks Rhizobium’iga. Alamsugukon-
nas Papilionoideae puudub 65 liigil 959-st voime moodustada miiga-
raid. Caesalpinoidea alamsugukonnas on tdheldatud miigaraid 26 liigil
ja Mimosoideae alamsugukonnas 127 liigil 146-st uuritud liigist. Seega
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kerkib kiisimus: kas on toesti olemas moningad liblikoieliste liike, mis ei
ole voimelised miigaraid moodustama, voi pole moningatel liblikoielistel
miigaraid tdheldatud ainult selleparast, et puudus nende jaoks spetsiifi-
line Rhizobium’i liik voi olid 6koloogilised tingimused ebasobivad. Oleks
huvitav uurida moningaid liblikoielisi, millel ei ole mingites tingimustes
miigaraid leitud, ja vorrelda neid miigarduvate liblikoielistega. Tegelikult
oleks kergem vorrelda iiksteisega liike ithe alamsugukonna vo6i perekonna
piirides kui liike, mis kuuluvad eri alamsugukondadesse vo0i perekonda-
desse, sest esimesel juhul voiksid tdheldatavad erinevused olla olulisemad.

Kirjanduses ei leidu iihtegi vihjet otseste inokulatsioonikatsete kohta
(néiteks mikromanipulaatorite varal), mille puhul viiakse mingit miigar-
bakterikultuuri nendele bakteritele mittevastuvoetava taime juurekarva-
kese epidermisesse voi kooreparenhiiiimi. Nendeks taimedeks voiksid olla
ka mitteliblikoielised. Sellised katsed voiksid heita moningat valgust juu-
rekarvakeste koverdumise tdhtsusele, s. o. ndhtusele, mis eelneb infektsioo-
nile. Juurekarvakeste koverdumine nédib olevat tingitud indoliiiiladdikhappe
tekitamisest Rhizobium’i poolt (Frey-Wyssling, 1948; 1952; Labaw ja Mos-
ley, 1954; Nutman, 1956, 1958; Fahraeus, 1957). Tegelikult voivad ka mit-
tespetsiifiline Rhizobium ja mitmed teised bakterid, mis on Rhizobium’ist
taksonoomiliselt suhteliselt kaugel, produtseerida indoliiiildadikhapet (Ma-
nil, 1958). Voib jireldada, et karvakeste koverdumine on mittespetsiifiline
etapp, kuigi see voib olla vajalik. Oleks siiski huvitav uurida, kas selline
koverdumine voib tekkida Rhizobium’i mojul ka mitteliblikoieliste taimede
juurtel.

Uks pohjusi, miks mitteliblikoieliste juurtel ei moodustu miigaraid, voib
olla nende taimede poolt produtseeritud ainete antibiootiline toime Rhizo-
bium’isse, nagu seda on tdheldanud Manil (1958). Kuid paistab, et iild-
reeglina see ei kehti ega kujuta endast argumenti liblikdieliste ja miigar-
bakterite assotsiatsiooni spetsiifilisuse kasuks.

Infektsioon ei ole mitte alati seotud miigarate moodustumisega. Nii-
teks on leitud RA. trifolii baktereid lutserni ilma meristemaatilise aktiiv-
suseta parenhiiiimirakkudes (Chen, 1941). Saidrane infektsioon voiks
hasti aset leida ka mitteliblikoieliste taimede juurerakkudes. Kuid praegu
ei ole meil selle kohta mingisugust eksperimentaalset kinnitust. Kiill
aga voib leida andmeid mitmesuguste teiste bakterite sissetungimisest mit-
teliblikoieliste taimede kooreparenhiiiimi (Fred jt., 1932). Liblikoieliste
taimede inokuleerimisel ilmneb omapérane asjaolu: kirjanduse andmetel
on teada, et juurestikus esineb ka haploidseid rakke, infitseeritud rakkudel
on aga alati kahekordne kromosoomide arv. Tsiitoloogilistel andmetel néib
clevat kindel, et tegemist ei ole kromosoomide arvu kahekordistumisega
infektsiooni tagajdrjel, vaid et infitseeruvad ainult diploidsed rakud
(Wipf ja Cooper, 1938, 1940; Wipf, 1939; Bond, 1948; Fujita ja Mitsuishi,
1953). :
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Miigarbakterite sissetungi mehhanismi probleemi lahendamine aitaks
vilja selgitada ka liblikoieliste ristinokulatsiooniriihmadesse jaotamise
alused. Siiani on olnud liblikoieliste ja miigarbakterite vahelise siim-
bioosi tulemus — miigarate moodustumine (nn. Kochi postulaat) — ainuke
kriteerium, mille alusel jaotatakse liblikoielised ristinokulatsioonirithma-
deks).

Oma klassikalises monograafias eristasid Fred jt. (1932) 16 ristinoku-
latsioonirithma. Liblikoieliste ja miigarbakterite siimbioosi uurimised vii-
mase 20 aasta jooksul on viinud ristinokulatsioonirithmade-vaheliste pii-
ride kadumise suunas.

Eriti huvitavaks tuleb pidada Wilsoni toid (1939—1947). Ta tegi arvu-
kalt inokulatsioonikatseid steriilses liivkultuuris mitmesaja taimeliigiga
ning leidis hammastavalt palju juhtumeid, mida ta nimetas kahtlaseks in-
fektsiooniks peremeestaime ja Rhizobium’i vahel. Piisab monest néitest:

1. Lutsern moodustas miigaraid nakatamisel Rhizobium’i 15 (30-st) eri
tiivega, mis olid eraldatud samalt arvult peremeestaimedelt. Enamik tiive-
dest, mis ei miigardanud lutserni, kuulusid Vigna rithma. Miigaraid olid
voimelised moodustama tiived Vicia villosa’lt (Rh. leguminosarum) ja
Trifolium pratense’lt (Rh. trifolii).

2. Astragalus rubi miigardus Rhizobium’i 24 (30-st) tiivega, seal-
hulgas ka Rh. meliloti (Medicago sativa) ja Rh. trifolii’ga.

3. Crotalaria grantiana moodustas miigaraid vihemalt 137 (182-st)
tiivega, mis olid isoleeritud samalt arvult eri liblikoielistelt. Tiivede hul-
gas, mis moodustasid miigaraid, olid ka lutserni ja ristiku miigarbakterid.

4. Astragalus sp.-1t isoleeritud 21 tiive moodustasid miigaraid 22 pere-
meestaimel 18-st perekonnast. Nende hulgas olid nii erinevad taimed,
nagu Medicago ja Wistaria. Seega niib olevat alust Wilsonil (1944), et
ta vditis: «On vahemalt 500 pohjust, et visata korvale ristinokulatsiooni-
rithmad.» Reservatsiooniks voiks olla see, et ta uuris ainult miigarate moo-
dustumist, mitte aga nende lammastiku sidumise voimet, kusjuures pal-
judel juhtudel oli miigarate moodustumine vdga nork, umbes tihel taimel
100-st tekkisid moningad (mitteefektiivsed) miigarad.

Siiski on kogunenud iisna palju toendeid, mis kinnitavad Wilsont tdhe-
lepanekute pohilisi seisukohti. Néditeks E. ja O. Allen (1940) leidsid, et
sojalt isoleeritud RhA. japonicum on voimeline moodustama suhteliselt efek-
tiivseid miigaraid Arachis hypogaea’l, mis kuulub Vigna riihma. Ka paljud
teised tiived (Rh. phaseoli ja Rh. lupini) produtseerivad hulgaliselt mitte-
efektiivseid miigaraid. _

Kleczkowska, Nutman ja Bond (1944) ning Kleczkowska ja Thornton
(1944) naitasid, et mitmed RhA. frifolii ja Rh. leguminosarum’i tiived voi-
vad infitseerida iiksteise peremeestaimi (vastavalt ristikut ja hernest),
kusjuures tekib vdhe (mitteefektiivseid) miigaraid. Veelgi himmastava-
mat pilti on ndidanud Caragana arborescens’ilt isoleeritud miigarbakteri
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tived (Gregory ja Allen, 1953): kaheksast tiivest iiks ei infitseerinud ka
omaenda peremeestaime, kuid andis miigaraid moningatel teistel taime-
del, néiteks Lespedeza’l. Ulejdanud tiived evisid moodukat voi head miiga-
rate moodustamise voimet viiel taimel seitsmest, mis péarinesid eri liblik-
oieliste perekondadest. Uhel juhul (Lotus corniculatus) osutusid miigarad
efektiivseteks, kuid Lotus uliginosus’el ei tekkinud {ildse miigaraid.

Teisest kiiljest ei miigardanud Caragana’t ennast iikski 30-st miigar-
bakteri tiivest, mille hulgas oli Rhizobium’i 6 tunnustatud liiki. Seepérast
on sellise peremeestaime siimbionti vdga raske seostada mone kindla
ristinokulatsiooniriihmaga. Bushnell, Sarles (1937) ja Reid (1936) naiita-
sid teatud kergeastmelist ristinokulatsiooni Vigna, Soja ja lupiini rithma
vahel, kusjuures see ristinokulatsiooni aste soltus aastaajast, millal katset
tehti.

Aughtry (1948) andmetel moodustusid miigarad Medicago falcata’l ja
Medicago sativa’l Astragaluse’e liikidelt eraldatud bakteritiivede mojul.

Kirjanduse andmed nditavad, et meie teadmised liblikoieliste ja miigar-
bakterite siimbioosist pdrinevad peamiselt bakteritiivede varieeruvuse uuri-
mistest. Vdhe katseid on aga tehtud eesmérgil uurida spetsiaalselt pere-
meestaimede osa selles siimbioosis.

Bjédlive (1933, 1937), mairkides peremeestaimede suurt osatdhtsust
siimbioosis bakteritega, tegi jdrelduse, et liblikoieliste taimede mingi péri-
lik faktor mojutab miigarate suurust, kuju ja asukohta taimede juurtel.
Ideed, et mingi eriline faktor médarab taime infitseerimise siimbiondi poolt,
pooldas ka Sievers (1954), kes kirjutas: «Siiski peab taimede juurte infekt-
sioon siimbiontide poolt soltuma moningatest tundmatutest faktoritest,
niagu seda voib jareldada infektsioonikatsetest.»

Paistab, et teadmiste praeguse taseme juures ei suuda me tiie kind-
lusega seletada pohjust, miks Rhizobium’i siimbioos piirdub ainult liblik-
oielistega. Siin tuleks mérkida, et see on iildse kogu elava looduse «spet-
siifilisuse» probleem: kuidas seletada, et teatav viirus vo6i mikroob suudab
nakatada ainult antud taime voi looma, kuidas seletada, et sellel voi tei-
sel organismil on tunnuseid, mis puuduvad teistel jne.



II. EKSPERIMENTAALOSA

1. MUGARATE ESINEMINE JA MORFOLOOGIA EESTIS
KASVAVATEL LIBLIKOIELISTEL

Uurimise eesméargiks oli analiilisida miigarate ja miigarbakterite esi-
nemist voimalikult paljudel Eestis kasvavatel liblikoielistel taimeliikidel.
Teatavasti on enamik metsikult kasvavaid liblikoielisi selles suhtes alles
tisna puudulikult 1dbi uuritud, eriti Eesti NSV ja ka kogu NSV Liidu maa-
alal. Venekeelses kirjanduses on vaid moned iiksikud autorid seda Kkiisi-
must méodaminnes kdsitlenud (Petrosjan, 1959; Kalnin$ jt., 1962; Verner
jt., 1967). Valiskirjanduses voib markida Allenit ja Baldwini (1954), E. ja
O. Allenit (1961) ning Rangaswami ja Oblisami (1962). Nimetatud
autorid méargivad, et miigarate moodustamise voimet 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. Vordlu-
seks olgu oeldud, et liblikoieliste sugukonda kuulub umbes 550 perekonda
13000 liigiga.

Teatavasti tdhendab teatud liblikoieliste liike nakatava miigarbakteri
liigi voi tiive esinemine looduslikus mullas seda, et vastavate liblikoieliste
kultuuride kiilvi puhul sellisesse mulda voib esineda spontaane nakatu-
mine ja miigarate moodustumine. Ei ole tdiesti védlditud ka voimalus, et
looduslike miigarbakterite tiivede seas voiks esineda selektsioonitooks
kasulikke.

«Eesti taimede maérajas» (Talts, 1966) esineb 25 liblikoieliste pere-
konda 84 liigiga (sealhulgas 4 pisiliiki). Nendest 10 perekonda, kokku 42
liigiga on margitud haruldastena voi paiguti esinevatena. Momngald neist
on leitud vaid aastate eest ja iiksikutel juhtudel. Seetottu ei olnud meil
voimalik 1dbi uurida koiki kirjeldatud liike.

40



Metoodika

Miigarad miigarbakterite eraldamiseks voeti vabariigi eri rajoonides
kasvavate liblikoieliste juurtelt arvestusega, et oleks haaratud voimalikult
rohkem liblikoieliste liike. Selleks kaevati taim mullast vélja ja vabastati
juured ettevaatlikult mullaosakestest, et mitte vigastada juurtel asuvaid
miigaraid. Jargnevalt eraldati miigarad juurelt pintsettide abil ja paigu-
tati katseklaasidesse, mis suleti korgiga. Uhtlasi viidi 1dbi vaatlused, mille
kdigus moodeti taimede korgus, tehti kindlaks miigarate paigutus juure-
siisteemil, loendati nende arv ning méarati suurus, kuju ja varvus. Iga
mulla erimil voeti vaatluse alla 10 taime, kokku 690 liblikoielist 16 pere-
konna 46 liigist. Neid jélgiti nii oitsemiseelses kui ka oOitsemisfaasis, sest
sel ajal toimus juurtel koige intensiivsem miigarate moodustumine. Vil-
jade valmimise faasis hakkas juuremiigarate hulk jarsult vdhenema, sest
vananemise tottu hakkasid miigarad lagunema.

Taimede risosfédarist voeti ka mullaproovid padrgamentkottidesse. Proo-
vide keskmine kaal oli 2560—400 g. Mullaproovide agrokeemiline analiiiis
tehti ohukuivadest mullaproovidest pohilises osas Eesti Vabariiklikus
(piirkondlikus) Agrokeemia Laboratooriumis Kuusikul.

Mulla reaktsioon (pH) maérati 1 n KCI suspensioonis elektromeetrili-
selt kinhiidroonelektroodi abil ning kergesti lahustuvate P;O5 ja K,O sisal-
dus Egnes-Riehmi laktaatpuhversegumeetodil. Proovide votmisel koostati
mullaprofiilide kirjeldused metoodika jdrgi, mida kasutavad vabariigi mul-
{auurijad (Piho jt., 1960). Kirjandusest on teada, et liblikoielistel on miiga-
rate esinemine ja lammastiku sidumise voime vahetus seoses mulla oma-
dustega. Seepédrast piiiiti enam levinud liblikoielistel vastavaid seoseid
analiiiisida eri mullatiiiipides.

Tulemused tootati 1abi statistiliselt. Seosed taimede korguse ning
miigarate hulga, suuruse ja mahu vahel méirati korrelatsioon- ja osa-
korrelatsioonarvutuste teel (Urbahh, 1963). Seoste tugevust viljendati
korrelatsioonikoefitsiendi (r) védartusena. Mitteparameetriliste markide
kriteeriumi (Z) kasutati iihelt poolt taimede korguse, miigarate 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 miigarate leviku ja morfoloogi-
liste nditajate kohta Eesti NSV-s koige levinumatel liblikoielistel on esi-
tatud tabelites 2—4 ja joonistel 3—11.

41



i
D
NN
N
\\
R

v, 1 )2
A
=%
=77 4
=X7777,
:"/C'//’ 7 |
X% 7,
=",
Y,
=
41 X727
47,
NS Z22
2 g2 2%
16 PPN 2%
(HEHPERRIN A2,
i HintNa77
I 0l ll{///,
| ! %
EESTI NSV MULLASTIKU VALDKONNAD il e
(A.Lillema) ,7||:| ”,:||l|‘:||,““
e . | 19111
Tuadpitiste kamar: karbonaatmuldade (rahkmuldade) NN l: e | { "l
(7]  Jasoastunud muldade valdkond (Loode- ja !JJ I
Pohja-Eesti ning saared) il Il
g Leostunud ja leetunud kamar-karbonaatmul- v Leet, soostunud leet- ja soomuldade \' il 111 AN fHH
dade (ja-harbonaatsete muldade) véld- d  (Vabe-Eesti) valdkond il [
kond TKesh-Eest)) : : Leet. soostunud leet- ja soomuldade
Kamar-leetmuldade vaidkond (duna-Eest) (Peipsiaérne) vaidkond
Kamar-glei- a lammimuldade (setfealade) Kiviste leetmuldade (mereranniku e. giindieelne) valdkond
=S valdkond (Laane-Eesti 5 ; ’
akdiond (L4gme-Eesh) Erodeerunud kamar-leetmuldade (moreenkiingastike) valakend
Joonis 3. Liblikoieliste kogumise kohgd. / — Lupinus luteus, 2 — Lupinus polyphyllus, 3 — Ononis repens, 4 — Ononis arvensis,
i — Medicago lupulina, 6 — Medicago falcata, 7 — Médicago sativa, 8 — Melilotus dentatus, 9 — Melilotus officinalis, 10 —
Melilotus albus, 11 — Trifolium montanum, 12 — Trifolium repens, 13 — Irifolium hybridum, 14 — Trifolium spadiceum, 15 —
Trifolium strepens, 16 — Trifolium fragiferum, 17 — Trifolium medium, 18 — Trifolium alpesire, 19 — Trifolium pratense,
20 — Trifolium arvense, 21 — Anthyllis vulneraria, 22 — Lotus corniculatus, 28 — 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 -
Vicia 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.




Uurimistulemused

Uurimine naitas, et koigil vaatluse all olnud liblikoielistel, vdlja arva-
tud Astragalus glycyphyllus, leidub miigaraid (tabel 2). Et aga Jenseni
(1963) andmeil esineb miigaraid ka sellel liigil, tuleb enne lopliku jérel-
duse tegemist seda liiki veel kontrollida. Miigarate puudumise pohjuseks
meie vaatlusmaterjalis voisid olla kas mulla happeline reaktsioon (pHgc
5.0—5,7) voi liiga madal kergesti lahustuvate difosforpentoksiidi ja kaa-
liumoksiidi sisaldus (tabel 2).

Miigarad asetsesid liblikoielistel taimedel nii pea- kui ka kiilgjuurtel.
Nad olid juurtega tihedasti seotud ja nende pind oli kas sile voi kare.
Miigarate kuju ja suurus varieerus soltuvalt peremeestaimedest. Suhteli-
selt koige suuremad miigarad (5—8 mm) olid Lathyrus odoratus’el,
L. maritimus’el, Astragalus danicus’el, Vicia sylvatica’l, V. faba’l, Phaseo-
lus vulgaris’el, Lupinus luteus’el ja L. polyphyllus’el, koige véiiksemad
(0,5—1,5 mm) aga Lotus corniculatus’el ja Trifolium’i liikidel. Teistel koi-
kus miigarate 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 miigarate suurus liblikoielistel liigi piirides korrelatsioonis miigarbak-
terite efektiivsusega. Efektiivsuseks nimetatakse summaarset resultaati,
mis avaldub taimede kasvus ning mullaviljakuses miigarbakterite toime
tagajarjel. Seega, mida suuremad on miigarad, seda rohkem seovad nad
ohuldmmastikku. Ainult lupiini puhul on tdheldatud vastupidist korrelat-
siooni (Deherain, Demoussy, 1960; Dorossinski jt., 1960).

Et meie taimede ldmmastikusisaldust ei maédranud, pole voimalik sel-
les kiisimuses oma seisukohta esitada. Taimede korguse ja miigarate suu-
ruse vahelise seose mdaramiseks tehtud korrelatsioon- ja osakorrelatsioon-
arvutused aga néitasid, et monel juhul on miigarate suurus korrelatsioonis
taimede korgusega (tabel 3). Nagu tabelis esitatud andmetest nahtub, on
selline seos Lathyrus vernus’el, Anthyllis vulneraria’l ja Medicago lupu-
lina’l. Neil juhtudel, mil kolmanda faktori (miigarate arv) moju oli téie-
likult vilistatud, esines korrelatsioon taimede korguse ja miigarate suu-
ruse vahel 8 taimeliigil: Lathyrus vernus’el, L. sylvestris’el, Trifolium
arvense’l, T. repens’il, Ononis arvensis’el, Lotus corniculatus’el, Anthyllis
vulneraria’l ja Medicago lupulina’l. Et taimede korgust voib pidada kaud-
seks ldmmastikusisalduse peegeldajaks, siis nditas andmete statistiline
analiiiis, et suuremate miigarate korral seotakse ka rohkem o6hulimmas-
tikku. Samasse liblikoieliste perekonda kuuluvatel liikidel oli miigarate
kuju sageli erinev. Nii leiti Trifolium’i liikidel {immargusi ja kepikujulisi,
Vicia liikidel iimmargusi, nuia- ja kdpakujulisi miigaraid. Tetragonolo-
bus’e, Lotus’e, Oxytropis’e, Ononis’e ja Anthyllis'e perekonnas olid aga
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Eesti NSV-s kasvavatel liblikoielistel leiduvate

E Mulla
k= P,0 O
Taim Lejukoht S, | 2 ! 0 | K
ZE | E | PH | 100 g ohukuivas
[ i e ' mullas mg
1 2 ELT N 6.1} 37
Lupinus luteus Harju raj., Harku, aed K"’ Is 7.2 14,0 11
Lupinus polyphyllus Rakvere raj., Polula, Ko Is 6,9 18,0 13
aed
Ononis repens Kingissepa raj., Leisi, Kog Is 6,8 1’6 7
teeserv
Kingissepa raj., Kaali, K” Is 7,2 3,0 19
teeserv
Ononis arvensis Kingissepa raj., Suur- Kg 1 73 5,0 2
lahe jdrv, karjamaa
Haapsalu raj., Laelatu, K’ Is 6,8 5,0 15
puisniit
Samas Kg Is i1 2,0 7
Medicago lupulina Haapsalu raj., Laelatu, K"’ Is 2 9,0 14
puisniit
Samas K Is 6,9 4,0 8
Kingissepa raj. Kg Is 7,3 11,0 10
Kingissepa, teeserv
Rapla raj., Rokalu, Kg Is 2 6,0 4
teeserv
Harju raj., Harku, Kg sl 7,0 45 8
s00t
Rakvere raj., Alulinna, Kg Is 13 16,0 5
karjamaa
Medicago falcata Haapsalu raj., Laitse, K” Is 7 4,0 21
polluserv
Medicago sativa Ra‘k\izre raj., Kulina, K” Is 6,7 35,0 30
po
Melilotus dentatus Kingissepa raj., Muhu, Kg Is 7,2 7,5 14

mererand

Andmed taimede korguse ja miigarate kohta on antud 10 taime keskmisena.

Kg  — gleistunud karbonaatne kamarmuld,

K7 — keskmise siigavusega tiiiipiline kamar-karbonaatmuld,
K”  — Ohuke tiiiipiline kamar-karbonaatmuld,

Ko  — leostunud kamar-karbonaatmuld,

Kog — gleistunud leostunud kamarmuld,

Gk  — karbonaatne kamar-gleimuld,

Lk, — norgalt leetunud kamar-leetmuld,
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juuremiigarate morfoloogiline iseloomustus

Tabel 2

g Miigarate
0 l
iz
é .%L arv kuju } rsnurillrus | varvus
ey | |
8 9 10 | ) } 12
49 10 Ovaalne 5,0—8,0 N — pruunikas-valge
V — pruunikas-must
68 7 Ummargune ja 5,0—8,0 Sama
ovaalne
26 6 Ummargune 1,0—2,5 N — valge
V — norgalt pruunikas
31 9 Sama 1,0—25 Sama
38 11 Sama 1,0—2,5 Sama
36 11 Sama 1,0—2,5 Sama
36 7 Sama 1,0—2,5 Sama
43 49 Kéapakujuline 2,0—6,0 N — pruunikas-valge
V — pruunikas-must
31 29 Sama 2,0—6,0 Sama
43 36 Sama 2,0—6,0 Sama
39 38 Sama 2,0—6,0 Sama
29 32 Sama 2,0—6,0 Sama
42 62 Sama 2,0—6,0 Sama
57 13 Sama 2,0—6,0 Sama
53 22 Sama 2,0—6,0 Sama
88 21 Sama 2,0—6,0 Sama
Lkir — keskmiselt leetunud kamar-leetmuld,
Lir  — keskmiselt leetunud leetmuld,
Kig — gleistunud leetunud kamarmuld,

My —

1 '
o Aa

turvas-kodu-glei-madalsoomuld,
Go — leostunud kamar-gleimuld,

liiv, sl — saviliiv, Is — liivsavi, t, — keskmiselt lagunenud turvas.
noorena, V — vanana.
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I | 2 Vagoo]saig 2uli Saldhoms 7
Melilotus officinalis Rakvere raj., Alulinna, K” Is 7.2 8,0 3
teeserv
Melilotus albus Kingissepa raj., Kaali K” sl 7,0 30,0 18
jarv, teeserv
Trifolium montanum Rapla raj., end. Kernu Ko sl 6,8 1,0 6
mois, kuiv niit
Trifolium repens Rapla raj., Kadaka, Go 1 59 45 5
teeserv
Harju raj., Harku, Kog sl 7,0 55 i
puisniit
Trifolium hybridum Rakvere raj., Kiiti, Kt sl 7,3 10,0 9
teeserv
Trifolium spadiceum Rakvere raj., Sagadi, K”’ Is 6,7 40,0 6
karjamaa
Trifolium strepens Viljandi raj., end. P66g- Lky; sl 5,3 1,5 2
le mois, metsaserv
Trifolium fragiferum Kingissepa raj., Atla Gk sl 7,1 5,0 40
laht, karjamaa
Trifolium medium Haapsalu raj., Risti, K~ sl T 55 13
metsaserv
Trifolium alpestre Kingissepa raj. Viidu- Lk 1 5,6 2,0 7
mde, méinnimets
Trifolium pratense Voru raj., Husari, Kg 1 gk 5,0 5
raudteetamm
Trifolium arvense Rakvere raj., Oandu, Ko 1 6,7 13,0 3
SO0t
Kingissepa raj., Salme Kg 1 7,0 3,0 1
kiila, teeserv
Rakvere raj., Alulinna, Kog 1 6,0 8,0 2
karjamaa
Anthyllis vulneraria Haapsalu raj., Laelatu, Kg Is 7,0 5,0 13
puisniit
Kingissepa raj., Kaali Ko 1 7,0 3,0 1
jarv, teeserv
Harju raj., Minniku, K” 1 7,4 6,0 2
raudteetamm
Lotus corniculatus Haapsalu raj., Laelatu, Kg Is 6,9 4,0 8
puisniit
Kingissepa raj., Atla, L | 4,7 3,0 8
karjamaa
Rapla raj., Nomme- Ko sl 7,0 0.5 10
aluse, teeserv
Tetragonolobus siliquosus Haapsalu raj., Laelatu, Kg Is 7,0 2,5 24
puisniit
Caragana arborescens Rakvere raj., Roela, K’ 1 6,8 6,5 7
puukool
Astragalus danicus Rapla raj., Hageri, Ko sl 7,0 155 3
metsaserv




Tabel 2 (jarg)

8 9 10 By | 12
84 17 Sama 2,0—6,0 Sama
s 20 Piklik ja képa- 2,0—6,0 Sama
kujuline
28 6 Ummargune 1,0—-3,0 N — roosakas-valge
V — pruunikas
26 18 Piklik ja kepi- 1,0—-3,0 Roosakas-valge
kese kujuline
31 22 Sama 1,0—-3,0 Sama
19 29 Ummargune 1,030 N — roosakas-valge
V — pruunikas
16 25 Sama 1,0—-3,0 Sama
19 23 Ummargune 1,030 N — roosakas-valge
V — pruunikas
10 24 Piklik 0,5—2,0 Sama
28 28 Ummargune 1,635 Sama
31 24 Sama 1,0—-3,0 Sama
25 15 Sama 1,0—3,0 Sama
16 28 Ommargune ja 0,5—3,0 N — valge
piklik v V — norgalt pruun
16 26 Ommargune 0,5—3,0 Sama
12 26 Sama 0,5—3,0 Sama
25 69 Ummargune 1,0—-3,0 Kollakas
20 45 Sama 1,0—-3,0 Sama
28 68 Sama 1,0-3,0 Sama
23 10 Sama 1,0—2,0 Valge
18 4 Sama 1,0—2,0 Sama
28 12 Sama 1,0—-2,0 Sama
19 T Sama 2,0—4,0 Kollakas-valge
32 7 Ummargune 3,0—6,0 Pruunikas-valge
26 26 Nuiakujuline 4.0—-6,0 Punakas-pruun
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1 2 |28 ¢] <4 | (5 |0 06 7
Astragalus glycyphyllus Rakvere raj., Kulina, Kg sl 5,7 1,0 4
puisniidu nolv
Kingissepa raj., Viidu- Lk, sl 5,0 1,5 5
mae, kuuse-segamets
Oxytropis pilosa Kingissepa raj., Viidu- K” 1 7,4 2:5 5
mdie, minnimets
Onobrychis vicifolia Kingissepa raj., Kuus- Kg Is %l 85 9
nomme mois, pollu-
serv
Vicia tetrasperma Harju raj., Mdnniku, K~ 1 7.4 6,0 2
raudteetamm
Vicia cassubica Kingissepa raj., Viidu- Kog | 6,0 25 7
maée, metsaserv
Vicia sylvatica Rapla raj., Hageri, Kg Is 7,1 8,5 8
metsaserv
Rakvere raj., Anguse, Lix 1 5,3 13,0 30
kuuse-segamets :
Kingissepa raj., Kaar- K;g sl 4,6 1,0 13
ma, lepik
Vicia cracca Haapsalu raj., Laelatu, K”’ Is 6,9 25 4
puisniit
Vicia sepium Harju raj., Harku, Kg 1 7,1 2,0 2
puisniit i
Vicia sativa Rak\iere raj., Kiiti. K Is 70 > 40,0 34
pold
Viljandi raj., Poogle, Lk sl 5,1 3,0 9
pold
Vicia faba Harju raj., Harku, K7 Is 7,0 5.5 7
pold
Lathyrus odoratus Harju raj., Harku, Je Is 6,7 by 6
aed
Lathyrus sylvestris Rakvere raj., Oandu, Lk 1 58 7,0 4
teeserv
Rapla raj., Pajuka My’ to 6,1 6,0 14
mois, kuuse-sega-
mets
Valga raj., Piiri, Ko Is 7,0 6,0 8
metsaserv
Lathyrus pratensis Haapsalu raj., Risti, K~ sl Bl 5,5 13
metsaserv
Lathyrus palustris Rapla raj., Pajuka My b 5,5 15 5
mois, luhaniit
Lathyrus pisiformis Rapla raj., Nomme- Kg sl 7,0 2,0 19
aluse, puisniit ;i
Lathyrus maritimus Kingissepa raj., Hari- Ko 1 6,7 1,0 1
laid, meredir
Lathyrus vernus Haapsalu raj., Lae- Kg Is 6,9 4,0 8

48

latu, puisniit




Tabel 2 (jarg)
8 | 9 10 ) 12
40 Migaraid ei leitud
46 Migaraid ei leitud
27 5 Ummargune 25130 N — valge,
V — hallikas-valge
31 6 Nuiakujuline 1,0—3,0 N — pruunikas-valge
V — pruunikas-must

32 7 Ummargune ja 1,035 N — valge

ovaalne V — kollakas
43 9 Kepikesekuju- 1,0—2,5 Valge

line
76 22 Képakujuline 4575 Sama
63 19 Sama 4575 Sama
48 9 Sama 45—75 Sama
41 12 Kepikesekuju- 1,0—2,5 Sama

line
65 23 Ummargune ja 1,5—4,0 N — valge

ovaalne V — kollakas
69 18 Sama 1,5—4,0 Sama
58 10 Sama 1,5—4,0 Sama
73 20 Ummargune ja 5,0—8,0 N — valge

cvaalne V — kollakas
90 8 Nuia- ja kipa- 5,0—6,0 N — valge

kujuline V — norgalt pruunikas
37 5 Ummargune 3,0—5,5 Valge
49 6 Sama 3,0—4,5 Sama
73 13 Sama 3,0—5,5 Sama
34 5 Sama 0,5—3,0 Sama
o 4 Sama 2,0—4,0 Sama
39 2 Ummargune- ja 4,0—5,0 Pruunikas-valge

nuiakujuline
29 3 Nuia- ja képa- 5,0—6,0 N — valge

kujuline V — norgalt pruunikas
44 26 Nuiakujuline 5,0—6,0 Sama

4 E. Péarsim
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Rapla raj., Jaani, Ko sl 6,6 0,5 3
kuuse-segamets
Rapla raj., Varbola, K,g sl 5,7 0,5 10
kuuse-segamets ’
Lathyrus niger Haapsalu raj., Viidu- Kog 1 6,0 2,5 14
made, raiesmik
Pisum arvense Haapsalu raj., Laitse, K Is 1.2 9,0 7
pold
Pisum sativum Rakvere raj., Polula, Ko Is 6,6 30,0 8
pold
Phaseolus vulgaris Harju raj., Harku, aed K’ Is 6,7 5,6 9

Liblikoieliste korguse ja nende juuremiigarate morfoloogiliste

|

Liblikoieliste liik Taimede arv TTK X MA r’TK X MA, MS |

Lathyrus vernus 30 0,491 0,411 |
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 i
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

r’ — osakorrelatsioonikoefitsiendi viartus,
mille puhul 3. faktori (komaga eraldatud)
moju on vilistatud.

* — korrelatsiooni P < 95%.
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Tabel 2 (jiarg)
8 9 10 1 12
46 15 Sama 5,0—6,0 Sama
32 13 Sama 3555 Sama
4] 23 Ummargune 1,5—3,0 Valge
62 13 Sama 3,0—5,0 N — valge
V — norgalt pruunikas
43 14 Sama 3,0—5,0 Sama
48 14 Sama 5,0—6,0 Roosakas
T abel.i3
tunnuste korrelatsioon
I ’ ’
ITK X MS T'TK X MS, MA TMA X MS 'MA X MS, TK 'TK X MM
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

4

TK — taimede korgus,
MA — miigarate arv,
MS — miigarate suurus,
MM — miigarate maht.



ainult iimmargused ning Medicago perekonnas ainult kdpakujulised miiga-
rad. (Terminoloogia miigarate kuju kohta on antud autori enda poolt.)

Miigarate kuju huvitas meid kui véimalik abikriteerium miigarbakte-
rite klassifitseerimisel. Selgus aga, et liblikoieliste juurtel leiduvate
miigarate morfoloogia varieerub tublisti nii sama perekonna kui ka liigi
piirides.

Moned uurijad (Chen, Thornton, 1940; Virtanen, Laine, 1946) on tihel-
danud seost miigarate viarvuse ja efektiivsuse vahel: punaste virvitoonide
korral on miigarbakterite efektiivsus korge, pruunide puhul madal.

Miigarate virvus soltub miigarates leiduvast pigmendist. On kindlaks
tehtud jargmisi pigmente: hemoglobiin (punane), holeglobiin (roheline)
ja methemoglobiin (pruun) (Pochon, de Barjac, 1960).

Virtanen ja Laine (1946) niitasid, et rohelised ja pruunid pigmendid
moodustuvad punasest pigmendist miigarate degeneratsioonistaadiumis.
Seda kinnitavad ka meie vaatluste tulemused. Nimelt olid noored miigarad
enamasti valged, roosakasvalged ja punakaspruunid, kuid vananedes
muutusid nad pruuniks voi pruunikasmustaks. Varustades miigarbaktereid
hapnikuga, tdidab miigarates leiduv hemoglobiin (biokeemiline efektiiv-
suse kriteerium) hapnikureservuaari ja -iilekandja funktsiooni (Garka-
venko, 1962). Miigarate vérvuse jargi saab otsustada ka kdrge fiisioloo-
gilise aktiivsusega ainete, sealhulgas vitamiini B, sisalduse iile (Levin jt.,
1954; Rouate, Lochhead, 1955).

Uurimine nditas, et miigarate hulk liblikdieliste juurtel on korrelat-
sioonis mulla reaktsiooniga (tabelid 2, 3, 4): mulla madalama pH puhul
taheldati samal liblikoieliste liigil marksa vidhem juuremiigaraid kui kor-
gema pH korral. Nii kéikus miigarate arv Vicia sylvatica’l 9(pHgci4,6)
ia 22(pHgci7,1), Lathyrus sylvestris’el 5(pHgc5,8) ja 13(pHkci7,0), L. ver-
nus’el 13(pHgci5,7) ja 26 (pHgci6,9), Lotus corniculatus’el 4(pHgc4,7) ja
]2(pHK;CI770) Vahel.

Nagu eespool deldud, varieeruvad nii miigarate moodustumine kui ka
nende arv, suurus ja vidrvus seoses mulla omaduste muutumisega. Koige
rohkem miigaraid moodustub neutraalse kuni leeleka reaktsiooniga
(pPHkci6,8—7,2) lubjarikastes muldades, kus kergesti lahustuvate difos-
forpentoksiidi- ja kaaliumoksiidisisaldus on korge. Nihtavasti on need
miigarad iihtlasi korge efektiivsusega, mida niitavad nende roosa virvus,
taimede suurem kdrgus ja tumeroheline lehestik (tabel 4). Seost mulla
pH ja taimede korguse vahel nditavad joonis 4 ja tabel 4. Vaatluse all
olnud 11 liblikoieliste liigist vastas 8 liigi korral korgemale mulla pH-le
suurem taimede korgus. Eriti hédsti tuli ilmsiks niisugune seos Lathyrus
sylvestris’e pHgc,5,8 (37 cm) ja pHk¢ 7,0 (73 em), Vicia sylvatica pHygci4,6
(48 cm) ja pHge7,1 (76 cm), Vicia sativa pHyc,5,1 (58 cm) ja pHgc 7,0
(69 cm) puhul. Lathyrus vernus’el aga ei olnud need suurema pH-ga
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mullal kasvavad taimed korgemad. Kahel juhul — Trifolium arvense’l ja
Medicago lupulina’l — jdi mulla pH suurenedes taimede korgus samaks.

Korrelatsioon- ja osakorrelatsioonarvutused (tabel 3) néitasid, et tai-
mede korgus on seoses miigarate arvuga. Suhteliselt tugevam oli seos
Vicia sativa’l, V. sylvatica’l, Ononis arvensis’el, O. repens’il, Medicago
lupulina’l ja Lotus coriculatus’el. Konesoleva korrelatsiooni tugevuses eri
perekondade vahel olulisi lahkuminekuid ei esinenud.

Miigarate arvu ja suuruse vahel tdheldasime negatiivset korrelatsiooni
neljal taimeliigil: Lathyrus sylvestris’el, Trifolium arvense’l, Ononis arven-
sis’el ja Lotus corniculatus’el. Kirjanduse andmed iitlevad, et mida suure-
mad mootmeilt on liblikoieliste juuremiigarad, seda vdhem neid esineb
(Geltser, 1948).

Liblikoieliste taimede ja miigarate vahelise seose paremaks iseloomus-
tamiseks voeti kasutusele veel moiste «miigarate maht», mis arvutati tai-
mel esinevate miigarate arvu ja nende suuruse alusel. Tabelist 4 selgub,
et vaatluse all olnud 11 liblikoieliste liigist esines 10 liigil vordlemisi
tugev seos taime kasvu ja tema juurtel leiduvate miigarate mahu vahel.
Ainult Trifolium arvense’l selline seos puudus. Ka miigarate mahu ja
mulla reaktsiooni vahel tdheldasime seost (tabel 4), kusjuures need tule-
mused olid iildjoontes vdga sarnased andmetega, mis saadi liblikoieliste
korguse ja mulla reaktsiooni vahelise korrelatsiooni arvutamisel.

Liblikoieliste risosfédarist voetud mullaproovide analiiiis naitas, et ena-
mikus ja peaaegu eranditult kasvavad liblikoielised kamar-karbonaatmul-
dadel ja soostunud kamarmuldadel (tabel 2, joonis 3). Seejuures leiti
koige rohkem ja koige haruldasemad liigid Laelatu puisniidult Haapsalu
rajoonis (Tetragonolobus siliquosus, Ononis arvensis) ja Viidumaéelt Kin-
gissepa rajoonis (Ononis repens, Trifolium alpestre, Astragalus glycyphyl-
lus, Oxytropis pilosa, Onobrychis viciifolia, Lathyrus maritimus, L. niger,
Vicia cassubica).

Miigarbakterid on mulla reaktsiooni suhtes liigiti erinevate nouetega.
Moned bakteriliigid voivad taluda vordlemisi tugevat happelisust (pH
4,9 — ristik, pH 4,7 — vikk, hernes, pH 4,2 — soja, pH 3,2 — lupiin).
Kuid sellise kriitilise happelisuse puhul vdheneb miigarbakterite arv mul-
las jarsult.

Liblikoieliste 11 liigilt eraldatud miigarbakterid voib suhtumise jargi
mulla reaktsioonisse jaotada kahte rithma (joonis 4). Esimese riihma
moodustaksid need bakterid, mis kasvavad laias pH piirkonnas. Vicia syl-
vatica juurtel leiti miigaraid mullast, mille pHgc, oli 4,6—7,1, Lotus corni-
culatus’el 4,7—7,0, Vicia sativa’l 51—7,0, Lathyrus vernus’el 5,7—6.9,
L. sylvestris’el 5,8—7,0, Trifolium repens’il 59—7,0 ja T. arvense’l 6,0—7,0.
Teise rithma kuuluksid kitsas pH piirkonnas kasvavad miigarbakterid, mida
leiti Ononis repens’il pHgc 6,8—7,2, O. arvensis’el pHgc, 6,8—7,3, Anthyl-
lis vulneraria’l pHgcey 7,0—7,4 ja Medicago lupulina’l pHgc, 6,9—7,3 puhul.
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Joonis 4. Taimede korguse sdltuvus mulla reaktsioonist. / — 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 koige tundlikumad on Medicago, Ononis’e
ja Anthyllis’e liigil ning koige resistentsemad Vicia, Trifolium’i, Lathyrus’e
ja Lotus’e liigil arenevad miigarbakterid.

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

Kuigi miigarbakterid voivad areneda ja moodustada miigaraid kiillaltki
madalate pH véartuste puhul, ei tdhenda sece veel, et nad neis tingimus-
tes on voimelised siduma ochuldmmastikku. Vastupidi, on teada, et happe-
listes muldades ei ole miigarbakterid voimelised siduma molekulaarset
ldammastikku voi seovad seda vdga vidhesel maddral. Nii leidis Virtanen
(1928), et ristiku ja herne miigarbakterid kasvavad mullas kiill pH 4,0
korral, kuid nad ei seo ohuldmmastikku, kui pH < 5,0. Jenseni (1948)
andmetel voib ristik siduda molekulaarset lammastikku mullas, mille pH
on 4,245, kuid viiksema intensiivsusega kui pH 6,8--7,3 puhul.
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Arvukad uurimused (Fjodorov ja Podjapolskaja, 1950; Rassel, 1955;
Petrosjan, 1959) néitavad, et peale sobiva mullareaktsiooni on miigarbak-
terite kasvuks ja lammastiku sidumiseks vaja, et mullas leiduks kiillalda-
selt fosforit ning kaaliumi. Oluline on nende toiteelementide omavaheline
suhe. Kbige sobivamaks peetakse KO ja P;Os suhet mullas 1:1,72 (Gelt-
ser, 1948).

Kéesolevas t60s analiiiisitud 69 mullaproovist oli K,O ja P20Os suhe
ainult kahes proovis (Lathyrus sylvestris’e risosfairist Rakvere rajoonist
ja Melilotus albus’e risosfadrist Kingissepa rajoonist) lihedane F. Gelt-
seri poolt soovitatule. Teiste liblikdieliste puhul oli difosforpentoksiidi- ja
kaaliumoksiidisisaldus mullas vdga erinev, kusjuures suurema sisaldu-
sega kaasnes enamasti suurem juuremiigarate arv. Seda kinnitab ka meie
andmete statistiline analiiiis (tabel 4).

Jarelikult avaldavad kaaliumi- ja fosforiiihendid mullas soodsat moju
nii miigarbakterite kui liblikdieliste kasvule ning arenemisele (viimasfel
korvaljuurte hulk suureneb).

Kokkuvote

Kéesolevas peatiikis esitatud materjalid sisaldavad eelkoige andmeid
miigarate esinemise ja morfoloogia kohta liblikdieliste juurtel, kusjuures
need langevad pohiliselt iihte varem kirjanduses leiduvate andmetega. Kat-
setulemuste véljaarvutamine aga véimaldas niidata seoseid iihelt poolt
taimede korguse, miigarate arvu, suuruse ja mahu ning teiselt poolt
mulla agrokeemiliste omaduste vahel, mille kohta seni ilmunud kirjandu-
ses on vordlemisi vdhe andmeid. Samuti piistitati uusi oletusi pohjuste
kohta, millele allub miigarate morfoloogia peremeestaimede juurtel.

Saadud tulemuste najal voib viita, et miigaraid esineb koigil uuritud
liblikdielistel ning nad erinevad iiksteisest kuju, suuruse ja arvu poolest.
Erinevused on tingitud iihelt poolt liblikaieliste perekonnast ja liigist, tei-
selt poolt mullaerimist, mulla reaktsioonist ning kergesti lahustuvast
difosforpentoksiidist ja kaaliumoksiidist. Spetsiaalsete votete kasutamine
katseandmete ldbité6tamisel voimaldas kindlaks teha moningaid iildisi
tendentse, mis lubavad jdreldada, et peremeestaimede kasv oleneb juure-
miigarate arvust nende juurestikul, kusjuures miigarate arv omakorda on
korrelatsioonis mulla reaktsiooniga ning difosforpentoksiidi- ja kaalium-
oksiidisisaldusega mullas. .

Miigarbakterid on liigiti mulla reaktsiooni suhtes erinevate nouetega.
Koige rohkem miigaraid moodustub neutraalse kuni leeleka reaktsiooniga
(pPHkci 6,8—7,2) lubjarikastes muldades. Happelistes muldades ei ole
miigarbakterid voimelised siduma molekulaarset limmastikku voi seovad
seda vdga viahesel méiral. Viimane asjaolu on kiillalt suure praktilise
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tihtsusega, eriti kui silmas pidada nitragiini kasutamist meie poldudel.
Teatavasti podratakse mulla omadustele vdga vihe tdhelepanu. Nitragiini
kasutamine voib kone alla tulla ainult neil p6llumuldadel, mille agrofoon
(muldade kultuuristatuse aste, nende harimis- ja védetamistase, toitainete
sisaldus) on sobiv miigarbakterite elutegevuseks. Pohiliseks meetodiks
miigarbakteritele sobivate elutingimuste loomisel on muldade lupjamine,
mida kasutatakse mulla happesuse vihendamiseks.

Peale muldade lupjamise on tarvis, et mullas oleks loodud ka opti-
maalne siisiniku-, fosfori- ja kaaliumiithendite foon. Seepédrast on vaja
korvuti muldade lupjamisega mulda viia kaalium- ja fosforvidetisi ning
isegi vdhesel médral mineraalseid ldmmastikvéetisi. Sest nagu juba ees-
pool mirgitud, evivad miigarbakterid siimbioosis liblikoielistega koige
suuremat ohuldmmastiku sidumise voimet just vdikeste ldmmastikukoguste
manulusel (15—20 kg/ha) (Kalnin$, 1963, 1965; Fjodorov ja Laslo, 1956;
Dorossinski jt., 1960; Sevtsuk, 1962; Lange ja Parker, 1960; Bjalive,
1963).

Oleme seisukohal, et nitragiini kasutamisel saadav negatiivne voi vaga
viike positiivne efekt on tingitud eeskétt mittesobivatest mulla omadus-
test, mitte aga nitragiini madalast efektiivsusest.

2. MUGARBAKTERITE MORFOLOOGILISED, FUSIOLOOGI-
LISED JA BIOKEEMILISED OMADUSED

Rhizobium’i liigilist klassifikatsiooni on kisitletud peamiselt 6koloogi-
lise omaduse pohjal — voime jdrgi moodustada miigaraid teatud liblik-
oieliste juurtel (Krassilnikov, 1949; Bergey, 1957). Viahe tdhelepanu on
pooratud nende bakterite morfoloogilistele, fiisioloogilistele ja biokeemi-
listele omadustele.

Mitmetes viimastel aastatel ilmunud to6des (Allen, Baldwin, 1954; Jen-
sen; 1958; Smith, 1958; Manil, 1963; Graham, 1964) ei peeta Rhizobium’i
liikkide mdédramist ainult 6koloogiliste omaduste pohjal oigeks ja ei soovi-
tata sellele kriteeriumile tuginevat nomenklatuuri enam jatkata. Vastasel
korral ei saaks miigaraid mittemoodustavaid bakteritiivesid arvata Rhizo-
bium’i hulka, kuigi neil on koik vastavad morfoloogilised, fiisioloogilised
ja biokeemilised tunnused. Sellisteks bakteriteks voivad olla avirulentsed
Rhizobium’i tiived. Samuti peab arvestama, et miigarbakterid ei asusta
ainult miigaraid liblikoieliste juurtel, vaid neid eluneb mullas ka vabalt.
Arvatakse isegi, et liblikoieliste taimede asustamine Rhizobium’i poolt on
mittespetsiifiline (Rippel-Baldes, 1952; Jakob, 1953).

Seepirast tuleb pidada o6koloogilistest omadustest palju olulisemateks
ja mddravamateks mikroorganismide morfoloogilisi, fiisioloogilisi ning
biokeemilisi tunnuseid.
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Kéesolevas peatiikis kasitletud uurimiste eesmark oli vélja selgitada,
missugused morfoloogilised, fiisioloogilised ja biokeemilised omadused olid
meie poolt isoleeritud miigarbakterite tiivedel (Parsim, 1966, 1967) ning
missuguste Rhizobium’i liikide hulka nad paigutada olemasolevate klassi-
fikatsioonide jargi.

Metoodika

Uurimiseks kasutati 38 Rhizobium’i tiive, millest 33 eraldati autori
poolt (Parsim, 1966, 1967) Eesti NSV eri rajoonides kasvavatelt liblikoie-
listelt (15 perekonda 33 liiki). Lisaks neile kasutati Genista, Ornithopus’e,
Trigonella, Lens’i ja Soja miigaratest eraldatud Rhizobium’i puhaskul-
tuure, mis saadi Uleliidulisest Pollumajandusliku Mikrobioloogia Teadus-
liku Uurimise Instituudist N. M. Lazareva kogust. T66s kasutatud tiived
esindasid koiki Bergey (1957) ja Krassilnikovi (1949) mairajates toodud
Rhizobium’i litke (exl. Rh. pschati). Tiivesid, mille liigilise kuuluvuse kohta
neis mdaarajates andmed puudusid, nimetati vastavate peremeestaimede
jargi, millelt nad eraldati.

Rhizobium’i tiived isoleeriti tdiskasvanud taimede tervetest juuremiiga-
ratest Alleni (1953) metoodika jérgi.

Petri tassid voeti 5 korduses.

Sootmena kasutati EBI-s V. Tohveri poolt kasutusele voetud jirgmise
koostisega pohisoodet (MBP): 0,5 g KoHPO,, 1000 ml destilleeritud HsO,
0,2 g MgSO4 0,1 g NaCl ja 0,2 CaCl,. Mikroelementide segu Fjodo-
rovi (1951) jérgi oli jargmine: 1 ml FeCl; (jiljed), 50 g manniiti,
30 ml parmivett ja 15,0 g agar-agarit. Korvalise mikrofloora kasvu alla-
surumiseks lisati 10 ml 0,25%-list kongo punase lahust.

Kirjandusest on teada, et lupiin kasvab paremini soétmel, kus man-
niit voi gliikkoos on asendatud tiirosiiniga. Seepirast osa tiivesid, mille
liigilise kuuluvuse kohta andmed puudusid, kasvatati paralleelselt pohi-
sootmel manniidiga ja pohis66tmel tiirosiiniga. Tassid kiilvimaterjaliga
hoiti termostaadis 2 nidalat 28°C temperatuuris. Kahenidalane inkubat-
siooniaeg valiti selleparast, et monede liblikdieliste miigaratest eraldatud
Rhizobium’i tiivede kohta ei olnud teada, kas on tegemist kiiresti voi aeg-
laselt kasvavate miigarbakterikultuuridega.

Eraldatud kultuuride puhtust Agrobacterium radiobacter’i ja A. tume-
Jaciens’i suhtes kontrolliti nende kasvatamisega sodtmetel x; (10 g pep-
tooni, 2 g Na;HPO,, 0,5 g MgSO,, 0,005 g FeCls, 0,1 g CaCls, 0,1 g
KH,PO,, 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
sootmetel oli puhtuse kriteeriumiks.

Eraldatud kultuure kontrolliti veel nende valikulise reinokuleerimisega



vastavatele peremeestaimedele, mida kasvatati laboratooriumis kunstliku
valguse kdes 8—12 néddalat kuni miigarate moodustumiseni.

Sellisel viisil kontrollitud Rhizobium’i puhaskultuuridest moodustati
muuseum. Siilitussootme koostis oli jargmine: 800 ml aq. font., 200 ml
mullaekstrakti ja 30 ml parmivett. Jargnevait kuumutati segu 100° C tem-
peratuurini ja viidi pH 7,4-ni. So6de filtreeriti, lisati 10 g manniiti ja
15 g agar-agarit ning steriliseeriti autoklaavis rohul 50 kN/m? 30 minutit.

Eraldatud miigarbakteri kultuuride kolooniate morfoloogilisi omadusi
(suurus, kuju, ldbipaistvus, varvus) uuriti oa-agaril (100 ml oatommist,
10 g sahharoosi, 1 g K:HPO,, 0,3 g MgSOy, 15 g agar-agarit), MBP-I ja
MBP-1 kongo punasega, sest sageli on koloonia iseloomul diagnostiline
tahtsus mikroobide liigi madramisel.

Koik eraldatud puhaskultuurid varviti Grami meetodil. Peale seda vaa-
deldi neid mikroskoobi all.

Miigarbakterite rakkude suurust ja rakkude kiilge kinnituvate viburite
asetust uuriti faasi-kontrastmeetodil valgusmikroskoobiga MBP-3 ja elekt-
ronmikroskoobiga 9M-7.

Preparaadid mikroskoopilisteks uurimisteks faasi-kontrastmeetodil val-
mistati Rhizobium’i puhaskultuuride suspensioonist, mille kontsentratsioon
ei iiletanud 1 miljonit bakterirakku 1 liitris.

Elektronmikroskoopilisteks uurimisteks valmistati preparaadid Krissi,
Rirjuzova ja Zolkoveri (1948) poolt soovitatud tilkdialiiiisimeetodil.

Miigarbakterite tiivede proteoliiiitilise ja redutseerimisvoime méérami-
seks kasutati pohiséodet Zelatiiniga ja lakmuspiima. Zelatiini veeldamist
Rhizobium’i tiivede poolt uuriti MBP-1, kuid ilma agar-agarita. Viimase
asemel lisati 100 g Zelatiini 1 liitri s66tme kohta.

Saadud segu jaeti seisma moneks tunniks, et Zelatiin punduks, ja siis
kuumutati kuni Zelatiini taieliku lahustumiseni. Seejdrel steriliseeriti auto-
klaavis 30 minutit rohul 50 kN/m?. Kirjanduse andmetel Zelatiini autoklaa-
vis steriliseerida ei saa, sest pérast seda ta ei kalgenduvat (Utjovski, 1961).
Meil aga kalgendus. Rhizobium’i puhaskultuurid kiilvati pistega Zelatiini.
Kultuurid hoiti laboratooriumis 18—20°C temperatuuris. Vaatlusi tehti 10
nadala jooksul: kahel esimesel néddalal iga 3 péeva, hiljem 5 ja 7 pdeva
jarel, mil registreeriti muutused kultuuride kasvu iseloomus.

Miigarbakterite voimet muuta keskkonna reaktsiooni uuriti lakmuspiimas.
Kultuurid hoiti termostaadis 28°C temperatuuris 8 nddalat. Vaatlusi tehti
kahel esimesel nddalal iga 3 pédeva, hiljem 5 kuni 7 pdeva jdrel. Vaatlustel
jalgiti muutusi keskkonna reaktsioonis lakmuse varvusastme alusel.

Rhizobium’i tiivede fermenteerimisvoimet siisivesikute suhtes uuriti 10
siisivesikul: 3 monosahhariidil (arabinoos, gliikoos, galaktoos), 3 disahha-
riidil (sahharoos, laktoos, maltoos) ja 4 mitmealuselisel alkoholil (manni-
tool, sorbitool, inositool, dultsitool).

Uurimised toimusid nii tardsootmel (I seeria) kui ka vedelsootmel
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(IT seeria). So6tmena kasutati EBI pohisoodet MBP. Siisivesikuid lisati
pohiséotmele arvestusega, et iga séotmevariant sisaldaks uuritavat siisini-
kuithendit 0,05 mooli liitri kohta.

I katseseerias uuriti miigarbakteritest tingitud muutusi ja nende muu-
tuste seaduspérasusi 8 niddala jooksul. Selleks lisati eespool loetletud
sootmevariantidele 1 liitri s66tme kohta 15 g agar-agarit ja 10 ml 0,5%-
list broomtiimoolsinise piirituslahust. Saadud «keskkond» voeti neljas kor-
duses a 10 ml katseklaasidesse ja steriliseeriti autoklaavis 30 minutit
rohul 50 kN/m? Kolme- (kiiresti kasvavad) ja viiepdevased (aeglaselt
kasvavad) Rhizobium’i puhaskultuurid kiilvati katseklaasidesse kaldaga-
rile. Kultuure hoiti termostaadis 28°C temperatuuris. Vaatlused toimusid
kahel esimesel nddalal iga 2 pdeva, hiljem 3 ja 5 pdeva jarel. Muutused
keskkonna reaktsioonis registreeriti indikaatori virvusastme alusel 9-pal-
lilises siisteemis.

I1 katseseeria eesmirk oli moota siisivesikute fermentatsioonil tekki-
nud happe hulka. S66tmevariandid (indikaatorita ja agar-agarita) a 50
ml asetati Erlenmeyeri kolbidesse (korduste arv kolm) ja steriliseeriti
autoklaavis 30 minutit réhul 50 kN/m?. Seejirel kiilvati igasse kolbi 1 ml
Rhizobium’i puhaskultuuri. Et koik kolvid sisaldaksid voimalikult iihepalju
bakterirakke, selleks kasvatati bakterite emakultuurid ja vahetult enne
infitseerimist méérati neis nefelomeetri ning Gorjajevi Kambri varal bak-
terite tiiter. Kolvid kultuuridega asetati kaheks niadalaks termostaati, kus
temperatuuri hoiti 28°C. Seejirel miirati tekkinud hapete hulk potentsio-
meetrilisel tiitrimisel 0,01 n NaOH-lahusega.

Kontrollina kasutati kummaski katseseerias niisamuti kolmes voi nel-
jas korduses vastavaid infitseerimata séétmevariante.

Katsetulemused tootati statistiliselt 14bi ja tehti dispersioonanaliiiis,
kusjuures keskmistevahelisi erinevusi vorreldi Duncani testiga (Weber,
1961).

Uurimistulemused

Miigarbakterite kasv erinevatel sootmetel, zelatiinis ja lakmuspiimas

Eraldatud mikroobide kultuuri klassifitseerimiseks ja identifitseerimi-
seks ning nende puhtuse kontrollimiseks on vaja baktereid tiksikasjaliselt
uurida. Mikroobi iseloomustavad kdige paremini morfoloogilised, fiisioloo-
gilised ja biokeemilised niitajad, mis voimaldavad teha jareldusi tema
omaduste ja arenguastme kohta. ‘

Uurimistulemused vaatluse all olnud miigarbakteri tiivede morfoloogi-
listte ja fiisioloogiliste omaduste kohta on esitatud tabelites 5—12 ja joo-
nistel 5—11.

Kultuurid, mis olid isoleeritud iihe taimeperekonna liikidelt, varieeru-
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sid tunnustelt vdhe ja nende iildine sarnasus ei voimaldanud neid righmi-
tada mitte niivord tiksikute liikide, kuivord perekondade kaupa. Eri tiivede
reaktsioon kasvatamisel sootmetel x3 ja LPA on toodud tabelites 5 ja 6.
Neid sootmeid kasutati esialgseks puhtuse kontrolliks, et vidlja selgitada
voimalikku saastumist teiste mikroorganismidega, sest on teada, et Rhizo-
bium, vilja arvatud Rh. meliloti, ei kasva LPA-1 iildse voi kasvab norgalt
mones kohas, samal ajal kui Agrobacterium radiobacter kasvab jouliselt
kogu so6tmel.

Nagu tabelist 5 ndhtub, andsid LPA-l kasvu 38 uuritud bakteritiivest
ainult 11 tiive, kusjuures viimastest 6 kuulusid Rhizobium meliloti hulka.
Iga nimetatud bakteritiivi moodustas LPA-1 4.—5. pédeval parast inkubat-
siooni fimmargusi alt laienevaid hallikasvalge limase konsistentsiga koloo-
niaid. Kolooniate suurus koikus 2—4 mm vahel. Ulejdanud 5 tiivest kuulus
iiks Rh. leguminosarum’i ja iiks Rh. trifolii hulka ning iiks tiivi oli eralda-
tud Astragalus danicus’elt ja iiks tiivi Ononis repens’ilt. Nende kahe vii-
mase tiive arvamise kohta Rhizobium’i liigiks andmed puuduvad.

Tiived, mis olid eraldatud Vicia sylvatica’lt, Lathyrus sylvestris’elt ja
Trifolium hybridium’ilt, andsid so66tmel vaikesed poollabipaistvad hallikas-
valged timmargused kolooniad. Algul peeti neid erinevusi {iksikuteks
juhuslikeks korvalekaldumisteks, hiljem aga, kui need andmed korvutati
mullaproovide analiiiisi tulemustega, tuli ilmsiks huvitav seaduspérasus.
Koik need tiived olid isoleeritud taimedelt, mis kasvasid leeleka reakt-
siooniga muldadel (pHgcy mitte alla 7,0). Selle seose kontrollimiseks tehti
lisakatse Vicia sylvatica’lt ja Lathyrus sylvestris’elt eraldatud tiivedega,
mis saadi muldadelt, mille pHgc oli 4,6 ja 5,8. Nende tiivede korral aga
kasv puudus. Seega voib jareldada, et on olemas mingi seos mulla reakt-
siooni ja kolooniate kasvu vahel s66tmetel LPA ning x;.

Ononis repens’ilt isoleeritud tiivi andis hallikasvalged poolldbipaistvad
limase konsistensiga kolooniad. Samasugused kolooniad moodustas ka
Astragalus danicus’elt eraldatud tiivi, erinedes eelmisest vaid norgema
kasvuintensiivsuse poolest. Uldjoontes oli nende 2 tiive kasvu iseloom vaga
sarnane Rh. meliloti hulka kuuluvate tiivede kasvuga, erinedes viimastest
ainult kolooniate mootmetelt (vdiksemad). Siit voib teha esialgse oletuse
nende 2 tiive kuuluvuse kohta Rh. meliloti hulka.

Analoogilised tulemused saadi ka Rhizobium’i tiivede kasvatamisel
xs3-1 (tabel 6), ainult selle vahega, et sellel s66tmel moodustas kolooniaid
ka Vicia sepium’ilt eraldatud tiivi (pHgc 7,1).

Tédiendavat informatsiooni {iksikute tiivede poolt moodustatud koloo-
niate kasvu iseloomu kohta voimaldab saada pallisiisteem. Hinne «0»
tahendab tiive mittekasvamist antud soétmel, hinne «1» — koloonia viga
norka kasvu, hinne «2» — koloonia norka kasvu, hinne «3» — koloonia
keskmist kasvu, hinne «4» — koloonia moodukat kasvu.

Pallide vordlemisel ilmneb, et kdige parema kolooniate kasvu (kasvu

61



intensiivsus 4 palli) andsid LPA-1 Medicago sativa’lt, M. lupulina’lt ja
Trigonella’lt eraldatud tiived ning xs-1 M. lupulina’lt, Melilotus albus’elt
ja M. dentatus’elt isoleeritud tiived. Vdga norga kolooniate kasvu (kasvu
intensiivsus pall 1) andsid Vicia sylvatica’lt, V. sepium’ilt, Lathyrus syl-
vestris’elt ja Trifolium hybridium’ilt eraldatud tiived. Norga kuni keskmise
kolooniate kasvu (kasvu intensiivsus 2 ja 3 palli) andsid LPA-1 Med.
falcata’lt, Mel. albus’elt, Mel. dentatus’elt, Astragalus danicus’elt ja Ono-
nis repens’ilt eraldatud tiived, xs-1 aga Med. falcata, Med. sativa, Trigo-
nella, Astragalus danicus’e ja Ononis repens’i tiived. Ulejadnud tiivede
korral oli kasvu intensiivsus 0 palli, s. t. kasv puudus tiielikult.

Bakterite arengutsiikli uurimiseks vérviti iihe, kahe ja nelja pieva
vanuseid kultuure Grami meetodil. See niitas, et koik uuritavad bakteri-
tiived olid gramnegatiivsed, iihtlaselt vdarvuvad pulgakesed. Need uuri-
mised olid vajalikud veel elektronmikroskoopiliste preparaatide valmista-
misel. Et meid huvitas bakterirakkude viburite asetus, siis oli vaja, et pre-
paraat sisaldaks voimalikult rohkem liikuvaid bakterirakke.

Erivanuste miigarbakterikultuuride vaatlustes tulid ilmsiks suured eri-
nevused rakkude morfoloogias sdltuvalt nende arenguastmest. Noored,
24-tunnised bakterid olid hasti liikuvad ja iihtlaselt virvunud homogeense
protoplasmaga pulgakesed. Kahe pdeva vanuste kultuuride puhul moodus-
tasid enamuse vakuoliseerunud, liikumisvoime kaotanud rakud, kuigi vois
leida ka moningaid iihtlaselt virvuvaid rakke. Seega hakkavad bakterira-
kud ile minema «vootatud» pulgakeste staadiumi. Nelja pdeva vanused
miigarbakterikultuurid on vakuoliseerunud ja granuleerunud pulgakesed,
mis on kaotanud téielikult liikumisvoime. Leidub ka viikesi kokkoidseid
vorme. Kogu populatsiooni arengutsiikkel on joudnud nn. «vootatuds staa-
diumi. See vormide varieeruvus on kooskolas varajasemate uurimisandme-
tega selle kohta, et miigarbakterid niitavad iiles pleomorfismi vastavalt
elutsiiklile (Thornton, Gangulee, 1926; Lewis, 1938; Bisset, 1952; Fjodo-
rov, 1952; Stapp, Knésel, 1956).

Eeltoodu alusel voib jdreldada, et elekironmikroskoopilisteks uurimis-
teks on koige sobivamad 24 tunni vanused miigarbakterikultuurid.

Elektronmikroskoopiliste uurimiste tulemused rakkude suuruse ja vibu-
rite asetuse kohta on toodud tabelis 7 ja joonistel 5—10.

Nagu tabelist 7 ning joonistelt 5 ja 6 selgub, on kdige suuremad rakud
(1dbimoot 0,7—0,9 um ja pikkus 2,5—3,5 um) Lathyrus’elt, Vicia'lt, Trifo-
lium’ilt, Medicago’lt, Melilotus’elt ja Onobrychis’elt eraldatud kultuuridel.
Viburid on kinnitunud rakkude kiilge peritrihhaalselt, s. t. asetsevad kogu
raku pinnal. :

Teise rithma moodustasid Ph. vulgaris’elt, On. repens’ilt, Astragalus
danicus’elt, Oxytropis pilosa’lt, Ornithopus sativa’lt, Lupinus luteus’elt,
Genista’lt ja Soja’lt eraldatud keskmise suurusega (labimoot 0,5—0,8 pm
ja pikkus 1,6—25 um) bakterirakud. Kuuelt viimaselt taimeliigilt isolee-
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Tabel 5

Rhizobium'i tiivede kasvu iseloom Xj-1

Rhizobium’i tivi
liblikoieliste jargi

Kasvu
inten-
siivsus

Kolooniate iseloom

1 2 3

1. Vicia sylvatica l Viikesed poollédbipaistvad (1—2 mm)
piiénjasvalged kolooniad. Ummargu-
se

2. Vicia sativa 0 Kasv puudub

3. Vicia cracca 0 Sama

4, Vicia sepium 1 Viaga nork kasv. Viikesed labipaist-
matud, {immargused kolooniad

5. Vicia faba 0 Kasv puudub

6. Vicia cassubica 0 Sama

7. Lathyrus vernus 0 Sama

8. Lathyrus niger 0 Sama

9. Lathyrus pisiformis 0 Sama

10. Lathyrus sylvestris l Nork kasv. Hallikasvalged véikesed
koldooniad (1—2 mm). Poollidbipaist-
va

11. Lathyrus palustris 0 Kasv puudub

12. Lens culinaris 0 Sama

13. Pisum sativum 0 Sama

14. Trifolium arvense 0 Sama

15. Trifolium alpestre 0 Sama

16. Trifolium spadiceum 0 Sama

17. Trifolium pratense 0 Sama

18. Trifolium hybridum 1 Viaga nork kasv. Uksikud vaikesed
poolldbipaistvad kolooniad

19. Trifolium medium 0 Kasv puudub

20. Trifolium fragiferum 0 Kasv puudub

21. Phaseolus vulgaris 0 Sama

22. Medicago falcata 3 Keskmine kasv. Kolooniad alt Ilaie-
nevad, piimjasvalged, ldbipaistmatud
(1—3 mm). Pind lidikiv ja sile

23. Medicago sativa 2 Kasv eelmisest tiivest veidi norgem,
muus o0sas sama

24. Medicago lupulina 4 Moodukas kasv. Ulejddnud sama

25. Melilotus albus 4 Sama

26. Melilotus dentatus 4 Sama

27. Trigonella 2 Nork kasv. Kolooniad poollabipaistvad,
iimmargused, selgesti piiristunud
ringitaolise kontuuriga

28. Onobrychis viciifolia 0 Kasv puudub

29. Lotus corniculatus 0 Sama

30. Anthyllis vulneraria 0 Sama

31. Tetragonolobus siliquosus 0 Sama

32. Oxytropis pilosa 0 Sama
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Tabel 5 (jarg)

1 P oNag 3
33. Astragalus danicus 2 Nork kasv. Viikesed hallikasvalged
poolldbipaistvad kolooniad

34. Ononis repens 24 Sama

35. Lupinus luteus 0 Kasv puudub

36. Ornithopus sativus 0 Sama

37. Soja hispida 0 Sama

38. Genista 0 Sama

ritud bakteritiivel oli iiks subpolaarne (raku iihte otsa kinnitunud) vibur —
monotrihh (joonised 7, 8, 10). Ulejddnud taimeliikide miigarbakteritel olid
viburid peritrihhaalsed.

Koige viiksemad bakterirakud (labimoot 0,3—0,6 wm ja pikkus 1,0—
1,5 um) olid eraldatud Lotus corniculatus’e, Anthyllis vuineraria ja Tet-
ragonolobus siliquosus’e juuremiigaratest. Ka nendel bakteritel asetsesid
viburid kogu raku pinna ulatuses (peritrihhid).

Eeltoodust selgub huvitav asjaolu, et koigil aeglaselt kasvavatel tiive-
del on iiks vibur, mis on raku kiilge kinnitunud subpolaarselt. Tdhendab
koik aeglaselt kasvavad bakteritiived on monotrihhid, vastandina kiiresti
kasvavatele tiivedele, mille viburid on kinnitunud kogu raku pinnale.

Selle pohjal voib omakorda toendoliseks pidada, et viburite asetus on
iiks kriteeriume, mille aluse! voib eraldada aeglaselt kasvavaid tiivesid
kiiresti kasvavatest.

Uhelt poolt on meie tulemused kinnitust leidnud Bergey (1957), Loh-
nise ja Hanseni (1921) ning Ley ja de Rasseli (1965) téodes, teiselt poolt
on aga vastuolus Melkumova (1957) tulemustega. Melkumova andmetel
on lutsernilt eraldatud miigarbakteri rakkudel ainult iiks subpolaarselt
kinnitunud vibur. Seega loeb ta lutserni juuremiigaratest eraldatud tiived
monotrihhide hulka. Esialgu ei ole aga need tulemused teiste autorite
poolt kinnitust leidnud ja neid tuleb pidada vihe pohjendatuks.

Uuritavate Rhizobium’i tiivede kolooniate kuju, vdrvuse ja suuruse
korval fikseeriti ka nende moodustumise kiirus ning kasvu intensiivsus
MBP-1, MBP-1 kongo punasega ja oa-agaril. Saadud tulemused on esita-
tud tabelites 8—10.

Kolooniate moodustumise kiiruse jargi kunstlikel sétmetel jaotati uuri-
tavad miigarbakterite tiived kahte riihma: kiiresti ja aeglaselt kasvavad.
Aeglaselt kasvavateks osutusid Ornithopus sativus’e, Lupinus luteus’e,
Soja ja Genista juuremiigaratest isoleeritud tiived. Ulejdsnud 34 tiive kuu-
lusid kiiresti kasvavate hulka, kuid ka siin tdheldati teatud erinevusi. Nii
andsid Rh. frifolii hulka kuuluvad tiived ning Tetragonolobus’elt ja Anthyl-
liselt eraldatud kultuurid liithikese ajaga (3—4 pieva jooksul) kolooniaid.
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Joonis 5. Trifolium arvense'lt eraldatud miigarbakter. Suurendus 35300 korda.






Joonis 6. Vicia sepium’ilt eraldatud miigarbakter. Suurendus 49300 korda.
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Joonis 7. Lupinus luteus'elt eraldatud miigarbakter. Suurendus 42000 korda.






Joonis 8. Genista’lt eraldatud miigarbakter. Suurendus 44 700 korda.
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Joonis 9. Ononis repens’ilt eraldatud miigarbakter. Suurendus 36 000 korda.







Joonis 10. Soja hispida’lt eraldatud miigarbakter. Suurendus 44 700 korda.






Tabel 7
Rhizobium’i tiivede morfoloogiline iseloomustus

1 Rakkude | 2 e
Rhizobium’i tiivi | labimaot pikkus |  Vviburite
i y . asetus
! mikromeetrites i
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 2,6—3,5 5
4. Pisum sativum 0,7—0,9 2,5—3,5 33
5. Trifolium arvense 0,7—0,9 2,5—3,5 i
6. Trifolium hybridum 0,7—0,9 2,5—3,5 by
7. Phaseolus vulgaris 0,56—0,8 1,5—25 2)
8. Medicago sativa 0,7—0,9 2,56—3,5 3
9. Melilotus albus 0,7—0,9 2,56—3,5 3
10. Onobrychis viciifolia 0,7—0,9 2,5—3,5 3]
I'l. Lotus corniculatus 0,3—0,6 1,0—1,5 A
12. Anthyllis vulneraria 0,3—0,6 1,0—1,5 N
13. Tetragonolobus siliquosus 0,3—0,6 1,0—1,5 "
14. Oxytropis pilosa 0,56—0,8 1'6—2,5 i
15. Astragalus danicus 0,5—0,8 I'5—25 .
16. Ononis repens 0,5—0,8 1'56—25 B
17. Lupinus luteus 0,5—0,8 1'56—25 Monotrihh
18. Soja hispida 0,5—0,8 1'5—2,6 A
19. Genista 0,5—0,8 1'5—2,5 #

Teised tiived aga moodustasid limase konsistensiga kolooniad enamasti
5—8 pédeva moodudes. Andmed kolooniate moodustamise kiiruse kohta
Vicia sylvatica’lt, V. cassubica’lt, Lathyrus vernus’elt, L. niger’ilt, L. pisi-
formis’elt, Trifolium spadiceum’ilt, T. alpestre’lt, Melilotus dentatus’elt,
Tetragonolobus siliquosus’elt, Ononis repens’ilt, Oxytropis pilosa’lt ja
Astragalus danicus’elt eraldatud tiivedest kirjanduses puuduvad ning
tuuakse esmakordselt kdesolevas t60s.

Tabelites 8—10 toodud andmetest ilmneb, et eri liblikoieliste liikidelt
eraldatud tiivedest saadud kolooniate iseloomus olulisi erinevusi ei tahel-
datud. Nii andsid koik perekonna Trifolium’i eri liikidelt eraldatud tiived
(7) peaaegu iihesuguseid viikesi kompaktseid poolldbipaistvaid {immar-
gusi kolooniaid oa-agaril, MBP-1 ja kongo punasega MBP-1. Séétmete-
vahelised erinevused kolooniate suuruses ja kasvukiiruses tulid eriti hésti
ilmsiks MBP-1 kongo punasega. Sellel s66tmel 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. pdeval parast kiilvi hésti selgesti ndhtavad, siis MBP-1 ja oa-
agaril hakkasid nad alles ilmuma ning saavutasid samasuguse arengu-
astme alles 5.—7. pdeval.
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Tabel 8

Rhizobium’i tiivede kasvu iseloom MBP-|

Kasvu

Rhizobium'i tived P Sl Kolooniate
liblikoieliste jargi L livans iseloomustus
|
1 S 3
1. Vicia sylvatica 4 Kompaktne, timmargune, selgepiirilise
ringitaolise kontuuriga. Pind sile.
M . Hallikélsvalge. < 2,0—4,0 mm
. Vicia sativa -4 ama. 2,0—5,0 mm
3. Vicia cracca 3 Sama. & 2,0—4,0 mm
4. Vicia sepium 4 Sama.
5. Vicia faba 4 Homogeenne, poollidbipaistev, hallikas-
L < " valge.@Pind laikiv. & 2,0—2,6 mm
. Vicia cassubica Sama. 2,0—4,0 mm
7. Lathyrus vernus 4 Uhtlane, {immargune, selgestipiiristu-
nud ringitaolise kontuuriga. Pind
S 2 s ldikiv. Piimjasvalge. & 2,0—5,0 mm
. Lathyrus niger : Sama
9. Lathyrus pisiformis 3 Sama. & 2,0—4,0 mm
10. Lathyrus sylvestris 4 Sama
t1. Lathyrus palustris 4 Ummargune. Pind kumer, ldikiv. Pool-
labipaistev, hallikasvalge.
< 2,0—5,0 mm
12. Lens culinaris 3 Sama. & 2,0—4,0 mm
13. Pisum sativum 4 Ukéikud suured kolooniad.
4,0—8,0 mm
14. Trifolium arvense Homogeenne, iimmargune, iihtlaste
%irtega. Hallikasvalge.
1,0—3,5 mm
15. Trifolium alpestre 3 Sama
16. Trifolium spadiceum 4 Sama. & 2,0—5,0 mm
17. Trifolium pratense 3 Sama. & 1,0—3,0 mm
18. Trifolium hybridum 3 Sama
19. Trifolium medium 4 Ummargune, lam% Pind sile, léikiv.
9 ! Hallikasvalge. 2,0—5,0 mm
20. Trifolium f[ragiferum 2 Kompaktne, kumer, iihtlaste &dartega.
: ; _Hallikasvalge. & 1,5—3,5 mm
21. Phaseolus vulgaris 3 Uhtlaste dartega, kumer. Piimjasvalge.
%mase, ldikiva pinnaga.
2,0—4,0 mm
g% %eﬁ(cago faltqata i’ Hallikasvalge. & 1,5—4,5 mm
. Medicago sativa Sama :
24. Medicago lupulina 4 Sama. & 1,0—5,0 mm
25. Melilotus albus 4 Homogeenne, {mmargune, iihtlaste
ddrtega. Poollidbipaistev, hallikas-
valge. Pind sile, kumer.
< 1,5—4,0 mm
26. Melilotus dentatus 3 Sama
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Tabel 8 (jirg)

1 2 3

27. Trigonella 3 Kompaktne, iimmargune. Piimjasvalge.
< 1,025 mm

28. Onobrychis viciifolia 1 Sama

29. Lotus corniculatus 3 Kompaktne, kuplikujuline, selgete piir-
joontega. Hallikasvalge.
< 2,0—4,0 mm

30. Anthyllus vulneraria 4 Sama

31. Tetragonolobus siliquosus 4 Sama. & 1,0—5,0 mm

32. Oxytropis pilosa 2 Ummargune, poolldbipaistev, hallikas-
valge. Pind kumer, léikiv.
< 2,0—4,0 mm

33. Astragalus danicus 4 Homogeenne, poolldbipaistev, hallikas-
valge. Pind niiske, sile.
< 2,0—3,5 mm

34. Ononis repens 3 Ummargune, poolldbipaistev piimjas-
valge. & 1,0—3,5 mm

35. Lupinus luteus 4 Kompaktne, tihke, timmargune. Piim-
jasvalge. Pind opalestseeruv.
g 1,0—25 mm

36. Ornithopus sativus 3 Sama

37. Soja hispida 4 Sama

38. Genista 4 Sama

Vicia, Lathyrus’e, Lens’i ja Pisum’i juuremiigaratest isoleeritud tiived
andsid nendel s6otmetel samasuguse vialimuse ning kujuga kolooniaid,
mis erinesid {iksteisest ainult suuruselt. Kui RA. frifolii tiivede puhul oli
vaid iiksikute kolooniate 1dabimoot 5—6 mm, siis Rh. leguminosarum’i
tiivede korral oli enamik kolooniaid sellise 14bimooduga voi isegi suure-
mad (6—10 mm).

Rh. meliloti hulka kuuluvad tiived moodustasid sootmetel poollabipaist-
vaid pealt kumeraid hallikasvalgeid limaseid kolooniaid diameetriga
1—6 mm. Ainult Melilotus dentatus’elt eraldatud tiivi erines teistest selle
poolest, et andis oa-agaril piimjasvalgeid kolooniaid.

Koik aeglaselt kasvavad tiived andsid vidikesi (1abimoot 0,8—2,0 mm)
limmargusi poolldbipaistvaid kolooniaid. Need kolooniad olid viga tihke
konsistensiga ja hasti kleepuvad, mistottu neid oli kiilvindelaga sddtme
pinnalt vdga raske eemaldada. Virvuselt olid nad piimjasvalged, hésti
ldikiva, opalestseeruva pinnaga. Eriti selgesti ilmnes see kolooniate kas-
vamisel katseklaasis ldngagaril.

Ulejddnud tiivedest andsid enam-vdhem sarnase pildi kolooniate kasvu
iseloomus Lotus corniculatus’elt, Anthyllis vulneraria’lt ja Tetragonolobus
siliquosus’elt eraldatud kultuurid. Koigi nende kolme tiive korral moodus-
tusid immargused poolldbipaistvad hasti selgesti piiristunud ringitaoliste
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Tabel 9

Rhizobium'i tiivede kasvu iseloom MBP-I kongo punasega

. AR TROE Kasvu
Rhizobium’i tiived 5 ; ,
A fr. Gy inten- Kolooniate iseloomustus
liblikoieliste jargi sitvhas
| 2 8
1. Vicia sylvatica 4 Laialivalguv, poolldbipaistev, hallikas-
valge. Niiske, ldikiva pinnaga.
< 2,0—5,5 mm
2. Vicia sativa 4 Ummargune, selgepiirilise ringitaolise
kontuuriga. Hallikasvalge.
< 2,0—4,0 mm
3. Vicia cracca 5 Sama
4. Vicia sepium 4 Sama. & 1,5—4,0 mm
5. Vicia faba 4 Laialivalguv, poolldbipaistev, hallikas-
valge. & 2,0—6,5 mm
6. Vicia cassubica 2 Homogeenne, iimmargune, selgete piir-
joontega. Pind sile, lédikiv.
I 2,0—4,0 mm
7. Lathyrus vernus 4 Sama. & 2,5—5,5 mm
8. Lathyrus niger 3 Sama. & 2,0—5,0 mm
9. Lathyrus pisiformis 4 Uhtlane. Pind kumer, ldikiv. Poollabi-
paistev, hallikasvalge.
I 2,0—4,5 mm
10. Lathyrus sylvestris 4 Sama
11. Lathyrus palustris 4 Sama
12. Lens culinaris 4 Ummargune, lame, ihtlaste 4artega.
Hallikasvalge. & 2,0—4,0 mm
13. Pisum sativum 4 Laialivalguv, poollédbipaistev, piimjas-
valge. & 3,0—8,0 mm
14. Trifolium arvense 4 Kompaktne, iimmargune, selgesti pii-
ristunud, kontuuriga. Hallikasvalge.
< 1,0—4,0 mm
15. Trifolium alpestre 3 Sama. & 1,0—3,5 mm
16. Trifolium spadiceum 4 Laialivalguv, poolldbipaistev, hallikas-
valge. Pind sile, niiske.
< 2,0—5,0 mm
17. Trifolium pratense 4 Homogeenne, {immargune, iihtlaste
dartega. Hallikasvalge.
< 2,0—3,5 mm
18. Trifolium hybridum 3 Sama 7
19. Trifolium medium 4 Laialivalguv, lame, sileda, ldikiva pin-
ot naga. Hallikasvalge. & 2,0—5,0 mm
20. Trifolium fragiferum 3 Uhtlaste piirjoontega, iimmargune. Ku-
; mera pinnaga. & 2,0—4,0 mm
21. Phaseolus vulgaris 3 Homogeenne, timmargune, kuplikujuli-
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Tabel 9 (jarg)

1 2 3

22. Medicago falcata 3 Ommargune, selgesti piiristunud rin-
gitaolise kontuuriga. Poollabipais-
tev, hallikasvalge. Pind niiske.
< 2,0—4,0 mm

23. Medicago sativa 4 Sama

24. Medicago lupulina 4 Laialivalguv. Hallikasvalge, poollibi-
paistev. & 2,0—5,0 mm

25. Melilotus albus 4 Ummargune, iihtlaste dirtega. Halli-
kasvalge, poollédbipaistev. Pind
niiske, sile. & 2,0—3,5 mm

26. Melilotus dentatus 3 Ummargune, piimjasvalge.
& 2,0—4,0 mm

27. Trigonella 3 Sama

28. Onobrychis viciifolia 2 Uksikud véikesed hallikasvalged ko-
looniad. & 1,5—2,5 mm

29. Lotus corniculatus 4 Homogeenne, iimmargune, selgete piir-
joontega. Hallikasvalge, poolldbi-
paistev. Ldiikiva, sileda pinnaga.
g 2,0—4,0 mm

30. Anthyllis vulneraria 4 Sama

31. Tetragonolobus siliquosus 1 Sama

32. Oxytropis pilosa 3 UOmmargune, hallikasvalge, poollébi-
paistev. Pind kuplikujuline, niiske,
ldikiv. & 2,0—4,5 mm

33. Astragalus danicus 4 Sama

34. Ononis repens 3 Ummargune, piimjasvalge, poollabi-
paistev. Pind kumer.
g 1,5—3,5 mm

35. Lupinus luteus 4 Tihke, timmargune, piimjasvalge, pool-
labipaistev. Opaletseeruva pinnaga.
Hasti kleepuv. & 1,0—3,0 mm

36. Ornithopus sativus 3 Sama

37. Soja hispida 4 Sama

38. Genista 4 Sama

kontuuridega hallikasvalged kolooniad, kusjuures kolooniate suurus (l1—
5 mm) oli koikide teiste kiiresti kasvavate tiivede puhul moodustunud

kolooniatest tunduvalt vaiksem.

Astragalus danicus’elt ja Ononis repens’ilt eraldatud miigarbakterite
kultuuri tunnused sarnanesid vdga Rh. meliloti hulka kuuluvate tiivede
tunnustega.
Nagu eespool margitud, hinnati kolooniate kasvu intensiivsust pallides.
Kultuuride kasvu intensiivsuse vordlemisel ilmnes, et koige paremini kas-
vasid (kasvu intensiivsus 4 palli) enamik tiivesid MBP-1 kongo punasega:
Rh. leguminosarum’i 9, Rh. trifolii 3 ja Rh. meliloti 3 tiive, Anthyllis vul-
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Tabel 10

Rhizobium’i tiivede kasvu iseloom oa-agaril

Rhizobium’i tiived Kasvu Kolooniate
liblikoieliste jargi inten- iseloomustus
; siivsus
I 2 | 3
1. Vicia sylvatica 4 Homogeenne, i#immargune, selgesti
piiristunud ringitaolise kontuuriga.
Pind ldikiv. Hallikasvalge.
< 3,0—6,0 mm
2. Vicia sativa & Sama. & 3,0—4,0 mm
3. Vicia cracca 3 Sama
4. Vicia sepium 4 Uhtlane, poolldbipaistey, hallikasval-
ge. Pind laikiv, niiske.
< 2,0—4,0 mm
5. Vicia faba 4 Uksikud suured piimjasvalged koloo-
niad. & 4,0—10,0 mm
Vicia cassubica Homogeenne, poolldbipaistev, piimjas-
valge. Pind kuplikujuline, niiske, ldi-
kiv. & 4,0—6,0 mm
7. Lathyrus vernus 3 Sama
8. Lathyrus niger 3 Sama. & 3,0—5,0 mm
9. Lathyrus pisiformis 4 Sama
10. Lathyrus sylvestris 4 Uhtlane, iimmargune, selgesti piiristu-
nud kontuuriga. Poollédbipaistev,
piimjasvalge. & 3,0—4,5 mm
11. Lathyrus palustris 3 Sama. & 2,0—55 mm
12. Lens culinaris 4 Sama. & 2,0—4,5 mm
13. Pisum sativum 4 Ummargune, ldbipaistmatu, piimjas-
valge, kumera, ldikiva pinnaga.
< 3,0—7,0 mm
14. Trifolium arvense 3 Homogeenne, tmmargune, {ihtlaste
dartega. Poollabipaistev, hallikas-
valge. & 1,0—3,0 mm
15. Trifolium alpestre 3 Sama
16. Trifolium spadiceum 4 Sama
17. Trifolium pratense 2 Sama. & 2,0—6,0 mm
18. Trifolium hybridum 4 Homogeenne, hallikasvalge, poolldbi-
paistev. Pind kumer, ldikiv.
< 3,0—5,0 mm
19. Trifolium medium 3 Sama y
20. Trifolium fragiferum 2 Homogeenne, iimmargune, poolldbi-
paistev, hallikasvalge.
< 1,0—3,5 mm
21. Phaseolus vulgaris 3 Kompakine, iimmargune, selgete piir-

70

joontega, kuplikujuline. Hallikasval-
ge. @ 2,0—3,5 mm



Tabel 10 (jarg)

1 2 3

22. Medicago falcata 2 Homogeenne, iimmargune, hallikasval-
ge, poolldbipaistev. Sileda, limase,
ldikiva pinnaga. & 1,0—4,0 mm

23. Medicago sativa 4 Sama. & 2,0—6,0 mm

24. Medicago lupulina 3 Sama

25. Melilotus albus 3 Homogeenne, iimmargune, hallikasval-
ge, poolldbipaistev. & 1,5—2,56 mm

26. Melilotus dentatus 8 Homogeenne, ldbipaistmatu, piimjas-
valge, iimmargune. Pind sile, ladikiv.
<& 2,0—4,0 mm

27. Trigonella 3 Uksikud véikesed hallikasvalged ko-
looniad. & 0,8—2,0 mm

28. Onobrychis wviciifolia 1 Sama

29. Lotus corniculatus o) Homogeenne, iimmargune, selgesti pii-
ristunud ringitaolise  kontuuriga.
Poolldbipaistev, hallikasvalge. Pind
ldaikiv, niiske. & 2,0—4,0 mm

30. Anthyllis vulneraria 4 Sama

31. Tetragonolobus siliqguosus 4 Sama. & 1,0—5,0 mm

32. Oxytropis pilosa 1 Ummargune, poolldbipaistev, hallikas-
valge, kuplikujuline. Pind limane,
niiske, ldikiv. & 2,0—4,0 mm

33. Astragalus danicus 3 Homogeenne, poolldbipaistev, hallikas-
valge. Pealt kumera, ldikiva, limase
pinnaga. & 1,0—3,5 mm

34. Ononis repens 3 Homogeenne, poolldbipaistev, piimjas-
valge, iimmargune. Sileda, laikiva
pinnaga. & 1,0—3,56 mm

35. Lupinus luteus 8 Tihke, {immargune, poolldbipaistev,
piimjasvalge. Opalestseeruva pinna-
ga. Hasti kleepuv. & 0,8—2,0 mm

36. Ornithopus sativus 3 Sama

37. Soja hispida 4 Sama

38. Genista 4 Sama

neraria’lt, Tetragonolobus siliquosus’elt ja Astragalus danicus’elt eralda-
tud miigarbakteri tiived ning koik aeglaselt kasvavad tiived.

Oxytropis pilosa’lt ja Onobrychis viciifolia’lt isoleeritud tiived kasvasid
kasutatud sootmel koige halvemini (kasvu intensiivsus 1 pall). Selline
kasvuaste oli ka ainuke kultuuri tunnus, mille poolest need tiived erinesid
teistest.

Ulejddnud tiived (13) andsid s66tmetel norga kuni keskmise kasvu

(kasvu intensiivsus 2 ja 3 palli).

Koigest eeltoodust voib jareldada, et erinevate kultuuride kasv kunstli-
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kul s6otmel on vdga sarnane ning nende madramine iiksikuteks Rhizo-
bium’i liikideks koloonia kuju, suuruse, varvuse ja labipaistvuse jargi ei
ole voimalik.

Rhizobium’i tiivede kultuuriomadused varieerusid tunduvalt vdhem kui
nende fiisioloogilised ja biokeemilised tunnused. Nii andsid Rh. meliloti
hulka kuuluvad tiived, mis olid eraldatud Medicago sativa’lt, Med. fal-
cata’lt, Med. lupulina’lt, Melilotus albus’elt, Mel. dentatus’elt, Trigonella’lt
ja Ononis repens’ilt, lakmuspiimas happelise reaktsiooni (tabel 11). Kuigi
algul, s. 0. 4.—5. pdeval pdrast kiilvi andsid Medicago, Meliloti ja Trigo-
riella perekondadesse kuuluvatelt liikidelt eraldatud bakteritiived aluselise
reaktsiooni, toimus 6.—7. pdeval lakmuse taandamine ja siis hakkas lak-
muspiim muutuma roosakaspunaseks, s.o. keskkonna reaktsioon muutus
happeliseks. Happelise keskkonnareaktsiooni, kuid ilma «seerum»-tsooni
moodustumiseta, andis Onobrychis viciifolia’lt eraldatud tiivi, mis Krassil-
nikovi médiraja jargi moodustab iseseisva Rhizobium’i liigi — Rh. sim-
plex.

Koikide teiste perekondade tiived, vaatamata nende kuuluvusele rist-
inokulatsioonirithma voi RhA. liikidesse, moodustasid tugeva aluselise reakt-
siooni.

Lakmuspiimas kultiveeritud Lathyrus’e, Vicia (Rh. leguminosarum) ja
Trifolium’i (Rh. trifolii) perekondade liikidelt eraldatud tiived erinesid
Melilotus’e, Medicago, Trigonella (Rh. meliloti) tiivedest selle poolest, et
nad pohjustasid leelistumist, mis avaldus algul sinise viiru tekkimises
sootme pinnal oleva «seerum»-tsooni servadel ning seejidrel kogu sédtme
jarjest intensiivsemas virvumises siniseks.

Ka Lotus corniculatus’elt, Anthyllis vulneraria’lt ja Tetragonolobus
siliquosus’elt eraldatud tiived kditusid sarnaselt Rh. leguminosarum’i ja
Rh. trifolii liikide hulka kuuluvate tiivedega. Fred, Baldwin ja McCoy
(1932) paigutavad need perekonnad Lotus’e ristinokulatsioonirithma.

Ulejddnud perekondade tiived, mis olid eraldatud Astragalus dani-
cus’elt ja Oxytropis pilosa’lt, kuigi ei ole seotud mingi kindla ristinoku-
latsiooniriithmaga, kéitusid sarnaselt iilaltoodud rithmade esindajatega.
Nende seos viimastega aga ei pruugi ulatuda kaugemale kui nende reakt-
siooni sarnasus lakmuspiimas.

Koik aeglaselt kasvavad tiived, eraldatud Lupinus luteus’elt, Ornitho-
pus sativa’lt, Soja hispida’lt ja Genista’lt, andsid piimale tugeva leelise
reaktsiooni, kuid ei moodustunud «seerum»-tsooni. Jirelikult on see ise-
loomulikuks tunnuseks aeglaselt kasvavatele miigarbakterite tiivedele.

Taiesti selge ei ole veel «seerum»-tsooni iseloom. See kujutab endast
tsooni lakmuspiima pinnal, mis on ldbipaistvam kui lakmuspiim ise ja on
néhtavasti tingitud piimas suspendeerunud osakeste settimisest. Et tal on
pealiskaudne sarnasus oksiideeritud vere seismisel moodustuva seerum-
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Rhizobium’i tiivede poolt tekitatud reaktsioon
lakmuspiimal pdrast kuueniddalast inkubatsiooni

Tabel 11

\

Rhizobium’i
tiivi

" Reaktsiooni
st 23 tiidip A

H

|
|

A4ST

H-+ST

[JCRJV) (%) [ICRIRINICN N O N N CN N ) N bS b b ek o ok ek ek ok ek |
| BB G RE R E BB RSB SorIot e cornonawe -

A+S
H -+ ST — happeline reaktsioon koos «seerumx»-tsooniga.

. Soja hispida
. Genista -+

Vicia sylvatica
Vicia sativa

Vicia cracca

Vicia sepium
Vicia faba

Vicia cassubica
Lathyrus vernus
Lahyrus niger
Lathyrus pisiformis
Lathyrus sylvestris
Lathyrus palustris

. Lens culinaris

. Pisum sativum

. Trifolium arvense

. Trifolium alpestre

. Trifolium spadiceum
. Trifolium pratense
. Trifolium hybridium
. Trifolium medium

Trifolium fragiferum
Phaseolus vulgaris
Medicago falcata
Medicago sativa
Medicago lupulina
Melilotus albus
Melilotus dentatus
Trigonella
Onobrychis viciifolia
Lotus corniculatus
Anthyllis vulneraria
Tetragonolobus siliquosus
Oxytropis pilosa
Astragalus danicus

. Ononis repens
. Lupinus luteus

Ornithopus sativus

+4++

A — aluseline reaktsioon ilma «seerum»-tsoonita.
H — happeline reaktsioon ilma «seerum»-tsoonita.
T — aluseline reaktsioon koos «seerums»-tsooniga.
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++ +++
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tsooniga, siis sellest ongi hakatud nimetama seda tsooni «seerum»-tsoo-
niks.
Ei saa ka lisamata jdtta, et lakmuspiima reaktsioon on iiks koige pare-
maid nditajaid, mille jargi on voimalik otsustada bakterikultuuride puh-
tuse iile, sest ainult saastaja A. radiobacter’i olemasolu korral muutub
lakmuspiim pruuniks (Fred jt., 1932, Petrosjan, 1959). Monevorra teist-
sugused on Megrabjani (1955) andmed, mis on samuti saadud miigarbak-
terite tiivede redutseerimisvoime uurimisel lakmuspiimas. Tema andmetel
on ka esparsetilt eraldatud tiived voimelised muutma lakmuspiima pruu-
niks. Need andmed ei ole aga kinnitust leidnud ei varajasemates ega hili-
semates toodes. Ka meie uurimistulemused kinnitavad oletust, et Megrab-
jani poolt kasutatud esparseti tiivi ei olnud vaba saastajast A. radiobac-
ter’ist ja et seepdrast muutus lakmuspiim pruuniks.

Zelatiinisse pistega kiilvamisel olid Rhizobium’i kultuurid jérgmisel

pdeval tdheldatavad peenikese joonena. Alles hiljem, 5.—6. pédeval tulid
ilmsiks erinevused kasvu iseloomus, mis on toodud tabelis 12 ja jooni-
sel 11.
Nagu tabelist 12 ndhtub, andis iiks osa Rh. leguminosarum’i hulka kuu-
luvatest tiivedest (eraldatud Vicia sylvatica’lt, V. cracca’lt, Lathyrus ver-
nus’elt, L. niger’ilt, L. pisiformis’elt, L. sylvestris’elt, Pisum sativum’ilt,
Astragalus danicus’elt ja Oxytropis pilosa’lt) kiillvamisel pistega Zelatiini
algul valge joone, millest hiljem ldhtusid perpendikulaarselt peened valged
niidikesed, mis s66tme pindmises osas olid pikemad, lithenedes katseklaasi
pohja su;mas. Kasv meenutas ladvaga allapoole pooratud kuusekest (joo-
nisill; 2).

Teine osa Rhizobium leguminosarum’i tiivedest (Vicia sativa’lt, V. se-
pium’ilt, V. faba’lt, V. cassubica’\t, Lathyrus palustris’elt, Lens culinaris’elt)
ning osa Rhizobium trifolii hulka kuuluvatest tiivedest (Trifolium arven-
se’lt, T. alpestre’lt, T. medium’ilt, T. fragiferum’ilt) andsid kogu sdé6tme
ulatuses iilalt alla lindikujulise kasvu (joonis 11, 3).

Ulejaanud Rhizobium trifolii hulka kuuluvatest tiivedest, mis olid iso-
leeritud Trifolium spadiceum’ilt ja T. hybridium’ilt, andsid Zelatiinis niidi-
kujulise kasvu, mis s66tme pindmises osas oli jimedam, meenutades kraat-
rit, ning teravnes katseklaasi pohja suunas (joonis 11, 4).

Ka Onobrychis viciifolia juuremiigaratest eraldatud tiivi andis lindi-
kujulise kasvu (joonis 11, 3), kuid see oli mirksa norgem kui Rhizobium
leguminosarum’i ja Rhizobium trifolii tiivede kasv Zelatiinis.

Lupinus luteus’e, Ornithopus sativus’e, Soja hispida ja Genista tiived
andsid s6otme iilemises osas tugeva kasvu valge tiheda massi niol, mis
katseklaasi pohja suunas norgenedes moodustas ndelakujulise teraviku
(joonis 20, 1).

Zelatiini veeldamine miigarbakterite poolt toimus jéark-jargult. Nii and-
sid tiived, mis olid eraldatud Melilotus’elt, Medicago’lt, Phaseolus vul-
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7
4
Joonis 11. Rhizobium’i tiivede kasvu pohitiiiibid Zelatiinis. / — noelakujuline, 2 —
kuusekujuline, 3 — lindikujuline, 4 — niidikujuline.

!

garis’elt ja Ononis repens’ilt, 5.—8. péeval pdrast kiilvi s66tme pinnal
veeldunud tsooni. Kaheksa nddala moodumisel oli kogu s6ode veeldatud.

Trigonella’lt isoleeritud tiivi Zelatiini ei veeldanud, kuigi ta kuulub
Rhizobium meliloti hulka. Ta andis Rhizobium trifolii tiivedega sarnase
kasvu (joonis 11, 3).

Ka Lotus Cormculatuse Anthyllis vulneraria ja Tetragonolobus sili-
quosus’e juuremiigaratest eraldatud tiivede korral tdheldati parast nelja-
nddalast inkubatsiooni norka Zelatiini veeldumist s66tme iilemises osas.
Esimese kolme nddala jooksul andsid nad aga lindikujulise kasvu (]00
nis-11, 3).

Nagu eeltoodust selgub, on Zelatiini veeldamisel samuti viga suhteline
iseloom, mistottu miigarbakterite liigi mdaramisel on ta korvalise tdhtsu-
sega.

Hiltner (1900), Zipfel (1911) ja Wilson (1917) maérgivad, et miigar-
bakterid ei ole {ildse vOimelised veeldama Zelatiini. Teine osa autoreid
aga arvab, et eranditult koik Rhizobium’i tiived veeldavad aeglaselt Zela-
tiini (Miiller ja Stapp, 1925; Petrosjan, 1959). Jarelikult ei omista kirjan-
duse andmed Zelatiini veeldamisele miigarbakterite liigi maaramisel
olulist tahtsust. Kiill on aga bakterite Zelatiini lagundamise voimel nende
diferentseerimisel liikideks suur tdhtsus meditsiinilises mikrobioloogias
(Utjovski, 1961).
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Rhizobium'i tiivede kasvu iseloom Zzelatiinis

Tabel 12

Rhizobium’i tiivi

Kasvu tiiiip ’

Veelda-
mine

0 90 oYU (O D —

10.

Vicia sylvatica
Vicia sativa

Vicia cracca

Vicia sepium

Vicia faba

Vicia cassubica
Lathyrus vernus
Lathyrus niger
Lathyrus pisiformis
Lathyrus sylvestris
Lathyrus palustris
Lens culinaris
Pisum sativum

. Trifolium arvense

Trifolium alpesire
Trifolium spadiceum
Trifolium pratense

. Trifolium hybridum

Trifolium medium

. Trifolium fragiferum
. Phaseolus vulgaris

Medicago falcata
Medicago sativa

. Medicago lupulina
. Melilotus albus

Melilotus dentatus

. Trigonella
. Onobrychis viciifolia

Lotus corniculatus
Anthyllis vulneraria

. Tetragonolobus siliquosus
. Oxytropis pilosa
. Astragalus danicus

Ononis repens

. Lupinus luteus

. Ornithopus sativus
. Soja hispida

. Genista
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Hapete moodustumine siisivesikute fermenteerimisel
Rhizobium’i poolt

Uks voimalikke klassifikatsioonilise tdhtsusega biokeemilisi tunnuseid
bakteritel on siisivesikute fermenteerimise voime.

Siisivesikute fermenteerimist Rhizobium’i tiivede poolt on kasitlenud
paljud autorid (Miiller 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 siisinikuiihendeid, ei ole
selles kiisimuses iihtset seisukohta. Nii kaasajal kui ka varajasemates
toodes kasitletakse seda probleemi vdga erinevalt.

Andmed siisivesikute fermentatsiooni kohta (I ja II katseseeria) on
koondatud tabelitesse 13—17 ja joonistele 12—14, a—i.

I katseseeria. Hapete moodustumise diinaamika

Rhizobium’i koikide tiivede koikides sootmevariantides tdheldati pide-
vat keskkonna reaktsiooni muutumist, kusjuures kiiresti ja aeglaselt kas-
vavad bakteritiived kéitusid erinevalt (joonis 12, a ja b). Kiiresti kasva-
vate tiivede korral muutus keskkonna reaktsioon happeliseks. See protsess
siivenes pidevalt, kusjuures happelisuse kasvu diinaamika so6ltus kasuta-
tavast siisivesikust (joonis 12, b). Koige korgem oli happelisus galaktoosi,
arabinoosi ja gliitkoosi puhul. Tous oli kiireim katse algul (esimese kahe
nddala jooksul), hiljem see pidevalt aeglustus. Vahepealse rithma nii
keskkonna happelisuse kui ka selle kasvu kiiruse suhtes moodustasid lak-
toos ja sahharoos. Maiarksa vdhemat happelisust registreeriti inositooli,
sorbitooli, maltoosi ja dultsitooli puhul, kusjuures happelisuse kasvu dii-
naamika katse viltel oli erinev: keskkonna happelisuse kasv oli teiste
suhkrute rithmadega vorreldes katse algul mérgatavalt aeglasem, katse
lopul aga kiirem.

Aeglaselt kasvavate Rhizobium’i tiivede puhul muutus keskkonna
reaktsioon algul aluselises suunas (joonis 12, a). Hiljem ilmnes selles
erinevusi, olenevalt kasutatud siisivesikust. Galaktoos ja arabinoos kutsu-
sid esile aeglaselt kulgeva aluselise reaktsiooni, mis 4—5 pédeva parast
tegi poorde happelisuse suunas, ldbis 9.—10. pdeval neutraalse punkti
ning kasvas edaspidi happelisuse suunas proportsionaalselt aja logarit-
miga. Analoogilist seaduspirasust keskkonna reaktsiooni ~muutumise
diinaamikas taheldati ka gliitkoosi puhul, kuid reaktsiooni suund muutus
hiljem, 6.—7. pédeval. Neutraalne tsoon ldbiti alles kolm nddalat parast
katse algust. Sorbitooli, inositooli, dultsitooli ja laktoosi puhul toimus
keskkonna aluselise reaktsiooni kasv mairksa kiiremini ja kestis 2—3
nadalat, misjdrel selle intensiivsus hakkas aeglaselt kahanema. Sellest
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Joonis 12. Keskkonna reaktsiooni muutumine siisivesi-
kute fermenteerimisel a) aeglaselt ja b) kiiresti kasva-
vate Rhizobium'i tiivede poolt. Kdoverad on tasandatud
libiseva keskmise meetodiga.



rithmast teataval méairal erinevalt kditusid sahharoos, mille puhul aluse-
line reaktsioon kasvas aeglasemalt ning avaldus norgemini, ja maltoos,
mille puhul aluselise suuna arenemine Kestis peaaegu 7 nddalat ja lakkas
alles enne katse 1oppu.

Il katseseeria. Moodustunud hapete hulga mdiramine

Koik tiived fermenteerisid koiki kasutatud siisivesikuid (tabel 13). Vii-
maste lagunemisel tekkis enamikul juhtudel happeid, harvemini muutus
keskkonna reaktsioon aluseliseks, mis soltus nii Rhizobium’i tiivest kui ka
kasutatud siisivesikust (tabel 13, joonised 13 ja 14, a—i).

Katsetulemuste dispersioonanaliiiis (tabel 14) naitab, et olulisi erine-
vusi esineb iihelt poolt Rhizobium’i tiivede ja «liikide» vahel, teiselt poolt
siisivesikute rithmade ja iiksikute siisivesikute vahel.

Analiiiisides olulisi erinevusi Rhizobium’i tiivede poolt moodustatud
hapete hulkades Duncani testi abil ilmnes, et koik Rhizobium’i tiived voib
jaotada kolme rithma: 1) aluselise reaktsiooni moodustajad — 4 tiive;
2) moodukad happelise reaktsiooni moodustajad (14—45 mikrogramm-
ekvivalenti 1 milj. kiilvatud raku kohta) — 26 tiive; 3) intensiivsed happe-
lise reaktsiooni moodustajad (60—75 mikrogrammekvivalenti 1 milj. kiil-

Tabel 13

Hapete moodustumine siisivesikute fermenteerimisel Rhizobium’i tiivede poolt (disper-
sioonanaliiiisi tulemused)

1 Disper-
; : siooni usal-
| Vabadus- Disper- datavus
Varieeruvuse allikas astmete arv sioon F-testi
(f) (s?) jérgi
(Fg)
1. Rhizobium’i tiived - 4 870,68 0,01
Sellest:
Rh. «liigid» 13 5528,756 0,01
Rh. tiived «liikide» sees 24 4 514,23 0,01
2. Siisivesikud 8 4 906,14 0,01
Sellest:
siisivesikute rithmad 4 8 484,35 0,01
siisivesikud rithmade sees 6 371341 0,01
3. Jidk 296 304,46
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Joonis 13. Siisivesikute fermenteerimisel Rhizobium’i tiivede poolt moodustunud keskmised happe hulgad.
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Hapete moodustumine siisivesikute

Siisivesikud s ' r
Rhizobium’i tiived Monos sy |

Peremeestaim Rhizobium’i liik Gliikoos ' Galaktoos Arabinoos Sahharoos

! ——— A
1. Vicia sylvatica Rh. leguminosarum 83,0+ 34 111,74+ 5,1 126341338 73,1+ 43
2. V. sativa 66,8%1::3;3 TR e 9164 30 3934 368
3. V. cracca 39,04 13,7 450+ 33 345+ 35 37,8+10,4
4. V. sepium 67,04 7,3—754,1 &' 9.7 512227 58,1 +- 14
5. V. faba 168+ 1,9 ek stilh Ter209=<2,1 25+ 1.9
6. V. cassubica * 479 21 4 64,4 - 14.984.233F=1:82 = 3961 26
7. Lathyrus vernus * 383 80 TV AT.6 . 93 o628 4254 1.7
8. L. niger 8344132 102847 877+ 90 -966-+ 24
9. L. pisiformis * 4402250 7736,3 o 44 429+ 24 27,0 + 249
10. L. sylvestris 42qedennie8 5] B PeTVET8H= 19 889+ 22
11. L. palustris 446+ 23 458719 4454 35 4334 32
12. Lens culinaris 1L Yo bl 1,8c02,5 :01282-4 2.6 374+ 18
13. Pisum sativum 265+ 38 SR i 63,3340 318+ 58
14. Trifolium arvense Rh. trifolii 242+ 09 7.4 dx 6.2 22:4 <" 23 1031 1.8
15. T. alpestre B Zaatsb 104, P 7,3 101.8F-416;1 90,5+ 356
16. T. spadiceum * 7 ] s e 32422 29754219 378+ 09
17. T. pratense 26:0 -+ 2,7 22.6:15142:3 198+ 22 2934 16
18. T. hybridum 036244+ 90 .0-401 432 393+ 1,1
19. T. medium 28,8.Aze 2,7 10240945 4-"%6 - 38.0-F 4.8
20. T. fragiferum * 90,8<-10,6 104,0+124 - 1144+ 64 963+ 7,7
21. Phaseolus vulgaris Rh. phaseoli 78,7 4+ 9 M7 6 212 G 8#le: 5.3 17,4 + 10,4
22. Medicago falcata Rh. meliloti 21,9 ==.10/0.1 \189,8%4 16]7 1084~ 8,7’ 2351+ 289
23. M. sativa 213F"21 18,8 +11,$ 175 66. 2054 1.3
24. M. lupulina * 253 5,4 11028 18,04 2,9 1234+ 09
25. Melilotus albus 2457 462681+ 23 175498 23 175+ 3.8
26. M. dentatus 834+ 4,9 91,0+ 39 go8 : 33 91,04+ 39
27. Trigonella Y87 = LF 195+ 2,0 139 4z 4.7 116+ 1.1
28. Onobrychis viciifolia Rh. simplex 34,7+ 33 25,9017 16.2-+""1.7 40,7 + 0,7
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1 2 ! 3 ,l 4 | 5
29. Lotus corniculatus * Rh.? 17,8 + 44 99 20 220+ 8.1 189+ 3,9
30. Anthyllis vulneraria * Rh.? 15312 1354 4,6 199+ 1,3 16t 15
31. Tetragonolobus siliquosus * Rh.? 246+ 24 23951 14 3144 16 129 & 1.0
32. Oxytropis pilosa * Rh.? 7694 9,1 83,0 + 6,1 84,4+ 54 81,6+ 9,0
33. Astragalus danicus * RBhp. 1128413 919+ 6,7 8664+ 64 1078+ 2,0
34. Ononis repens * Rh? 280+ 21 196+ 16 222+ 19 <328+ 20
35. Lupinus luteus Rh. lupini 168+ 37 135+ 36 27+ 40 —144-+152
36. Ornithopus sativus 7.0+ 4.4 144+ 83 105+ 22 —10,04 5,1
37. Soja hispida Rh. japonicum —19,7+ 34 154 30 153+ 45 —10,3+ 6,0
38. Genista R 239+ 61 10,56 + 28 72+ 33 —145+143
Keskmine 409+ 56« 4294 56 432+ 56 37,74+ 56

£23- 32
* Reinokuleeritud tiived.
** Kahe nidala jooksul vedels66tmes moodustunud happe hulk (ug-ekv. ! milj.

vatud raku kohta) — 8 tiive (joonised 13, a, b). Tiivedevahelised erinevu-
sed rithmade piirides ei ole statistiliselt olulised. Seejuures on huvitav
markida, et aluselise reaktsiooni kutsusid esile eranditult aeglaselt kas-
vavad Rhizobium’i tiived (eraldatud Lupinus’elt, Ornithopus’elt, Genista’lt,
Soja’lt). Intensiivseteks happe produtseerijateks (kuuel juhul kaheksast)
osutusid Saaremaal (muldade pHgc 6,6—7,4) kasvanud taimedelt eralda-
tud tiived. Need andmed on kooskolas Norrise (1965) hiipoteesiga, et
happe produtseerimine Rhizobium’i tiivede poolt on seotud aluselise pin-
nasega kohanenud peremeestaimedega. Kahjuks pole voimalik samasuguse
kindlusega viita, kas aluselist reaktsiooni tekitanud tiived olid eraldatud
vastavalt happelistel muldadel kasvanud taimedelt, kuna just need tiived,
nagu margitud, saadi Leningradist. Kirjandusest (Talts, 1959) on siiski
teada, et ka lupiin kasvab hasti vordlemisi happelistel muldadel.
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Tabel 14 (jarg)

6 7 8 9 10 11 |
103+ 34 75+ 42 222+ 23 1394 36 156+ 54 153+113 153+113
105+ 25 84+ 07 180%F 16 113F 24 149F 22 142F 113 142F 113
208+ 1,2 297+ 06 186F 10 160+ 19 1357+ 28 212+113 212F 113
665171 830% 34 830+ 79 94+ 73 3447107 669+113 669+ 113
556+ 2,1 5587F 48 776 20 369F 46 234+ 62 720+ 113 720+ 113

—23+ 20 145F 12 325+ 24 261F 38 263%F 44 227F 113 227+113
—318+136 456+ 77 285+ 64 300 40 —162+11,6 —85+113
—260+ 3,1 —304+136 128+ 18 —129%F 60 —155+ 28 56+ 11,3 —70+ 80

—303+ 92378+ 45 165+ 23 —258+ 3,1 —228-+4 52 —126+11,3 —126+11,3

—56,6 &~ 6,0 —384+ 48 248+ 30 —290+ 6,6 —323+ 27 —116+11,3 —11,6 11,3

20,0+ 5,6-28,615,6" 86,7 5,6 14,7466 | 17.7°F1 5D

288+ 3,2 2304 32 Jiad: 19

kiilvatud bakteriraku kohta).

Koik teise rithma kuuluvad tiived, vélja arvatud need, mis olid isolee-

ritud Phaseolus vulgaris’elt ja Ononis repens’ilt, fermenteerisid koiki siisi-
vesikuid, kutsudes esile happelise reaktsiooni. Meie katsetulemuste pohjal
vois Phaseolus vulgaris’elt eraldatud tiivi maltoosil tekitada nii happelise
kui ka aluselise reaktsiooni (tabel 13). Seda omadust soovitavad Miiller
ja Stapp (1925) ning E. ja O. Allen (1950) kasutada nende bakterite dife-
rentseerimiseks teistest Rhizobium’i tiivedest. Meie aga leidsime, et ka
Ononis repens’i tiivi tekitas maltoosil aluselise reaktsiooni.
- Kolmandasse riihma kuuluvad bakteritiived produtseerisid hapet
ainult galaktoosil, arabinoosil, mannitoolil ja gliikoosil. Viimasel ei moo-
dustanud hapet Soja hispida’lt eraldatud tiivi. Teistel siisivesikutel kutsu-
sid nad esile aluselise reaktsiooni.

Vastavalt bakteritiivede biokeemilistele omadustele voib teha teravat
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Joonis 14. a — i. Hapete moodustumine siisivesikute fermenteerimisel Rhizobium'i tiivede
poolt. Happe hulk on viljendatud tiitrimiseks kulunud NaOH ug-ekv. alusel ja on arvu-
tatud iga miljoni kiilvatud bakteriraku kohta. Inkubatsioon kestis kaks nadalat. / —
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 1k-1 86—90.
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vahet kiiresti ja aeglaselt kasvavate bakterikultuuride vahel. Koik kiiresti
kasvavad tiived (II ja III rithm) moodustasid peaaegu koikidest uuritud
siisivesikutest hapet, kuna aeglaselt kasvavad tiived (I rithm) kutsusid
esile aluselise reaktsiooni. Esitatud andmetest selgus, et siisivesikute fer-
mentatsioon on {iks paremini mééaratletud tunnuseid, mille pohjal on voi-
malik sellist jaotust teha (joonised 13, a, b).

Rhizobium’i liikide vordlemisel (tabelid 13 ja 15) ilmneb, et Oxytropis
pilosa’lt (Rh.?) ja Astragalus danicus’elt (Rh.?) isoleeritud tiived moodus-
tavad iihe rithma. Nende tiivede kuuluvusest Rhizobium’i liikide hulka puu-
duvad andmed. Eri rithma kuuluvad Phaseolus vulgaris’elt (Rh. phaseoli),
Trifolium’ilt (Rh. trifolii), Vicia’lt, Lathyrus’elt, Pisum’ilt ja Lens’ilt (Rh.
leguminosarum) eraldatud tiived. Bergey (1957) ja Krassilnikovi (1949)
maédrajad diferentseerivad viimased kolm Rhizobium’i liiki iseseisvateks
miigarbakteriliikideks. Rhizobium’i tiivede biokeemiline uurimine aga nai-
tas, et nii Rh. leguminosarum’i rithma kuuluvatelt liblikoieliste liikidelt kui
ka Phaseolus vulgaris’e ja Trifolium’i liikide miigaratest isoleeritud tiive-
del on iihesuguseid fermentatiivseid tunnuseid. Selline biokeemiliste néi-
tajate pohjal tehtud jaotus langeb kokku seroloogilistele tunnustele tugi-
neva rithmitusega (Smith, 1958; Graham, 1964). Toodud andmete pdohjal
on kujunenud seisukoht konesoleva kolme Rhizobium’i liigi iihendamiseks
tiheks liigiks. Medicago’lt, Melilotus’elt, Trigonella’lt (koik Rh. meliloti),
Ononis repens’ilt, Tetragonolobus’elt, Lotus corniculatus’elt ja Anthyllis
vulneraria’lt eraldatud tiived moodustavad kolmanda rithma. Kirjanduses
puuduvad aga andmed Ononis repens’i, Lotus corniculatus’e, Anthyllis vul-
neraria ja Tetragonolobus’e juuremiigaratest isoleeritud tiivede kuuluvuse
kohta Rhizobium’i liikidesse. On ainult teada, et Lofus’e rithma kuuluvad
Anthyllis’e ja Tetragonolobus’e tiived (Fred jt., 1932). Nendest kolmest
liblikoieliste perekonnast koige huvitavam on perekond Lofus. Kui L. cor-
niculatus’elt eraldatud tiivi kuulub kiiresti kasvavate ja hapet produtseeri-
vate tiivede hulka, siis teise selle perekonna liigi — L. uliginosus’e juure-
miigaratest isoleeritud mikroorganism on aeglaselt kasvav ja annab siisi-
vesikute fermenteerimisel aluselise reaktsiooni (Wagenbreth, 1961; Norris,
1965).

Onobrychis viciifolia juurtel miigaraid moodustav tiivi esineb Krassilni-
kovi mééraja jargi (1949) iseseisva Rhizobium’i liigina — Rh. simplex.
Toodud andmed néitavad, et Onobrychis’e tiivi moodustab vaheliili teise
ja kolmanda rithma vahel (tabel 15).

Viimasesse, s. 0. neljandasse rithma kuuluvad aeglaselt kasvavad bak-
teritiived, mis on eraldatud jdrgmistelt liblikoieliste liikidelt: Lupinus
luteus, Ornithopus sativus (Rh. lupini), Soja hispida (Rh. japonicum) ja
Genista (Rh.?).

Analiiiisides tdhelepanelikult Rhizobium’i liikide jagunemist mis tahes
riihmas happe moodustamise keskmise voime jérgi eri siisivesikutest, tor-
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Tabel 15

Statistiliselt olulised erinevused Rhizobium'i «liikide» vahel siisivesikute fermentatsioonil
moodustunud keskmise hapete hulga jargi (ng-ekv. 10% raku kohta)

BN O RRN o Gt 0 Ao

Rhizobium’i Happe| 1 2 3 4 5 6 i 8 9 10 11 12 13 14
tiivi hulk 72,4 66,8 452 40,2 386 31,7 265 227 21,2 153 142 —7,0 —11,6 —I126

Rh. Astragalus * 724| -+ (56)| 272 322 338 40,7 459 497 51,2 5671 582 774 84,0 85,0
Rh. Oxytropis * 66,8 4| 21,6 266 282 351 403 44,1 456 516 526 738 884 89,4

Rh. phaseoli 45,2 -+ (5,0) (6,6) (13,5)]18,7 225 240 299 31,0 522 568 57,8
Rh. trifolii 40,2 =% ¢1,6) . (85)[13,7-17,6. 1907249 ~260". 47,2 © 51,8 52,8
Rh. leguminosarum 38,6 ; = =(6,9)] 125108007, 933, " 244 ~456 50,2 51,2
Rh. simplex 31,7 L, =+ (52) (9,0) (10,5) (16,4) (17,5)| 38,7 43,3 44,3
Rh. meliloti 26,5 E + (3.8) (53) (11,2) (12,3)| 335 381 39,1

Rh. Ononis * 227 ? +(15) (14) (85)| 297 343 353
Rh. Tetragonolobus*| 21,2 | ;' (59) (70)] 282 328 338

Rh. Lotus * 15,3 -+ T6,51:223 & 269 27,9

Rh. Anthyllis * 14,2 £ 55 | E2 42 51 1265;8 = =268
. Rh. lupini —7,0 s (46) (56
. Rh. Genista * —11,6 -+ (1,0)
. Rh. japonicum =l | TR R e kMR

* Rh. «liik» peremeestaime jérgi.



Tabel 16

Seos Rhizobium’i tiivede happe moodustamise vdime ja peremeestaimede triibuste vahel

Peremeestaime Rhizobium’i rithm happe moodusta-
triibus mise voime jargi
1. Galegeae I I
2. Vicieae II II II II
3. Trifolieae I II1 111 I
Loteae 11 111 111 4
Genisteae IV v
4. Phaseoleae v II—(Iv)*
Hedysareae v II

*  Phaseolus’elt eraldatud Rhizobium'i tiivi kutsub esile enamasti aluselise reakt-
siooni ja kuulub seega neljandasse rilhma. Kéesolevas toos kasutatud tiivi eraldati Pha-
seolus vulgaris'elt, mis on iiks véheseid erandeid, kus Rhizobium moodustab hapet; see-
tottu sattus ta teise rithma.

kab silma tugev seos peremeestaimede triibustega, nimelt kuuluvad iihe
ja sama triibuse taimedelt eraldatud Rhizobium’i tiived happe moodusta-
mise voime jdrgi peaaegu eranditult {ihte ja samasse riihma, nagu see
ndhtub tabelist 16.

Nagu tabelist 16 ilmneb, tekitavad tulemused miigarbakterite jaotami-
sel iseseisvateks liikideks (Rh. leguminosarum, Rh. trifolii, Rh. meliloti,
Rh. phaseoli, Rh. lupini ja Rh. japonicum) kahtlust. Sellest ei tohi aga
aru saada nii, et Rhizobium’i liigitamisel peaksid pohitunnuseks jddma
bakterite fermentatiivsed tunnused. Kuid on ilmne, et Rhizobium’i pere-
konna liikide méddramisel ei saa aluseks votta iiksnes nende nakatusvoi-
met, vaid tuleb arvestada ka koiki teisi (morfoloogilisi, biokeemilisi, fiisio-
loogilisi, seroloogilisi jne.) omadusi.

Monede uurijate (Georgi ja Ettinger, 1941) arvates fermenteeritakse
mono- ja disahhariide koos happe moodustamisega mérksa kiiremini kui
tri- voi poliisahhariide. Kuid iikski bakteritiivi ei ole voimeline produtsee-
rima hapet dekstriinist. Dekstriini soovitavad need uurijad testiks A. radio-
bacter’i eraldamisel Rhizobium’ist, sest kultuuriomaduste jargi on nende
eristamine teineteisest peaaegu voimatu.

Tabelis 17 esitatud andmed néitavad, et monosahhariididest fermen-
teeriti koige paremini arabinoosi, galaktoosi ja gliikoosi, disahhariididest
— sahharoosi ja mitmealuselistest alkoholidest — mannitooli. Laktoos
aga moodustas iseseisva rithma. Koige halvemini fermenteeriti maltoosi
ning mitmealuselistest alkoholidest sorbitooli ja inositooli. Erandi moo-
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Tabel |7

Statistiliselt olulised erinevused siisivesikute vahel nende fermenteerimisel Rhizobium'i
tiilvede poolt moodustunud keskmise hapete hulga jirgi (ug-ekv. 10 kohta)

1 2 3 4 5 6 7 8 9
Siisivesik Hz;,ﬁﬁﬁ L A N
432 429 409 377 367 286 200 177 147
I. Arabinoos 432 | 4+ (03) (23) (55) (65)| 146 232 925 285
2. Galaktoos 42,9 £ (20) (52) (62)1 143 229 252 282
3. Gliikoos 409 4 (32) (42)]| 123 209 232 262
4. Sahharoos 37,7 4+ (10| 91 177 200 230
5. Mannitool 36,7 I IR A S B e T
6. Laktoos 286 | "+ (86| 109 139
7. Maltoos 20,0 _ i d23)- (5,3)-]
8. Sorbitool 1.7 l - (30) |
9. Inositool 14,7 o alielf

dustas mannitool, mida fermenteeriti niisama hésti kui monosahhariide ja
sahharoosi.

Ka Neal’ ja Walkeri (1935) andmeil lohustavad miigarbakterid galak-
toosi ja arabinoosi paremini kui gliikoosi, viimast aga paremini kui man-
nitooli, sahharoosi, laktoosi voi maltoosi.

Joshi (1920) jareldas, et manniit on kdoige omastatavam siisinikuiihend
miigarbakteritele. Kuid Reid ja Sarles (1935) leidsid, et sahharoos iiletab
manniidi ning koige sobivam siisivesik Rhizobium’ile on nende molemate,
s. 0. sahharoosi ja mannitooli kombinatsioon.

Esitatust selgub, et Rhizobium’i tiived kasutavad mitmesuguseid
siisinikuithendeid, kuid missuguseid ja kuidas, selles kiisimuses ei ole veel
iihtset seisukohta. Pohjuseks voib olla see, et tihti on uuritud liiga véhe-
seid bakteritiivesid ja et uurimismeetodid on olnud erinevad. Uks tule-
musi moonutada voivaid asjaolusid on see, et paljud uurijad on s66tmes
kasutanud kaltsiumkarbonaati, mis voib tekkinud happeid neutraliseerida,
nagu kinnitavad viimaste aastate uurimused (Norris, 1965). Samuti ei
saa markimata jatta, et tavaliselt jdetakse korvale nende Rhizobium’i
tiivede uurimine, mis ei paku agronoomilist huvi.

Tuleb siiski konstateerida, et miigarbakterite klassifitseerimisel on siisi-
vesikute hiidroliiiisimise voime tédhtis tunnus ja liigi diagnostikas tuleb
tingimata nédidata uuritava vormi suhtumist suhkrutesse.
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Kokkuvote

Eesti NSV eri rajoonides kasvavatelt liblikoielistelt isoleeritud Rhizo-
bium’i tiived varieeruvad perekonna piirides morfoloogilistelt ja kultuuri-
tunnustelt suhteliselt vdhe ning nende {ildine sarnasus ei voimalda neid
rithmitada iiksikute liikide jargi.

Koik uuritavad bakteritiived on gramnegatiivsed iihtlaselt varvuvad
pulgakesed, kusjuures rakkude morfoloogia soltub arenguastmest. Noo-
red, 24-tunnised bakterirakud on hésti liikuvad homogeense protoplas-
maga pulgakesed, vastandina nelja pdeva vanustele vakuoliseerunud ja
granuleerunud rakkudele, mis liikumisvoime on kaotanud.

Rakkude suuruse jirgi jagunevad miigarbakterite tiived kolme rithma:
1) koige suuremad rakud (1abimoot 0,7—0,9 pum ja pikkus 2,5—3,5 pm)
on Lathyrus’elt, Vicia’lt, Trifolium’ilt, Medicago'lt, Melilotus’elt ja Ono-
brychis’elt eraldatud kultuuridel; 2) keskmise suurusega rakud (ldbimoot
0,5—0,8 um ja pikkus 1,5—2,5 um) on Phaseolus’elt, Ononis’elt, Astraga-
lus’elt, Oxytropis’elt, Ornithopus’elt, Lupinus’elt, Genista’lt ja Soja’lt iso-
leeritud kultuuridel; 3) koige vdiksemad rakud (l&bimoot 0,3—0,6 um ja
pikkus 1,0—1,5 um) on Lotus’elt, Anthyllis’elt ja Tetragonolobus’elt eral-
datud kultuuridel.

Kolooniate moodustamise kiiruse jargi kunstlikel s66tmetel jagunevad
uuritavad bakteritiived kahte pohiriihma: kiiresti ja aeglaselt kasvavad.
Aeglaselt kasvavateks osutusid Ornithopus sativus’e, Lupinus luteus’e,
Soja ja Genista juuremiigaratest isoleeritud tiived. Ulejddnud 34 tiive kuu-
lusid " kiiresti kasvavate hulka. Kolooniate moodustamise kiiruse kohta
Vicia sylvatica’lt, V. cassubica’lt, Lathyrus vernus’elt, L. niger’ilt, L. pisi-
formis’elt, Trifolium spadiceurm’ilt, T. alpestre’lt, Melilotus dentatus’elt,
Tetragonolobus siliquosuse’lt, Ononis repens’ilt, Oxytropis pilosa’lt ja
Astragalus danicus’elt eraldatud tiivede poolt kirjanduses andmed puudu-
vad ning tuuakse kdesolevas t66s esmakordselt.

Kolooniate iseloomu erinevused mitmesugustel s66tmetel kultiveerimi-
sel ilmnevad koige selgepiirilisemalt just nende kahe pohiriihma (kiiresti
ja aeglaselt kasvavad tiived) vahel. Nii moodustavad peaaegu koik Kkii-
resti kasvavad tiived oa-agaril, MBP-1 ja kongo punasega MBP-1 {immar-
gused poolldbipaistvad hallikasvalged pealt kumerad limase konsistent-
siga kolooniad diameetriga 1—10 mm. Koik aeglaselt kasvavad tiived
annavad viikesed (ldbimoot 0,2—2,0 mm) {immargused poolldbipaistvad
piimjasvalged ja histi ldikiva, opalestseeruva pinnaga kolooniad. Viimased
on vaga tihke konsistentsiga ja hésti kleepuvad, mistottu kiilvindelaga on
neid so6tme pinnalt vdga raske eemaldada.

Veelgi selgemalt tuleb kiiresti ja aeglaselt kasvavate tiivede vaheline
erinevus ilmsiks viburite asetuse vordlemisel. Elektronmikroskoopilised
uurimised niitavad, et kdik aeglaselt kasvavate tiivede rakud on iihe vibu-
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riga, mis on kinnitunud raku kiilge subpolaarselt; neid nimetatakse
monotrihhideks, vastandina kiiresti kasvavatele tiivedele, millel viburid
on kinnitunud kogu raku pinnale ja mida nimetatakse peritrihhideks.

Teatud lahkuminekud kahe pohiriihma vahel ilmnevad ka miigarbakte-
rite kultiveerimisel lakmuspiimas. Koik aeglaselt kasvavad tiived, mis olid
eraldatud Lupinus luteus’elt, Ornithopus sativus’elt, Soja hispida’lt ‘ja
Genista’lt, annavad lakmuspiimale tugeva aluselise reaktsiooni, kuid ei
moodusta «seerum»-tsooni. Kiiresti kasvavate tiivede korral tekib samades
tingimustes kas aluseline reaktsioon «seerum»-tsooniga, happeline reakt-
sioon «seerum»-tsooniga voi ainult happeline reaktsioon ilma «seerumy»-
tsoonita. Sellest selgub, et kiiresti kasvavate tiivede pohiriihmas on veel
teatud erinevusi, mille pohjal ta omakorda jaguneb kolmeks rithmaks:
1) Rh. leguminosarum’i, Rh. trifolii ja Rh. phaseoli hulka kuuluvad tiived
ning Lotus corniculatus’elt, Anthyllis vulneraria’lt, Tetragonolobus sili-
quosus’elt, Astragalus danicus’elt ja Oxytropis pilosa’lt eraldatud tiived
annavad aluselise reaktsiooni koos «seerum»-tsooniga; 2) Rh. meliloti
hulka kuuluvad tiived ning Ononis repens’ilt isoleeritud tiivi annavad hap-
pelise reaktsiooni koos «seerum»-tsooniga; 3) Onobrychis viciifolia’lt eral-
datud tiivi annab happelise reaktsiooni ilma «seerum»-tsoonita. Huvitav
on maérkida, et taoline jaotus langeb iildjoontes kokku Rhizobium’i tiivede
rithmitusega siisivesikute fermentatsiooni jargi, mis omakorda kinnitab
seisukohta, et otstarbekam ja Gigem on need kolm Rhizobium’i liiki (RAh.
leguminosarum, Rh. trifolii, Rh. phaseoli) {ihendada iiheks liigiks. On
teada, et Smith (1958) ja Graham (1964) on samasugusel seisukohal.

Rhizobium’i tiivede kasvatamisel Zelatiinis puudusid kindlapiirilised
erinevused iiksikute tiivede vahel. Nii andsid osa Rh. leguminosarum’i
hulka kuuluvatest tiivedest, mis olid eraldatud Vicia sylvatica’lt, V. crac-
ca’lt, Lathyrus vernus’elt, L. niger’ilt, L. pisiformis’elt, L. sylvestris’elt ja
Pisum sativum’ilt, ning Astragalus danicus’elt ja Oxytropis pilosa’lt eral-
datud tiivede kiilvamisel pisteliselt Zelatiini kasvu, mis meenutas ladvaga
allapoole pooratud kuusekest. Teine osa Rh. leguminosarumi tiivedest
(Vicia sativa’lt, V. sepium’ilt, V. faba’lt, V. cassubica’lt, Lathyrus palust-
ris’elt, Lens culinaris’elt) ja osa Rh. trifolii hulka kuuluvatest tiivedest
(Trifolium arvense’lt, T. alpestre’lt, T. pratense’lt, T. medium’ilt, T. fragi-
ferum’ilt) andsid kogu so6tme ulatuses iilalt alla lindikujulise kasvu.
Samasuguse kasvu andis ka Trigonella’lt isoleeritud tiivi.

Ulejaanud osa Rh. trifolii tiivedest andis Zelatiinis niidikujulise kasvu,
mis sootme pindmises osas oli jamedam ja teravnes katseklaasi pohja
suunas.

Ka Onobrychis viciifolia juuremiigaratest eraldatud tiivi andis lindi-
kujulise kasvu. Kuid see oli marksa norgem kui Rh. leguminosarum’i ja
Rh. trifolii tiivede kasv Zelatiinis.

Koik aeglaselt kasvavad tiived andsid s66tmes iilemises osas tugeva
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kasvu valge tiheda massi ndol, mis katseklaasi pohja suunas norgenedes
moodustas noelakujulise teraviku.

Zelatiini veeldasid tiived, mis olid eraldatud Melilotus’elt, Medicago'lt,
Phaseolus vulgaris’elt, Ononis repens’ilt, Lotus corniculatus’elt, Anthyllis
vulnerarialt ja Tetragonolobus siliquosus’elt. Viimase kolme tiive korral
tdheldati pédrast neljanddalast inkubatsiooni norka zelatiini veeldumist
ainult s66tme iilemises osas. Teiste tiivede puhul oli aga kogu séode veel-
datud.

Esitatud andmetest selgub, et kasvul Zelatiinis on vdga suhteline ise-
loom, mistottu miigarbakterite liigi méddramisel on ta korvalise tdhtsu-
sega.

Nii nagu morfoloogiliste ja fiisioloogiliste nditajate puhul, jagunevad
uuritud Rhizobium’i tiived ka biokeemilise tunnuse (siisivesikute fermen-
teerimise) alusel kaheks teineteisest erinevaks rithmitiseks, mille erinevu-
sed moodustavad pohilise osa koigist tiivedevahelistest lahkuminekutest.
Lahkuminekud nende kahe rithmitise vahel on kindlapiirilised ja erinevuste
olulisus on statistiliselt toestatud. Uhe rithmitise moodustavad tiived,
mille toimel siisivesikute lagundumisel tekivad happed (koik kiiresti kas-
vavad tiived), teise rithma kuuluvad {ilejddnud tiived, mis kutsuvad esile
aluselise reaktsiooni (aeglaselt kasvavad tiived).

Aeglaselt kasvavate tiivede poolt siisivesikute fermenteerimisel tekki-
nud aluseline keskkonna reaktsioon siivenes teatava aja (olenevalt siisi-
vesikust), pidurdus siis ja muutus isegi happeliseks (arabinoosi, galak-
toosi ja gliikoosi fermenteerimisel).

Kirjeldatud erinevust aeglaselt ja kiiresti kasvavate tiivede vahel voib
pidada {iheks iseloomulikumaks tunnuseks molemale riihmale.

Siisivesikute lagundamisel happe moodustumise intensiivsuse jargi
jaguneb Rhizobium’i kiiresti kasvavate tiivede rithm kaheks alariithmaks:
a) moodukad (26 tiive — moodustavad kahe nddala jooksul 14—45 ng-
ekv. hapet 1 milj. kiilvatud bakteriraku kohta); b) intensiivsed (8 tiive —
moodustavad sama aja jooksul 60—75 ug-ekv hapet 1 milj. kiilvatud
bakteriraku kohta).

Peale selle ilmneb, et Rhizobium’i traditsiooniline klassifikatsioon bio-
keemiliste omaduste jargi ei vasta siisivesikute fermenteerimisel tema
tiivede tegelikule riihmitusele. Sama liigi tiivedest voib osa kuuluda
moodukate, osa aga intensiivsete happemoodustajate rithma. Vorreldes eri
Rhizobium’i liikide keskmist happe moodustamise voimet, ilmneb, et Rh.
phaseoli, Rh. trifolii ja Rh. leguminosarum ei erine iiksteisest, vaid moo-
dustavad iihise rithma (keskmine hapete moodustamise voime 40 ug-ekv).
Nendest vdhem hapet produtseerivad Rh. meliloti tiived, mis kuuluvad
koos Ononis’e, Tetragonolobus’e, Lotus’e ja Anthyllis’e tiivedega teise
riihma (keskmine hapete moodustamise voime 20 pg-ekv). Kolmandasse
rithma kuuluvad eriti intensiivsed Astragalus’e ja Oxytropis’e tiived (kesk-
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mine hapete moodustamise voime 70 pg-ekv.). Onobrychis wviciifolia’lt
eraldatud tiivi jdi esimese ja teise rithma vahele (keskmine hapete moo-
dustamise voime 32 pg-ekv.).

Happe moodustamise keskmise voime alusel on Rhizobium’i liikide riih-
mituse ja vastavate peremeestaimede triibuse vahel tugev seos. Uhe ja
sama triibuse taimedelt eraldatud Rhizobium’i tiived kuuluvad happe moo-
dustamise voime jérgi peaaegu eranditult ithte ja samasse riihma.

Hapete moodustumise intensiivsuse jdrgi jagunevad siisivesikud Rhi-
zobium’i poolt lagundamisel kolme rithma (intensiivsuse kahanemise jarje-
korras): 1) arabinoos, galaktoos, gliikoos, sahharoos ja mannitool; 2) lak-
toos; 3) maltoos, sorbitool ja inositool.

Et biokeemiliste nditajate pohjal tehtud jaotus langeb peaaegu koiki-
del juhtudel kokku morfoloogilistele ja fiisioloogilistele tunnustele tugi-
neva rithmitusega, siis ei tohiks olla kahtlust ka nendevahelise seoste
olemasolus.

3. MUGARBAKTERITE SUMBIOOS LIBLIKOIELISTE
TAIMEDEGA EESTI NSV-s

Rhizobium’i ja liblikoieliste taimede siimbiootilisi suhteid tunti juba
100 aastat tagasi. Algul arvati, et tegemist on iihe Rhizobium’i liigiga
(Bac. radicicola), mis on voimeline miigaraid moodustama koikidel libilik-
oielistel.

Edasised uurimised liblikoieliste iithe perekonna seemnete nakatamisel
teise perekonna miigarbakteritega néditasid, et miigarbakterid, olles koha-
nenud liblikoieliste teatud perekondade voi liikidega, mille juuremiigara-
test nad eraldati, on vastavatele perekondadele voi liikidele spetsiifilised.
Nii nditeks miigarbakterid, mis on eraldatud mingi, seejuures {ikskoik
millise ristiku liigi miigaratest, moodustavad miigaraid ka teistel (see-
juures iikskoik millistel) liikidel, kuid ei kutsu esile miigarate tekkimist
liblikoieliste teiste perekondade taimedel. Liblikoieliste teiste perekondade
(hernes, lutsern, lupiin, seradella) miigarbakterid aga omakorda ei moo-
dusta miigaraid ristikul tema seemnete nakatamisel nendega. Jérelikult
m%odustavad ristiku miigarbakterid spetsiifilisustunnuse jargi omaette
rithma.

Monede taimede miigarbakterite spetsiifilisus avaldub norgemini ja
nad voivad moodustada miigaraid mitmel liblikoieliste perekonnal. Nii
nditeks bakterid, mis on eraldatud herne, viki, laétse, hiireherne, oa ja
seaherne juuremiigaratest, voivad vastastikku moodustada miigaraid koiki-
del iilalloetud taimede liikidel.

Viimaste aastate uurimistulemused (Wilson, 1946; Greogory, Allen,
1953; Bjdlive, 1963; Dorossinski ja Lazareva, 1966) niitavad, et miigar-
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bakteritel puudub kindlapiiriline spetsiifilisus ja et nende jaotamine 6—9
iseseisvaks liigiks ei ole oigustatud. Taksonoomilise jaotuse aluseks on
pohiliselt just bakterite spetsiifilisus: voime infitseerida teatud liblikdielist
taime ja tekitada tama juurestikus miigaraid. Nii néiteks voivad Glycine
lispida juuremiigaratest eraldatud bakterid (iseseisev liik Rh. japonicum)
moodustada miigaraid ka lupiinil (Dorossinski ja Lazareva, 1966). Bjilfve
(1963) andmetel voivad lupiinilt isoleeritud miigarbakterid nakatada lut-
serni.

Nii on joutud ristinokulatsiooniriihma mdiste juurde. Ristinokulat-
siooniriihm kujutab endast teatud hulka peremeestaimi, millest igaiiks
moodustab miigaraid, kui teda inokuleerida iikskdik milliselt teiselt antud
riihma kuuluvalt taimelt isoleeritud bakteritega. Selliste ristinokulatsiooni-
rilhmade vahel puudub inokulatsiooni voime voi see esineb viga harva.
Sellest ajast alates, millal see kontseptsioon tekkis, on teda palju modi-
fitseeritud. Fred, Baldwin, McCoy (1932) esitasid umbes 16 ristinokulat-
siooniriihma. Hiljem on leitud selles riihmitises palju erandeid. Niiiid on
nende rithmade arv taandunud poole tosinani, mille seas suuremad ala-
jaotused arvatakse soltuvat peremeestaime erinevast vastuvéotlikkusest ja
erinevast vastupanuvoimest antud rithmas (Allen, Balwin, 1954).

Spetsiifilisuse kiisimuse selgitamisel tuleb eraldi kisitleda bakterite
virulentsust ja efektiivsust. Efektiivsuse all mdistetakse miigarbakterite
voimet siduda Shuldmmastikku ja teha seda kdttesaadavaks oma peremees-
taimele. Virulentsus on bakterite nakatusvoime: voime tungida taime juur-
tesse ja moodustada miigaraid. Jarelikult voib miigarbakterite efektiivsuse
iile otsustada kogutud ldmmastiku hulga jirgi.

Alati ei ole korge virulentsusega bakteritiived efektiivsed. Esineb juh-
tumeid, kus bakterid moodustavad kiill palju miigaraid, kuid seovad
vahe ohuldmmastikku. Selline siimbioos kujutab iileminekuastet parasitis-
mile, mis kahjustab peremeestaime arengut.

Miigarbakterite spetsiifilisusel, efektiivsusel ja virulentsusel ei ole iiks-
nes suur teoreetiline, vaid ka praktiline tdhtsus nitragiini valmistamisel.
Kuid nitragiini efektiivsus sdltub paljudest asjaoludest: 1) preparaadi
omadustest, 2) bakterite efektiivsusest ja virulentsusest ning 3) mulla-
omadustest. Kohalike miigarbakterite kultuuride viljaeraldamine nitragiini
valmistamiseks on pohilisi tingimusi baktervietiste efektiivsuse tostmisel.

Miigarbakterite spetsiifilisuse probleemi uurimine véimaldab leida uusi,
tugeva virulentsuse ja korge efektiivsusega miigarbakteri tiivesid nitragiini
valmistamiseks.



Metoodika

Miigarbakterite tiivede infektsiooniliste omaduste spetsiifilisuse kind-
lakstegemiseks infitseeriti 11 liblikoieliste-liigi seemneid vooraste liblik-
oieliste-liikide juuremiigaratest isoleeritud Rhizobium’i kultuuridega (36
tiive). Enne miigarbakteritega infitseerimist steriliseeriti liblikoieliste
seemneid kontsentreeritud HySO4-ga voi 0,1%-lise sublimaadilahusega 1,5
minutit. Steriliseeritud seemned idandati. Seemned (3—5 tk. olenevalt lib-
likoieliste liigist) kiilvati spetsiaalsetesse (3,5 < 25 cm) katseklaasidesse.
Substraadina kasutati kas killustikku (5—10 mm ldbimooduga) voi ver-
mikuliiti (3—15 mm ldbimooduga). Killustik hoiti steriliseerimiseks kont-
sentreeritud HySO4-s, misjérel teda pesti veega kuni neutraalse reaktsioo-
nini ja hoiti siis autoklaavis kolm pédeva iga kord 1,5 tundi rohul 150 kN/m?.
Vermikuliiti saadi Koola poolsaarelt Kovdorski leiukohast. Seda kui inert-
set (toitevdirtuse seisukohast) ja vidga sobivat (aeratsioonireZiimilt)
substraati soovitavad taimede kasvatamiseks mitmed autorid (Teijerina,

Joonis 15. Rhizobium’i tiivede infitseerimisvoime uurimise katsevariandid.
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1956; Raggio jt., 1957; JemtSev jt., 1963). Vermikuliiti steriliseeriti auto-
klaavis rohul 150 kN/m2? 3 tundi. Toitelahuseks oli jargmise koostisega
segu: 1000 ml destil. vett, 0,136 g KH3yPO4, 0,492 g Ca(NO;),, 0,060 g
MgS0,, 0,075 g KCI, 0,025 g Fe,Cls ja 1 ml mikroelementide segu. Igasse
katseklaasi viidi 20 ml nimetatud toitelahust.

Uheaegselt katsevariantidega jdeti kontrolliks katseklaasid idandatud
seemnetega, mida ei inokuleeritud Rhizobium’i kultuuridega. Koigi miigar-
bakterite kultuuride suspensioonide tiiter oli 6 > 10 milj. bakterirakku
| ml-s. Tiiter maérati nefelomeetrilise meetodi abil. Kordusi igas variandis
oli neli. Nagu Manningeri jt. (1960) variatsioonanaliiiisid néitavad, jat-
kub neljast kordusest, et saada usaldusvddrseid andmeid taimede kasva-
tamisel vegetatsiooninoudes. Katseklaase taimedega hoiti laboratooriumis
kunstlikus valguses 8—12 néddalat. Katse lopul fikseeriti taimede juurtel
moodustunud miigarate kuju, suurus ning varvus ja loeti nende arv.
Pidrast seda jaotati materjal kolme ossa: taimede vegetatiivne osa, juu-
red ja miigarad. Eraldatud fraktsioonid kaaluti analiiiitiliste]l kaaludel.
Taimede vegetatiivne osa ja juured peenestati, paigutati eri toosidesse,
asetati kuivatuskappi 100—105°-sesse temperatuuri ning kuivatati kons-
tantse kaaluni. Madramiste tulemused valjendati protsentides kontrolli
suhtes. Miigarate arvu ja kaalu kindlaksméaaramisel kasutati kontrollina
neid liblikoielisi taimi, mis olid nakatatud samalt liigilt isoleeritud tiive-
dega. Taimede vegetatiivse osa ja juurte kuivainesisalduse maaramisel
voeti kontrolliks infitseerimata taimed.

Tulemused tootati 1abi statistiliselt ja tehti dispersioonanaliiiis, kus-
juures seosed liblikoieliste taimede vegetatiivse osa ja juurte kuivaine-
sisalduse ning miigarate kaalu ja arvu vahel mdarati korrelatsioonarvu-
tuste teel. Seoste tugevust viljendati korrelatsioonikoefitsiendi (r) vaar-
tusena.

Miigarbakterite tiitri nefelomeetriline maaramismeetod

Too vajadustega sobis miigarbakterite tiitri maddramiseks koige pare-
mini nefelomeetriline maidramismeetod, mis pohineb bakterite suspensiooni
valguse hajutamisvoime mootmisel.

Bakterite kontsentratsiooni optilise maédramise lahuse hdgususe jargi
vottis esimesena kasutusele McFarland (1907). Edasised uurimised olid
seotud vastavate optiliste mooteriistade loomise ja tdiustamisega, mis val-
mistati kiill keemilisteks analiitisideks, kuid mida kasutati edukalt ka bak-
terisegude uurimiseks.

Nii kasutasid Muntner (1926) ja Liese (1926) bakterisegude hagususe
vurimiseks Kleinmanni nefelomeetrit, Enders ja Kérnbach (1937) Lange
fotokolorimeetrit, Toennies ja Gallant (1949) Kolemani spektromeetrit,
Williams (1952) fotokolorimeeter-nefelomeetrit jne.
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Noukogude teadlastest on optilise meetodi rakendamist bakteriprepa-
raatide uurimiseks suure pohjalikkusega késitlenud Fichman (1957—
1960).

Nzﬁgarbakterite tiitri nefelomeetriline madramine toimus jargmiself.
Miigarbakteri puhaskultuur kiilvati plaatinaasaga 170 ml MBP soodet
sisaldavatesse kolbidesse. Kolbe hoiti 3-—8 pédeva termostaadis 28°C tem-
peratuuris. Sellisel viisil valmistatud emakultuuridest viidi (eelnevalt
kolbe 10 minutit loksutades) steriilse pipetiga 10 ml teise 170 ml ste-
riillse MBP sootmega kolbi. Kiilve hoiti 3—5, aeglaselt kasvavate
tivede puhul 5—7 pdeva termostaadis temperatuuris 28°C. Ette-
niahtud aja mo6dumisel voeti kolvid termostaadist vilja, loksutati 5 minu-
tit ja viidi 25 ml uuritavat bakterirakkude lahust steriilse pipeti abil
25 mm diameetriga H®M-tiilipi nefelomeetri kiivetti. Kiivett uuritava
lahusega asetati nefelomeetri kambri tsentrisse ja kamber tdideti destil-
leeritud veega (kuni ettendhtud tasemeni). Liilitati sisse roheline filter
K-4 (Lei= 541 mm) ja molemad mootetrumlid viidi jaotusele 100 musta
skaala (labilaskvusprotsent) jargi. Hajutajaks valiti H-4. Vaatevilja
poolte heledused tasakaalustati optiliselt parempoolse trumli pé6ramisega,
kui see aga ei onnestunud iihegi hajutaja puhul, siis viidi parempoolne
trummel asendisse 100 (mustal skaalal) ja optiline tasakaal saavutati
vasakpoolse trumli poéramisega. Lugem voeti mustalt skaalalt tasakaalu-
asendis. Koigil médaramistel voeti vdhemalt 6 lugemit ja leiti nende kesk-
mine.

Paralleelselt nefelomeetrilise madramisega maérati miigarbakterite tii-
ter otsese loendamisega Gorjajevi kambri varal. Selleks kanti klaaspul-
gaga moni tilk uuritavat bakterisuspensiooni Gorjajevi kambri peale
surutud katteklaasi serva juurde, kust vedelik kandus eseme- ja katteklaasi
vahelisse ruumi, tdites selle iihtlaselt. Rakud loendati kambri molema
poole ruudustiku 16-s vdikeses ruudus. Lugemitest voeti keskmine ja, tea-
des vidikese ruudu mahtu (1/4000 mm?), arvutati bakterite tiiter (bakterite
arv 1 ml-s).

Katseseerias nefelomeetrilise meetodi rakendatavuse kontrollimiseks
miigarbakterite tiitri mdaramisel kasutati 42 eri Rhizobium’i tiive.

Saadud andmed analiiiisiti regressioonarvutuse teel. Algul valiti reg-
ressioonvorrand kujul N = a - bH, kus N on bakterite kontsentratsioon
loendamise jdrgi Gorjajevi kambris (cm™3) ja H — bakterisuspensiooni
absoluutne hdgusus (cm™') maddratuna nefelomeetril. Kontrollides regres-

sioonkonstandi a usaldatavust Studenti testi jargi, sélgus, et ta‘:—sa—l—<
a

< t(f =41; p=0,05), s. t. osutus mitteoluliseks. Seepérast teostati uus
regressioonanaliilis kujul N = bH. Arvutuste tulemusena leiti, et regres-
sioonikoefitsient b= (1,84 +0,23) 10'° cm™2 ja bakterite kontsentrat-
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Joonis 16. Kalibreerimiskover bakterite suspensiooni tiitri midramiseks higususe jirgi.

siooni standardhélve regressioonsirge suhtes Sy =17 - 10" cm~2, moodus-
tades seega tdisskaalast 9%. Seega on nelja mootmise keskmise nédidu
standardviga alla 5%, mis on kiillaldane ega jad maha tapsusest, mida
tavaliselt saavutatakse otsese loendamise korral Gorjajevi kambris.

Regressioonikoefitsiendi pohjal leitud kalibreerimiskover on toodud
joonisel 16.

Gorjajevi kambri varal loendatud bakterirakkude arvu ja nefelomeet-
rilisel madramismeetodil saadud andmete korrelatsioonarvutused naitasid
(korrelatsioonikoefitsient 0,724 ning toendosus >>99,9%), et kirjeldatud
metoodika voimaldab kiillaldase tdpsusega analiiiisida suspensiooni bak-
terirakkude sisaldust.
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Uurimistulemused

Meie katsete tulemused miigarbakterite tiivede spetsiifilisuse ja viru-
lentsuse méadaramise kohta on esitatud tabelites 18—27 ja joonistel 17—27.

Nagu tabelitest 18, 19 ja 99 néhtub, olid koik 11 Rhizobium’i tiive voi-
melised moodustama miigaraid oma peremeestaimedel (11 liblikoielise
liigil). Miigaraid moodustus korvaljuurtel rohkem kui peajuurtel. Teiste
omaduste poolest (vérvus, kuju) olid miigarad sarnased looduslike miiga-
ratega, erinedes vahest ainult miigarate arvu ja suuruse poolest. Tavali-
selt ulatus nende arv ainult paarikiimneni ja suurus oli 3—5 mm.
Samal ajal voib looduslikes tingimustes miigarate arv liblikoieliste juur-

Liblikoieliste vegetatiivse osa kuivainesisaldus

1 H i
Rhizobium'i g 1 ey 1
tiivi | { | |
| | &
j j ) 3 5 2 § :E:
\ | i
\ = 5 2 Sl §| 3 8 S
S < S S = 3 S S s =
N 2 3| % 3* Skt BN 4w St S 3
\ = - . = E = 3 S = = o E
P ] S ] S S £ g 5 2 : B3
e 8 o ) 3 @ S ) =
e8| 5|58 S|8|3|&818| &3l H
S| S|S|la|3|lsld] 8|S S| EjelS
Indikastor- SIS = E|S| 8|58 8|35]8|5(88
taim BV < - O P I O 3 T R T
1. Medicago sativa 1090 |1150 | 530 500 | 370 | 380 | 390 | 460
236 | 248 | 114 109 80 81 84 | 100
2. Melilotus albus 1030 {1010 | 440 | 470 620 | 420 | 400 | 550 | 430
207 | 202 89 94 124 85 81 | 109 86
3. Trifolium pratense 620 | 460 | 890 | 420 430 | 480 | 430 | 440 | 430 890
143 | 104 | 204 96 99 | 109 98 | 100 99 203
4. Vicia sepium 260 | 270 | 240 | 550 | 510 510 | 510 | 280 | 300 | 270
91 94 85 | 195 | 180 | 197 | 177 | 182 | 181 101 105 97
5. Lathyrus pratensis 270 | 280 | 270 | 480 | 500 | 530 | 500 | 480 | 490 | 240 | 540 | 230 |
101 | 103 | 100 | 180 | 186 | 196 | 187 | 177 | 181 89 | 200 86 |
6. Vicia cracca 950 | 270 | 280 | 530 | 510 | 550 | 510 | 440 | 560 | 200 | 260 | 270 i
: 88 97 | 100 | 191 | 182 | 196 | 182 | 157 | 165 69 93 | 95
7. Lathyrus maritimus 320 | 360 | 370 | 630 | 570 | 550 | 590 | 560 | 560 | 300 | 270 | 250
106 | 118 | 121 | 210 | 188 | 182 | 194 | 186 | 185 | 100 90 83
8. Lotus corniculatus 310 | 310 | 320 | 650 | 700 | 680 | 690 | 660 | 640 | 340 | 290 | 290
105 | 104 | 110 | 222 | 237 | 232 | 234 | 224 | 217 | 116 98 99
9. Anthyllis vulneraria 310 | 300 | 290 | 750 | 730 | 740 710 | 740 | 320 | 300 | 320 |
108 | 104 | 101 | 259 | 252 | 255 244 | 255 | 109 | 101 ; 111
10. Astragalus danicus 250 | 240 | 260 | 260 260 280 | 230 | 580 240
95 92 96 99 98 105 | -88 | 219 | 151 90
11. Caragana arborescens 250 | 260 | 250 | 270 | 250 | 260 | 250 | 260 | 330 | 250 | 550 | 260
98 | 104 97 | 108 98 1 103 | 100 | 102 | 130 99 | 218 | 104

o

Mirkus. Igas paarisreas iilal kuivainesisaldus mg-des ja all kuivainesisaldus

%-des kontrolli suhtes.
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tel ulatuda sadadeni ja nende suurus on 5—10 mm. Koige rohkem
miigaraid moodustus Medicago sativa’l (32), Melilotus albus’el (24) ja
Tri%olium pratense’l (37) ning koige vahem Astragalus danicus’el (14) ja
Caragana arborescens’il (16).

Viarvuselt olid eranditult koik miigarad valged voi roosad. Pruunid ja
mustjaspruunid vérvitoonid puudusid. Selline ndhtus on moistetav, kui
arvestada, et meie katse 16pul olid libiikoielised taimed veel elujoulised ja
et miigarad nende juurtel ei olnud joudnud degeneratsioonistaadiumi.
Pruuniks voi pruunikasmustaks muutuvad miigarad vananedes.

Miigarbakterite spetsiifilisuse selgitamisel ilmnes (tabelid 18—22 ja
joonis 21), et Medicago sativa’l moodustavad miigaraid tiived, mis on

Tabel 18
taimede infitseerimisel Rhizobium’i mitmesuguste tiivedega
| | | | |
1 oyl ‘ 2 |
‘ ‘ ‘ l g |
s =i |
Bl e o faid 4 0 | o ] {8 ‘
= s | 25y i s | = = = v | 9
R HICE B B | S g | S | @ P | TR |
1383 o8l El5|5] (8| S|=]8 588 ol
MEIBIR ['S| Bl 2| 51 8] Eii == I8 18 sl 8 )R 3|
81 ] | = ] o 8] B 8 il i . a | | 5| 9 S|
NS LS 18] ol DA WS B9 Imdl R T T e [BOEES B BN R ] & 5
i B Sk B ot @ ik b SHaS e @ B |9 |e 2w . § -
Bl S| 5[5| 3|85 8| 8|89 S |9 &[5 8|8 2|3|lelglal3
S ) ] S b i Sk SEQIES ESR I @ [ & LSS 8] 8 | i€
SIS SISl 3|3|S|Is|s|18| /3| F|s|3|8|E|8|8|5|3|'s
SIS & SIS SIS el R e loic|e8|a|o|aj&)=
| | | |
460 ; 500 ; 910 | 1250 | 960 | 1010 | 370 | 350 | 480 | 420 560 | 330 | 420 | 460
100 \ 107 B 196 | 271 (208 219| 80| 76|104 | 9 121 | 72| 90| 100
1520 ; 510 bleed & | 820 | 1030 | 830 | 840 | 430 | 490 | 420 440 | 820 | 510 500
1105 : 103 : 165| 207 | 166| 168| 87| 98| 83 87| 165 | 103 100
880 900 | 940 |810 | 440 13900 | 410 | 420 | 440 430 | 420 440
202 | 205 2141185 101 | 89| | 93| 97 (100 99| 95 100
\‘ 260 550 {830 1510 | 530 510 | 290 | 270 280 | 280 280
‘ 93 | 196 [185 178 | 184 178 | 100 | 95 101 | 100 100
1- ; 510 | 500 [520 540 520 400 | 260 260 520 | 270
: \ 189 | 188 193 200 | 193 147 | 97 99 193 | 100
‘ [ 500 | 540 | 510 | 580 520 250 { 320 | 240 600 | 280
‘ 176 | 191 | 182 | 206 | 186 90 | 12| 84 213 | 100
| [ 540 590 450 560 | 300
‘ 179 197 149 187 | 100
1300 t 620 610 | 540 660 680 | 380 380 630 | 300
1102 ; 211 208 | 184 224 238 | 129 130 215 | 100
“ i 710 | 610 410 290 470 | 300 370 290
| 245 | 210 140 101 163 | 102 127 100
‘ 300 | 260 370 | 300|340 | 330 440 340 260
104 | 97 133 | 113|127 | 125 164 129 100
240 | {300 280 250 310 250
T 121 110 98 122 100
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isoleeritud jargmiste liblikoieliste juuremiigaratest: Medicago sativa
(tiivi 1), Melilotus albus (tiivi 2), Astragalus danicus (tiivi 10), Lupinus
luteus (tiivi 12), Trifolium spadiceum (tiivi 15), Vicia faba (tiivi 19),
Medicago lupulina (tiivi 25), Trigonella (tiivi 26), Medicago falcata
(tiivi 27), Melilotus officinalis (tiivi 28), Onobrychis viciifolia (tiivi 31) ja
Ononis repens (tiivi 34). Kirjanduse andmetel (Fred jt. 1932; Purchase,
1953; Vincent, 1954) moodustavad tiivede 1, 2, 25, 26, 27 ja 28 peremees-
taimed iseseisva ‘ristinokulatsiooniriihma — Rhizobium meliloti. Seetottu
on loomulik, et koik nendelt taimedelt isoleeritud tiived tekitavad Medi-
cago sativa’l miigaraid. Tiived 12, 15, 19 ja 31 kuuluvad aga eri rist-

Liblikdieliste juurte kuivainesisaldus taimede

Rhizobium’i | i ' ' | ‘ '
tivi l } | ; [ |
| 5 | | Ll ’
odt 9 | 2] L B N ; ‘ §
- 2 3 | E| 3| 8|8 8 8
I B &3S | § | S| 38| F| 5 | <
|1 Bl8| 2| 8| REalF | 8|3 S|% | §
| @ 5 Y 3 S S = ; § S 2 | : {49
| 2| 8 S| 8|8 88| 8|8 S|8|x g
3 = 3 2 E S 4 = | S = =
218210 % s EDFE o] 8| 6 S ! & »| 8 S
Indikaator- 2| 8 g i = § S ‘E! § § s | g 3 (8 S
taim B SR R e S e ) R o] {1O%] b (i | e
| | [
1. Medicago sativa 270 | 240 | 120 140 | 110 | 150 | 120 | 150
198 | 176 | 88 101 79 | 110 | 88 | 110
2. Melilotus albus 220 | 230 | 100 | 110 | | 140 | 100 | 120 | 150 | 120
209 | 223 | 98 | 108 | [ 182 | 98 | 113 | 144 | 110
3. Trifolium pratense 120 | 100 | 160 | 90 100 | 120 80 | 120 | 100 160
100 76 | 126 | 74 | 82| 92| 60 | 92 80 130
4. Vicia sepium 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 18 14 20 69 62| 74 57| 59 54 16 46 20
86 65 | 95 | 334 | 208| 354 | 272 | 282 | 262 | 79 | 219 | 97
6. Vicia cracca 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 20 18 20 40 41] 39 41 | 48 49 | 20 19 17
97 | 89 95 | 194 | 198| 184 | 197 | 228 | 236 | 95 | 89 | 83
8. Lotus corniculatus 20 21 22 43 46 | 41 39| 37 40 24 19 19
95 [ 100 | 104 | 208 | 22! | 197 | 188 | 178 | 190 | 113 90 | 92
9. Anthyllis vulneraria 20 21 20 40 iz 1 >33 45 44 21 20 21
80 | 84 79 | 161 | 147 122 179 | 176 | 82 | 78 | 83
10. Astragalus danicus 18 17 20 18 17 18 19 | 32 37 20
78 | 76 86 | 78 75 80 84 | 140 | 163 | 88
11. Caragana arborescens 19 18 20 19 19] 21 17{ 19 24 18 63 23
90 8 | 97| 8 | 911100 | 80| 90 | 115 | 88 | 301 | 108

Miarkus. Igas paarisreas iilal kuivainesisaldus mg-des ja all kuivainesisaldus,
%-des kontrolli suhtes.
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inokulatsioonirithmadesse (Rh. lupini, Rh. trifolii, Rh. leguminosarum,
Rh. simplex). Need tiived moodustasid taimede juurtel miigaraid tunduvalt
vihem (keskmiselt 6 miigarat) kui sama ristinokulatsiooniriihma taime-
delt isoleeritud tiived (keskmiselt 26 miigarat). Peab lisama, et tiived 12
ja 31 moodustasid miigaraid ainult kahel korral. Seepérast on tarvis enne
Iopliku jarelduse tegemist neid tulemusi veel kontrollida. Ulejddnud tiived
(10 ja 34), mis olid isoleeritud vastavalt Astragalus danicus’e ja Ononis
repens’i miigaratest, andsid miigaraid ka Medicago sativa’l. Kirjanduses
puuduvad andmed nende taimede kuuluvuse kohta ristinokulatsiooniriih-
madesse. Ei ole ka teada, millise Rhizobium’i liigi alla voib paigutada

Tabel 19
infitseerimisel Rhizobium’i mitmesuguste tiivedega
i :
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186 J 180 » 230 {250 | 240 | 230 | 130 | 120 | 180 | 120 200 | 130 | 160 | 140
133 131 x 166 | 178 | 173 [ 169 | 94| 86127 90 148 | 94 112 100
150 150 \ 180 | 190 | 240 | 240 | 150 | 140|110 120 | 210 {150 | | 100
146 144 1 } 170 | 190 | 228 | 228 | 142 130 | 106 113 | 199 | 142 100
170 | 160 | 15 | 160 | 110 90 * ; 110 | 120 | 130 100 | 100 120
134 | 130 | 124 | 132| 86 | 73 ; 90| 92102 84| 78 100
18 44 52| 69| 52 | 50| 19/ 18 20| 20 20
| 95 228 | 272|356 | 269 ‘ 265| 98| 92 103 | 103 100
; 71| 59 62| 62| 65 ; 49| 18 22 i 67| 21
1w 341 (283 300 | 300 | 313 | 235| 85 106 | 319| 100
§ 60| 66| 56| 56| 60 20 ; 41| 19 68| 21
288 (317 | 268 | 270 | 288 97 ; 196 92 326| 100
1 39 61 34 50| 22
; 185 292 , 164 238 | 100
20 41 50 | 60 59 ‘ 50| 26 37 43| 21
95 | 197 238 | 289 282 { 284 | 126 179 206 | 100
| 23 49| 52 30 19 31 k391 22 2
90 196 | 208 119 77 ! 122| 82 86 100
20 21 32| 20| 26 23 30 23 23
| | 87 91 141| 83| 114102 131 99 100
sl 24 24 20 ; 23 21
SR 115 14 97 | 109 1 100
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nende taimede miigaratest isoleeritud miigarbakterid. Meie katsetest sel-
gus, et Ononis repens’ilt eraldatud tiivi 34 moodustas kiillaltki suurel hul-
gal miigaraid (16) Medicago sativa’l ja teisel sama ristinokulatsiooni-
rithma taimel — Melilotus albus’el (9 miigarat). Siit voib teha esialgse
jarelduse, et Ononis repens’ilt eraldatud tiivi 34 kuulub Rh. meliloti alla,
et liblikoieline ise kuulub Medicago sativa ja Melilotus albus’ega samasse
ristinokulatsioonirithma.

Melilotus albus’el moodustasid miigaraid koik needsamad tiived, mis
Medicago sativa’lgi, vilja arvatud tiived 12, 15 ja 31. Lisaks nendele and-
sid miigaraid veel Lotus corniculatus’elt (tiivi 8), Astragalus danicus’elt
(titvi 10), Caragana arborescens’ilt (tivi 11) ja Trifolium hybridum’ilt

Liblikoieliste juuremiigarate arv taimede

b, Rhizobium'i tavi | | ' LR [
I | Fa Lk |
[ | [ | ‘ «
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1. Medicago sativa 32 | 32 3 1
100 | 102 9 :
2. Melilotus albus 25 24 4 5 4
Pa 107 | 100 18 22 16
3. Triolium pratense 16 37 20
il e b 44 100 | 53
4. Vicia sepium 22 a7 2% 16 13 8 4
100 a7 |2y 74 58 36 15
5. Lathyrus pratensis 25 19 22 12:4% 11 12 12
By 138 | 100 | 122 66 58 68 63
6. Vicia cracca | 20 11 26 15 12 9 2
/ | 75 ( 41 | 100 | 57 | 43| 36 7
7. Lathyrus maritimus 22 24 20 19 16 19 2
$ 115 | 124 | 102 | 100 81 96 12
8. Lotus corniculatus 10 13 18 16 19 18
4 52 70 96 82 | 100 96
9. Anthyllis vulneraria 1 3 18 13 13 24 25
P 4 13 72 52 51 95 | 100
10. Astragalus danicus 34 -1 14 8
22 7 | 100 57
11. Caragana arborescens 5 5 5 3 16
29 30 29 33 100

Mirkus. Igas paarisreas iilal miigarate arv ja all miigarate arv %-des kontrolli
suhtes.
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(tiivi 16) isoleeritud tiived. Saadud tulemused on eriti huvipakkuvad
Lotus corniculatus’e ja Caragana arborescens’i tiivede suhtes. Seni ei ole
teadaolevatel kirjanduse andmetel (Gregory jt., 1953) suudetud asetada
peremeestaime Caragana arborescens’i siimbiootilisi baktereid {ihegi
praegu kindlaksméiratud inokulatsiooniriihma.

Peremeestaimed Lotus corniculatus, Anthyllis vulneraria ja Tetragono-
lobus siliquosus moodustavad iseseisva inokulatsiooniriihma (Fred ijt.,
1932). Millise Rhizobium’i liigi hulka nende miigarates asuvad bakterid
kuuluvad, selle kohta kirjanduses andmed puuduvad. On ainult teada, et
Lotus corniculatus’e ja Anthyllis vulneraria juuremiigaratest eraldatud
bakterid moodustavad miigaraid Ornithopus sativus’e, Astragalus gly-
cyphyllus’e ja Ononis repens’i juurtel (Jensen, 1964).

Tabel 20
infitseerimisel Rhizobium’i mitmesuguste tiivedega
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Trifolium pratense’l tdheldati miigarate ilmumist koikide ristikute lii-
kidelt eraldatud miigarbakteri tiivedega nakatamisel. Koige rohkem miiga-
raid (37) moodustas tiivi 3, mis isoleeriti sama liigi (Trifolium pratense)
miigaratest, teised tiived — 14 (Trifolium fragiferum’ilt), 15 (Trifolium
spadiceumn’ilt), 16 (Trifolium hybridum’ilt), 17 (Trifolium arvense’lt) ja
18 (Trifolium alpestre’lt) — moodustasid vastavalt 20, 22, 25, 24, 18
miigarat. Trifolium pratense’l moodustas miigaraid (16) ka Medicago
sativa juuremiigaratest eraldatud tiivi. Ehkki need miigarad olid vdaga vai-
kesed, on see fakt huvitav sellepérast, et kuni kdesoleva ajani peeti risti-
kute rithma koige selgemini véljakujunenud spetsiifilisusega miigarbakte-
rite riihmaks (Bialosuknia jt., 1923; Baird, 1955).

Liblikoieliste juuremiigarate kaal taimede
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1. Medicago sativa 43 | f 4 i 9 1
100 | 106 | IS 5
2. Melilotus albus 39 49 | 10 l 8 8
81 | 100 20 17 15
3. Trifolium pratense 16 50 | i ’ ! 37
55 100 | ‘ | 74
4. Vicia sepium | 67 68 87 65 51 | 32 10
| | 100 | 101 | 128 | 97 | 76 & 48 | 14
5. Lathyrus pratensis 63 59 53 43 4 | 30 42
| 106 | 100 89 73 74 50 72 |
6. Vicia cracca | 70 56 80 45 38 l 38 5
‘ 87 | 69 | 100 | 55 | 47 | 47 6
7. Lathyrus maritimus 62 | 65| 63 59 43 i 49
106 | 113 91 | 100 79! 8
8. Lotus corniculatus 18 1131|182 L VRTI RV o8 | 28 4 |
62 | 110 | 113 97 | 100 99 14
9. Anthyllis vulneraria 2l 6 30| 25| 2 34| 36 ‘
6| 17 83| 68| 69 95 | 100
10. Astragalus danicus 6 3] 28| 20 |
20 J 10 | 100 71 |
11. Caragana arborescens | (10 10 It 15 33 |
I | 30) 31| 34| 45 100

Miérkus. Igas paarisreas iilal miigarate kaal mg-des ja all miigarate kaal %-des
kontrolli suhtes.
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Et liblikoielised Vicia sepium, Lathyrus pratensis, Vicia cracca ja Lat-
hyrus maritimus moodustavad iseseisva ristinokulatsiooniriihma, siis on
loomulik, et tiived 4, 5, 6 ja 7 (isoleeritud samadelt liikidelt) moodustasid
miigaraid koikidel eespool loetletud liblikoielistel. Vicia sepium’il moo-
dustas koige rohkem miigaraid (27) Vicia cracca’lt isoleeritud tiivi 6,
Lathyrus pratensis’el aga (25 miigarat) Vicia sepium’ilt eraldatud tiivi 4.
Kdige suurem miigarate arv (26) oli Vicia cracca nakatamisel samalt
liigilt isoleeritud tiivega 6. Lathyrus maritimus’el andis koige rohkem
miigaraid (24) tiivi 5, mis oli eraldatud Lathyrus pratensis’elt. Veel moo-
dustasid miigaraid nendel neljal liblikdielisel jargmiste liblikieliste liikide
miigaratest isoleeritud tiived: Lofus corniculatus (tiivi 8), Anthyllis vul-
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Rhizobium'i tiivede infitseerimisvoime
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Melilotus albus
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Vicia sepium
Lathyrus pratensis
Vicia cracca
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Anthyllis vulneraria
Astragalus danicus

. Caragana arborescens
. Lupinus

. Soja

. Trifolium fragiferum
. Trifolium spadiceum
. Trifolium hybridum

. Trifolium arvense

Trifolium alpestre
Vicia faba
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Vicia sylvatica

. Lathyrus vernus
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. Lathyrus pisiformis

Medicago lupulina

. Trigonella
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Melilotus officinalis
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Joonis 17. Melilotus albus’e juurtel moodustunud miigarad. Nakatatud I/ — Trifolium
hybridium’i, 2 — Ononis repens’i, 3 — Medicago lupulina, 4 — Medicago sativa juure-
miigaratest eraldatud tiivedega.

neraria (tiivi 9), Caragana arborescens (tiivi 11), Vicia faba (tiivi 19),
Vicia sativa (tiivi 20), Vicia sylvatica (tiivi 21), Lathyrus vernus (tiivi 22),
Lathyrus sylvestris (tivi 23), Lathyrus pisiformis (tiivi 24), Tetragono-
lobus siliquosus (tiivi 29), Oxytropis pilosa (tivi 30) ja Pisum sativum
(tiivi 36). Nendest koige vdhem miigaraid moodustasid Vicia sepium’il
tived 9 (8 miigarat), 11 (4 miigarat) ja 29 (11 miigarat), Lathyrus pra-
tensis’el tiivi 29 (7 miigarat), Vicia cracca’l tiivved 9 (9 miigarat), 11 (2 mii-
garat), 29 (9 miigarat) ja 30 (1 miigar) ning Lathyrus maritimus’el tiivi
29 (5 miigarat). Tiivede 11 (Caragana arborescens) ja 30 (Oxytropis
pilosa) poolt moodustatud miigaraid taimede juurtel tuleb vaadelda kui
juhuslikku voi ebakorraparast ndhtust, sest miigaraid tekkis ainult '/,—1/,
juhtudel.

Lotus corniculatus’el moodustasid miigaraid tiived 4 (Vicia sepium),
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Joonis 18. Lathyrus pratensis’e juurtel moodustunud miigarad. Nakatatud / — Lathyrus
palustris’e, 2 — Astragalus danicus’e, 3 — Vicia sepium’i, 4 — Caragara arborescens’i
juuremiigaratest eraldatud tiivedega.

5 (Lathyrus pratensis), 6 (Vicia cracca), 7 (Lathyrus maritimus), 8 (Lo-
tus corniculatus), 9 (Anthyllis vulneraria), 10 (Astragalus danicus), 19
(Vicia faba), 21 (Vicia sylvatica), 22 (Lathyrus vernus), 24 (Lathyrus
pisiformis), 29 (Tetragonolobus siliquosus), 30 (Oxytropis pilosa), 34
(Ononis repens) ja 36 (Pisum sativum). Koige rohkem miigaraid moo-
dustasid tiived 8, 6 ja 9, miigarate arv vastavalt 19, 18 ja 18, ning koige
vdhem tiived 10, 30 ja 34, miigaraid vastavalt 2, 4 ja 5.

Anthyllis vulneraria’l moodustasid miigaraid koik needsamad tiived,
mis Lotus corniculatus’elgi, vilja arvatud tiivi 10 (Caragana arborescens).
Ka Lotus corniculatus’el moodustas see miigaraid ainult 25% katses olnud
taimedest. Voib arvata, et tiive 10 poolt moodustatud miigarad on viga
juhuslikku laadi. Lisaks eespool mainitud tiivedele moodustasid Anthyllis
vulneraria’l miigaraid ka Medicago sativa (tiivi 1) ja Melilotus albus’e
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Joonis 19. Vicia sepium’i juurtel moodustunud miigarad. Nakatatud I — Tetragonolobus
siliguosus’e, 2 — Lathyrus pisiformis’e, 3 — Vicia faba, 4 — Pisum arvense juuremuga-
ratest eraldatud tilivedega.

(tiivi 2) juuremiigaratest isoleeritud tiived. Ka nende tiivede puhul moo-
dustus miigaraid viga vihe ja enamikul katses olnud taimedel need puu-
dusid iildse. Astragalus danicus’el andsid miigaraid jargmiste liblikoieliste
juuremiigaratest isoleeritud tiived: Lotus corniculatus (tiivi 8), Anthyllis
vulneraria (tiivi 9), Astragalus danicus (tiivi 10), Caragana arborescens
(tiivi 11), Medicago lupulina (tiivi 25), Trigonella (tiivi 26), Medicago
falcata (tiivi 27), Melilotus officinalis (tiivi 28), Oxytropis pilosa (tiivi
30) ja Ononis repens (tiivi 34). Meie tulemusi kinnitavad ka Aughtry
(1948) ja Jenseni (1964) andmed, mille jargi Astragalus’e liikidelt isolee-
ritud tiivede mojul moodustusid miigarad Medicago falcata’l, Medicago
sativa’l, Lotus corniculatus’el ja Anthyllis vulneraria’l. Kuid see on vastu-
olus Bushnelli ja Sarlesi (1937) andmetega, mille jdrgi Astragalus’elt
eraldatud bakterid ei miigardanud {ihtki nende katsetes olnud liblikoielist
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Joonis 20. Vicia sepium’i juurtel moodustunud miigarad. Nakatatud Lathyrus mariti-
mus’elt juuremiigaratest eraldatud tiivedega.

taime (Medicago sativa, Trifolium pratense, Pisum sativum, Vicia sativa,
Vicia faba, Phaseolus vulgaris, Lathyrus odoratus, Soja hispida, Lupinus
perennis jne.) ning, vastupidi, teiste liblikdieliste taimede miigarbakterid
ei miigardanud ka Astragalus’t. Bushnell ja Sarles joudsid jareldusele, et
Astragalus moodustab iseseisva ristinokulatsiooniriihma.

Caragana arborescens’il andsid miigaraid tiivi 6 Vicia cracca’lt, tivi 7
Lathyrus maritimus’elt, tiivi 8 Lotus corniculatus’elt, tiivi 9 Anthyllis vul-
neraria’lt, tivvi 11 Caragana arborescens’ilt, tiivi 19 Vicia faba’lt, tiivi 22
Lathyrus vernus’elt ja tiivi 29 Tetragonolobus siliquosus’elt.

Kahe viimase liblikoielise taime juurtel oli mitmesuguste tiivede mojul
moodustunud miigarate arv tunduvalt vidiksem (keskmiselt 6 miigarat)
kui iilejddnud iiheksa liigi juurtel (keskmiselt 16 miigarat).

Uhelgi katses olnud 11 liblikoieliste liigil ei olnud voimelised miiga-
raid moodustama tiived 13 (Glycine hispida), 32 (Ornithopus sativus), 33
(Phaseolus vulgaris) ja 35 (Genista). Ka tiived 12 (Lupinus luteus) ja 31
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Joordis 21. Rhizobium'i tiivede voime nakatada liblikoielisi taimi.
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Joonis 22. Miigarate arv Rhizobium’i eri tiivedega nakatatud liblikdieliste juurtel.



(Onobrychis viciifolia) moodustasid miigaraid ainult 50% Medicago sativa
taimedel ning needki olid mitteefektiivsed (tabel 20).

Glycine hispida ja Lupinus luteus’e seemnete kasvatamisel katseklaasis
hévisid taimed juba 3.—4. niddalal pérast katse algust. On teada, et suu-
reseemneliste liblikoieliste kasvatamine katseklaasis voi kolvis on viga
raske (suusonaliselt JemtSev). Jarelikult need taimed, millelt isoleeritud
tived ei miigardanud iihtki voora liigi liblikoielist, moodustavad iseseis-
vad ristinokulatsiooniriihmad. Kirjanduse andmetel (Dorossinski ja Laza-
reva, 1966) on teada, et Rh. japonicum’i alla kuuluvad tiived on voime-
lised moodustama miigaraid lupiinil, kuid RA. lupini tiived ei tekita miiga-
raid Soja’l.

Inokulatsioonikatsed, mis korraldati selleks, et kinnitada miigarbakte-
rite tiivede spetsiifilisust ja miigarate moodustamise voimet, néitasid
selgesti tiivede omadust tekitada miigaraid identselt nende bakteritega,
mis moodustasid miigaraid looduslikes tingimustes kasvavatel peremees-
taimedel.

Et spetsiifilisusel, vdhemalt katsetingimustes, on otsene eiektiivsuse
iunktsioon, siis madrati sellest aspektist ldhtudes taimede kuivainesisal-
dus. Efektiivseteks loeti need tiived, mille puhul kuivainesisalduse juurde-
kasv suurenes vdahemalt 50%, vorreldes kontrolliga (taimed, mida ei naka-
tatud bakteritiivedega). Vastavad andmed on toodud tabelites 18 ja 19
ning joonistel 21 ja 24.

Tabelist 18, kus peale miigaraid moodustanud taimede vegetatiivse
csa kaaluandmete on vordluseks sisse voetud ka moningate miigaraid
mittemoodustanud taimede saagiandmed, ndhtub, et suurimad kuivaine
kogused iihe liblikoielise liigi kohta saadi iihte ristinokulatsiooniriihma
kuuluvatel taimedelt. Suurim kuivainesisaldus — 125 g (271% kontrolliga
vorreldes) — registreeriti seejuures Medicago sativa’l, mis oli infitseeri-
tud Trigonella juuremiigaratest isoleeritud tiivega 26. Palju vaiksem
ei olnud kuivainesisaldus ka Anthyllis vulneraria’l, mis oli infitseeritud
tiivedega 4 (Vicia sepium), 5 (Lathyrus pratensis), 6 (Vicia cracca), 9
(Anthyllis vulneraria) ning Lotus corniculatus’el, mis oli infitseeritud
samade tiivedega ja tiivega 29 (Tetragonolobus siliquosus). Koikidel
miigaraid mittemoodustanud taimedel oli kuivainesisaldus madalam ja
seda isegi kontrolliga vorreldes, s. o. alla 100%, vidlja arvatud iiksikud
erandid. Neist andmetest ilmneb, et taimed, mis kasvasid téiesti steriil-
setes tingimustes (kontrolltaimedel puudus igasugune mikrofloora), arene-
sid neist taimedest paremini, mida kiill infitseeriti miigarbakterite tiive-
dega, kuid millel miigaraid ei moodustunud. Siit voib teha esialgse jarel-
duse, et bakterid, mis ei ole voimelised miigardama liblikdielist taime,
ei soodusta taime kasvu, vaid, vastupidi, avaldavad tema arengule kah-
julikku moju. Selle pohjuse vidljaselgitamisele ei ole aga kdesolevas toos
tdhelepanu pooratud.
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9-Anthyllis vulneraria
10-Astragalus danicus
11-Caragana arborescens
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Joonis 23. Miigarate kaal Rhizobium'i eri tiivedega nakatatud liblikoieliste juurtel.
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Joonis 24. Liblikoieliste vegetatiivse osa kuivainesisalduse suurenemine taimede infit-
seerimisel Rhizobium’i mitmesuguste tiivedega.

Efektiivseteks tiivedeks osutusid (tabel 18, joonis 21) eranditult koik
iihte ristinokulatsioonirithma kuuluvatelt taimedelt isoleeritud bakteritiived.
Lisaks neile andsid efektiivse siimbioosi ka Lotus’e rithma moodustavad
titved (Lotus corniculatus, Anthyllis vulneraria, Tetragonolobus siliquo-
sus) Rhizobium leguminosarum’i rilhma kuuluvate taimedega ja, vastu-
pidi, Rhizobium leguminosarum’i hulka kuuluvad tiived Lotuse’e rithma
taimedega. Kuigi tiive 29 puhul Lathyrus pratensis’el ja Lathyrus mariti-
mus’el on tabelis 18 mirgitud mitteefektiivne siimbioos, oli kuivainesisal-
dus kontrolli suhtes vastavalt 147% ja 149%. Seeparast voib ka seda lib-
likdielise — bakteri siimbioosi pidada efektiivseks. Et nende kahe rist-
inokulatsioonirithma liikmete vahel on inokulatsioonivoime vastastikune,
voib Rhizobium leguminosarum’i ja Lotus’e rithm liita {iheks ristinokulat-
sioonirithmaks.

Seni viheuuritud Ononis repens kuulub Rhizobium meliloti riihma moo-
dustavate taimedega iihisesse rithma ning Oxytropis pilosa ja Caragana
arborescens moodustavad iihise rithma Astragalus danicus’ega (tabel 18).
Ehkki Ononis repens’ilt, Oxytropis pilosa’lt ja Caragana arborescens’ilt
eraldatud tiived 34, 30 ja 11 moodustasid miigaraid ka teistel liblikoie-
listel (tabel 18), osutusid nad neil juhtudel mitteefektiivseteks. Seeparast
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Joonis 25. Rhizobium’i eri tiivedega nakatatud liblikdieliste taimede vegetatiivse osa

kuivkaal protsentides kontrolli suhtes. Kontrolliks on voetud nakatamata taim. Mustad

tulbad vastavad efektiivsele siimbioosile, viirutatud tulbad — mitteefektiivsele siimbioo-

sile, kuna valged tulbad tihistavad katsevariante, milles miigaraid ei moodustunud
(tiivede Sifrid vt. tabelis 22).
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ei saa sellisel korral votta miigarate moodustamise voimet aluseks nende
taimede paigutamisel ristinokulatsiooniriihmadesse.

Arvatakse isegi, et miigarate moodustamine kindla peremeestaime
juurtel ei ole veel antud bakterite spetsiifilisuse néitaja sellel taimel, sest
ka mittespetsiifilised bakterid voivad taimedel moodustada mitteefektiiv-
seid miigaraid (Manil, 1963).

Jooniselt 25 ndhtub, et {iks ning sama tiivi voib séltuvalt liblikdielise
liigist kédituda viga erinevalt. Nii voib iiks ja sama miigarbakteri tiivi
iihel liblikGielise liigil anda efektiivse, teisel aga mitteefektiivse siimbioosi
ja kolmandat iildse mitte nakatada. Seepirast ei tidhenda tiive mitte-
efektiivsus veel seda, et ta ei voiks olla efektiivne teise liblikoielise liigi
puhul. Siit tuleb jdreldada, et koosluse efektiivsus ei olene iiksnes bakte-
ritiivede, vaid suurel méédral ka peremeestaime enda geneetilistest oma-
dustest.

Uldiselt on tiived efektiivsed neil peremeestaimedel, millelt nad iso-
leeriti. Kuid on ka erandeid. Nii on saadud lupiinil ja sojal miigaraid
Rhizobium meliloti’lt eraldatud tiivedega nakatamisel, kusjuures efektiiv-
sus oli suurem kui neilt endilt eraldatud tiivedega nakatamisel (Balassa,
1963).

Koiki 303 katsevarianti koos vaadeldes selgub, et miigaraid moodusta-
sid 36 miigarbakteri tiive 128 juhul, kusjuures efektiivne siimbioos tekkis
88 juhul (tabel 22). Jdrelikult osutusid mitteefektiivseteks (vegetatiivse
osa kuivainesisalduse juurdekasv alla 50%) !/; katses olnud tiivedest.
Nendel tiivedel koikus efektiivsus kontrolli niitajate piirides. Ulejainud
*/3 tiivede efektiivsus oli kontrolli suhtes 100% iimber (kuivainesisalduse
juurdekasv iile 50%) (joonis 24).

Mitteefektiivsete tiivede puhul moodustus miigaraid kontrolli suhtes
alla 50%), efektiivsete tiivede korral aga iile 50% (joonised 22 ja 26). Ena-
mikul juhtudel moodustasid tiived kdige rohkem miigaraid peremeestai-
medel, millelt nad olid eraldatud. Erandi moodustasid vaid tiived 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 koige rohkem miigaraid tiivi 4 Lathy-
rus pratensis'el, tiivi 5 Lathyrus maritimus’el ja tiivi 6 Vicia sepium’il.

Miigarate kaalu ja tiivede efektiivsuse vordlus niitas, et enamikul juh-
tudel on miigarate kaal efektiivsete tiivede puhul iile 50% ja mitteefek-
tiivsete tiivede korral alla 50% kontrolliga vorreldes. Ainsaks erandiks oli
tiivi 1 (Medicago sativa), mis Trifolium arvense’l andis kiill mitteefektiivse
stimbioosi, kuid miigarate kaal kontrolli suhtes oli iile 50% (joonised 23
(as2rY,

Korrelatsioonarvutused (tabel 23) niitasid, et miigarbakterite poolt
infitseeritud liblikGieliste taimede vegetatiivse osa kuivainesisaldus on
seoses miigarate arvu ja kaaluga. Suhteliselt tugevam oli seos miigarate
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Tabel 23

Korrelatsioon liblikoieliste taimede kuivainesisalduse ning
miigarate kaalu ja arvu vahel

Korrelatsiooni

P |

Uuritavad Kl?rr?.lft-Sl:gim |  Vabadusastmete koefitsiendi
suurused : oe.-l..siﬁ I arv statistiline

s | usaldatavus
MA, VK 0,696 125 p < 0,001
MA, JK 0,589 123 P < 0,001
MK, VK 0,782 123 P < 0,001
Mirkus. MK — miigarate kaal, MA — miigarate arv, VK — vegetatiivse osa

kuivainesisaldus, JK — juurte kuivainesisaldus.

kaalu ja taimede vegetatiivse osa kuivainesisalduse vahel, siis kui korre-
latsioonikoefitsient oli 0,782.

Korrelatsioon miigarate arvu ja taimede juurte kuivainesisalduse
vahel oli monevorra norgem kui korrelatsioon taimede vegetatiivse osa
kuivainesisalduse ning miigarate arvu ja kaalu vahel. Ka kirjanduse and-
med néditavad, et taimede korvaljuurte hulga suurenemisega suureneb
juuremiigarate arv.

Korrelatiivsed seosed nende néitajate vahel on toestatud suure usal-
dusvédirtusega (P < 0,001). Seejuures rohutab matemaatiline analiiiis
veelgi andmete lihtsal vordlemisel silma hakanud seoseid miigarbakteri
tiivede efektiivsuse ning miigarate arvu ja kaalu vahel.

Miigarbakterite spetsiifilisuse maddramisel saadud andmete dispersioon-
analiifisi tulemused voimaldavad saada tdiendavat informatsiooni vaadel-
dava kiisimuse kohta (tabelid 24—27). Selgub, et olulisi erinevusi esineb
liblikoieliste seemnete kui ka miigarbakteri tiivede vahel, mida vois mar-
gata ka juba originaalandmete vaatlemisel, eriti keskmiste andmete vord-
lemisel. Samuti on statistiliselt oluline (P <C0,01) «seemned X< tiived»
koosmoju, s. t. Rhizobium’i tiive efektiivsus soltub oluliselt sellest, millise
liblikoieliste liigi seemet temaga infitseeritakse. Analoogilised seaduspéra-
sused esinesid koigi nelja nditaja, s. t. VK, JK, MK ja MA osas.

Saadud andmed kinnitavad veelgi, et Rhizobium’i tiivede diferentseeri-
mine liikideks ainult miigarate moodustamise voime alusel ei ole oOige,
vaid korvuti sellega tuleb silmas pidada peremeestaime ja miigarbakteri
stimbioosi efektiivsust.
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Joonis 26. Miigarate arv Rhizobium'i eri tiivedega nakatatud liblikoielistel taimedel prot-
sentides kontrolli suhtes. Kontrolliks on voetud samalt liblikdieliste liigilt eraldatud

miigarbakteri tiivega nakatatud taim (tiivede S$ifrid vt. tabelis 22)
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Joonis 27. Miigarate kaal Rhizobium’i eri tiivedega nakatatud- liblikdielistel taimedel
protsentides kontrolli suhtes. Kontrolliks on véetud samalt liblikdieliste liigilt eraldatud
nakatatud taim (tiivede Sifrid vt. tabelis 22).
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Tabel 24

Liblikoielistel taimedel moodustunud miigarate arvu dispersioonanaliiiis

Vaba- ; 1 i
Varieeruvuse Ruutude dus- Iéfi?lt. T;igg‘ K{il;té-
allikas summa as;T‘fte po sl s
Uldine 49 233 508
Alariihmad 37 486 127
Sellest:
liblikoieliste seemmned 7458 10 745,8 & o 2,6
miigarbakterite tiived 13 335 35 381,0 1,9* 1,9
koosmoju «seemned X tived» 16 693 82 203,5 6,6 1,5
Kordused 11747 381 30,8
* Arvutatud koosmoju «seemmned X tiived» suhtes.
Tabel 25
Liblikdielistel taimedel moodustunud miigarate kaalu dispersioonanaliiiis
Vaba- Pas : 1
Varieeruvuse Ruutude dus- ]r(nelill:a ’ F]éfii}é:l..l Klrllr:g
allikas summa as;rlr.l‘fte oA Rum e
il ! s e
Oldtne 290 668 508
Alariihmad 239 087 127
Sellest:
liblikoieliste seemned 63 585 10 6358 5,9* 2,6
miigarbakterite tiived 87 099 35 2490 23* 1,9
koosmoju «seemned X tiived» 88 403 82 1075 8,0 1,5
Kordused ; 51 581 381 135

* Arvutatud koosmoju «seemned X tiived» suhtes.
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Tabel 26

Liblikoieliste taimede vegetatiivse osa kuivainesisalduse dispersioonanaliiiis

Vaba- . : by
Varieeruvuse Ruutude i (1us-t I::is;:: ’ I“;(lrsictggl l Kl';:g
allikas | summa | astmete ff Ves s w
j \ e . ruut ] rium Fo,ox
Uldine 376 175 908
Alarithmad 342 399 227
Sellest:
liblikoieliste seemned 72 609 10 7261 Tl 24
miigarbakterite tiived 98 696 35 2820 3.0 B
koosmoju «seemned X tiived» * 171 094 182 940 19,0 1.3
Kordused 33776 681 495

* Arvutatud koosmoju «seemned X tiived» suhtes.

Tabel 27

Liblikoieliste taimede juurte kuivainesisalduse dispersioonanaliiiis

| Vaba- | z : D
Varieeruvuse Ruutude | dus- | lr(nq;l;- F]’(lrsi%::e_n K]’;::S'
allikas summa | astmete | s t g F
e | 2 ron rium E 0,01
OUldine 293 980 908
Alarithmad 284 394 227
Sellest:
liblikoieliste seemned 108 248 10 10825 52,4* 2,4
miigarbakterite tiived 138 462 35 3950 19,1* i
koosmoju «seemned X tiivedy * 37 684 182 207 14,7 1.3
Kordused 9 586 681 14,1

* Arvutatud koosmoju «seemned X tiived» suhtes.
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Kokkuvote

Esitatud andmetest nahtub, et liblikoieliste seemnete inokuleerimisel
miigarbakterite eri tiivedega tekivad miigarad eranditult koigil peremees-
taimedel, mille juuremiigaratest nad olid eraldatud. Miigarate hulk ja
suurus erines oluliselt looduslikult leiduvatest miigaratest. Enamikul juh-
tudel ulatus miigarate arv kunstlikes tingimustes kasvatatud liblikoieliste
taimede juurtel ainult monekiimneni ja nende suurus oli 3—5 mm. Loo-
duslikes tingimustes kasvavate taimede juurtel aga voib miigarate arv
ulatuda sadadeni ja suurus on 5—10 mm.

Medicago sativa seemnete infitseerimisel miigarbakterite 33 eri tiivega
moodustasid miigaraid 12 tiive. Koige rohkem miigaraid (keskmiselt 26
miigarat) moodustasid need tiived, mis olid isoleeritud Medicago sativa’ga
samasse ristinokulatsiooniriithma kuuluvatelt taimede juuremiigaratest. Rh.
lupini, Rh. trifolii, Rh. leguminosarum’i ja Rh. simplex’i ristinokulatsiooni-
rithmadesse kuuluvatelt taimedelt eraldatud tiivede poolt moodustatud
miigarate arv oli aga tunduvalt vdiksem (keskmiselt 6 miigarat).

Huvitavad tulemused saadi Ononis repens’i juuremiigaratest eraldatud
tiive (34) korral. Nimetatud tiivi moodustas kiillaltki suurel hulgal miiga-
raid Medicago sativa’l (16 miigarat) ja teisel sama ristinokulatsiooni-
rithma taimel — Melilotus albus’el (9 miigarat). Samuti olid need miiga-
rad korge efektiivsusega. Lahtudes nendest andmetest voib teha jarelduse,
et Ononis repens’ilt eraldatud tiivi 34 kuulub Rh. meliloti hulka ning liblik-
oieline ise kuulub Medicago sativa ja Melilotus albus’ega samasse rist-
inokulatsioonirithma.

Ka Lotus corniculatus’elt ja Caragana arborescens’ilt eraldatud tiived
(8 ja 11) olid voimelised infitseerima Melilotus albus’t, kusjuures tekkis
vdikesearvuliselt mitteefektiivseid miigaraid.

Trifolium pratense’l moodustas (korvuti ristiku liikidelt eraldatud tiive-
dega) miigaraid ka Medicago sativa juuremiigaratest isoleeritud tiivi.
EFhkki need miigarad olid mootmetelt viga vidikesed ja mitteefektiivsed,
con nimetatud fakt huvitav sellepérast, et ristikute rithma on peetud koige
selgemini viljakujunenud spetsiifilisusega miigarbakterite riihmaks.

Rh. leguminosarum’i ristinokulatsiooniriihma kuuluvate taimede juur-
tel moodustatud miigaraid Caragana arborescens’i (tiivi 11) ja Oxytropis
pilosa (tiivi 30) poolt tuleb vaadelda kui juhuslikku nahtust, sest miiga-
raid moodustus ainult veerandil véi pooltel juhtudest.

Lotus corniculatus’el ja Anthyllis vulneraria’l moodustasid miigaraid
koik Rh. leguminosarum’i ristinokulatsiooniriithma kuuluvatelt taimedelt
eraldatud tiived (4, 5, 6, 7, 19, 21, 22, 24). Lisaks neile tiivedele miigardas
nimetatud liblikoielisi taimi ka Tefragonolobus siliquosus’elt eraldatud
tivi 29. See fakt on jarjekordseks kinnituseks Fredi ja teiste uurijate arva-
musele (1932), mille jargi need kolm liblikoielist kuuluvad iihte rithma.

132



Et Lotus corniculatus’e, Anthyllis vulneraria ja Tetragonolobus sili-
quosus’e juuremiigaratest eraldatud tiived andsid efektiivse siimbioosi
Rhizobium leguminosarum’i rithma kuuluvate taimedega ning, vastupidi,
Rhizobium leguminosarum’i hulka kuuluvad tiived Lotus’e rithma taime-
dega, siis voiks need kaks rithma liita iiheks ristinokulatsiooniriihmaks.
Lotus’e rithma taimedelt eraldatud miigarbaktereid aga voib pidada liigiks
Rh. leguminosarum.

Astragalus danicus’el moodustasid miigaraid 30-st katses olnud tiivest
10 tiive, kusjuures Rh. meliloti hulka kuuluvad tiived ning ka Lofus cor-
niculatus’elt, Anthyllis vulneraria’lt, Caragana arborescens’ilt ja Ononis
repens’ilt eraldatud tiived. Efektiivse siimbioosi andsid ainult kolm tiive,
mis olid eraldatud Astragalus danicus’e, Caragana arborescens’i ja Oxy-
tropis pilosa juuremiigaratest.

Caragana arborescens’il andsid miigaraid 8 tiive 25-st, kusjuures siim-
bioos oli efektiivne oma, s. o. Caragana arborescens’i juuremiigaratest
isoleeritud tiivega nakatamisel.

Tundub toéendolisena, et Oxytropis pilosa ja Caragana arborescens
moodustavad {ihise rithma Asfragalus danicus’ega. Kuigi Oxytropis pilo-
sa’lt ja Caragana arborescens’ilt eraldatud tiived 34 ning 30 moodustasid
miigaraid ka teistel liblikoieliste liikidel, osutusid need tiived neil juhtudel
mitteefektiivseteks. Ei saa sellisel korral votta miigarate moodustamise
voimet aluseks nende taimede paigutamisel ristinokulatsiooniriihmadesse.

Tiived Glycine hispida’lt (13), Ornithopus sativus’elt (32), Phaseolus
vulgaris’elt (33) ja Genista’lt (35), mis ei moodustanud miigaraid {ihelgi
katses olnud liblikoieliste liigil, ei kuulu ithessegi eelnimetatud ristinoku-
latsioonirithma. Need tiived kas moodustavad iseseisvad ristinokulatsiooni-
riihmad voi liituvad moningate {ihiste ristinokulatsiooniriihmadega.

Jérelikult voib iiks ja sama tiivi soltuvalt liblikoieliste liigist kadituda
vaga erinevalt: iihel liblikoieliste liigil annab efektiivse, teisel mitteefek-
tiivse siimbioosi, kolmandat aga ei nakata iildse. Kirjanduses leidub ka
andmeid (E. Allen, 1949), mille jargi moned bakteritiived kutsuvad esile
esialgu mitteefektiivse siimbioosi, hiljem aga muutub siimbioos efektiiv-
seks. See hiljem avalduv efektiivsus (autorite poolt esitatud andmetel) ei
pohine saastumisel. Ta vbis peegeldada mingit kriitilist muutust keskkon-
natingimustes, mis mojutavad peremeestaime-bakteritiive siimbicosi. Kuid
ekseperimendi kdigus vois leida aset ka siimbiontide adaptatsicon teine-
teise suhtes. Kahjuks ei teostatud vastavaid reinokulatsioonikatseid.

Uldiselt on tiived efektiivsed neil peremeestaimedel, millelt nad on
isoleeritud, kusjuures efektiivsus on seotud suure arvu miigarate moodus-
tumisega taimede juurtel. Miigarate kaal on efektiivse stimbioosi korral
tile 50% kontrolliga vorreldes, mitteefektiivse siimbioosi puhul aga alla
50%. Korrelatiivsed seosed nende néitajate vahel on toestatud korge usal-
dusvéddrsusega (P < 0,001).



I1l. KATSETULEMUSTE ARUTELU

Toos esitatud andmed annavad iilevaate Rhizobium’i levikust Eesti
NSV-s kasvavatel liblikdielistel, faktoreist, millega nimetatud bakterite
arvukus mullas suuremal voi vdahemal médral korreleerub, bakterite mor-
foloogilistest ja fiisioloogilistest omadustest ning miigarbakterite ja liblik-
oieliste taimede vahelisest siimbioosist. Saadud tulemuste pohjal voib
teha tdiendusi tdnapdeval kasutuselolevates Krassilnikovi (1949) ja Ber-
gey (1957) Rhizobium’i Klassifikatsioonides, kus miigarbakterite tiivede
liigitamine toimub ainult iihe kriteeriumi — miigarate moodustamise
voime alusel.

Pealegi on miigarate moodustamise voime omadus, mida bakterid voi-
vad kaotada (ja ka omandada), kui neid kasvatada in wvitro (Jensen,
1958).

Missugune kriteerium annaks aluse liigitada bakterite tiivesid, mida
on 80 aasta jooksul isoleeritud mitmesajalt liblikoielise liigilt? Meie uuri-
mistulemused kinnitavad neid kirjanduses toodud seisukohti, kus mérgi-
takse, et Rhizobium’i perekonna liikide mdédramisel ei saa aluseks votta
iiksnes nende nakatusvoimet, vaid tuleb arvestada ka koiki teisi (morfio-
loogilisi, fiisioloogilisi, biokeemilisi, seroloogilisi jne.) omadusi (Leifson
ja Erdman, 1958; Smith, 1958; Manninger, 1962; Graham, 1964; Ley jt.,
1965).

Meie uurimised, mis haarasid 58% Eesti NSV-s kasvavaid liblikoieliste
liike, néitasid, et koigil vaatluse all olnud liblikoielistel leidus miigaraid.
Miigarad asetsesid nii pea- kui ka kiilgjuurtel.

Miigarate morfoloogia uurimisel selgus, et samasse liblikoieliste pere-
konda kuuluvatel liikidel oli miigarate kuju ja suurus sageli erinev; nii
leiti Trifolium’i liikidel immargusi ja kepikujulisi (suurus 0,5—1,5 mm)
ning Vicia ja Lathyrus’e liikidel iimmargusi, nuia- ja kdpakujulisi miiga-
raid (suurus 1,5—8,0 mm). Tefragonolobus’e, Lotus’e, Oxytropis’e, Ono-
nis’e ja Anthyllis'e perekonnas olid ainult iimmargused (suurus 0,5—4,0
mm) ning Medicago perekonnas ainult kdpakujulised miigarad (suurus
1,6—3,5 mm).

Miigarate kuju ja suurus huvitas neid kui voimalik abikriteerium mii-
garbakterite klassifitseerimisel. Selgus aga, et liblikoieliste juurtel leidu-
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vate miigarate morfoloogia varieerub tublisti nii iihe ja sama perekonna
kui ka liigi piirides.

Meie uurimiste tulemused kinnitasid neid kirjanduses toodud seisu-
kohti, kus rohutatakse iihelt poolt mullastikutingimuste ja teiselt poolt
liblikoieliste taimede moju miigarbakterite voimele moodustada miigaraid
(Bjdlive, 1937; Rassel, 1955; Petrosjan, 1959). Naiteks selgus, et liblik-
oieliste taimede kasv oleneb nende juuremiigarate arvust ja mulla reakt-
sioonist, kusjuures miigarate arv omakorda on korrelatsioonis mulla reakt-
siooni ning, difosforpentoksiidi- ja kaaliumoksiidisisaldusega mullas.
Koige rohkem miigaraid moodustub neutraalse kuni leeleka reaktsiooniga
(pHkc1 6,8—7,2) lubjarikastes muldades, kus kergesti lahustuvate difos-
forpentoksiidi- ja kaaliumoksiidisisaldus on korge.

Liblikoielistelt taimedelt eraldatud miigarbakterid voib suhtumise jargi
mulla reaktsioonisse jaotada kahte suurde rithma. Esimese rithma moo-
dustavad need bakterid, mis kasvavad laias pH piirkonnas. Vicia sylvatica
juurtel leiti miigaraid mullast, mille pHgc, oli 4,6—7,1, Lotus cornicula-
tus’e juurtel mullast, mille pHgc oli 4,7—7,0 jne. Teise rithma kuuluvad
kitsas pH piirkonnas kasvavad miigarbakterid, mida leiti Ononis repens’il
pHker 6,8—7,2 puhul, O. arvensis’el pHgc 6,8—7,3 korral, Anthyllis vul-
neraria’l pHgc 7,0—7,4 korral ja Medicago lupulina’l pHgc, 6,9—7,3 puhul.
Siit ilmneb, et mulla pH suhtes on koige tundlikumad Medicago, Ononis’e
ja Anthyllis’e liikidel arenevad miigarbakterid ja kdige resistentsemad on
nad Vicia, Trifolium’i, Lathyrus’e ning Lotus’e liikidel.

Analoogilisi seisukohti on viljendanud Mulder jt. (1966) oma mone-
vorra hiljem avaldatud t66s. Nad margivad miigarate puudumist Med.
lupulina’l, kui mulla pH oli alla 6,5, Trif. repens’il aga moodustusid miiga-
rad isegi pH 5,0 puhul.

Meie uurimistulemustest tuleb esmajoones esile tosta miigarate esine-
mise selgitamist metsikult kasvavate liblikdieliste 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. Miigarate esinemist
nende taimede juurtel on varem vihe voi ei ole iildse uuritud.

Nagu juba kirjanduse iilevaatest selgus, on andmed miigarate esine-
mise vOi mitteesinemise kohta liblikoielistel taimedel viga puudulikud.
Peamised raskused on selles, et paljud liblikdieliste liigid kasvavad kau-
getel eraldatud aladel ja on kogujatele raskesti kittesaadavad. Osa lib-
likdieliste perekondi on aga monotiiiibilised ja on keskpirasele botaani-
kule vaevalt tuntud, rddkimata mikrobioloogidest. Ka seemnete kogumine
on seotud suurte raskustega, sest paljud seemned on suhteliselt liihikese
elueaga. Seega jatab viis, kuidas saab uurida miigarate esinemist liblik-
oielistel, palju soovida. Tihedam koopereerumine botaanikute ja mikrobio-
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loogide vahel, kes on huvitatud liblikéielistest taimedest, voimaldaks saada
palju véaartuslikku informatsiooni ning ergutaks agronoomilist huvi tea-
tud taimede selektsiooniks ja adaptatsiooniks pollumajanduslikel eesmér-
kidel.

Miigaratest isoleeritud miigarbakterite tiived varieeruvad morfoloogi-
listelt tunnustelt suhteliselt vdhe. Nende iildine sarnasus ei voimalda neid
rithmitada niivord iiksikuteks miigarbakterite liikideks, kuivord peremees-
taimede jirgi. Seda laadi erinevused piirduvad véikeste variatsioonidega
keskmistes moodetes, liikuvusastmes ja kolooniate kasvu intensiivsuses
eri s6otmetel.

Koige olulisem ja stabiilsem tunnus on kolooniate moodustamise Kkii-
rus kasvamisel kunstlikel so6tmetel. Nimelt jagunevad koik miigarbakteri-
kultuurid kiiresti ja aeglaselt kasvavateks tiivedeks. Koige selgepiirilise-
mad erinevused morfoloogiliste, fiisioloogiliste ja biokeemiliste néitajate
vahel tulevad ilmsiks just sellise miigarbakterite tiivede jaotuse korral.

Nii moodustavad peaaegu koik kiiresti kasvavad tiived oa-agaril,
MBP-1 ja MBP-1 kongo punasega iimmargusi poolldbipaistvaid hallikas-
valgeid pealt kumeraid limase konsistentsiga kolooniaid, diameetriga
1,0—8,0 mm. Koik aeglaselt kasvavad tiived annavad véikesi (ldbimoot
0,2—2,0 mm) iimmargusi poolldbipaistvaid piimjasvalgeid ja hésti ldikiva,
opalestseeruva pinnaga kolooniaid.

Veelgi selgemini tulevad erinevused nende kahe pohirithma vahel ilm-
siks elektronmikroskoopilistes uurimistes, mis on nididanud, et koik aegla-
selt kasvavate tiivede rakud on iihe, subpolaarselt kinnitunud viburiga
(monotrihhid), vastandina kiiresti kasvavatele tiivedele, millel viburid on
kinnitunud kogu raku pinnale (peritrihhid).

Ka kultiveerimisel lakmuspiimas annavad kiiresti ja aeglaselt kasvavad
Rhizobium’i tiived iseloomulikke reaktsioone: kiiresti kasvavate tiivede kor-
ral moodustub lakmuspiimas kas aluseline voi happeline reaktsioon «see-
rum»-tsooniga voi ainult happeline reaktsioon ilma «seerum»-tsoonita.
Koik aeglaselt kasvavad tiived aga annavad samades tingimustes tugeva
aluselise reaktsiooni, kuid ei moodusta «seerum»-tsooni.

Nii nagu morfoloogiliste ja fiisioloogiliste néitajate puhul, jagunevad
uuritud Rhizobium’i tiived ka biokeemilise tunnuse (siisivesikute fermen-
teerimine) jargi kaheks riihmitiseks, mille erinevused moodustavad pohi-
lise osa koigist tiivedevahelistest lahkuminekutest. Lahkuminekud nende
kahe rithmitise vahel on kindlapiirilised ja erinevuste olulisus on statis-
tiliselt toestatud. Katsed on ndidanud, et aeglaselt kasvavate lupiini, soja,
seradella ja Genista tiivede (iiks rithmitis) poolt siisivesikute fermenteeri-
misel moodustub aluseline keskkonna reaktsioon. Teise rithmitise moodus-
tavad koik kiiresti kasvavad bakteritiived, mille toimel siisivesikute lagun-
damisel tekivad happed.
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Kirjeldatud erinevusi aeglaselt ja kiiresti kasvavate tiivede vahel voib
pidada koige iseloomulikumateks tunnusteks molemale riihmale.

Teoreetilisest seisukohast on antud t66s koige huvipakkuvam moment
hapete voi aluselise reaktsiooni moodustumine siisivesikute fermenteerimi-
sel Rhizobium’i poolt.

Meil onnestus nédidata Rhizobium’i liikide vordlemisel Dunkani testi
abil, et nad jagunevad siisivesikute fermenteerimisel moodustunud kesk-
mise hapete hulga jargi neljaks rithmaks. Uhtlasi selgus, et selline jaotus
langeb pohijoontes kokku Smithi (1958) poolt antud miigarbakterite klas-
sifikatsiooniga. Meie poolt méirgitud erinevusteks on esiteks see, et RA.
meliloti tiivede hulka kuuluvad ka tiived, mis eraldatakse Ononis repens’ilt,
Lotus corniculatus’elt, Anthyllis vulneraria’lt ja Tetragonolobus siliquo-
sus’elt, teiseks, et Rh. phaseoli, Rh. leguminosarum’i ja Rh. trifolii rithma
kuulub ka tiivi Onobrychis viciifolia’lt ning kolmandaks, et lisaks Smithi
(1958) poolt toodud kolmele rithmale on meil lisaks veel neljas riihm,
mille moodustavad Oxytropis pilosa’lt ja Astragalus danicus’elt eraldatud
tiived.

Analiitisides Rhizobium’i liikide jagunemist mis tahes riihmas happe
moodustamise keskmise voime jédrgi eri siisivesikutest ilmneb, et sellel on
tugev seos peremeestaime triibusega. Uhe ja sama triibuse taimedelt eral-
datud Rhizobium’i tiived kuuluvad happe moodustamise voime jargi pea-
aegu eranditult iihte ja samasse rithma.

Antud ndhtuse seletamisel jagame Norrise (1965) seisukohti. Norris
maérkis, et hapete moodustamine Rhizobium’i poolt on seotud kindlate
peremeestaimede triibustesse kuuluvate liblikoieliste evolutsioonilise are-
nemisega. Need miigarbakterite tiived, mille peremeestaimed kuuluvad evo-
lutsiooniliselt noorematesse triibustesse, on happemoodustajad, vastan-
dina neile tiivedele, mis siisivesikute fermenteerimisel moodustavad aluse-
lise reaktsiooni ja on isoleeritud koige primitiivsematelt ning morfoloogi-
liselt koige vdhem spetsialiseerunud liblikoielistelt.

Kéesolevas uurimises saime samuti andmeid selle kohta, et siisivesi-
kutest fermenteeritakse koige paremini arabinoosi, galaktoosi, gliikoosi,
sahharoosi ja manniiti. Koige halvemini fermenteeritakse maltoosi, sor-
biiti ja inosiiti. Laktoos moodustas vahepealse rithma.

Toodust tuleneb praktilist laadi jareldus: kui siiani soovitati sootmes
miigarbakteritele kasutada energiaallikana manniiti, siis niisama hésti
voi isegi edukamalt voib manniidi asemel votta sootmesse arabinoosi,
galaktoosi, glitkoosi voi sahharoosi, seejuures silmas pidades s66tme selek-
tiivsust.

Mikrovegetatsioonikatsed, mis korraldati selleks, et kinnitada miigar-
bakterite tiivede spetsiifilisust ja miigarate moodustamise voimet, néitasid
selgesti tiivede omadust tekitada miigaraid identselt neile bakteritele, mis
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moodustasid miigaraid looduslikes tingimustes kasvavatel peremeestaime-
del.

Siinkohal on huvitav markida moningaid momente, millega puutusime
kokku liblikoieliste taimede infitseerimise katsetes Rhizobium’i eri tiive-
dega. Nimelt selgus, et vdga paljudel eri ristinokulatsioonirithmadesse
kuuluvatel taimedel nende nakatamisel voora Rhizobium’i liigiga moodus-
tusid miigarad, kusjuures need olid kas efektiivsed voi mitteefektiivsed.
Nii moodustusid mitteefektiivsed miigarad Medicago sativa’l ja Melilotus
albus’el, kui need infitseeriti Vicia faba’lt eraldatud tiivega, Trifolium pra-
tense’l tekkisid mitteefektiivsed miigarad nakatamisel Medicago sativa’lt
isoleeritud tiivedega jne. Efektiivsed miigarad moodustusid aga Medicago
sativa’l ja Melilotus albus’el, kui neid infitseeriti Ononis repens’i juure-
miigaratest eraldatud tiivedega. Ka tiived Lofus corniculatus’elt, Anthyllis
vulneraria’lt ja Tetragonolobus siliqguosus’elt andsid efektiivse siimbioosi
Rh. leguminosarum’i rithma kuuluvate taimedega. Jirelikult kuuluvad
Ononis repens’i juuremiigaratest eraldatud bakterid iihisesse liiki Rh. meli-
loti’ga ja Lotus’e rithma bakterid iihisesse liiki Rh. leguminosarum’iga.
Seda jareldust kinnitavad ka morfoloogilised, fiisioloogilised ja biokeemi-
lised néitajad.

Nagu meie katsed néitasid, voib iiks ja sama tiivi kdituda vdga erine-
valt soltuvalt liblikoielise liigist. Nii voib iiks ja sama miigarbakterite
tiivi iihel liblikoieliste liigil anda efektiivse ja teisel mitteefektiivse siim-
bioosi, kolmandat aga {ildse mitte nakatada. Seepirast voib mitteefek-
tiivne tiivi olla teisele liblikoieliste liigile efektiivne. Moistetel efektiivne
ja mitteefektiivne on mingi Rhizobium’i tiive puhul vairtust ainult seoses
kindla partneriga. Vastasel juhul on need terminid sisutud ja véivad viia
eksiteele.

Neil kaalutlustel asub autor seisukohale, et usaldusviirsete erinevuste
otsimine Rhizobium’i eri tiivede spetsiifilisuse niitajates on Gigustatud
ainult neil juhtudel, kui infitseerimise tulemusel tekkinud siimbioos kindla
peremeestaime ja Rhizobium’i tiive vahel on efektiivne. Siit tuleneb loogi-
lise jareldusena, et miigarbakterite infektsioon, miigarate moodustamine,
stimbioos ja ohuldmmastiku sidumine soltuvad suurel mééral spetsiifilis-
test suhetest peremeestaime ja Rhizobium’i tiive vahel, mis on ddrmiselt
keeruline ning s6ltub niihédsti peremeestaime kui ka bakterite geneetilis-
test omadustest ja keskkonnatingimustest.

Uurimistulemused téendavad korrelatiivsete seoste olemasolu miigar-
bakterite poolt infitseeritud liblikdieliste taimede vegetatiivse osa kuiv-
ainesisalduse ning miigarate arvu ja kaalu vahel. Nimetatud seostele vii-
tab koige ilmekamalt asjaolu, et mitteefektiivsete tiivede puhul moodustu-
nud miigarate arv ja kaal kontrolli suhtes oli alla 50%. Efektiivsete tiivede
korral aga oli miigarate arv ja kaal iile 50%.

Infitseeritud liblikoieliste taimede saagi andmed niitasid, et kuivaine-~
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sisaldus osutub efektiivse stimbioosi puhul peaaegu absoluutse reeglipéra-
susena infitseerimata taimede kuivainesisaldusest korgemaks. See viib
praktiliselt jareldusele, et nitragiini tootmine peab baseeruma kohalikel
tiivedel, sest viimased on koige paremini kohanenud antud geograafilise
asukoha mullastikuga ja teiste tingimustega. Ainult sel juhul on v6imalik
saada meie poldudel liblikoieliste kasvatamisel suuri saake.

JARELDUSED

1. On saadud andmed miigarate esinemise kohta Eestis kasvavatel lib-
likoielistel, mis esindavad 46 liiki 16 perekonnast (kokku 690 taime).

a) Miigarad paiknevad kogu juuresiisteemil, kusjuures kiilgjuurtel on
nende esinemissagedus suurem kui peajuurel.

b) Miigarad erinevad iiksteisest suuruse ja arvu poolest. Erinevused
on tingitud iihelt poolt liblikoielise perekonnast ja liigist, teiselt poolt
mullaerimist, mulla reaktsioonist, kergesti lahustuvate difosforpentoksiidi
ja kaaliumoksiidi sisaldusest mullas.

¢) Miigarate védrvus oleneb vanusest. Noored miigarad on tavaliselt
valged, roosakasvalged vo6i punakaspruunid. Vananedes muutuvad nad
pruuniks voi pruunikasmustaks.

2. Liblikoieliste juuremiigaratest isoleeritud Rhizobium’i tiived variee-
ruvad morfoloogilis-fiisioloogilistelt tunnustelt ja kultuuriomadustelt védhe
ning nende iildine sarnasus ei voimalda neid rithmitada mitte niivord
iiksikute miigarbakterite liikide kuivord peremeestaimede jargi.

a) Koik uuritud bakteritiived on gramnegatiivsed.

b) Rakkude pikkus varieerub olenevalt peremeestaime liigist 1,0—
3,5 um ja ldbimoot 0,3—0,9 pm piirides.

¢) Kolooniate moodustamise kiiruse jargi kunstlikel s6otmetel jagu-
nevad uuritud bakteritiived kahte pohirithma: kiiresti ja aeglaselt kasva-
vad. Aeglaselt kasvavateks osutusid Ornithopus sativus’e, Lupinus
luteus’e, Soja ja Genista juuremiigaratest isoleeritud tiived. Ulejaanud 34
tiive kuuluvad kiiresti kasvavate hulka.

d) Koik aeglaselt kasvavate tiivede rakud on iihe subpolaarselt kinni-
tunud viburiga (monotrihhid). Kultiveerimisel lakmuspiimas annavad nad
tugeva aluselise reaktsiooni, kuid ei moodusta «seerum»-tsooni. Zelatiini
nad ei veelda.

Kiiresti kasvavatel bakteritiivedel on viburid kogu raku pinnal (pe-
ritrihhid). Kasvatamisel lakmuspiimas tekitavad nad kas aluselise reakt-
siooni «seerum»-tsooniga, happelise reaktsiooni «seerum»-tsooniga voi
ainult happelise reaktsiooni ilma «seerum»-tsoonita. Zelatiini veeldasid
Melilotus’elt, Medicago’lt, Phaseolus vulgaris’elt, Ononis repens’ilt, Lotus
corniculatus’elt, Anthyllis vulneraria’lt ja Tetragonolobus siliquosus’elt
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eraldatud tiived. Viimase kolme tiive puhul tdheldati norka Zelatiini veel-
dumist pédrast neljanddalast inkubatsiooni ainult séotme {ilemises osas.
Teiste tiivede korral veeldus kogu Zelatiin.

e) Koik Rhizobium’i tiived fermenteerisid koiki katses kasutatud siisi-
vesikuid (arabinoosi, galaktoosi, glitkoosi, mannitooli, sahharoosi, laktoosi,
maltoosi, sorbitooli, inositooli, dultsitooli). Fermentatsioonil voib tekkida
nii happeline kui ka aluseline reaktsioon. Siisivesikute fermenteerimisel
tekkiva keskkonnareaktsiooni ja selle muutumise diinaamika jargi jagu-
nevad Rhizobium’i titved kahte rithma: I — kiiresti kasvavad tiived (moo-
dustavad siisivesikute lagundamisel happeid), II — aeglaselt kasvavad
tiived (kutsuvad esile peamiselt aluselise reaktsiooni). Happe moodustu-
mise intensiivsuse jargi jagunevad kiiresti kasvavad tiived omakorda
kaheks rithmaks: 1) moodukad (26 tiive), mis moodustavad kahe néddala
jooksul 14—45 pg-ekv. hapet 1 milj. bakteriraku kohta, ja 2) intensiivsed
(8 tiive), mis moodustavad sama aja jooksul 60—75 pg-ekv. hapet 1 milj.
bakteriraku kohta.

Aeglaselt kasvavate tiivede poolt siisivesikute fermenteerimisel tekki-
nud aluseline keskkonna reaktsioon siiveneb teatava aja viltel, mille kes-
tus oleneb kasutatud siisivesikust, pidurdub siis ja muutub happeliseks
(arabinoosi, galaktoosi ja gliikoosi fermenteerimisel).

f) Fermenteerimisel moodustuv hapete hulk oleneb kasutatavast siisi-
vesikust. Koige rohkem hapet tekib arabinoosi, galaktoosi, gliikoosi, sah-
haroosi ja mannitooli ning koige vdhem maltoosi, sorbitooli ja inositooli
fermenteerimisel. Vahepealse rithma moodustab laktoos.

3. Hapete moodustamise keskmise voime alusel ilmneb Rhizobium’i
liikide rithmitise ja vastava peremeestaime triibuse vahel seos; iihe ja
sama triibuse taimedelt eraldatud Rhizobium’i tiived kuuluvad happe moo-
dustamise voime jérgi peaaegu eranditult ithte ja samasse rithma.

4. Liblikoieliste kasv oleneb juuremiigarate arvust, kusjuures miiga-
rate arv omakorda on korrelatsioonis mulla reaktsiooniga ning difosfor-
pentoksiidi- ja kaaliumoksiidisisaldusega mullas. Liblikoieliste taimede
vegetatiivse osa ning juurte kuivainesisaldus on korrelatsioonis miigarate
arvu ja kaaluga.

5. Vaatluse all olnud liblikoieliste miigarbakterid voib suhtumiselt
mulla reaktsioonisse jaotada kahte rithma: 1 — Vicia, Lathyrus’e, Trifo-
lium’i ja Lotus’e liikidel leitud miigarbakterid kasvavad laias pH piirkon-
nas (pHgci 4,6—7,1); I — Medicago, Ononis’e ja Anthyllis’e liikidel elu-
nevad miigarbakterid kasvavad kitsas pH piirkonnas (pHgc, 6,8—7.4).

6. Liblikoieliste taimede nakatamisel miigarbakteritega, mis on eral-
datud samalt liigilt, tekib alati efektiivne siimbioos. Liblikoieliste nakata-
misel teiselt liigilt eraldatud miigarbakteritega moodustuvad sageli juu-
remiigarad, kuid siimbioos osutub tihti mitteefektiivseks. Tavaliselt tekib
efektiivne siimbioos teiselt liigilt eraldatud miigarbakteritega ainult siis,
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kui see taim, millelt antud miigarbakteri tiivi oli eraldatud, kuulub naka-
tatava liblikoielise liigiga samasse ristinokulatsiooniriihma.

7. Rhizobium’i senised klassifikatsioonid ei vasta tema tiivede riihmita-
misele biokeemiliste omaduste ega nakatusvoime jargi.

a) Siisivesikute fermenteerimisel voib osa sama liigi tiivedest kuuluda
moodukate, osa aga intensiivsete happemoodustajate rithma. Vorreldes
keskmist happe moodustamise voimet Rhizobium’i eri liikidel ilmneb,
et Rh. phaseoli, Rh. trifolii ja Rh. leguminosarum ei erine iiksteisest, vaid
kuuluvad iihisesse rithma (keskmine hapete moodustamise voime 40 pg-
ekv.). Nendest vihem produtseerivad hapet Rh. meliloti tiived, mis koos
Ononis’e, Tetragonolobus’e, Lotus’e ja Anthyllis’e tiivedega moodustavad
teise rithma (keskmine hapete moodustamise voime 20 pg-ekv.). Kolman-
dasse rithma kuuluvad eriti intensiivsed Astragalus’e ja Oxytropis’e tiived
(keskmine hapete moodustumise voime 70 pg-ekv.). Onobrychis viciifo-
lia'lt eraldatud tiivi kuulub esimese ja teise rithma vahepealsesse rithma
(keskmine hapete moodustamise voime 32 pg-ekv.).

b) Efektiivse siimbioosi andsid Lotus’e rithma tiived Rhizobium legu-
minosarum’i rithma kuuluvatel taimedel ja, vastupidi, Rh. leguminosarum’i
alla kuuluvad tiived Lotus’e rithma taimedel. Selle pohjal peab nédhtavasti
Rh. leguminosarum’i ja Lotus’e rithma liitma itheks ristinokulatsiooniriih-
maks ning Lofus’e rithma taimede juuremiigaratest eraldatud bakterid
paigutama Rh. leguminosarum’i alla.

c) Seni vahe uuritud Ononis repens’ilt eraldatud miigarbakterite tiivi
kuulub Rhizobium meliloti alla ning liblikoieline ise kuulub Medicago
sativa ja Melilotus albus’ega iihisesse ristinokulatsiooniriihma.

d) Oxytropis pilosa ja Astragalus danicus moodustavad efektiivse
siimbioosi alusel iihise ristinokulatsioonirithma. Nende miigarbaktereid ei
ole voimalik paigutada infitseerimiskatsete ega ka biokeemilise omaduse
jargi iihegi Rhizobium’i liigi alla, mis on toodud méérajates. Nad moo-
dustavad iseseisva rithma.

8. Eespool toodud andmed niitavad, et miigarbakterite tiivede dife-
rentseerimine morfoloogilis-fiisioloogiliste ja biokeemiliste omaduste ning
nende voime alusel moodustada miigaraid liblikoielistel taimedel ei vasta
Rhizobium’i kasutuselolevatele klassifikatsioonidele peremeestaimede rist-
inokulatsiooniriihmade jargi. Uhes ja samas Rhizobia liigis esineb tiivesid,
mille bioloogiliste omaduste varieeruvus iiletab erinevused nn. liikide kesk-
miste omaduste vahel. Rhizobia ainus selgepiiriline ja piisiv diferentseeri-
mine seisneb tema tiivede jaotamises kiiresti ning aeglaselt kasvavateks.
Liblikoieliste ristinokulatsiooniriihmadega seotud miigarbaktereid on koige
oigem kisitleda ainult bioloogiliselt suhteliselt muutliku Rhizobium’i eri
adaptatsioonivormidena.



ROOT NODULE BACTERIA ON LEGUMINOUS PLANTS
GROWING IN THE ESTONIAN SSR

E. PARSIM

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 13000
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 eifective 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 P5O;
and K;0. Soil reaction in a KCIl suspension was determined electrometri-
cally with quinhydrone electrod; the P;Os; and K,O 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 (K;O and P;0s) 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 (Parsim, 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 Allen’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 KsHPO,, 0,2 gr
MgSO,, 0,1 gr NaCl, traces of FeCls, 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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Agrobacterium radiobacter and A. tumefaciens etc. was tested on a medium
x3 (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 dialvsis 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 iwo 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 | 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 1l species of leguminous plants, which were
sterilized a minute and a half in concentrated HoSO4 or in one per cent
solution of sublimate, were inoculated with 36 strains of root nodule
bactl-tleria. 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
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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
6 < 10° 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-
cus 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 Asfragalus 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; P;Os — 1,0—1,5 mg %; K;O — 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,
Fhaseolus vulgaris, Lupinus luteus and Lupinus polyphyllus; the smallest
niodules (from 0,5 to 1,6 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=0.7 = 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
piants of the genus Tetragonolobus, Lotus, Oxytropis, Ononis, Anthyllis
are only spherical, while those of plants of the genus Medicago are only
iingerlike.

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 proportional.

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 pHgc, 4.6, while 22 were found at pHgc;
7.0; in the case of Lathyrus sylvestris 5 were found at pHygc 5.5 and
13 at pHge 7.0; in the case of Lathyrus vernus 3 were found at pHggy
5.7, and 16 at pHgc 6.9; in the case of Lotus corniculatus 4 were found
at pHgcy 4.7, and 12 at pHgce 7.0, etc. In similar manner a larger content
of easily soluble KoO and P05 corresponded to a larger number of root
nodules. At the same time, however, the relationship of K;O/P;0s; was
apt to hinder their growth. In 15 cases out of 22 a higher ratio for
K;0/P20;5 corresponded to a smaller number and size of the nodules. The
most favourable Ky;O/P;0;5 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 (pHgc, 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
pHxc) 4.6 and 7.2 tallied with the height of 48 ¢cm and 76 cm; and for
Vicia sativa the figures are pHgcy 5.1 and 7.0 with a height of 58 ¢m and
69 cm respectively. In two cases (7Trifolium 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 (pHgcy
4.7—17.0), Vicia sylvatica (pHgc, 4.6—7.1), Vicia sativa (pHgcy 5.1—7.0),
Lathyrus vernus (pHgc, 5.7—6.9), Lathyrus sylvestris (pHgc 5.8—7.0),
Trifolium repens (pHgci 5.9—7.0) and Trifolium arvense (pHgc 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
(pHkc) 6.8—7.2), Ononis arvensis (pHgc, 6.8—7.3), Anthyllis vulneraria
(pPHkc) 7.0—7.4) and Medicago lupulina (pHgc 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 — x3 (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 5th 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
light-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 of 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, Kndsel, 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 n in length and form 0.7 to 0.9 u in diameter.
Next in size (length — from 1.5 to 2.5 u, diameter — from 0.5 to 0.8 p)
were the bacteria isolated from Phaseolus vulgaris, Ononis repens, Astra-
galus danicus, Oxytropis pilosa, Ornithopus sativus, Lupinus ilufeus,
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 n 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 8th 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 RA. trifolii (Trif. arvense, Trif. alpestre, Trif.
pratense, Trif. medium, Trif. fragiferum) and in the case of Trigonella.
The rest of the strains of RA. frifolii 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

151



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 10° inoculated cells). 26 strains of 4 species of Rhizobia
belong to this group; 3. intensive production of acid (60—75 pg-ekv per
109 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. leguminosarum, also Rh. simplex
do not differ and they form one group. Considerably less acid is produced
Ly 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. leguminosarum 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 individual 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 oi
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
fo 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 siliguosus) 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 RA.
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 group
with 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 sepium and Vicia 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, bul, 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 RhA. ftrifolii, 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 ng-ekv acid per 10° cells, and 2) those with a high
intensity, which produced from 60 to 75 ug-ekv acid per 10° 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 ol in-eifective
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 ng-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 ng-ekv). The third and last group comprises the highly intensive
strains which were isolated from Astragalus and Oxytropis (acid
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producing 70 pg-ekv). The strains isolated irom 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 sativa and Melilo-
tus albus belong to one and the same cross-inoculation group.

d) Oxytropis 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.



KJIYBEHbKOBbBIE BAKTEPUHU BOBOBbIX PACTEHUH
B 3CTOHCKOH CCP

3. NAPCUM
Pesrome

Kany6enbkoBble GakTepuu B cHMOHO3e ¢ GOGOBBIMH PAaCTEHHSIMH oOecre-
YUBAIOT GOJIBLIYIO YACTh MOTPEOHOCTH B A30THOM NUTAHUH BCEr0 PacTHTEJNb-
woro mupa. Ilo nmoxcueram E. H. Mumycruna (1962) B CCCP GoGoseie
pacTeHuss B CHM6HO3e ¢ KIyOeHbKOBLIMH OaKTepPHSIMH BO3BPAILAlOT B MOYBY
€KeroJHo OKosio 3,5 MHJ. T a30Ta, a CBOOOJAHOKHBYIIHE a30THHUKCATOPHI —
1,6 mua. T. Takum o6pasom asoT, CBSI3aHHBIE B pe3ysbTaTe cHMOHO3a 6060-
BbIX PACTeHHH H KJyOeHbKOBBIX GakTepHii, coctaBisier okoyio 60% ot Bcero
az0Ta, HaXOMSIIerocss B CEJbCKOX035IHCTBEHHON MPOAYKIIHH.

Jnst Toro, 4yToGHl HCNOJB30BAHHE OHOJOTHUECKOrO a30Ta B CEJbCKOM
X03sificTBe TNOJIYy4MJIO B JaJjbHeiillem ewlie OoJiblliee NpUMeHeHHE, HEOOXO-
AMMBI TIPEXKJle BCEro OCHOBATEJbHOE H3yueHHe H pa3paboTKa TeopeTHue-
CKHX OCHOB JaHHOH HpPOOJIEMBI.

A. A. NUmweneukunit (1963) u E. H. Mumycrun (1965) cuuraior, uro
Ha COBPEMEHHOM 3Talle Pa3sBUTHS MHKPOOHOJOTHH KJyOeHbKOBBIX OaKTepHii
rHanboJsiee CyIIECTBEHHBIM SIBJSIETCST YIVIyOJIEHHE TEOPETHUYECKHUX HCCJIef0Ba-
HHUi, B IEPBYIO oYepe/b 1O BONPOCAM CHCTEMATHKH KJIyOeHbKOBBIX GaKTepHii,
BLISICHEHHIO MeXaHHM3Ma Aa30T(HKCALUH, a TaKikKe 10 H3YUYEHHIO BOCIIPUUM-
YUBOCTH OOOOBBIX PAacTeHHH K HH(EKUHH K/1yOeHbKOBBHIMH OaKTEepHSIMH.

Ilpu usyyenuu pacnpocTpaHeHust K1yOeHbKOB U K1yOeHbKOBHIX OGaKTepHii
HCCJIeJIOBATEJNH OTPAHMYMBAJIUCHL B OCHOBHOM KYJILTYPHBIMH PaCTEHHSIMH.
3HauyuTeJ bHO MeHblle BHHMAaHHS o0paulaji Ha pacrnpocTpaHeHHe U CBOM-
cTBa K1yOeHbKOBBIX OaKTepHi H [HKOPACTyLIHMX pacTeHHIl.

B oreuecTBeHHOH HayuyHOH JHTepaType 3STOT BONPOC OB 3aTPOHYT
ToJbKo nonyTHo (ITerpocsin, 1959; Kanuuubm u ap., 1962; Bepuep, [opau-
eHko, 1967). B MupoBoii siuTepaType no 3TOMYy BONPOCY CJEAYET YNOMSHYTh
Tpyasl ®pena, Bonayuna u Mak-Kosi (Fred, Baldwin, McCoy, 1932), Aux-
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nena u Boaaynua (Allen ja Baldwin, 1954), Aanena E. u Aasena O. (Al-
len, E., Allen, O., 1961) u Panracsamu u OGaucamu (Rangaswami, Obli-
sami, 1962). Ilo ux naHHBIM, pacnpocTpaHeHHe KJyOeHbKOB HM3Y4Y€HO IIPHU-
6am3utenbHo y 1300 BHAOB 6000BBIX, OTHOCSIIUXCS K 243 poaam, M3 KOTO-
peix y 1112 BunoB (213 ponoB) kiaybGeHbKH oOHapyiKeHbl, ¥ 166 ux He oka-
3aJicch, a Yy 7 BHUAOB HaJWuHe KJyOEHbKOB OCTAJOCh COMHMTENbLHBIM. B Ha-
CTOsILllee BpeMsi CUHTAIOT, 4To OTpsil Leguminosales oXBaTbIBaeT OKOJIO
13000 BuaoB (550 pojoB), ciaegoBaTesbHO, Hajduuue KaybeHbKoB y 90%
6000OBBIX PACTEHHIl OCTAJOCh BCe »Ke HEeH3YUYEHHBIM.

[Tostomy npujaercs, no-BMJAMMOMY, COIVIACHTBCSI C YTBEPIKIAEHHEM O TOM,
Y10 HAM H3BECTHBI JaJeKO He Bce INpejicTaBUTeNN K/JAyOeHbKOBBIX OaKTepHii.
OnHako BHeceHHe SICHOCTH B 3TOT BONPOC NPeACTaBHJIO Obl 3HAUMTENbHBIN
HHTEpeC He TOJILKO C TeOopeTHuecKoil CTOpPOHB. B0O3MOKHO, YTO HeKOTOpbie
hopMb! KJyOeHbBKOBBIX OaKTepHH, H30JHPOBAHHbIE OT JAHKOPACTYLIMX pacre-
HHH, C yCeXOM MOXKHO HCIOJb30BaTh B NPAKTHYECKOH CEeJeKIHOHHOH pa-
6ore (ITerpocsn, 1959). Ilns npousBoACTBa HUTParuHa cJeayer BbIGpPaTh
caMble 3((eKTUBHbIe IITAMMBI KJIyOeHbKOBBIX Oakrepuii. [lo manubiM MHO-
THX HCcJefoBaTesieil, UMEHHO MeCTHBbIe IITAMMBI, KaK MPaBHJO, SBJSIOTCS
CaMbIMH 3 (eKTHBHBIMH.

JIOBOJIbHO CJIOXKHBIM H [0 CHX NOP OKOHYATeJbHO HepelleHHBIM SIBJISIeTCA
BONPOC TAKCOHOMHUYECKOH KaaccH(ukauuu KJayOeHLKOBBIX OaKTepHil.

Jlo Hacrosiero BpeMeHHM NPH BHAOBOH KJAaCCHOHUKALHMH KiyOeHbKOBBIX
OakTepuil 3a OCHOBY INPUHHMAIOT 3KOJOTHYECKHIl KPHUTEPHH — CNocOOHOCTH
6aKTepuii 00pa3oBbIBATh KJIYOEHbKH Yy TeX HJM JAPYrux O00GOBBIX pacTeHHi
(Kpacunbuukos, 1949; Bergey, 1954), He oOpamias npuH 3TOM JOJIKHOTO
BEUMAaHHUsI HAa HX Mop@oJioruyeckue, (GpH3HOJOTHUYECKHE H OHOXMMHUECKHE
ceoiicTBa. B nocsennue roas MmHorue uccaenoBarenu (Allen, Baldwin, 1954;
Jensen, 1958; Smith, 1958; Manil, 1963; Graham, 1964) Beickazanum MHe-
HHe, YTO onpejiesieHHe BUAOB KJ1yOeHbKOBBIX OaKTePHH TOJLKO MO 3KOJOTH-
YeCKHX KPHTEpPHSIM He ONPAaBJaHO M YTO B JlaJIbHEHIIEeM He CJeAyeT HCIIOJb-
30BaTh COOTBETCTBYIOULYIO HOMEHKJATypy. B mnpoTuBHOM ciyuae Henb3s
Oyper BKIOuaTh B Rhizobia Te mramMMbl Kiy6eHbKOBBIX GaKTepuii, KOTOpbIe
BPEMEHHO He CrnocoOHbl 00pPa30BBIBATH KJAYOEHBKH, XOTSI M HMEIOT BCE HX
McpdoJoruyeckue, 6HOXUMHYECKHe M (DH3HOJIOTHUECKHE NPH3HAKH. TakuMi
MOTyT ObITh ABHUPYJIEHTHbIE HITAMMBI KJ1yOeHbKOBBIX OaKTepHil.

Kay6enbkoBbie 6aKTepHH OOHTAIOT HE TOJbKO Ha KOPHSIX 600GOBHIX pacTe-
HEH, HO U MOTYT CBOOOJHO KHMTb B nouBe. CyliecTByeT Tak»Ke MHEHHe, 4TO
cHMOHO3 K/1yGeHbKOBBIX OaKTepHi ¢ GOOOBBIMH SBJSETCS HeClelHpHuuecKHM
ceoiictBom (Rippel—Baldes, 1952; Jakob, 1953).

CanegoearesnbHo, 60JblLIOE 3HAYEHHE HMeeT INOJyyeHHe HaHHBIX O TOM, Y
Kakux OOOOBBIX pacTeHHH HMeloTcsi KayOeHbKOBble GaKTepHH, KAaKOBbI HX
O6nosoTHYecKHe, (pU3HoJornueckne i GHOXHMHYECKHE CBOKMCTBA, a TaKiKe BhI-
sICHEHHe HX CNOCOGHOCTH HH(HUHMPOBATL onpejesieHHbie GOOOBbIE pacTeHHSs.
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Hacrosamas pa6ora siBasieTcst OJHOH H3 NePBHIX IONBITOK, NpPeNNpHHS-
THIX JJISI BBISICHEHHSI 3TOM 3ajlauH.
OcHoBHasl 1e/b HAUIMX HCCJAEJOBAHHH 3aKJiouajach B CJeAYIOLIeM:

1) M3yunTh pacmpocTpaHeHHe KJIyOeHbKOB y G00OOBBIX pacTeHHH, pacTy-
wux B Icronckoit CCP, onucath uX MOPGOJOTHIO H ONPEIeTHTh €€ 3aBHCH-
MOCTb OT TMOYBEHHBIX YCJIOBHH;

2) BBIJEJNUTh U3 H3YUEHHBIX KJIyOEHbKOB KyJbTypbl Rhizobia u omnpene-
JUTb HUX Mop(doJiorHyeckue, KyJbTypaJbHble W OCHOBHBIE GHOXHMHUECKHE
CBOKCTBA;

3) BBISICHUTb CIeUU(UYHOCTb BBIJEJEHHBIX KYyJbTYpP KJIY6eHbKOBHIX Oak-
TEePUH 1O UX CMOCOGHOCTH HH(MHUHUPOBATH COOTBETCTBYIOLIHE BHIBI 6OOOBBIX
pacTeHuu.

Merooduka. Jletom 1963 u 1964 rr. 6biM OPraHuM30BaHBI 3KCNEJHLHH B
paiionst 9CCP masi c6opa Kay6GeHbKOB OT PAa3JIHUHBIX AHKOpacTymux 6060-
BBIX pacTeHud. IIpn 3TomM OBLIH yCTAaHOBJIEHBI HE TOJbLKO (DEeHOJOTHUECKHE
CBCHCTBAa pacTeHHH, OT KOTOPBIX Opaju KJAyOeHbKH, HO M YHCJIEHHOCTb H
CBOMCTBA B3STHIX K1yOeHbKOB. Kiyb6eHbkn Oblin coO6paHbl Ha 12 nmouBeHHBIX
pasnoctsax ¢ 690 pacreumii, npeacraBasiomux 46 BugoB (16 ponos) 6GoGo-
eblXx pactenuii, mo 10—60 pacTenuit oT Kaxjmoro udyyaemoro Buaa. HMccae-
NOBaHUs TMPOBOAUJIHCL B MepPHOAbl OYTOHM3aLMH M IBeTeHHs:t 6060BbIX. U3
pusochepsl pacTeHuil 6pasu NoOYBEeHHbIe NPOOBI I/ arpOXHMHUYECKOTO ornpe-
JleJIeHUsl peaKIMil NMOYBBI U COJEP:KAHMS B Hell JerkopacTBOPUMbIX P05 u
K;0. Peakuuio TMOYBBHI ONpEIEJsIH B COJEBOH CYCIEH3HH 3JEKTPOMeTpHue-
CKHM C XMHTHJPOHHBIM 3JieKTpoaoM; conepxanue PoOs u KoO — B snakrat-
6ydepHoil cMecu 1o Meroay IJrHepa—Puma.

[usi onpeseneHusi CBSI3W MexkKJY KOJHUYECTBOM, pa3MepoM H 06beMOM
KJyOEHbKOB H BBICOTOH pacTeHHH, a TakKe OCHOBHBIMH CBOHCTBAMH IIOYBHI,
rakuMH Kak pH, comep:kaHue JIerKOpacTBOPUMBIX OKHCH Kajus U (ocdopa
u ux cootHomenne (KoO/Py0s), npuMeHsiiH METOAbl KOPPEJsILHOHEOr0 aHa-
nu3a. CrenmeHb CBSI3H MEXJy H3yuaeMbIMH BeJHUYMHAMH BBIPAXKajau C IO-
MOIIbI0O KO3((PHUIMEHTOB KOPPeJNslHH HJIH YaCTHBIX KO3(Q(HIHEHTOB Koppe-
ASIMM TPH HMCKJIIOYEHHH OCTAJIbHBIX IlapaMeTpoB. B HeKoTOpHIX cayuasix
MPUMEHSJIH HelmapaMeTPHUeCKHH KpPUTepHi 3HAKOB *.

Inst onpenesnedysi MOPGHOJOrHUECKHX, (HH3HOJOTHUECKHX W OHOXMMHYe-
CKHX CBOHCTB KJIYGEHbKOBBIX OakTepuil OBLIO HCIONIb30BaHO 38 IITaMMOB
6akrepuii, 33 u3 KOTOpHIX ObLIM BbifesdeHbl aBtopoMm (IIspcum, 1966).
5 mramMmoB (u3 KayOGeHbkoB pacrteuuil Genista, Ornithopus, Trigonella,
Lens u Soja) 6biin nosyuensl 13 BHUMCXM u3 koanekunn H. M. Jlaza-
peBoii. IIITamMmBbl, BHAOBYIO TPHHAIJIEKHOCTh KOTOPBIX Helb3si OBLIO ycTa-
HOBHTb 110 onpenenutenssMm Bepixku u KpacuibHHKOBA, MOJTYUYHJIH HAaHMEHO-
BaHHe N0 pacreHuio-xos3siuny. llltammbl Rhizobium ObliM H30JHPOBAHBEI Y
kay6enbkoB no Merony Auanena (Allen, 1953). BunoBasi npuHamjIexHOCTh
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BbiJleJIEHHbIX OaKTepui Oblia NMpPOBepeHa PEHHOKYJsIHeid Ha COOTBETCTBYIO-
IiHe pacTeHHs-X03s5eBa.

B KauecTBe OCHOBHOW NHUTATeJbHOH cpeiabl Oblia HCIOJb30BaHA OPHIH-
HalbHAs cpena, Buipaboranuasi B saGopatopuu MIB AH 3CCP, caenyio-
1ero cocraBa: AUCTHJAJAMpPoBaHHast Boga — 1000 ma, K.HPO, — 0,5 r,
MgSO; — 0,2 1, NaCl — 0,1 r, FeCl; — cnenpl, 1poK#keBOH IKCTPAKT —
30 mua, cmech MuKposjaeMenToB no M. B. ®enopoBy — 1,0 mua, riokoza —
5.0

Yactb KyJbTyp, BHAOBAsi NPUHAAJIEKHOCTb KOTOPbIX He Oblla YCTAaHOB-
JieHa, KyJbTHBHPOBAJIaCh NapasljieJIbHO HA JIBYX OCHOBHBIX CpeflaX C IJIIOKO-
30 WJIM THPO3WHOM. Halllku ¢ KyJbTYPHBIMH BblAepkHuBasuch npu 28°C B
TeueHne IBYX Heaedb. UMCTOTA BBIAEJNEHHBIX IITaMMOB oT Agrobacterium
radiobacter w A. tumefaciens u T. n. npoBepsinack Ha cpene X3 (Paxuo,
i960) u MITIA. Mopdosoruueckue CBOHCTBA BBIJEJNEHHBIX YHCTHIX KYJbTYP
nporepsiiuck Ha ocHoBHOH cpene (OKB) u Toit ke cpene ¢ KoHro KpacHbem
H Ha GoGoBOM OTBap-arape. BeJMUMHBI KJIETOK H KI'YTHKOB KI1yGeHBKOBBIX
GakTepHil HCCAEIOBAJNH C MOMOIIBIO (ha30BO-KOHTPACTHOH CHCTEMEI CBETO-
Boro MuHKpockona MDBP-3 u snektponHoro mukpockona IDM-7. Tlpu wusro-
TOBJIEHHH TPenapaToB /Jisi 3JEKTPOHHOTO MHKPOCKONA HapsiAy C pPeKOMeH-
noBauusiM Kpuccom, BupiosoBoit u 3onkoBepom (1948) meromom kameuns-
HOrO AHaJii3a HCNOJb30BAJH M METOJ TEHEeBbIX MOKPBITHH.

H7st onpeneneHus NPOTEOJUTHUECKOTO H PeNyIHOHHOTO CBOHCTB BbIJe-
JeHEbIX G6akTepuil ucrnonb3oBaan OKB ¢ xKeqaTHHOM M J1aKMYCOBOE MOJIOKO.

Cnoco6HOCTh (hepMEeHTHPOBAThL YIVIEBOJbl M3ydanach Ha rajakrosy, apa-
GHHO3Y, TJIIOKO3y, Caxapoay, JIaKT03y, MaJbTO3y, HHO3HT, COPOUT, AYJbIUT
H MaHHMUT. [{/151 3TOro M3ydyaemblii yryieBOJ BBOJWJIH B IHUTATENbHYIO CpPeny
B Konuentpauuu 0,05 mosast Ha 1 jutrp. ONBITE NPOBOAUIKCHL KaK Ha TBEp-
noit (I cepusi), Tak u Ha xunkoit cpeme (II cepus).

B nepBoit cepuu, B KOTOpOil H3yyasach AHHAMWKA KHCJIOTOOOPA30BaHUS
npu (¢epMeHTaUMH YIVIEBOJOB, K OCHOBHOH NHTAaTeJNbHOH cpejae H006aBJSI/IM
OpOM-TUMOJIOBBIN CHHMH. B TeueHue BOCbMH HeJesb MO H3MEHEHHWIO L[BeTa
€ro MHTEHCHBHOCTH CJEeJMJH 3a M3MeHeHHeM peakuuu cpenbl. Ilocse 3apa-
JKEHHUSI UHCTBIMH TPeXJHeBHbBIMH (OBICTPOPACTYLIMMH) U MNSATHAHEBHBIMH
(MeIJIeHHOPACTYIIUMH) KyJbTypaMu NpoObl HHKyOGHpoBasau npu 28° C. Ha-
OJI0/IeHUs] B TeyeHHe NepBbIX ABYX Hefesb INPOBOMHUJH uYepe3 KaxKible IBa
IHS, a 3aTéM — Yepe3 TPU M NATb AHEH.

Bo BTOpoO#i cepuH ONBITOB NOTEHUHOMETPHUECKHM THTpoBaHuemM ¢ NaOH
onpeuessiyii KOJIMYeCTBO OPTaHMYECKHX KHCJIOT, 06Pa30BAaBLIMXCSI B TEUEHHE
INRyXHeNeNbHOH (hepMeHTaUMH. B Kaxayi0 Koaby BeiceBaJau no 1 mJ yucTOi
KYJAbTypbl Rhizobia. [lns monydyeHusi paBHOMEPHOTO KOJIHYECTBA KJIETOK BhI-
palMBaJK MAaTOYHYIO KyJbTYPY H HENOCPeACTBEHHO Tnepes HH(UIHPOBaHHEM
onpe/ensiyii B Heil THTp Oakrepuil ¢ momomipio Hedesnomerpa HOM u ka-
Mepbl ['opsieBa.
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B xayecTBe KOHTPOJISI BO BCeX BAPHAHTAX HCMOJb30BaJH COOTBETCTBYIO-
uMe HeHH(UIMPOBAHHBIE BAPHAHTBHI NMHTATeJbHBIX CPeJl B TpPeX W YeThipex
MOBTOPHOCTSIX.

Jnsa ycranoBienust crneuHdHYeckoil HHOEKIHOHHON CIOCOGHOCTH MITaM-
MOB KJYyOeHbKOBBIX 6akTepuii cemena Il BHIOB 606GOBBIX pacTeHHil, CTEPHJIH-
30BaHHble B KoHueHTpHpoBaHHOH HySO, nam 0,1%-Hom pacTBOpe cyJjembl
B TEUeHHe MOoJyTopa MHHYT, HHOHUIHpPOBaAX 36 mTaMMaMH KiayOeHbKOBBIX
6axktepuii. CTepHIbHOCTL CeMSIH NMpoBepsiid no Meroay Pemne—Bepnapaa.
B kauecTBe cyGcTpara ucnogb3oBasnu uebenb (5—10 MM ceuenusi) wuaM
BepMHKYJIUT (3—15 MM ceuenusi). Ilepen nHaGuBKOH B Kakayio NpoOHPKY
(3,525 cM) corsiacHO cXeMe ONbITa BHOCHJIH THTATEJbHbIE 3JIEMEHTHI MO
cmecu 'enppurenss Ne 2 ¢ no6aBienneM MHKpossaeMeHTOB. ChcreMy npo6u-
POK CTEpPHJIM30BAJIM B aBTOKJIaBe B TeUeHHe IMOJIyTOPa YacCOB IPH JlaBJEHHH
150 xku/M2.

[IpopamunBaemble ceMena GaKTepH30BaJu cycnensuein Tutpom 6 - 10% kie-
TCK B 1 MJI, KOTOpBIHi OBIT OnpejeseH OPUTHHAJbHBIM He(heaoMeTPHUECKHM
METOJOM.

ITpo6upKH ¢ pacTeHHUsSIMH BbIAEPKHBAJM NPH HCKYCCTBEHHOM OCBEIIEHHH
(zHeBHOM cBeTOM) B TeueHune 8—12 Henenan. [Tocse yGOpKH pacTeHHH OT-
JeJBHO OlpeJessiii CyXOH BeC HaJA3eMHOH M TOJ3eMHOH YacTH pacTeHWH,
a TakxKe KOJIHYeCTBO, Pa3aMep U OKPACKY KJyOEHBKOB.

Ilpu onpesnesneHuH YHCJIEHHOCTH U Beca KJAYOEHBKOB B KauecTBE KOHTPOJIs
HCIOJb30BaMH Te 60060BBIe PACTEHHS, KOTOpPble ObLTH WH(DHUIHPOBAHHI LITAM-
MaMH, BbIJeJIeHHBIMH C TOTO K€ BHJa pacTeHus, a NPHU ONpeJIeJeHHH Ccojep-
JKaHUSl CYXOro BelleCTBA B HAJ3eMHOH YaCTH M B KOPHSIX B KAayecTBe KOHT-
pOJIsi MCNOJb30BAJIH HEUH(UIMPOBAHHBIE PACTEHHS.

ITosyueHHble NaHHBIE NOJABEPraJHCh CTATHCTHUECKOWH 006paboTKe C INpH-
MeHeHHeM JHCIepPCHOHHOro aHanau3a. [lysi OuleHKH 3HAUYHMOCTH pasJHuui
MEXKAYy CPeJHHMMH IOKa3aTeJsIMH Pa3JHUYHBIX COBOKYIHOCTEH NpH (hepMmeH-
TallU{ YIJIeBOJOB NpuMeHsiics kputepuil /lynHkana ([ynkan, 1955). CBs3sw
MeX/Jy CoJepxKaHHeM CYXOro BellleCTBA B KOPHSIX M HaJA3eMHOIl 4acTH, a
TaKXke MeXJy BecoM M KOJHYEeCTBOM KJyOEeHbKOB ONpeNessiii NMPH MOMOLIH
KOPpeJIsSIlHOHHOTO KOo3(dHLHeHTa.

Hanuune u mopdosorus KinyoeHbKoB U 6000BbIX pacTenuii B Acrouckoit CCP
u onpeneasiomue ux GakTopbl

Buzbl H3yueHHbIX 60GOBBIX PacTeHHIl U OCHOBHble MOP(HOJIOTHUECKHE Xa-
PAaKTepUCTHKH HX KJyOeHbKOB NpuBexeHbl B Tabu. 2. Kak BuaHo M3 3TO#
Tabauubl, y BCEX 3THX BHJOB, 3a HcKalouenneMm Astragalus glycyphyllus,
umerorcss kaybenbkd. Ho Tak kak mo nannbim Mencena (Jensen, 1963) vy
3TOTO BH/la TOXE€ HMeIOTCsl KJAYOeHbKH, TO OTCyTcTBHEe HX y 20 H3yUeHHBIX
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H&MH 5K3eMIUIIPOB M3 ABYX paioHoB (PakBepeckuiét u Kunrucennckuii)
Actonckoit CCP obmbsicHAeTcs, MO-BUANMOMY, HeGJArONPHUATHHIMH ITIOYBEH-
HBIMH YCJIOBHSIMH JJIsi 00pasoBanus KJ1y6GeHbKOB B 3THX Mmecrax (pHge —
5,0—5,7; PsOs — 1,0—1,5 mr%; KoO — 4—5 mMr%).

Kiy6enbku pasmeliaiorcst Kak Ha IVIABHOM, TaK H Ha GOKOBBIX KOPHAX
# TeCHO HMH omjeTeHbl. IloBepXHOCTb KIyOGEHbKOB ObIBA€T TIJIALKOM HJIH
uiepoxoBartoii. Popma u pasmepsl KJAyOeHbKOB BAPbHPYIOTCSH B 3aBHCHMOCTH
OT BHJ/IA PaCTEHHUSI-XO35IHHA H CBOKCTB IOYBHI.

Camble Gosmbmne KinyGenbkn (5—8 mm) OwiBator v Lathyrus odoratus,
Lath. maritimus, Astragalus danicus, Vicia sylvatica, Vicia faba, Phaseo-
lus vulgaris, Lupinus luteus u Lupinus polyphyllus; camble MajeHbKHE
(0,5—1,5 mm) — y Lotus corniculatus w y pasauunbix Bunos Trifolium.
Y ocTasibHBIX BHJIOB CPeHHH AHaMeTp KJAyGEHBKOB KojieGJieTcst B mpejesnax
oT 2 10 4 MMm.

Koppensunonublii aHa/iu3, NMPOBeAEHHBIH HAMH [/ BBISICHEHHs CBSI3N
ME¥KJy BBICOTOH PACTEHHSI U pa3MepaMH ero KiyGeHbKOB (cM. Tabu. 3), cBH-
NeTeJIbCTBYET O TOM, 4YTO y OOJIbIIMHCTBA BHAOB COOTBETCTBYIOWIHE KO3(dHu-
L[HEHT KOPPEeJISIIHU SBJISIeTCS CTAaTHCTHUECKH He3HAUMMBIM. [IpH BHIUHMC/IEHHH
e YaCTHBIX KO3(D(HUIHEHTOB KOPPessiiHK (HCKAI0Uasi BJAHSHHE KOJMYecTBa
KIyGeHbKOB) BBISICHHJIOCH, YTO HMEETCS! JIOCTOBEPHAs 10JIOKHTEIbHAs KOp-
pessillusi MeXJy pa3MepaMM KiyOGeHbKOB H BBICOTOH PACTeHHH Y GOJIbLIMH-
crBa BuNOB (Lathyrus vernus, Lath. sylvestris, Trifolium arvense, Trif.
repens, Vicia sylvatica, Vicia sativa, Ononis repens, Ononis arvensis,
Lotus corniculatus, Anthyllis Vulneraria u Medicago lupulina. A Tak kak
BBICOTA PACTeHHH B CBOIO oyepelb HMeeT GOJbLIYIO 3aBHCHMOCTb OT COJEp-
AAHHS B HHX a30Ta, TO M3 CTATHCTHYECKOIO aHAJH3a CJeAyeT, YTO IpH Ha-
JIMYUH OGOJILUIMX KJIYGEHbKOB INPOHCXOANT H OoJiblilee CBSI3bIBAHHE A430Ta.
Ho eme GoJibllle BBICOTA pACTEHHH, a BMECTE C Hell M KOJHUYECTBO CBSI3aH-
HOTO a30Ta 3aBHCHT OT KoJiHYecTBa KaybenbkoB (r=0,7-=0,8). dtu asa
MOKa3aTesisi — KOJIMYECTBO M BEJHUMHA KJ1yOeHbKOB — HaxoIsTCs B o6par-
HOM 3aBHCHMOCTH APYT OT APYTra, ueM MeHblle Ki1yOeHbKOB, TeM GOJIblIe OH#
10 pasMepaMm INPH OJHHAKOBOH BBICOTE PaCTEHHH.

®opma K1y6eHbKOB HHTEPecOBaJa HAC KaK BO3MOXKHBIH BCIOMOraTelb-
HbIH KDHTePHil NPH KiacCHPHKALHH KIyOGeHbKOBBIX OakTepuil. Mbl BHIsiC-
HHJIM, 4TO MOP(}OJIOrHs KJyOeHbKOB Ha KOPHSIX OOOOBBIX 3HAUHTENbHO
BapbUPYeTCS He TOJBKO B Ipejesax OJHOrO H TOTO K€ pOjia, HO H BH/A.
Tak, y pasnnunbix BuAOB Trifolium wuMelOTCs Kpyriible ¥ MajJOYKOBHHBIE

Kay6eHbKH, a y BHAOB Vicia — Kpyriible, MajOYKOBHIHbIE H JamyaThle.
Y ponoB Tetragonolobus, Lotus, Oxytropis, Ononis, Anthyllis umeiorcs
TOJBKO KPYrjble, a y pacTeHHH u3 poaa Medicago — TOJbKO Januyathbie
K/1yOeHbKH.

LIBer k/1yGeHbKOB 3aBHCHT OT HMX BO3pacra. B HauaJsie pasBHTHSI OHM
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ObIBalOT GeJIbIMH, PO30BBIMH HJIH KPAaCHOBATO-KOPHYHEBBIMM, d C BO3PaCTOM
CTQHOBSITCSI KOPHYHEBBLIMH HJIH KOPHYHEBO-YePHBIMH.

Jist Gosiee MOJIHOTO BBHISICHEHHSI CBsI3ed MeXKIY POCTOM pacTeHHH H CBOM-
CTBAaMH KJAyGeHbKOB HAaMM Obll BHIUHCJIEH 00BeM KJIyOeHbKOB MO HX KOJIH-
yecTBY M pa3Mmepam. Kak mokasas 4aHa/iu3, BbICOTA pacTeHHil B OOJbIIHH-
CTBe CJIyuyaeB CHJIbLHO CBsi3aHa ¢ 00beMOM KJIyOEeHBKOB. Y HeCATH H3 OJHMH-
HaJlaTH M3YYEHHBIX HAMH BHJOB COOTBETCTBYIOLIHH KO3(hHLHEHT KOppeJsi-
KM CTATHCTHUECKH BbICOKOHOcTOBepeH (cM. Tabua. 3). Mckaiouenue cocras-
ssiet Toabko Trifolium arvense, y KOTOPOro BbICOTA pacTeHHUs 00Jblle BCEro
CBsI3aHa C KOJIMYECTBOM KJyOEHbKOB, a padMephbl KilyOeHbKOB 00PATHO MpoO-
MOPIHAJNBHBL UX KOJHYECTBY.

[Tyrem comocTaBjieHHsi OCHOBHBIX CBOHCTB O00OBBIX H HX KiyGeHbKOB,
4 TakK¥Ke arpoXMMHYECKHX CBOMCTB NOYBBI HX pH30c(epbl HaM Y/AaJoCh BbI-
SBHTH HEKOTOPBIE O6lIHe 3aKOHOMEePHOCTH. TakK, KOJMHYecTBO KIyOeHbHKOB Ha
KOpHsIX GOOOBBIX paCTeHHMil, a TaKKe HX pa3Mepsl H 00beM B OoJblieil cTe-
nenn 3aBucsaAT or pH nousel. B 18 u3 22 ciayuaeB GoJsblueidl KOHLEHTPalMU
BOJIOPOJIHBIX HOHOB COOTBETCTBOBAJH OoOJjblllee KOJHYECTBO H 00DbeM Kily-
6enbkoB. Hanpumep, y Vicia sylvatica npu pHgcy 4,6 umenoch 9 kiay6GeHb-
koB, a npu pHkc 7,0 ux 6eu10 22; y Lathyrus sylvestris npu pHge 5,8—5
u npu pHge 7,0—13; y Lathyrus vernus npu pHgey 5,7—3 u mpu pHgc
6,9—16; y Lotus corniculatus npu pHgcy 4,7—4 u npu pHge 7,0—12
M T. A. AHajoruudHo GoJiblieMy cofepkKaHuio JerkopacTBopuMbix KoO #
P,0s cooTBercTBOBaJ0 H GoJjbliee KoJauuecTBO KayGenbkoB. Ho 3aro mux
cootHomienne (KyO/Py0s) BAMSJIO HA POCT CKOpee BCEro NPOTHBOIOJOK-
HeIM o6pasoM. B 15 u3 22 cayuyaeB Gosbumemy cootHomennio KyO/P3Os
COOTBETCTBOBAJIO MEHbIllee KOJHYECTBO H POCT KayGenbkoB. CambiM 6saro-
NPUATHBIM JiJist G0GOBBIX pacTeHuil cuntaercss coorHomenHe KyO/PyOs =
=1:1,72 (Tenbuep, 1948).

[To maHHBIM aHaAJH30B, B DCTOHHH, KaK NPaBH/IO HAOJIONAIOTCS 3HAUM-
‘TeJIbHbI€ OTKJIOHEHHSI OT 3TOT0 HJeaJbHOIO COOTHOLIEHHMS KaJjus H ¢ocdopa.

Besen 3a kosnuecTBOM M pasdmepoM Kiay6GeHbkoB ¢ pH mousel Koppein-
pyer u poct GoGoBeix pacreHuii. Oco6eHHO 3aMeTHO TPOSBISETCS 3TO Y
Lathyrus sylvestris (pHgc; 5,8 u 7,0 u BbicOTa pacTeHHsI COOTBETCTBEHHO
37 u 73 cm) u Vicia sylvatica (pHgc; 5,1 u 7,0, Boicota 58 u 69 cm). B aByx
cayuasx (y Trifolium arvense u Medicago lupulina) npu ysenuuenun pH
MOYBBI BBICOTA PACTEHHH HEe H3MEHHJach.

[To orHowenuio K pH mouyBbl 6060BbIE pacTeHHsI MOAPA3AENSIOTCS HA 1Be
cpynnsl. [TepByio W3 HHX COCTaBJSIOT BHAbI, Y KOTOPBIX 0Opa3oBaHHe Kiy-
O€eHbKOB NPOUCXOMAUT B IIHPOKOM uHTepBasie pH nouswi: Lofus corniculatus
(pHkey 4,7—7,0), Vicia sylvatica (pHge 4, 4,6—7,1), Vicia sativa
(pHkci 5,1—7,0), Lathyrus vernus (pH 5,7—6,9), Lathyrus sylvestris
(pHkcy 5,8—7,0), Trifolium repens (pHgci 59—7,0) u Trifolium arvense
(pHkci 6,0—7,0). K npyro#t rpynne OTHOCSITCS BHbI, Y KOTOPBIX CHMGHO3
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¢ KNyGeHbKOBBIMH OAKTePHSIMH MPOMCXOAHT TOJbLKO B Y3KOM HHTepBaJje pH
nousbl: Ononis repens (pHkc 6,8—7,2), Ononis arvensis (pHgc, 6,8—7,3),
Anthyllis vulneraria (pHgc, 7,0—7,4) u Medicago lupulina (pHck, 6,9—7,3).

Takum o6pa3om, caMbIMH YyBCTBUTENbHBIMH K pH nouBwbl siBAsIIOTCS KaY-
6enbKoBBIe GakTepuH, obuTalomue Ha Buaax Medicago, Ononis u Anthyllis,
H CaMbIMH De3HCTeHTHHIMH — GakTepuH, obuTaiomue Ha Buaax Vicia, Tri-
folium, Lathyrus n Lotus.

Auanu3bl NOYBEHHBIX NPO6 MOKa3a/H, YTO GOJBUIMHCTBO GOGOBEIX pacTe-
uuii B ActoHckoit CCP mpouspacraer Ha JepHOBO-KapOOHATHBIX H J€PHOBO-
rJieeBaTHIX TOYBaX.

Jlanuble HAIIMX HCCIE10BAHMHA TakKKe IOATBEPKAAIOT TO, 4TO IJIs yCH-
Nnennst 3((eKTHBHOCTH CHMOHO3a pacTeHHH ¢ KJIyOeHbKOBBIMH GaKTepHsiMH
HeOOXOJHMO YYHTBIBATH BeCh KOMIIEKC (haKTOPOB BHELIHEH Cpe/bi.

Mopdoaoruyeckne, Gusnosornyeckue ¥ OGHOXMMHYECKHEe CBOICTBa
KayOeHbKOBBIX OaKTepHii

Jlns mepBOHAUAJbHONH NMPOBEPKH UUCTOTHI GAKTepHAJbHBIX KYJABTYP, BhI-
NeJeHHbIX U3 KIyOeHbKOB 606OBBIX PACTeHHMIl, MBI H3YUaJH POCT 3THX KYJb-
Typ Ha ABYX cpexax — Ha X3 (Paxuo, 1960) u wmsconentoHHom arape
(MITA), Tak kak usBectHo (Allen, Allen, 1950), uto Rhizobium (3a wuc-
kaouenuem Rh. meliloti) coBceM He pacTeT WJM PacTeT, HO OYEHE IJIOXO
He cpene MIIA, B To Bpemsi kak Agrobacterium radiobacter pacter Ha Heil
HCKJIIOUHTEJBHO XOPOLIO.

OnbiTel nMokasanu, uto 11 u3 38 M3yyeHHBIX HAMM LITAMMGB, CNOCOGHBI
pactu U o6pa3oBeiBaTh KoJioHHH Ha cpeae MITA. [IlecTb M3 3THX LITAMMOB
oTHOocATCs K Rh. meliloti. Bce oun Ha 4-—5-if JeHb MHKyOawiu oGpasyior
KPYIHble CBeTJOCepble KOJIOHHH AHAMETPOM 2—4 MM.

M3 5 ocTajnbHBIX WITAMMOB JBa OTHOCATCSI K RA. leguminosarum, onus —
K Rh. trifolii, a nBa Gbliu BBIAEJEHBl HAMH U3 KayOenbkoB Astragalus dani-
cus u Ononis repens, 1aHHble O BUIOBOH MPHHAMJIEKHOCTH KOTOPBIX B CY-
IEeCTBYIOIUX ONpeAeauTensiX oTcyTcTBYIOT. lITamMmbl GakTepuil, BbiiesieH-
HbIX M3 KaybGenbkoB Vicia sylvatica, Lathyrus sylvastris w Trifolium hybri-
dum, o6pasoBbiBanu Ha cpege MITA masieHbKHE MOJYNPO3paYHBIE CBETJIO-
cepble KPyrJible KOJOHHH TOJIBKO B TeX CJyyasiX, /M 3TH PaCTeHHs] Mpexjae
pocan Ha menaouynbix nouBax (pH >7). Ecaun Bce ke GakTepuu ObIIH Bbije-
nerwl ¢ Vicia sylvatica w ‘Lathyrus sylvestris, pacTymux Ha KHCJBIX TOYBax
(pH or 4 no 6), To cnoco6HOCTb 06PA30BLIBATH KOJOHHH HA 3THX cpeaax
OTCyTCTBOBAJIA.

IlIramm, Beiesiennblit ¢ Ononis repens o6pa30BbIBa/ CBETIO-CEPhIE TOJY-
Npo3payHble CAU3HCTHIE KOJOHHH. Takue yKe KOJOHHH 06Pa30BbIBAJ U LITAMM,
BbijleJieHHbIX ¢ Astragalus danicus, KO OTIMYAIOMWHKIHCS OT NIPEABIAYLIEr0 MEHb-
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el MHTEHCMBHOCTbIO pocTa. B o6uiux yeprax 3TH JABa luTaMMa 10 Xapak-
Tepy pocta Ha cpene MITA 6biin oueHb cXoAHBI cO mTamMmmaMmu Rh. meliloti,
HO OTJIHYAJHCh OT TNOCJHEIHHX MEHBbIIMMHU pa3MepaMu KOJOHHH. AHasoruu-
Eble JlaHHbIE ObLIM MOJYyYeHbl HAMHU TIPH M3YUEHHH POCTA HA Cpele Xs.

OkpaluyBaHue TNpenapaTtoB KyJAbTyp no Mertoay ['pama mnokasaJjo, 4To
BCce M3yYeHHble HAMH LITAMMBI SIBJSIIOTCSI TPaM-OTPHIATelbHBIMH, Bce Kiy-
OeHbKOBbIEe OaKTepHH — I1a/I0YKOBHHbIE U OKPaLIUBAIOTCS paBHOMepHO. [Liisi
H3YYEHHS LUKJIA Pa3BUTHS K/IYOEHbKOBBIX OaKTePHUi Mbl HCCIeN0BaJu aHa-
JIOTHYHO OJHO-, JABYX- U UYeTbIPEeXJHEBHble KYJbTYPH H OOHAPYXKHJIH, UTO
Ky/JbTYpbl Pa3HOTO BO3pacTa B 3HAUUTEJIBHOH CTENeHH Ppas3HdyaloTcsi Mo
CBOHUM MOpQOJIOrHUeCKUM cBOHcTBaM. Tak, 24-yacoBble KyJbTYpPbl COmepIKa-
JU TOJIBKO TMOJBHKHbIe MaJiOUKH C FOMOTeHHOH MpoTomaa3Moi. 3aro B 48-
YacOBBIX Ky/bTypax Npeobsanaiu yKe BaKyOJH3UPOBAHHBIE HEIMOBHIKHbIE
MaJOuKH, XOTSsl BCTPEYaJHuCh H PABHOMEPHO OKpPAlLl€HHbIe TOMOTEHHbIE KJIETKH.
D10 HayaJo nepexona GAKTEPUH B CBOEM PAa3BHTHH B CTaJHIO «OMOSICAHHBIX»
najouek. YeTblpexJHEeBHbIE KYyJ/bTYypPbl KiIyOEHbKOBBIX OakKTepHil COAEprKalu
TOJIbKO BaKyOJIU3HPOBAHHbIE H TPaHY/JIHPOBAHHbBIE MAJOUYKH, MOJHOCTBIO I10TE-
psIBILIME JBUTATeJbHVIO aKTHBHOCTb. BcTpeuasuch M MajleHbKHE KOKKOHIHBIE
¢opmbl. Best KyabTypa B cBOeM Pa3BHTHH yiKe [OJHOCTbIO Mepelnia B cTa-
IMIO «OMOsSICaHHbIX» KJeToK. OmucaHHOe Bbille yepenoBaHue (HOPM B Xoje
PasBUTHsI KyJbTyp K/JIyOE€HbKOBbIX OaKTepHHl COBMNagaeT ¢ JaHHBIMH IIPEJbl-
Aywux pabor, yKasblBalOUMMH Ha mieoMopduam Rhizobia B nukie ero pas-
sutus (Thornton, Gangulee, 1962; Lewis, 1938; Bisset, 1952; Stapp, Kno-
sel, 1956). 24-yacoBeie KyJbTypbl, Kak Haubojiee NOAXOAsALIHE AJAS 3ITOH
LleJIM, Mbl HCHOJB30BaJU [IJI51 3JEKTPOHHO-MHUKPOCKOIIHYECKOTO MCCe[0Ba-
HUSI OaKTepHaJIbHbIX KJIETOK.

Camble GoJiblllMe KJIETKH COAep:KaTcsi B KyJAbTypax KiyOeHbKOBBIX Oak-
Tepuil, BeigeneHunix ¢ Lathyrus, Vicia, Trifolium, Medicago, Melilotus n
Onobrychis. Ix aauna 2,5—3,5 MM, a nuamerp 0,7—0,9 mxrm. Cpeannumu
no BesauuuHe (anuHa 1,5—2,5 mkm, aguamerp 0,5—0,8 mMkMm) siBasiioTest Gak-
TepuH, BhIJAeNeHHble ¢ Phaseolus vulgaris, Ononis repens, Astragalus da-
nicus, Oxytropis pilosa, Ornithopus sativus, Lupinus luteus, Genista w
Soja. CaMBIMH MaJIeHbKUMH SIBJISIIOTCSI KJIyOeHbKOBBIE OaKTePUH, BBILEJIEH-
uble ¢ Lotus corniculatus, Anthyllis vulneraria w Tetragonolobus siliquo-
sus (maauna 1,0—1,5 mkm, guamerp 0,3—0,6 Mkm).

[To xonMuecTBY W pacHONOKEHHIO KIYTHKOB KJIyOeHbKOBble OaKTepuH
noapasaensitorcss Ha aBe rpynnel. ¥ Ornithopus sativa, Lupinus luteus,
Ganista u Soja oHM SIBJSIIOTCSI MOHOTPHXAMH, T. €. HMEIOT OJHH MKIYTHK,
NPHKpPENJVIEHHBIHl K KOHIY NMaJIouKH. Y OCTaJibHbIX BHAOB GOOOBBIX pacTeHHil
KJ1yOeHbKOBble OaKTepuu SIBJSIIOTCS neputpuxamu. [Ipu 3ToM HHTEepecHO oT-
METHTb, UTO MOHOTPUXAMH OKa3aJIHCh HMEHHO Me/JIeHHOpacTylliue GaKTepHH.

Ky/abrypHble H (pU3HOJOrHYeCKHE CBOHCTBA BbIJ€NIEHHBIX HAMM LITAMMOB
KIyOeHbKOBBLIX OaKTE€PHil Mbl H3yuyaJlH Ha OCHOBHOH cpele KJI1yOeHbKOBBIX
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oakrepuii (OKB), OKB ¢ Kouro kpachHblM u G060BOM OTBape C arapom.
I1pu 3TOM MBI OnpejesiiH Hayaao 06pa3oBaHHsl H CKOPOCTb POCTa KOJIOHHI,
a Takxke ux ¢opmy, pasmep u nBer. Ilo ckopoctH 0Opa3oBaHHsI KOJOHHH
Ha 3THX Cpejax Bce LITaMMbl NMOJAPA3Je/sJHCh HA JBe OCHOBHbIE I'PYNIbl —
OBICTPO W MeJJIeHHOpACTyllHe INTaMMbl. K nociefHHM OTHOCATCA LITAMMBI,
BbIJeJIeHHBIe M3 KayOenbkoB Ornithopus sativus, Lupinus luteus, Soja u
Genista. Y Hux KOJOHHH 00pa3ylorcs To1bKOo Ha 8—10-e cyTku. Bee ocrans-
HBle IITAaMMbl — OblcTpopactyliie (0O6pa3oBaHHe KOJOHHH Ha 3—5 CYTKH).
ITH TrpyNNbl pasjuyaloTCsi U MO CBOWCTBaM KoJoHHil. Tak, mouty Bce 6e3
HCKJ/IOYEeHHs ObICTPOpACTYIIHe IITaMMbl 00pa3oBa/id Kpyrible (1HaMeTpoM
(4—10 MM) mosaynpo3pauHbie CBETJIOCEpbie CJAM3UCTHIE KOJIOHHH, a BCE MeJ-
JIEHHOpACTylHe — MaJieHbKHe (auamerpom 1,5—2,0 MM), oueHb NIOTHbBIE
H JHUMKHEe KOJOHHH C MOJIOYHO-0EJION omaJsieClupyIiolleil moBepXHOCThio. Pa3-
JIMUMsI MEXKAY OTAeJbHbIMH LITAMMaMH BHYTPH 3THX OCHOBHBIX TPy SiB-
JISTIOTCS1 3HAUNTEJNbHO MEHbLIMMH.

CKOpOCTb pPOCTa 3aBHCHT TaKK€ M OT HCIOJIb3YEMOH MUTATENbHOMH CPEbl.
Ha cpene OKB ¢ Konro kpacHeiM 00pa3oBaHHEM KOJIOHHH KJ1yOEHBKOBBLIMH
GakTepusiMU MPOUCXOJIUT paHblle W pa3Mep KOJOHHII ObiBaeT O0JIble, yeM
Ha OKD uau 6060BoM oTBape ¢ arapom.

[Ipu KynAbTHBHPOBAHHH KJIyOEHBKOBBIX OAKTEPHH B JTAKMyCOBOM MOJIOKE
TakKxke HaOJIOJAIOTCsl Pa3IHYUsi MeXAYy OBICTPO- H MeJJIeHHOPACTYyU[HMH
rpynnamu. Tak, Bce MeJJIeHHO pacTyllHe LITAMMBI JAl0T CHJIbHO IIEJ0YHYIO
pPeakuuio, Ho He 00pa3ylOT CHIBOPOTOYHYIO 30HY, 3aTO OBICTPOpaCTyIlHe
WITAMMbI Aal0T WJIH KHCIYIO PeakIHIO CPelbl, HJIH LIEeJOYHVIO ¢ 06pas3oBa-
HHEM CBIBOPOTOYHOH 30HBL. Cpenu ObICTPOPACTYIUIMX LITAMMOB B CBOIO Oue-
peap HabJIOAAIOTCS TPH Pa3iMuHbIX THha peakuuii: 1) Hlenounas ¢ 30HOI#
Rh. leguminosarum, Rh. trifolii, Rh. phaseoli (utammbl ¢ ILotus cornicula-
tus, Anthyllis vulneraria, Tetragonolobus siliquosus, Astragalus danicus
u Oxytropis pilosa); 2) kucias peakuusi ¢ 30Hoit Rh. meliloti (mramm c
Ononis repens) u 3) Kucjaasi peakuusi 6e3 CbIBOPOTOYHOH 30HBI (IITAMM €
Onobrychis viciifolia).

Ilpn KyJbTHBHPOBAHHH Ha JKeJaTHHe HAOJIONAIOTCS YeThIpe THIA POCTa
(no ¢dopme KpaTepa) M pas3:KHKEHHs, KOTOpPbIe, OJHAKO, IJIOXO KOPpEeJH-
pyior ¢ Buaamu Oakrepuil. Tak, Hekoropwle mraMMel (¢ Vicia sylvatica,
V. cracca, Lathyrus vernus, L. niger, L. pisiformis, L. sylvestris, Pisum
sativa) u wrammel ¢ Astragalus danicus w Oxytropis pilosa oGpasyioTr Kpa-
Tep (OpMBI NepeBepHYTOH €JIOYKH, a Apyrue mramMmel Rh. leguminosarum
(¢ Vicia sativa, V. sepius, V. faba, V. cassubica, Lathyrus palustre, Lens
culinaris) obGpasyior kKpaTtep (opMbl Bblolledcs JeHTh. Takas xe ¢opma
HabJaiojaeTcss U y HEKOTOphIX wraMMmoB Rh. trifolii (Trif., arvense, Trif.
alpestre, Trif. pratense, Trif. medium, Trif. fragiferum) u y mramMma c
Trigonella. Ocranbubie wTaMMbl RA. trifolii o6pa3yloT HHTEBHAHBIA Kparep,
KOTOPBIA TOJIIIe Ha MOBEPXHOCTH M 3a0CTPSAETCs BHH3Y V JHA NPOGHPKH.
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Bce meanenHopacTyiie mrTaMMbl OOHAPYKHUBAIOT XOPOLIHE POCT B BepX-
Hedl yacTH B BHAe 6esol MJIOTHON Macchl. KpaTep ke cyXKHBaeTcst pe3ko,
o0pa3yeT BHU3Y MIJI0OOpas3HOe OCTPHE H HANOMHHAET BOPOHKY.

JKenatun pasxkuxaior wrammel ¢ Melilotus, Medicago, Phaseolus vul-
garis, Ononis repens, Lotus corniculatus, Anthyllis vulneraria n Tetra-
gonolobus siliqguosus. Tpu nocjieinHuHe WITaMMa PaskKHKAOT CPeNy TOJbKO
B BEPXHEH TMOBEPXHOCTH, a OCTaJIbHble — BCIO MHTATENbHYIO CPENy.

Peskue pasnuunsi MexJay MeNJeHHO- H ObICTPOPACTYWIMMH LITAMMAaMi
KIyOeHbKOBBIX OaKTepuii HaOGJI0OZAIOTCSI B HX CINOCOOHOCTH H Xapakrepe
pasyiarath pasJIMYHbIe THIBl YIVIEBOJAOB C OOpa3oBaHMEM KHCJIOH HJIH Lie-
N04HOl peakuuu (cM. puc. 12 u 13 a,b). Bce GwicTpopacTyimine mramMmul
NpeeEpamaioT peakiuio NHTaTeJbHOH cpelbl B KuCAy0. B xome mHKyGauuu
KHCJIasl peakuus cpeibl yBeqnuuBaercs. CKOPOCTb POCTa KHCJIOTHOCTH Mak-
CHMaJjbHa B HayaJie HHKyOaluu, a 3aTeM MOCTENeHHO YMEHbILAeTCsl, OMHAKO
POCT KHCJIOTHOCTH He IpeKpamiaeTrcsi A0 CaMOrc KOHUA Nepuoga HabJiojae-
HHsl, TO €CTh B TeueHHe Tpex MecsueB. MHTeHCHBHOCTb Kucs0TOOGpasoBa-
HHS M ee JMHAMHMKa 3aBHCST OT HCIOJNb3yeMOro B cpele yrieBoga. Hawu-
GoJiblIasl KHCJIOTHOCTh Habatogaercss npu (epMeHTALMH T'aJaKTo3bl, apabu-
HO3bl H IVIIOKO3bl, 3HAUHTEJbHO MEHbIIasi — IPH HCIOJb30BAHHH HHO3UTA,
cypburta, AyJabUuTa H MajabTo3bl. IIpH NpHMEHEHHH 3THX VIJIEBOAOB He-
CKOJIbKO Pa3JjiHyaeTcsl ¥ AIMHAMHKA POCTa KHCJIOTHOCTH. Ec/in B HauaJsie WHKY-
Gauuy OHM OCOGEHHO CHJBHO YCTYNalOT NepPBBIM B CKOpPocTH pocta pH
cpeibl, TO K KOHIy nepHoaa HaGJOIeHWsi OHA y HHX CTAHOBHUTCS GOJIbIIe.
[IpoMeKyTOUHBIMH KakK 10 CKOPOCTH POCTa KHCJIOTHOCTH, TaK K 10 ee abco-
JIIOTHOMY 3HaueHHI0 OBbLIM caxapo3a H TJIIOKO34d.

Bce measeHHopacTyliMe mTaMMbl B Hauase HHKyGauuH o6pasyioT Lie-
JIOUHYIO PeaKkIMIO cpe/ibl, KOTopasi B TeUeHHe IepPBbIX JABYX He/e/b YBEJH-
ypBaercst (cM. puc. 12A) B 3aBHCHMOCTH OT HCHOJIb3YeMOro yIJieBCjia H B
MeHbLIeH cTemeHH — OT mTaMMa. Ha omnpesnesieHHO# CTaJMu peakiusi ocTa-
EaBJHBAeTCsl U HaUMHAeT CMeHlaThCsl B CTOPOHY KucJOW. [Ipu mpumenexuu
rajakTo3bl M apaOWHO3bl pEeaKIUsi CpPelbl NPOXOAHT HEHTPAJIbHYIO 30HY
yepe3 HeJeJI0 Iocje Hadasa WUHKyOalWH, a NPH NPHMEHEHHH TJIIOKO3bl —
yepes3 TPH HeJleJIM H CTAHOBHTCS KHCJOH. B nanbHeiilieM KHCIOTHOCTb Cpe/bi
yBEJHUHBAETCsl OTHOCHTEJNBHO OBICTPO B TeyeHHe Tpex MecsieB. [Ipu mpu-
MEHEHHH OCTaJIbHbIX YIVIEBOJOB peaKIUsl CPelbl OCTaeTcsl LIeJOUHOH aazxKe
yepe3 Tpu Mecsia. OcoOeHHO BBICOKASI LIEJIOYHOCTb, KOTOPasi pacTer MOYTH
0 KOHLIA NMepuoaa HaOJI0JeHHsI, OTMeuaeTcss B cpele, coaepxKalueid MaJib-
TO3y. ¥ caxapossl, JaKTo3bl, COPOHTA, HHO3UTA M AYJbIUTA MaKCHMAaJbHas
IEeJiOYHOCTh HAaOJI0aeTcs nocJsie JBYX HeJlesb MHKYOAallHH.

B cnenmanbHON cepuH ONBITOB MBI NPOBEJIH OIlpeaeJeHHe KOJHYecTBa
KHCJIOT, 06pPa30BaHHbIX B pe3ysbTaTe (hepMeHTaUuH 9 yrieBONOB B TeyeHUe
NIBYX Hejesb, nyTem TUTpoBaHHsi uX ¢ NaOH.
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JlvcrnepcHOHHbIM aHaJM3 MOKa3aJ, YTO CTATHCTHYECKH 3HAUMMBble Pa3JiH-
YK B KHCJOTOOOPA30BaHHM HAOGJIOAAIOTCS He TOJbKO MeKAYy BHAAMH KJy-
6€HbKOBBIX GAKTEepPHi, HO 1 MEXKJAY OTJAeJbHBIMU LITAMMaMH, a TaKXKe MexKay
pPa3JIHUHBIMU YTJIE€BOAAMH H HX TPYNNaMH.

AHanusupysi ¢ MOMOUIbIO KpUTepusi JyHKaHa cTaTHCTHYECKH 3HAYMMBIE
P@2JIHUHsl, MBI BBISICHHJIH, YTO IO CpedHell CrnocOOHOCTH KHCJI0TOOOPa3oBa-
HUsi pH (depMeHTaUuH 9 yrieBOJOB BCe HCIOJB30BAHHblE HAMM IITAMMBI
nensitcst Ha 3 rpynnbsl (cMm. puc. 13a,b): 1) mTamMmbl, npeBpallaroLige
cpely npu (hepMeHTALHH YIJIeBOJOB B LIEJNOYHYIO; 2) IITAMMbl C yMepeHHOI
CIIOCOOHOCTBIO KHCJI0TOOOpa3oBauust (15—45 Mkr/skB na 16° WHOKysaHpo-
BZHHBIX KJeTOK). B sty rpymnmy BxoAsit 26 mTaMMOB uyeThipex BHIOB Rhi-
zobia; 3) MHTEHCHBHBIE NPOAYLEHTHI KUCJIOT (60—70 MKr/3kB nHa 10° Kie-
TOK). B 3Ty rpynny BXxoasT 8 wmramMMoB Tpex BHAOB Rhizobia. Ilpu stoM
WHTEPECHO OTMETHTh, 4TO B 6 ciayyasix U3 8 HHTEHCHBHBIMH KHCJOTONPOAY-
Il€eHTaMH OKa3aJHCh LITAMMbl, BbljJeJeHHble ¢ 6000BBIX, PACTYLUIHX Ha OTHO-
CHTEJNBHO ILIeJOYHBIX NouBax Ha octpoBe CaapeMaa. ITo MOATBEPIKIAETCS
n runore3oir Hoppuca (Norris, 1965) o TOoM, uTo KHCI0TOOGpazoBaHHe
CBSI3aHO C ajanTalueil pacTeHWi-X03sieB K LIeJOYHBIM MNOouYBaM. Pasinuus
MEXKJy LITaAMMaMH B Npefesax 3THX PPYNI CTATHCTHUYECKH He3HAUHMBI.

Caeayer OTMETHTb TaK¥Ke, UYTO CTPOTOrO COOTBETCTBHSI MEMXKIYy CIOCOG6-
HOCTBIO K KHCJOTOOOpPa3oBaHMIO M BHIOBOH IPUHAJIEKHOCTBIO He Cylie-
crByer. Hekoropble 1ITaMMBl OJHOIO M TOrO K€ BHAA MOTYT BXOIHThb B
TPyNIly yMepeHHBIX KHcJa0TooOpas3oBaTesel, B TO BpeMsi Kak Jpyrue siBJisi-
I0TCSI HHTEHCHBHBIMU TPOJAYLEHTAMH KHUCJOT, O YeM CBHJETEJNbCTBYIOT Cpe-
HHe NoKasaTejn 9 yrieBOIOB.

OuenuBasi 3Ha4MMOCTb PA3JIHUKHI MEXKIY BUIAMH, Mbl BBISICHHJIH, YTO IO
cpenHuM nokasatensim Rh. phaseoli, Rh. trifolii, Rh. leguminosarum, a
TakxKe Rh. simplex He pasnnuaioTcss U 00pasyloT OJHY rpynny. 3Hauu-
TeJbHO MeHbllle 06pa3yloT KHCJOT WTaMMbl Rh. meliloti v mTamMMbl, Bbijie-
nennsle ¢ Ononis repens, Tetragonolobus siliquosus, Lotus corniculatus,
Anthyllis vulneraria. A mrammsl, Beiienenube ¢ Oxytropis pilosa w Astra-
galus danicus, Hao60poT, 06Pa3ylOT 3HAUMTENBHO OOJbIIE KHCJIOT, YeM
wtaMMbl BHAOB RhA. plaseoli, Rh. trifolii, Rh. leguminosarum wau Rh. simp-
lex. Ot Bcex apyrux ornuuatorcsi Rh. lupini u Rh. japonicum, npeBpaiiaio-
mue cpeday npu (epMeHTAlLWH YIVIEBOJOB, Kak MPAaBHJIO B HIEJIOYHYIO, HO
MeX/1y coboif He pasnuyatouruecsi (Tabua. 15).

Xorsi KaaccudHuKalus KiayOeHbKOBBIX OGaKTepHii Ha OCHOBAHHM TPYIIN
nepekpecTHOrO0 3apakeHHsi W He COOTBETCTBYET TMOJHOCTbIO HX ecTecTBeH-
HOMY TPYNNHPOBAHHIO 1O GHOXHMHUYECKUM ((epMeHTATHBHBIM) CBOHCTBaM,
TeM He MeHee CYyIIeCTBYeT OIpejeseHHAas KOPPeJsius MeXK1y HX NpHHAZI-
JICKHOCTBIO K TOH WJM HMHOH Tpynmne Mo crnocoOHOCTH K KHCJI0TOOOpa3oBa-
HUIO TIPH (pepMeHTaliH yIJIeBOJOB U TPHOAMH pacTeHusi-xo3sinHa (Tab.. 16).
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CnocoGHOCTL TOrO WJM HHOTO WITaMMa KiayOeHbKOBbIX OakTepuid oOpa-
30BBIBATH B Cpe/le KUCJYIO MJIH LIEJOUHYIO PeakUHI0 3aBHCHT OT KOHKpeT-
HOTO HCIOJb3yEMOro YIJieBOAa, a IPYNIHPOBKA PAas3jIMYHBIX IITaMMOB Rhi-
zobium octaercsi B OCHOBHOM OIHOH H TOH Ke.

AHanusupysi pasyiuyusi MeXAy OTAeJbHbIMH YIJIEBOJAAMH M HX THIIAMH
10 3 (HeKTHBHOCTH KHCJIOTOOOPA30BaHUsI NMPH HX (GepMeHTalUuu KJyOeHbKo-
BbIMH GAKTEPHSIMH, Mbl BBISIBUJIM TPH TPynmnbl (no yOeIBaHHIO HX 3(h(HeKTHB-
HocTH): 1) apabuHO3a, rajakro3a, rII0OKO3a, caxapo3a M MaHHHT, 2) JiaK-
TO3a U 3) MaJbTO3a, COPOUT U HHO3HT.

CHMOMOTHYECKHE CBOMCTBA KJYOeHbKOBBIX OakTepuit

CuMOHO03 Ki1yOeHbKOBBIX OakTepHil ¢ OOOOBBHIMHM PACTEHHSIMH HMMeeT He
TOJNBKO OFPOMHOE MPAaKTHYecKoe 3HaueHHe JJis HapOJHOrO XO3siHCTBAa Kak
€1oco6 MOBBILIEHHS] YPOKAUHOCTH CENbCKOXO3SHCTBEHHBIX KYyJbTYyp H a3oT-
HOro yHOGpeHHsi MOYBbl, HO M SIBJsIETCS OJHHMM M3 HHTEPEeCHEeHIIHX 3arajaod-
HBIX $IBJI€HHH B OHOJIOTHH, OCHOBHbIE TeOPeTHYeCKHe acCleKThl KOTOPOro
0CTAIOTCSl BCE K€ HEepelIeHHBIMH, HeCMOTPSI Ha 3HAYMTeJIbHble YCHJIHS HC-
cliefioBaTesed.

B Hnacrosiieii paGoTe Mbl HCCJA€LOBAJH CHMOHOTHYecKHe cBoicTBa 36
HITAMMOB KJ1YOEHbKOBBIX OaKTepHiH, 3apazkasi HMH B CTEPHJIbHBIX YCJIOBHSX
B sabopatopuu cemena 11 BuaoB 6060BBIX pactenuid. Ilpuy 3TOM OCHOBHOE
BHHMAaHHe MBI COCPEIOTOYM/IM HA OMNpeJeeHHH BHUPYJEHTHOCTH PasJIHYHBIX
MTAMMOB KJYGEHbKOBBIX GaKTEpPHH 1O MX CIHOCOOHOCTH 00pPAa30BBIBATL KIIY-
OEHbKH, T. €. BCTymaTb B CHMOHO3 C pa3aHUYHBIMH OOOOBBIMH pPaCTEHHUSIMH,
¥ Ha 3((PEKTHBHOCTH 3THX CHMOHOTHUECKHX KOMOMHAUMH 110 OTHOCHTENb-
HOMY YBeJIMUEHHIO CyXOro Beca (B MPOIEHTAX) pacTeHHii B cuMOHO3e MO
CPABHEHMIO C He3apayKeHHBIMH KOHTPOJIbHBIMH PaCTEHHSIMH.

N3 303 wuayueHHBIX HAMH KOMOWHALHil 3apaxceHHss OGOOOBbIX pacTeHHH
Ka1yOeHbKOBBIMM OakTepusiMH B 128 nabaioganocs o6pa3oBaHHe KOPHEBBIX
k1yOeHbKOB, T. e. cuMOno3 (cMm. puc. 21). Ilpn usyuennu xe 3¢p(peKTUBHO-
CTH 3THX KOMOHHAIMH (110 YBEJHYEHHIO CYXOro Beca pPacTeHHH 10 cpaBHe-
HHIO C He3apayKeHHBIM KOHTDPOJIEM) BLISICHHJIOCH, YTO CYLIeCTBYeT JBa THIIA
CHMOMO3a — B OJHHX cJydasx 3(¢eKTHBHOCTH cocTaBasieT okojo 100%
(rak HasbiBaeMblil 3(()eKTHBHBINH CMMOHO3), a B JPYrHX CJydasiX — OKOJIO
0% (tak HasbiBaeMblii Hea(D(eKTHBHBIH cUMOHO3) (cM. puc. 24). Dddek-
THBHOCTH 0KO0JI0o 50% mouTH He Hab/iomaercsi. J[ByXBepIIHHHOCTb pacrpe-
nenenust 3QPEKTUBHOCTH TakxkKe Obla NOKa3aHa CTAaTHCTHYECKH C BBICOKOW
c1enenbio gocroBepHocTH. Ilpu HespdexkTHBHOM cHMOHO3e 3HAUHTENbHO
MeHbIlle He TOJbKO KOJHYECTBO KJYOEHbKOB, HO M MX CyMMapHbli Bec. dd-
(GeKTHBHBINH CHMOMO3 Bcerga HabJaiolaeTcss NPH 3apaxKeHuH OakTepusiMH
COBOBBIX PaCTeHHil TOrO e BUIA, U3 KJIYyOeHbKOB KOTOPBIX OHHM ObIIH Bblje-

’
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JIEHbl, HJIH NPH 3apaKeHUH APYruX BHAOB, HO M3 TOH K€ FPVIIbl IepeKkpecT-
HOTO 3aparKeHus.

MHTepecHO OTMETHTb, YTO BO BcexX 27 KOMOMHALHUSIX MEPEKPECTHOro 3a-
paxkeHHss pacTeHHMH u3 rpynnsl Jsasenua (Lotus corniculatus, Anthyllis
vulneraria u Tetragonolobus siliquosus) mTaMmaMmi KiyGeHbKOBBIX OaKTe-
puii u3 rpynnsl Rh. leguminosarum u nao6opor, HabJi0AaI0Ch 06pasoBa-
uue KiybenbkoB. I1pu 3ToM B 23 cayyasix cuM6HO03 OKasaucst 3G(HEeKTHBHBIM
(cm. puc. 21).

OTH JaHHBIE CBH/JETENbCTBYIOT O TOM, UTO Ipyiina JIsABEHIA COCTaBJIsSIeT
¢ Rh. leguminosarum oauy OOULyI0 TPYIIY IEPEKPECTHOIO 3apaKeHHs.

HItamM ¢ Ononis repens BcTynua B 3ddekTuBHbI cuM6u03 ¢ Melilotus
albus n o6pasoBan ki1y6enbkn Ha Medicago sativa. CnenoBarenbno, Ononis
repens ob6pasyeT ¢ NOCJeIHHMH OOLLyI0 TPYNIY NepeKPecTHOro 3apaxKeHHs.

b dekruBHblil cuMOKHO3 HabaoAaacsi ¥ NPU 3apaxennu Astragalus da-
nicus mITaMMamu, BbijejaeHHbiMu ¢ Oxytropis pilosa n Caragana arbores-
cens, OJHAKO WITaMM, BblJeseHHbil ¢ Asfragalus danicus, ne o6pa3oBbiBaI
KnyOeHbKOB Ha Caragana arborescens. A mramM, Beienesnbid ¢ Caragana
arborescens, o6pa3oBas kaybenbkd Ha Vicia sepium u Vicia cracca u nan
3¢ dekTuBHBIN cuMOu03 ¢ Lathyrus pratensis. Bonpoc o BHAOBO# npHHAL-
JIEX)KHOCTH 3THX IITAMMOB €IIe HeJb3si CYMTATh OKOHUATEJbHO PEIIeHHBIM.

Hamu onbiThl nMokasasu, YTO JOBOJIBHO YacTO MHOTHEe ITaMMbl RhAizo-
bium o6pa3yloT KJ1yOeHbKH H Ha GOOOBBIX PACTEHHUSIX H3 IPYTUX IPYIIl nepe-
KPECTHOTO 3apaxKeHHsi, HO, KaK NPaBUJO, CHMOHO3 NPH 3TOM OKAa3bIBAETCSI
Hea(h(heKTUBHBIM HJIH ManaosddexkTuBHbIM. Tak, nanpumep, Ha Medicago
sativa u Melilotus albus kiyO6eHbKH 00pasyioT He TOJbLKO ITaMMbl RA. me-
liloti, no w Rh. trifolii, Rh. leguminosarum, Rh. lupini, Rh. simplex, a
Takxe wraMmbl ¢ Astragalus danicus, Caragana arborescens, Lotus cor-
niiculatus, Onobrychis viciifolia n 7. n. (cm. puc. 21).

CuaenoBaTesbHO, pasrpaHHUYMTh TPYIMNbl [1€PEKPECTHOrO 3apayKeHHs 10
O/IHOMY TOJIbKO (hakTy 00pasoBaHHsi KOPHEBHIX KJIYOGEHbKOB OYeHb TPY/IHO.
BoJiee yeTkyio rpynnupoBKy MOXKHO cleJlaTh NpH yuere 3G PEKTHBHOIO CHM-
6uno3a.

B nHamux onbiTax 3¢(eKTHBHOCTb PA3HBIX CHMOHOTHYECKHX KOMOMHALMK
Mbl M3y4Ya/JH He TOJbKO IO YBEJHUYEHHIO CKOPOCTH POCTa CYXOro BellecTBa
KaK OCHOBHOTO KDPUTepHSI 3()P(HEeKTHUBHOCTH, HO M 110 JPYTHM KPHUTEPHSIM:
1) mo KosnuecTBY K/a1yOGeHbKOB, 2) 1O CyMMapHOMY Becy KJIyOeHbKOB, 3) 1o
cyxomy Becy KopHed. CTaTHCTHUECKHH aHAJM3 COOTBETCTBYIOLIMX JaHHBIX
110Ka3aJj, 4TO BCe OHH KOPPEJSITHBHO CBsi3aHbl Mexay coboii. Camasi CHJb-
Hasl CBSI3b UMEET MEeCTO MexXKJy COAepXkKaHHeM CYXOro BeLlecTBa B HaJ3eM-
HBIX YACTSIX PACTeHHs] U CYMMapHBIM BecoM KJayOeHbKoB (r=0,696). Kosd-
(uLHeHT KOppeasiuMH MexkJ1y CYyXHM BeCOM KOpHeH M KOJHUECTBOM KJy-
6enbkoB cocraBasier r=0,589 u sBJsgETCS BHICOKOJOCTOBEPHBIM.
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BriBobI:

1. TloayueHsl 1aHHble O HAJHYHH M CBOHCTBAX KayOenbkoB Vv 46 BUIOB
6060BbIX U3 16 poaos (Bcero 690 pacrenwuit), pactymux B dcronckoii CCP:

a) kJyOeHbKH PacloJIOKeHbl Ha Bcefi KOPHEBOW cHcTeme, HO Ooublie
BCEro WX Ha OGOKOBBIX KOPHSX;

6) KayGeHbKHM pasJHYalOTCsi KakK 10 BeJHYHHe, TakK M 1o (popme. ITH
Pa3JIMUMSL ONPENEJSIOTCSl KaK CBOHCTBAMM pacTeHus (€ro BHA M pOl), TaK
W cBoiicTBaMH mnouBHl (ee BuI, pH, comep:kauue Jerkopactsopumoro ¢oc-
dopa ¥ KaJus M T. IL);

B) IBET KleﬁeHbKOB 3aBHCHT OT HMX BO3pacTa. B nauvause pa3BUTHA OHH
ObIBAlOT OeJIbIMH, PO30OBBLIMH HJH KPACHOBATO-KOPHUYHEBBIMH, 4 C BO3PACTOM
CTAHOBSITCSI KOPHYHEBBIMH HJH KOPHUHEBATO-YEPHBIMH.

2. Pasuble IITAMMBI, BbiJeJeHHble H3 KaAyOeHbKOB OOGOBBIX pacTeHuii
0 CBOHM CpPeIHHM MOP(OJOrHYECKHM IMpH3HAKaM HiMeHsioTcs Mano. O6-
Liee CXOJACTBO He I03BOJISIeT KjacCH(MHUIHUPOBATL HX I0 BHIAM, a TOJIBKO
JHUIIb 110 PACTEHHSIM-X0351€BaM:

a) Bce HMcC/eJ0OBaHHble HAMH IITaMMbl KJyOeHbKOBbIX OakTepHil OKasa-
JICh TPaM-OTPUIATENbHbIMH,

6) pasmepbl GakTepHil BApPbHPYIOT B 3aBHCHMOCTH OT PaCTEeHHs-XO3sHHA
B CJEYIOIHX npejenax: Aauna — ot | 10 3,5 Mxm, anamerp — ot 0,3 10
0,9 MKM;

B) N0 CKOPOCTH OOPA30BAHMSI KOJIOHHH Ha HCKYCCTBEHHBIX Cpejax H3y-
YeHHBble HAMH IITAMMBI NOJAPA3/AesIoTCsl Ha JBe OCHOBHBIE TPYNIBI — MeJ-
JIeHHO- U OblcTpopactyue. K MelieHHOpacTyIuM OTHOCSITCSI IITAMMBb, Bbi-
reseHHble U3 KayGenbkos Ornithopus sativus, Lupinus luteus, Soja u Ge-
nista. Bce ocrajibHble IITAMMBbl, H3yUeHHBIE B HacToslleld pabore, sIBJSIOTCA
OBICTPOPACTYIIHMH;

r) Bce KJETKH Me[JEHHOPACTYIIHX JITAMMOB SIBJISIOTCS MOHOTPHXaMH
¢ OJAHMUM CYOMOJSIPHBIM WITYTHKOM. IIpH KyJbTHBHDCBAHHH B JIaKMYCOBOM
MOJIOKe OHM JAIOT IIeJOYHYIO PEakiHio, HO ChIBOPOTOUHYIO 30HY He 00pa-
3yioT. He crocoGHBI OHH TaKXKe Pa3KHKaTb XKeJaTHHY.

Y 6aktepHil GHICTPOPACTYUIHX WITAMMOB KIYTHKH PacrosiokeHbl 110 Beeit
NMOBEPXHOCTH KJIETKH M SIBJSIIOTCS nepuTpuxamu. I1pu BbIpalIMBAHUMM B JaK-
MYyCOBOM MOJIOKE OHH 00pPa3yloT KHCJYIO HJIH IIEJOYHYIO PEAKIHIO ¢ ChIBO-
pOTOYHON 30HOM. JKesaTHHY CHOCOGHBI Pa3XKHKaTb ITAMMbI, BBUIEJNEHHBIC
¢ Melilotus, Medicago, Phaseolus vulgaris, Ononis repens, Lotus corni-
culatus, Anthyllis vulneraria w Tetragonolobus siliquosus. Tlpn npumene-
HUM TpeX TNOC/JeJHHX WITAMMOB HAGI0JaeTcs JHIL caaboe pasKuKeHHe
BepXHell YacTH cpeibl Tnocie 4-HelebHON unkyOauuu. IIpy npuMeHeHMH -
OCTaJIbHBIX IITAMMOB Pa3)KHKaeTcsl BCsl cpena;

n) Bce mwTaMMbl Rhizobium crnocoOHbl pasjaraTe Bce HCNOJb30BaHHbBIE
B ONbITAaX yrJjesoibl (apaGHHO3y, rajaxkTosy, IJIOKO3y, MaHHHT, caxaposy,
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JIaKTO3y, MaJbTO3y, COPOHMT, HHO3UT W AyJabUUT). [Ipu depmenrauuu yrie-
BOJZOB B cpe/Je BO3HHMKAeT KHCJAsi WM llesouHasi peakuusi. Ilo peakuuu
cpelbl Npu (epMeHTaAlHH YIJeBOAOB H JAMHAMHKE ee H3MEeHEeHHs BCe IUTaM-
Mbl Rhizobium mnoapasjensiioTcsi Ha JABe TPYIIIIBL:

1) wrammbel, o6pasyoonive npH (GepMeHTAUHH KHCJIYIO PEaKIHI0 Cpeibl
(Bce OpicTpopacTyliye MITAMMbl), H 2) IUTAMMBI, KOTOpble NpH (epmMeHTa-
L[MH yIJIEBOAOB B Hauaje HHKyOauWH oOpPasyloT IIEJOYHYIO PeaklHio, KOTO-
pas B JajbHelllleM B 3aBUCHMOCTH OT YIJIEBOAA HJIH YBEJIHUHUBAETCS, HJIH
yMEHBbIIAETCsT W NMpeBpallaeTcsl 3aTeM B KUCJYIO Peakiuio (Bce MeAJeHHO-
pacTylue IWTaMMBbl).

ITo MHTEHCHBHOCTH KHCJ/IOTOOOPA30BaHUsI NMPH (epMEeHTAalHH YIJIeBOAOB
6picTpOpACTyLIYe IITAMMBI TAKXKe MOAPAa3AensiioTcsl Ha JBe TPynnbl: 1) yMe-
peHHbIe, KOTOpble 06pa3yioT 3a ABe Hedean uHkyOauuu npu 28°C B cpegHem
14—45 wmkr-3kB Kucjaot Ha 108 k/eTok, u 2) MHTeHCHBHBIE, 0OpasylollHe B
Tex ke ycaoBusax 60—75 mkr. skB. kucjaor Ha 106 kmetrok. M3 uayueHHbIX
H4MH LITAMMOB YMEpPEeHHbIMH OKAa3aJuch 26, a MHTEHCHBHBIMH — 8 wITam-
MOB.

1) KOJMYECTBO KHCJOT, 00pasyloUHXcsi NpH (EepMEeHTAlHuH YIrJieBOIOB,
3aBUCHT OT THINa nocjaegHux. Bosable Bcero kucaor obpasyercsi Ipu pasiio-
JKEHHH apabuHO3bl, [afaKTO3bl, IVIIOKO3bl, CAXapO3bl 1 MAHHUTA, 3HAUYUTEJbHO
MeHbllle — IPH Pa3JIOKEeHHH MaJjbTO3bl, cOpOUTa M HHO3U1a. [IpomMexyTou-
HOW $SIBJISIETCSI J1AKTO3a.

3) CyuecTByeT cBsI3b MeX/Jy KHCJA0TOOOPa30BaATENbHOH CIMOCOOHOCTHIO
KJIyOeHbKOBBIX OakTepuil u TPUOOM XO35IMHA-PACTEHHUsI, 4 UMEHHO: LITaMMBI,
BbIJleJIeHHbIe C PACTeHHil OJHOTO W TOrO Ke TPHUOAa, OTHOCSATCS MO KHCJOTO-
06pa3oBaHMIO MOUTH Bce Oe3 HCKJ/IOYEHHS K OIHOH M TOH iKe rpymme.

4) Poct 60060BBIX 3aBHCHUT OT KOJIMUECTBA M Beca KJIYOEHBKOB, a KOJM-
YyeCcTBO KJIYOEHbKOB, B CBOIO oyepeab, Koppeaupyer ¢ pH mousw u conep-
JkaHuem B Hell docdopa u Kanus.

Cyxoil Bec pacTeHHH M KOpHeil HAXOJUTCs B KOPPEJSITHBHOH CBSI3H C
KOJIHUeCTBOM M BecoM KayOeHbkoB. OT cyMMapHOro Beca KJIyOEHbBKOB OH
3aBHCHT 6OJblle, YeM OT HX KOJIHYecTBa.

5) HayueHuble HaMH KJyOeHbKOBble OAaKTE€PHHM 110 HX OTHOUIEHHIO K pil
[OYBBI TOAPA3AeNsIOTCsl Ha ABe rpynnbl: 1) KayOeHbKOBble HaKTEpHUH, KOTO-
pele Xopowo pacTtyT B wupokoMm auanaszoHe pH (4,6—7,1) nouBwl; K HuM
OTHOCSITCS 1ITaMMbl, BbiaeneHnusie ¢ Vicia, Lathyrus, Trifolium wu Lotus;
2) kayOeHbKOBble OaKTepHH, KOTOpble PACTyT TOJbKO B Y3KOM HHTepBaJie
pH (6,8—7,4); K HUM OTHOCATCS ILUTaMMBbl, Bbiaeaenusle ¢ Medicago, Ono-
nis, Anthyllis.

6) Ilpu 3apaxeHnu GOOGOBBIX pacTeHHH KJIyOEHLKOBBIMU OaKTepHSIMH,
BBbIJIe/IEHHBIMH C DACTeHMH TOro Ke BM/a, BCerja BO3HHKaeT 5()(eKTHBHbIH
cum6uo3. Ilpu 3apakeHuu 6G0OOBBIX IITAMMAaMH, BBIJAENEHHBIMH C PacCTeHHH
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JPYroro BHAa, BO MHOTHX cJy4yasix 06pasyioTcsi KayOenbKH, HO CHMOHO3 1pH
310M uyacTo ObiBaeT He3p(HeKTHBHBIM. DD eKTHBHLINH cHMOHO3, KaK 11paBHJIO
BO3HHKAaeT TOTJa, KOrja 3apa)aeMoe pacTeHHe INPHHAIJIeXHT K TOH xKe
rpynie nepekpecTHOro 3apaKeHHs, K KOTOPOH OTHOCHTCSI M pacTeHHe, ¢ Ko-
TOPOro OblJ BbIIEJEH JAaHHBIM LITAMM.

B onbiTax NepeKpecTHOro 3apa)keHust HabJjlojaeTcsi ABa THna cMMOHO3a
Kay6enbKOBbIX OakTepmii ¢ 6060BbIMH. B cayuae sdpdektuBHoro cumbHosa
pocT pacTeHusi (IO CyXOMY Becy) NPOHCXOJAHT B CPe/lHeM B JBa pasa ObiCT-
pee, ueM y He3apayKeHHBIX pacTenuii. B cayuae nesppekTHBHOro cHmMO6HO32a
JNOCTOBEPHOTO yBeJHYeHHsi CKOPOCTH POCTa pPAcTeHHsi He NPOHCXOHT.

7) T'pynnupoBanne Ka1yOGeHbKOBbIX OaKTepuil 1no OMOXMMMYECKHM H HH-
(EKIHOHHBIM CBOHCTBAM He COOTBETCTBYET CYyLIeCTBYIOILeii BHIOBOH KJjac-
cupukauun poaa Rhizobia:

a) npu (pepMeHTAUHH YIJEeBOJOB ONHH WITAMMbI KAKOro-1HGO0 BH/1a MOTYT
6BITb yMEPeHHBIMH, B TO BpeMsl KakK ApPyrHe IITaMMbl TOTO e BHAa —
MHTEHCHBHBIMH KHcJ0TooOpasoBaTeasivi. ITostoMy mno cpeanei crnoco6Ho-
CTH K KHCJIOTOOOPA30BAHMIO JOCTOBEPHBIX Das3jiHuMil Mexay BHAAMH RA.
phaseoli, Rh. trifolii w Rh. leguminosarum wner. Onu 00pasyioT OJAHY
rpynny (kucaorooGpasoBanue B cpenneM 40 MKr. sxB.). Menbiie ux o6pa-
syer kucaor Rh. meliloti, xoTopsiit BMecTe co mwtammamu Ononis, Tetrago-
nolobus, Lotus w Anthyllis o6pasyet Apyryio rpynny (KHuc/J10TOoOOpasoBaHue
B cpeadeM 20 mkr. 3kB.). OTheabHyio (TpeThio) rpynmy obpasyer ocoGo
WHTEHCHBHBIE WITAMMbl, BbileJeHHble ¢ Asfragalus m Oxytropis (KuCJ0TO-
o6pasoBanre 70 MKr. 3kB). IIpoMexRyTOUHBIM MEX/1y IOCJHEIHUMH JBYMSI
rpynnaMu sBJAsieTcsl WITaMM, BbaeleHHb ¢ Onobrychis viciifolia.

6) 6060BbIe pacTeHust U3 rpynnsl JasiaBenna (Lotfus corniculatus, Anthyl-
lis vulneraria n Tetragonolobus siliquosus) o6pasyioT ojaHy 00iLyi0 TPynmny
nepekpecTHoOro 3apaxenus ¢ Rh. leguminosarum. Taxum o6pa3om, ITAMMBI,
BBIJeJIeHHbIe ¢ 3THX PacTeHHi, OTHOCATCS K BHAY Rh. leguminosarum.

B) IITaMMbl, BbifeseHHble ¢ Ononis repens, oTHocsiTcs K BUay Rh. meli-
loti, a camo pacrenne BMecte ¢ Medicago sativa u Melilotus albus Bxoaut
B O/HY M Ty ¥Ke TPYIIY NepeKpecTHOro 3apakeHus.

r) Oxytropis pilosa w Astragalus danicus OTHOCSTCS K OAHOH M TOH ¥XKe
rpynne NepeKpPecTHOro 3apakeHusi, a OOHTAIOUIME HA MX KOPHSIX KiIyOeHb-
KOBble OaKTePHH HeJIb3si OTHECTH HH K OJIHOMY H3 CYLIECTBYIOUIHX BUIOB
Rhizobia. Onu 06pasyloT OTAENbHYIO TPYNNy Kak 1o GHOXMMHYECKHM, TaK
¥ 10 HH(PEKIMOHHBIM CBOHCTBAM.

8) IloayuenHble HAMH B Hacrosilleli paGoTe JaHHble CBHAETENbCTBYIOT
0 TOM, 4YTO CYIIECTBYIOIIAsi TAKCOHOMHYecKasi Kiaccnbuxauus Rhizobium
Ha OCHOBe TPYMNN NEePeKPeCTHOro 3apa)<eHHsi MX XO03sieB-PAaCTEHHH He COOT-
BeTcTBYeT AM(p(HepeHIHPOBAHHIO WITAMMOB KJyGeHbKOBBIX 6akTepuil Mo MX
MOP(}OJOrHUECKMM, DH3HOJNOTHYUECKHM H GHOXMMMUECKHM CBOWCTBAM, a Tak-
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e M0 CrnocoOHOCTH 00pa3oBbIBATh KJAyOeHbKH. BapbupoBanue OHOJOTHYE-
CKHX CBOHCTB W NMPH3HAKOB LITAMMOB OJHOTO H TOTO K€ BH/la NpPEBbILIAET
BapbUpOBaHHe CPeJHHX CBOMCTB BH/JOB. ENWHCTBEHHOE H SICHOE H IOCTOSIH-
Hoe nu(pdepeHurpoBanne mMTaMMoB Rhizobium 3akiioyaercs B HX I10Apas-
HeJieHHH Ha ObICTpOpacTyllHe W MemjieHHopactyiiue. KiyGenbkoBbie Gakre-
PHH, aCCOLMHPOBAHHBIE C OIpeJdeJeHHBIMH TIPYyNIaMH MepeKpecTHOro 3apa-
XKEHHs, CKOpee BCero sIBJIAIOTCS PA3HBIMH aJanTHBHBIMH (opmamu GHOJMO-
THYECKH H3MeHuuBOro Rhizobium.



TAHVEL 1. Kevadine seahernes ehk kevadine kureldits — Lathyrus vernus (L) Bernh.



TAHVEL 2. Mets-seahernes — Lathyrus sylvestris L.



TAHVEL 3. Harilik koldrohi — Anthyllis vulneraria L. s. str.



TAHVEL 4. Magus hundihammas — Astragalus glycyphyllus L.
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Kirjanduse iilevaade

Liblikoieliste taimede ja nendel esinevate miigarate iseloomustus .
Alamsugukond Mimosoideae

Alamsugukond Caesalpinioideae .

Alamsugukond Swartzioideae

Alamsugukond Papilionoideae

Miigarbakterite iseloomustus .

Morfoloogilised tunnused

Fiisioloogilised tunnused

Biokeemilised tunnused

Miigarbakterite klassifikatsioon

Miigarbakterite levikut mojustavad tegurld
Miigarbakterite esinemine muldades

Fiitisilised ja keemilised faktorid

Toitumisfaktorid 2,
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