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Определение некоторых видов азотобактера
ФЛУОРОМЕТРИЧЕСК1IM МЕТОДОМ

Видовой характеристикой азотобактера занимались многие отече­
ственные и зарубежные ученые. Вначале эти исследования относились 
только к культурально-морфологическим и физиологическим изучениям. 
В дальнейшем, выделение новых культур требовало применения более 
глубоких и убедительных методов для изучения организмов. Для более 
точной классификации видов азотобактера исследователи предлагали 
разные методы.

Каллас и Монтоя [4] испытывали влияние некоторых красок на рост 
нескольких культур Az. chroococcum. Az. agile. Az. vinelandii и Az 
beijerinckil В результате этих работ авторы разграничили четыре ви­
да азотобактера. Норрис [8| при изучении антигенной структуры азо­
тобактера заметил родство между Az. agile. Az. insigne и Az. macro- 
•cyiogenes.

Джонстон [5. 6], Джонстон и Фишбейн [7] в качестве одного из мето­
дов распознавания видов азотобактера предложили флуорометрический 
метод. Иногда, судя только по внешнему зеленому пигменту. Az. 
vinelandii принимали за Az. agile. Культуры Az. vinelandii и Az. agi­
le образуют водорастворимый зеленый пигмент, который у 
Az. agile при ультрафиолетовом облучении флуоресцирует белым цве­
там. в у Az. vinelandii — зеленым. Даже штамм Az. agile, образую­
щий видимый тёмно-коричневый пигмент, флуоресцировал подобно 
зеленым штаммам белым цветом. Белую флуоресценцию Джонстон |6| 
жаблюдал и у Az. niacrocytogenes. хотя сам автор и другие исследо- 
чителп рассматривают эту культуру как отдельный от Az. agile вид.

В качестве питательной среды для культур азотобактера Джонстон 
и Фишбейн [7] использовали среду Бэрк с 2% глюкозой Для выяснения 
1ЛИЯШ1Я железа и молибдена на накопление флуоресцирующих веществ, 
лптиры испытали их различные концентрации и варианты. Оказалось, 
что молибден способствовал увеличению интенсивности флуоресценции, 
л железо в больших концентрациях подавляло. Культивирование азо­
тобактера проводилось в условиях аэрирования. Испытанием серии бу­
ферных растворов с различными pH установлено, что наибольшая ин 
тенсинность флуоресценции культурального фильтрата наблюдается при 
pH 7,0—7,3.

Имея большую коллекцию культур Az. agile и Az. nigricans, сход­
ных по водорастворимому пигменту, выделенных из почв АрмССР. мы 
p-.ti'iii.'iii воспользоваться методом, предложенным Джонстоном; Помимо
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местных культур в нашем распоряжения находились коллекционные 
культуры Az. agile и Az. vinelandii, полученные из разных мест.

Культуры азотобактера выращивали в жидкой среде Бэрк {3] с 2% 
глюкозой, куда добавляли СаСО3 (0.33%) и молибден (0.1% из ,р՝,5% 
раствора молибденовокислого аммония), Большинство испытуемых 
культур параллельно культивировались и на жидкой среде Виноградско- 
ю. Результаты на обеих средах были аналогичны. Ввиду того, что мно- 
; не местные культуры росли медленное и пигментировали не одновремен­
но, то и сроки культивирования в наших опытах были разные. Для иолу 
чення оптимального свечения флуоресцирующих веществ, нами исполь­
зован фосфатный буфер, установленный на pH 7.3 (предложенный Джон­
стоном [6]). Буфер по 10 мл разливали в опытные пробирки из нефлус- 
рееппрующего стекла, добавляли 0,5 мл культурального фильтрата, йн- 
пятили в водяной бане 2 мин., охлаждали до комнатной температуры и 
непосредственно наблюдали флуоресценцию с помощью аппарата для 
флуоресцентного анализа витаминов в растворах — модель 833.

На культурах Az. agile jakutine и Az. vinelandii испытано влияние 
некоторых факторов на образование флуоресцирующих веществ 
(табл. I). Испытаны различные источники кальция, разные концентра­
ции железа, условия и сроки культивирования. В среду Бэрк в качеств՛.՛ 
источника кальция в одном случае внесли СаС.К—0.1. в другом.֊֊ 
СаСО3—0.33%. Как видно из данных таблицы, культура Az. vinelandii 
не выросла на среде с СаС12, поэтом} в последующих опытах мы исполь­
зовали только СаСОз. Железо, внесенное в среду в количестве 0,1% и 
0.01 , (из 0.5% раствора FeSO.j • 7НгО). соответствовало концентрациям, 
использованным Джонстоном. Анализы показали (табл. 1), что интен­
сивность флуоресценции у культур азотобактера при концентрации же­
леза 0.01% выше, чем при концентрации 0,1%. В дальнейшем в среду 
Брэк вносили железо 0.01%. Сравнивая условия глубинного выращи­
вания культур азотобактера с поверхностным, видим, что для накопле­
ния флуоресцирующих веществ аэрация в наших опытах особой роли 
не играет, поэтому последующие испытания проводили в условиях по­
коя Испытание различных сроков культивирования выяснило, что ин­
тенсивность свечения на 15 сутки больше, чем на 7.

После установления влияния некоторых факторов на интенсивность 
образования флуоресцирующих веществ, мы решили испытать некото­
рые коллекционные культуры Az. agile и Az vinelandii.

Из данных табл. 2 видно, что все приведенные культуры Az. 
agile, в том числе и Az. inacrocytogenes. флуоресцировали белым цве­
том различной интенсивности. Нашими предыдущими исследованиями 
|1| выяснено, что Az. rnacrocytogenes во своим культурно-морфоло­
гическим и физиологическим свойствам полностью идентичен с Az. agile 
jakutiae. Л. И. Рубенчик |2| Az. maerpeytogenes относит к роду Belje- 
rinckia Derx. Флуоресцентный анализ доказал правильность нашего 
вывода, что Az. inacrocytogenes относится к виду Az. agile. Результаты 
исследований Джонстона |6| и Норриса |8| подтверждают наши дан-
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Т а б л и ц а 1
Влияние раллийных факторов на образование флуоресцирующих веществ 
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Ви
лы

 аз
о­

то
ба

кт
ер

а Различные 
источники 
Са в * о

K
o.

'li
i'i

ec
iв

о 
l-'

eS
O

^ в 
%

Ко
ли

че
ст

во
 

ку
ль

ту
ра

ль
но

й 
ж

ид
ко

ст
и н

 м.1 Глубинное 
КУЛЫНВИрп- 

ванис

Поверхнос।ное куль։к- 
иирование

7 суток 7 суток 15 суток

Бело с с вече и и е

СаС13—0,1 O.i 0.5 4г4֊=+ .

Аг
. vi

ne
la

nd
ii Н

И
М

И
 

А
г. f

tg
lle

 Jn
kt

ili
ne

 ИН
А

СлС13 0.1 0.01
0.2
0.5
1.0

Жг

֊-4-4-4-
т4-4-4-

CaCOj ֊0.33 u.l 0.5 4*4*-г 44-4֊ 4— т-4

СаСО,—0.33

€aClj֊0.1

0.01

3 е .1 е н

0,1

0.2
0.5
1.0

о е с

0.5

•г-г-Н- 

н е ч е Н и е

рос;а нет

-НН֊

4НЧ-4-

роси нет роста пет

СаС1,-0.1 0.01 о,.-. роста нет роста нет роста нет

CaCOj 0.33 0.1 0.5 4-4 4֊ 4-4-4- -Н-4-

СаСО, - 0.33 0,01
0.2
0.5
1.0

4-4-4֊
4-4-4- — 

’4՜ 4-4-4֊ 4՜
. .. . 4-4—4-4

Контроль-средл 0.5 свечения нет свечения не г свечения нет

Примечание: в тайной и последующих таблицах итенаилюсть свечении 
обозначена по цятибалыюй сщчеме.

ные о видовой принадлежности -этой культуры, несмотря на сомне­
ния авторов в этом вопросе.

Три культуры: Az. vinelandii 11-1. Az. vinelandii ЗЛА и Az. vine- 
pindii 1 (Ленинград), полученные нами в качестве вида Az. agile, 
культурально и морфологически |1| представляют собой типичные 
Az. vinelandii. Данные табл. 2 подтвердили это .мнение зеленым све­
чением флуоресцирующих веществ вышеуказанных культур.

Наши исследования [1] с Az. agile 22-Д показали, что эта культура 
сходна с \z. vinelandii. Однако флуоресцентный анализ показал, что
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ку 1Ьтуральнын фильтрат Az. agile 22-Д светил белым цветом Этот во­
прос требует дальнейшей проверки.

Из табл 2 видно также, что все культуры Az. agile флуоресцируют 
белым инетом, a Az. vinelandii зеленым цветом. Цвет флуоресценции 
абсолютно не зависит от видимого пигмента. Так например, Az. agile 
хльфтский образует растворимый зеленый пигмент, а флуоресцирует 
ярко белым цветом.

Местные штаммы Az. agile, имея сходные свойства с описанной 
Пейеринком культурой, отличаются от нее тем, что образуют цисты и не 
пигментируют зеленым цветом Для флуоресцентного анализа из мест­
ных культур было отобрано по 32 штамма Az. agile и Az. nigricans 
• табл. 3). Оказалось, что все культуры азотобактера флуоресцирующих 
веществ почти не образуют, светят очень слабо белым цветом, а некото­
рые из них совсем не светят, подобно контрольной среде. Только одна 
культура Az. nigricans 83 флуоресцировала белым цветом, что требует 
дальнейшей проверки Испытанные нами одновременно несколько куль­
тур Az. cliroococcnm светили почти так же. как и культуры Az. agile 
и Az nigricans.

Джонстон и Фишбейн [7] в своей работе описали две культуры 
Az. agile, которые не вырабатывали флуоресцирующих веществ. Авторы 
считают это явление вполне нормальным, т к. не обязательно, чтобы 
штаммы одного и того же вида образовали одинаковые продукты мета­
болизма.

Выводы

1 . Флуоресцентный анализ является дополнительным методом для 
разграничения видов Az. agile и Az. vinelandii.

2 Флуоресцентным методом было подтверждено, что три культуры, 
п<'леченные из Минска и Ленинграда, под названием Az. agile относятся 
к виду Az. vinelandii.

3 . Az. macrocytogenes Jensen своими свойствами идентичен с Az. 
agile jakutiae. что подтверждено применением флуоресцентного ме­
тода.

4 Местные штаммы Az. aglie и Az. nigricans, которые одинаково 
пигментируют, выделяя в среду фиолетово-бурый пигмент, флуоресци­
рующих веществ почти не синтезируют. Под ультрафиолетовыми лучами 
онп светят очень слабо белым цветом.

Очень слабое свечение у местных штаммов Az. agile, вероятно, сле­
дует отнести к особенностям их экологических свойств и не противореча! 
..нтерзтурным данным об отсутствии свечения или слабого свечении у 
некоторых штаммов ганного вида азотобактера.
14нс I и ту т мн Kpooi юл огни 

АН АрмССР Поступи.™ 22.Х 196՜) г.
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ԱԱՈաււՀՏհՐՆհՐԻ Տհ11ԱնԱՑԻՆ ПРПСПНГС ՖԼՈԻՈՐՈՄԵՏՐԻԿ ն'Լ11.ՆԱԿՈ«1.

В. մ փ ո փ II I if

Միկրոօրգանիզմների. ինչպես ե ագուոէւրակտերների տեսակային որոշում/։ 
կատարվում Լ տարրեր եղանակներով: Սակայն այն դմէէարոէթյուններյւ, որոնք 
կսւպված են միկրորների սւեսակային որոշման հետ, ստիպում են հհտսպոտող- 
ներին գտնել It աոււէջտրկեյ նոր nt յրտցո՚ցի; մեթողնեքէ

վերջին տարիհերին S! ոնստոնի [5, 6‘, 7] և ուրիշների IftttftTfttf առաջարկվա<) 
Լ նոր մեթոդ ադուոորակւոերների տևսակա յին որոշման համար։ Համաձայն 
այդ մեթոդի, ադոտորակևրնևրի որոշ տեսակներ, որոնք աո աջսւցնո։ մ են Հրում 
/Ոէծվոդ ֆ{ուորեսցենտ նյութեր, ենթարկվում են ա/տրամանուշակագույն մա- 
ոադէսյրման. րոտ որում .\’Հ. agliC տեսակին պատկանող կուլտուրան երր յուսւււ- 
վորվում են սպիտակ դույնով, իսկ \'£. \ inckHH.Ii' ■ ին պատկտնողներր՝ կանաչ 
գույնով:

Կաէոարվ ած աշխատանքի նպ ատակն Լ եդեյ ֆչո։ որոմետրիկ եղանակով 
■ 'յտել Az agile ե Az. vineklilflii կոյեկցիոն մի քանի շտամների սւեսակային 
ւղատկանեյութ յունր։ Այնուհետև այս մեթոդով ստուգվել են Հայաստանի ,ոդե՝ 
I’l'.'l մեկուսացված Az- agik ե \՚ճ- nigriejris կուլտուրաների կողմից ֆւուորես- 
ւ՚ենս։ նյութեր սինթեգելու ունակություն/։։

Uy’./uut սրան րի վերարերյա յ կարեքի Լ .անդել Հետևյալ ե գ րամյսրց ււ ւ թ յ ուն - 
ների.

1. 'եյուրւրոմետրիկ անայիդր յրաքուքիչ եղանակ Լ \՚չ. agile և \z. \'Ո1Ըւ;1Ու1ս 
սւեսակներր միմյանցիդ տարրերեյո։ համար։

հ. Ֆյուորոմետրիկ եղանակի կիյէԱէոումր հնարավորռէթյ։ւ։ն տվեք րքերշ- 
նակէսնապես գայ այն եգրակսւգության, որ \շ. agile-ի անվան աակ տարրեր 
սմպերից ստացված երեք շտամներր պատկանում են \z \'iliel.iH<lii տեսակին.

‘.i. Համ աձսւ էն կատարված ու սու մնասիրո։ թ յունների {/|. ,-\Z- llUK-TOCy lOgt' • 
ties Jensen պատկանոաք I, Az. agile տեսակին, որր IШ,սորատվում Լ Ijr/tunjrliJi - 

մեթոդի կիրաոմ ամր.
հ- Az. agile ե Az. nigricans կուլտուրաների ւոեղւսկտն շտամներր. որոնք 

ււննդամ իշաւ1 էէէյր/ւ գոէնաւ!որում են միանման գորշ-մսւնուշւսկտգոէ յնոէք, .ա֊ 
մարյա չեն սինթեդոէմ ֆ/ո։ որեսցենտ նյութեր։ Սււտրամանուշակսւրքսւյն ճաոա֊ 
ղայթների ազդեցության տակ նրանք լուսավորվւււմ են շատ թո,յ/ սպիտակ 
ւրպնով, որր, Հավանորեն, կարեյի /, վերադրեք նրանց կկոյոդիական и/пшЬА- 
1սւՀատկությ>ւէններին։ Այս չի հակասում եղած այն դրական տվյալներին, որ՝ 
>ոեգ նշվում Լ, որ \՚չ. Ugile֊/»P պատկանող որոշ շւոամներ կամ չեն յուսավոր 
վոէմ. կամ յուսավորվոէմ են՚շաս։ թոււյտ
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