
<> нуклеотидном составе ДИК у различных видов рода КМгоМит. Вы
сокий уровень гомологии ДНК обнаруживается у различных штаммов 
клубеньковых бактерий арахиса (86—100%). причем в генетическом 
о. ношении этот вид отдален от клубеньковых бактерии гороха (обна
ружено 10—15% общих гомологичных последовательностей в ДНК)

Определенное генетическое родство, не выходящее за рамки вида, 
прослеживается у 3 штаммов клубеньковых бактерий гороха (70— 
100%) Интересно отметить, что определение размера генома у 4 штам
мов клубеньковых бактерий арахиса выявляет близкие значения моле
кулярной массы их ДНК: штаммы 6091, 6092. 6093 и 6094 в расчете на 
один нуклеотид имеют следующие молекулярные массы ДНК (в даль
тонах): 1,6X10*; 1,8x10*; 1.9/10'; 1,5X10՜' соответственно.

Таким образом, на основании изучения геномной характеристики 
культур выявлено близкое генетическое родство у 4 штаммов клубень
ковых бактерий арахиса и 3 штаммов клубеньковых бактерий гороха, 
не выходящее за рамки одного вида, причем з генетическом отно
шении вид клубеньковых бактерий арахиса удален от клубеньковых 
бактерий гороха.
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МЕТОДЫ ПОЛУЧЕНИЯ ПРЕПАРАТИВНЫХ ФОРМ НИТРАГИНА

.4. Д. НАЛБАНДЯН. В. А. АВЕТИСЯН

Нитрагин—клубеньковые бактерии—бенгонп г.

Ннтрагннизаппя бобовых растений применяется во многих странах 
мира.

В СССР чистый доход от применения нитрагина составляет в сред
нем 30—50 рублей, а для сои в новых районах ее возделывания—до 
150- 200 рублей на гектар [5].

В настоящее время в мире выпускается ок-.՛ ю 60 товарных форм 
препаратов для ннтрагинизации бобовых растений, в виде чистых куль
тур клубеньковых бактерий, смеси их с субстратами-носителями (ноч- 
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ва, торф, почва—торф и др.), обезвоженной биомассы клубеньковых 
бактерий и т. д.

Установлено, что метод приготовления торфяного нитрагина (рпзо- 
торфкна) непосредственным инокулированном клубеньковыми бакте
риями стерильного торфа в пакетах позволяет получить препарат более 
высокого качества, чем при использовании нестерильного торфа [4].

Ряд авторов, разрабатывая вопросы технологии производства су
хих препаратов нитрагина, показали большое значение технологических 
свойств активных штаммов клубеньковых бактерий, а также условий 
их ферментации. Предложена принципиальная технологическая схема 
производства торфяного нитрагина (ризоторфина) [6].

Цель настоящего исследования состояла □ разработке способов 
изготовления агарового, торфяного и сухого нитрагина на основе мест
ных штаммов клубеньковых бактерий с использованием местиог ՛ 
сырья.

Агаровый нитрагин. Для изготовления агарового нитрагина клу
беньковые бактерии гороха, люцерны, эспарцета и фасоли выращивали 
в пробирках на агэризованной среде из горохового экстракта, содер
жащей 1% сахарозы, а для клубеньковых бактерий соя— I % маннита. 
Культуры выращивали при 26 28е в течение 2—4 суток при использо
вании клубеньковых бактерий гороха, люцерны, эспарцета, фасоли ՛ 
5 7 суток при использовании клубеньковых бактерий сои.

Семена бобовых перед посевом обрабатывал։ водной суспензией, 
содержащей от 2 до 3 млрд клеток/мл.

Сухой (лиофилизированный) нитрагин. Культуры клубеньковых 
бактерий гороха, фасоли, люцерны и эспарцета выращивали на жидкой 
питательной среде следующего состава (%): меласса (содержание са
харозы не .менее 45%) —I, кукурузный экстракт-0,3. (ХНл-.^О, О.1»՜. 
К2НРО4—0,05, ХаС — 0,02, М^8О։ 0,02, pH—7- 7.2, Культнвнрзва
ние проводили иа качалке (200 240 об/мин) в течение 48 часов, Спу
стя 24 ч в среду чополнлтельно вносили следующие компоненты г; ։: 
мелассу 1, кукурузный экстракт—0,3.

Через 48 ч в 1 л среды накапливалось 15 1> г биомассы, осажден
ной на центрифуге пря 10 тыс, об мин в течение 10—15 мин. Титр 
клубеньковых бактерий гороха и фасоли в биомассе составлял 13— 
15 млрд/г, а клубеньковых бактерий люперны л эспарцета—17- 
18 млрд/г.

Перед ^аморажящшлсм биомассу смеши и-ли со (ующимп за
щитными средами (%); мелассой 20; мелассой—20 и молоком 1 объ
ем; мелассой—20 и бентонитом— 30; мелассой 20. молоком- 1 объем и 
бентонитом -30.

Пря смешивании биомассы, имеющей влажность 75 80%. с ука
занными защитными средами относительная влажность полученного 
материала бывает различной. Так. после смешивания с мелассой она 
составляет 68%, а при смешивании с мелассой н бентонитом (20%4- 
30%)—55—56%. Снижение относи гельвой влажности пасты позволяет 
осуществить лиофилизацию клубеньковых бактерий за более короткое 
время.
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Биомассу после тщательного перемешивания с защитной средой 
вносили во флаконы с высотой слоя н 1 см. Насту предварительно за 
моражнвали в смеси сухого льда с изопропиловым спиртом при 75— 
80° в течение I часа. При таком способе замораживания процент ги
бели клеток клубеньковых бактерий бывает незначительным. Высуши
вание материала в зависимости от защитной среды завершалось в те
чение 8—12 часов. Полученный порошок, содержащий клетки клубень
ковых бактерий, смешивали с бентонитом е таким расчетом, чтобы 
100 г бентонита содержали 250—300 млрд клеток .этих бактерий. Пре
парат хороню сохраняет активность в течение 6—9 месяцев [I, 2, 3].

Торфяной нитрагин. Для получения торфяного нитрагина клубень
ковые бактерии выращивали в колбах при 26° в течение 48—72 ч на 
питательной среде следующего состава (%): меласса—2, дрожжевой 
экстракт-0,3 (XHj2So’{ 0.05, Na Cl-0.02. K21IP04-0,05. MgSO4— 
0,02, pH 7,0—7,2. Затем содержимое колб переносили в ферментер, со
держащий среду такого же состава. Коэффициент заполнения фермен
тера—0,6. В ферментер вносили 1.2 л посевного материала. Стерили
зацию среды в ферментере осуществляли подачей пара (135-) в рубаш
ку ферментера в течение 1,5 часа. Аэрирование— 0,7— 1,0 г/л, мешал
ка—300 об мин. Продолжительность ферментации—48 ч при 26- 28°. 
Титр клеток клубеньковых бактерий в культуральной жидкое։и спустя 
48 ч составлял 16,2 млрд мл.

Полиэтиленовые мешочки с измельченным торфом iВарденисское 
месторождение) по 100 г в каждом герметически запаивались и стери
лизовались гамма-лучами (кобальт 60) при дозе 5 Мрад.

Ввод культуральной жидкости (5 мл) в мешочки, наполненные 
торфом, имеющим 45- 50 м влажности, осуществляли с помощью шпри
ца. На 1 г торфа введено 800 млн клеток клубеньковых бактерий. Ино
кулированные мешочки помещали в термостат при 26- 28е на 10 дней, 
после чего титр клубеньковых бактерий в препарате составлял 1,5— 
2 млрд в грамме торфа.

Торфяной литра։ ин изготовлен на основе клубеньковых бактерий 
эспарцета, сои и гороха.
Препарат сохраняет активность в течение 6 месяцев.
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